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1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (38)

i NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 BIGOGA DIAGA Jude Professeur En poste

2 FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste

3 FOKOU Elie Professeur En poste

4 KANSCI Germain Professeur En poste

5 MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste

6 MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
7 NINTCHOM PENLAP V. épse BENG Professeur En poste

8 OBEN Julius ENYONG Professeur En poste

9 ACHU Merci BIH Maitre de Conférences | g poste

10 ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences | g poste

11 AZANTSA KINGUE Garbin Boris Maitre de Conférences En poste

12 BELINGA nee NDOYE FOE M. C. F. Maitre de Conférences | chef DAF / FS
13 BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences | g poste

14 DJUIDJE NGOUNOUE Marceline Maitre de Conferences | gn poste

15 EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences | g poste

16 NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences | g poste

17 NGONDI Judith Laure Maitre de Conferences | gn poste

18 NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences | g poste

19 NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences | g poste

20 MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences | Inspecteur de Service

MINESUP

21 TCHANA KOUATCHOUA Angele Maitre de Conférences | g poste

22 EWANE Cécile Anne Maitre de Conférences | En poste

23 KOTUE KAPTUE Charles Maitre de Conférences | En poste

24 AKINDEH MBUH NJI Chargée de Cours En poste

25 BEBOY EDZENGUELE Sara Nathalie Chargee de Cours En poste

26 DAKOLE DABOY Charles Chargée de Cours En poste

27 DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste

28 DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste

29 FONKOUA Matrtin Chargé de Cours En poste

30 BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste

31 LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
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MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
33 MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
34 PACHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
35 Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
36 MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle Assistante En poste
37 OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
38 WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (46)

1 AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur VICE-DOYEN / DSSE
2 BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département
3 DIMO Théophile Professeur En Poste
4 DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
5 ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur VICE / Doyen/FMSB/UYI
6 FOMENA Abraham Professeur En Poste
7 KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste
8 NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
9 NJIOKQU Flobert Professeur En Poste
10 NOLA Moise Professeur En poste
11 TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de  service
12 TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord.Progr./MINSANTE
13 ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
14 DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur En poste
15 KEKEUNOU Sévilor Professeur En poste
16 BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences | ENPposte
17 DJOGUE Séfirin Maitre de Conférences | En poste
18 f\'/?géﬁp-rggéj KENG  Hermine  épse Maitre de Conférences | En Poste
19 MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences | En poste
20 MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences | En Poste
21 NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences | En poste
22 TOMBI Jeannette Maitre de Conférences | En poste
23 GOUNOUE KAMKUMO Raceline Maitre de Conférences | En poste
24 ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
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ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
26 BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
27 DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
28 ETEME ENAMA Serge Chargée de Cours En poste
29 KANDELA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
30 LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste
31 MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
32 MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
33 MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste
34 MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
35 NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste
36 NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
37 NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA
38 NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
39 TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
40 TAMSA ARFAO Antoine Chargé de Cours En poste
41 YEDE Chargé de Cours En poste
42 BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Assistant En poste
43 ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Assistante En poste
44 KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
45 LEME BANOCK Lucie Assistante En poste
46 YOUNOUSSA LAME Assistant En poste

3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (31)

1 AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII
2 BELL Joseph Martin Professeur En poste

3 DJOCGOUE Pierre Frangois Professeur En poste

4 MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste

5 YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
6 ZAPFACK Louis Professeur En poste

7 MBOLO Marie Professeur En poste

8 ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences | En poste

9 BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences | En poste

10 MALA Armand William Maitre de Conférences | En poste
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MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences | CT/UDs
12 NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI
13 NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences | En poste
14 TSOATA Esaie Maitre de Conférences | En poste
15 TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences | En poste
16 DJEUANI Astride Carole Chargée de Cours En poste
17 GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste
18 MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
19 MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Chargé de Cours En poste
20 NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
21 NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
22 NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste
23 NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
24 ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
25 GODSWILL NTSOMBAH NTSEFONG | Assistant En poste
26 KABELONG BANAHO Louis-Paul- Assistant En poste

Roger
27 KONO Léon Dieudonné Assistant En poste
28 LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste
29 LIKENG6LISNGUE Benoit C Assistant En poste
30 TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste
31 TEMEGNE NONO Carine Assistant En poste

4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (Cl) (35)

1 AGWARA ONDOH Moise Professeur Viee  Recteur  Univ
,Bamenda
2 ELIMBI Antoine Professeur En poste
3 Florence UFI CHINJE épouse MELO Professeur Recteur
Univ.Ngaoundere
4 Ministre Chargé
GHOGOMU Paul MINGO Professeur deMiss.PR
5 NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste
6 CT MINRESI/Chef de
NDIFON Peter TEKE Professeur Departement
7 NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen univ.
Bamenda
8 NENWA Justin Professeur En poste
9 NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs
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DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Professeur En poste
1 BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Conférences | Chargée Mission P.R.
12 KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences | En poste
13 KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences | En poste
14 KONG SAKEO Maitre de Conférences | En poste
15 NDI NSAMI Jilius Maitre de Conférences | En poste
16 NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences | En poste
17 NJOY A Dayirou Maitre de Conférences | En poste
18 YOUNANG Elie Maitre de Conférences | En poste
19 ACAYANKA Elie Maitre de Conférences | En poste
20 BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS / ENS Bertoua
21 CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste
22 EMADACK Alphonse Chargé de Cours En poste
23 KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste
24 KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste
25 MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
26 MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste
27 NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste
238 NEBA nee NDOSIRI Bridget NDOYE | Chargée de Cours CT/ MINFEM
29 NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste
31 PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste
32 TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste
33 NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste
34 PTOUOSSA ISSOFA Assistant En poste
35 SIEWE Jean Mermoz Assistant En poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (35)

1 DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen / PSAA
2 GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDS
3 NGOUELA Silvére Augustin Professeur En poste
4 NKENGFACK Augustin Ephreim Professeur Chef de Département
5 NYASSE Barthélemy Professeur Directeur/UN
6 PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/ MINESUP
7 WANDJI Jean Professeur En poste

vi




8

MBAZOA née DJAMA Céline Professeur En poste
9 Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences | DEPE/ Rectorat/UYI
10 EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences | Chef Service DPER
11 FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences | En poste
12 FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences | En poste
13 KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences | En poste
14 KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences | En poste
15 KOUAM Jacques Maitre de Conférences | En poste
16 MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences | En poste
17 NOTE LOUGBOQOT Olivier Placide Maitre de Conférences | Chef Service/ MINESUP
18 NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences | Sous/Direct. MINERESI
19 NGONO BIKOBO Dominique Serge Maitre de Conférences | En poste
20 NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences | En poste
21 TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences | En poste
22 TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences | Doyen /FS/ UYI
23 TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences | En poste
24 YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences | En poste
25 AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences | En poste
26 MVOT AKAK CARINE Maitre de Conférences | En poste
27 KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
28 NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
29 NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
30 OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
31 SIELINOU TEDJING Maurice Chargée de Cours En poste
32 TAGATSING FOTSING Maurice Chargé de Cours En poste
33 ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargée de Cours En poste
34 MESSI Angélique Nicolas Assistant En poste
35 TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste
6 - DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (26)
1 ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
2 FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur IC(;[:];\/IIN[I;?UP ENS/Chef
3 NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences | En poste
4 AMINOU Halidou Chargé de Cours En poste
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5 DJAM Xaviera YOUHEP KIMBI Chargé de Cours En Poste
6 EBELE Serge Chargé de Cours En Poste
7 KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste
8 MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
9 MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste
10 TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
11 ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
12 KAMGUEU Patrick Olivier Chargé de Cours En poste
13 MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
14 OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours C/D Enset. Ebolowa
15 TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
16 TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
17 WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
18 DOMGA KOMGUEM Rodrigue Chargé de Cours En poste
19 BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
20 EKODECK Stéphane Gaél Raymond Assistant En poste
21 HAMZA Adamou Assistant En poste
22 JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
23 KAMDEM KENGNE Christiane Assistante En poste
23 MAKEMBE. S. Oswald Assistant En poste
24 MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
25 MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistante En poste
26 NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste

7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (30)

CD Info/ Chef division

1 EMVUDU WONO Yves S. Professeur MINESUP

2 AYISSI Raoult Domingo Professeur Chef de Département

3 NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences | En poste

4 NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences | En poste

5 MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences | En poste

6 TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences | Directeur/AIMS Rwanda
7 MBELE BIDIMA Martin Ledoux Maitre de Conférences | En poste

8 TAKAM SOH Patrice Maitre de Conférences | En poste
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TCHOUNDJA Edgar Landry Maitre de Conférences | En poste
10 AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Chargé de Cours IC\:A[}eh];PLAMAT Cellule
11 CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
12 DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
13 DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste
14 FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
15 KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste
16 KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
17 MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
18 MBANG Joseph Chargé de Cours En poste
19 MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
20 NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
21 NIMPA PEFOUNKEU Romain Chargée de Cours En poste
22 POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
23 TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
24 TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargée de Cours En poste
25 TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
26 MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
27 | BITYE MVONDO Esther Claudine Assistant En poste
28 MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste
29 MEPENZA NOUNTU TIERY Assistant En poste
30 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste
8 - DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18)
1 ESSIA NGANG Jean Justin Professeur DRV/IMPM
2 NYEGUE Maximilienne Ascension Professeur En poste
3 BOYOMO ONANA Maitre de Conférences | EN POSte
4 NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences | EN POSte
5 RIWOM Sara Honorine Maitre de Conferences | gn poste
6 SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences | £ poste
7 ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste
8 BODA Maurice Chargé de Cours En poste
9 BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
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ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
1 NJIKI BIKOI Jacky Chargée de Cours En poste
12 TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
13 ESSONO Damien Marie Assistant En poste
14 LAMYE Glory MOH Assistant En poste
15 | MEYIM A EBONG Solange Assistante En poste
16 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste
17 | SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste
18 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste
9 - DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (40)
1 BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2 ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
3 KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
4 NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
5 NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
6 NOUAYOQOU Raobert Professeur En poste
7 NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur Sous Directeur/ MINRESI
8 PEMHA Elkana Professeur En poste
9 TABOD Charles TABOD Professeur Doyen Univ/Bda
10 TCHAWOUA Clément Professeur En poste
1 WOAFO Paul Professeur En poste
12 DJUIDJE KENMOE épse ALOYEM Professeur En poste
13 NANA NDENDJO Blaise Roméo Professeur En poste
14 ZEKENG Serge Sylvain Professeur En poste
15 BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences | DG/HYDRO Mekin
16 BODO Bertrand Maitre de Conférences | En poste
17 EKOBENA FOUDA Henri Paul Maitre de Conférences | Chef Division. UN
18 EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences | En poste
19 FEWO Serge Ibraid Maitre de Conférences | En poste
20 HONA Jacques Maitre de Conférences | En poste
21 MBANE BIOUELE César Maitre de Conférences | En poste
22 NDOP Joseph Maitre de Conférences | En poste
23 SAIDOU Maitre de Conférences | MINRESI
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SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences | En poste
25 SIMO Elie Maitre de Conférences | En poste
26 VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de Conférences | En poste
27 WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences | Sous Directeur/ MINESUP
28 ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Maitre de Conférences | En poste
29 MBINACK Clément Maitre de Conférences | En poste
30 ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
31 EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
32 FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER
33 MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargé de Cours En poste
34 MELI’I Joelle Larissa Chargée de Cours En poste
35 MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
36 OBOUNOU Marcel Chargé de Cours DA/Univ . Inter
Etat/Sangmalima
37 WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
38 CHAMANI Roméo Chargée de Cours En poste
49 AYISSI EYEBE Guy Francois Valérie Assistant En poste
40 TEYOU NGOUPQU Ariel Assistant En poste
10 - DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (42)
1 BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
2 FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 KAMGANG Pierre Professeur En poste
4 NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département
5 NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En poste
6 NGOS I1l Simon Professeur DAAC/Uma
7 NKOUMBOU Charles Professeur En poste
8 NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
9 ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Conférences | Vice-Doyen / DRC
10 GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences | CD/UMa
11 MOUNDI Amidou Maitre de Conférences | CT/ MINIMDT
12 NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences | CEA/MINRESI
13 NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences | En poste
14

ONANA Vincent Laurent

Maitre de Conférences

En poste
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15 BISSO Dieudonné MaTt,re de Directe1ur/Projet Barrage
Conférences Memve’ele

16 | EKOMANE Emile C'\f;'ftgfences de | En poste

17 GANNO Sylvestre C':\g ?fté:fences de En poste

18 NYECK Bruno C':\g 2:‘té[fences de En poste

19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de | En poste
Conférences

20 TEMDJIM Rabert Maitre de Conférences | En poste

21 YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences | Chef Div. /MINTP

22 Z0’0 ZAME Philémon Maitre de Conférences | DG/ART

23 TCHAKOUNTE J. épse NOUMBEM Maitre de Conférences | Chef.cell / MINRESI

24 ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste

25 BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste

26 ELISE SABABA Chargé de Cours En poste

27 ESSONO Jean Chargé de Cours En poste

28 EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste

29 FUH Calistus Gentry Chargé de Cours Sec. D’Etat/MINMIDT

30 LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste

31 MBESSE CECILE OLIVE Chargée de Cours En poste

32 MBIDA YEM Chargé de Cours En poste

33 METANG Victor Chargé de Cours En poste

34 MINYEM Dieudonné-Lucien Chargé de Cours CD/Uma

35 NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste

36 NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste

37 NTSAMA ATANGANA Jacqueline Chargé de Cours En poste

38 TCHAPTCHET TCHATO De P. Chargé de Cours En poste

39 TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste

40 TEMGA Jean Pierre Chargé de Cours En poste

41 FEUMBA Roger Assistant En poste

42 MBANGA NYOBE Jules Assistant En poste
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RESUME

Le caféier (Coffea arabica L.) est cultivé pour ses grains qui constituent la matiére
premiere la plus commercialisée a travers le monde aprés le pétrole. Le café Arabica est apprécié
pour sa faible teneur en caféine et son aréme. Malgré sa forte production (65 % de la production
mondiale du café), le caféier Arabica fait face a plusieurs contraintes parmi lesquelles
I’anthracnose des baies représente la majeure dans les zones de production. La maladie se
manifeste par la présence des taches nécrotiques noires apparaissant a la surface des baies. De nos
jours, les molécules biochimiques et les probables interactions entre ces biomolécules impliquées
dans I’infection des baies ne sont pas tres bien élucidées. L’objectif de la présente these est
d’évaluer I’effet des différentes situations culturales des caféiers et des stades phénologiques des
baies sur la dynamique de I’anthracnose et les événements biochimiques associés au
développement des baies.

Les expérimentions ont été menées dans les plantations expérimentales, a 1100 m
d’altitude (Foumbot), 1800 m d’altitude (Santa) et en milieu paysan a 1200 m d’altitude
(Kouoptamo) pendant deux ans (2016 et 2017). La plantation expérimentale de Foumbot était
constituée des variétés Java (tolérante) et Caturra (sensible), tandis que celles de Santa et
Kouoptamo étaient constituées uniquement de la variété Java. Cette derniére étant la seule variété
homologuée. Trente-deux (32) caféiers de chacune des deux variétés ont été utilisés a Foumbot et
a Santa. La moitié des caféiers (16) était sous ombrage artificiel arbre par arbre et I’autre moitié
était exposée en plein soleil. Les observations hebdomadaires ont été effectuées entre la 6°™ et la
27°™¢ semaine aprés la floraison (SAF) sur trois branches de caféier disposées a la partie haute,
mediane et basse de chacun des caféiers étudiés. Les acides aminés libres et les métabolites
secondaires des baies prélevées chaque deux semaines, entre la 8™ et la 16°™ SAF de chaque
variété par aire culturale ont été analysés par chromatographie liquide. Cette méme méthode a été
utilisée pour I’analyse des sucres solubles des baies inoculées in vitro prélevées a la 22°™ et a la
25 SAF sous différents modes d’éclairements in situ. De plus, I’effet des fongicides nommés
Propiconazole, Diféconazole, Chlorotalonil/Carbendazime et Azoxystrobine était évalué sur la
propagation de I’anthracnose en milieu paysan dans les conditions naturelles.

Les résultats ont montré a 1100 m d’altitude un taux d’infection de 0,72 et 1,44 pour la
variété Java ; 8,28 et 16,78 % pour la variéte Caturra, respectivement sous ombrage et en plein
soleil. A 1800 m d’altitude, ou il y’avait seulement la variété Java, le taux d’infection était
respectivement 8,28 et 36,78 % sous ombrage et en plein soleil. L’ombrage a atténué de facon
significative I’infection des baies a I’anthracnose.

L’analyse chromatographique a permis d’identifier 14 acides aminés libres et un acide

aminé non protéique, I’acide y-aminobutyrique (GABA) dans les baies des deux variétés. La
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teneur élevée en acides aminés acides a été obtenue des baies de la variété Caturra sous ombrage
artificiel, I'asparagine étant I’acide aminé dominant (19,32 + 2.98 g/kg matiére seche
délipidée/msd). La plus faible teneur d’acide aminé libre a été obtenue des baies de la variété Java
en plein soleil avec I’aspartate comme I'acide aminé faiblement représenté (0,36 + 0,04 g/kg msd).
Pour ce qui concerne les acides aminés hydrophobes, une forte teneur en tyrosine a été observée
dans les baies de la variété Java indépendamment du type d’ombrage. De plus, parmi les autres
acides amines identifies, une teneur élevée en GABA a été mesurée dans les baies de la variété
Java cultivée a 1100 m d’altitude. Contrairement a tous les autres acides aminés identifiés dans les
baies, la lysine, la tyrosine, I’arginine et le tryptophane ont montré des teneurs élevées entre la
8°me et la 10°™ SAF qui correspond au début de la phase d’expansion des baies ol les infections
sont a de niveaux faibles. A 1800 m d’altitude, les acides aminés hydrophobes tels que valine,
leucine, isoleucine et phénylalanine ont montré de fortes teneurs dans les baies de la variéte Java.
En somme, I’asparagine, I’aspartate et le glutamate interviendraient dans le métabolisme et le
développement des baies. Cependant, la phénylalanine, la tyrosine, le GABA, la lysine, I’arginine
et le tryptophane interviendraient dans la réponse des baies aux stress. De méme la valine, leucine,
I’isoleucine et la glycine seraient des molécules de signalisation en réponse aux stress.

Ces analyses ont également permis d’identifier I’acide chlorogénique, I’épicatéchine et la
caféine comme principaux composés secondaires des baies vertes. Les teneurs élevées ont été
observees avec les baies de la variété Caturra exposée en plein soleil de 7,66 + 2,10 g/kg msd
d’acides chlorogénique et 0.68 + 0,38 g/kg msd d’épicatéchine. Les plus faibles teneurs ont été
obtenues dans les baies de la variété Java sous ombrage de 5,56 + 0,38 g/kg msd d’acide
chlorogénique et 0,12 + 0,08 g/kg msd d’épicatéchine. L’acide chlorogénique et la caféine seraient
des déterminants constitutifs importants pour la protection des baies a I’anthracnose et au stress
abiotique.

L’analyse des sucres solubles a révélé que le glucose est le sucre soluble accumulé dans les
baies 10 jours apres inoculation avec I’isolat purifié de Colletotrichum kahawae in vitro. La
variété Java exposée en plein soleil a présenté une teneur en glucose 4 fois plus élevée que celle
observée avec les baies de la variété Caturra sous ombrage.

L’évaluation de I'effet des fongicides sur I’anthracnose des baies a montré que
I’azoxystrobine a un effet inhibiteur hautement significatif sur le développement de la maladie.
Ceci est un premier rapport sur l'utilisation de I'Azoxystrobine contre I’anthracnose et peut ouvrir
de nouvelles perspectives pour optimiser le controle efficace dans les plantations de caféier.

Mots clés: Coffea arabica, Colletotrichum kahawae, métabolites, altitude, type d’ombrage.
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ABSTRACT

The coffee tree (Coffea arabica L.) is cultivated for its seeds which constitute the most
traded raw material worldwide alter oil. Arabica coffee is the most popular for its low caffeine
content and aroma. Despite its very high production (65 % of world production), the Arabica
coffee tree still faces several constraints, including the anthracnose of the berries, which
represents the most important in the production areas in Africa. The disease is manifested by the
presence of black necrotic spots appearing on the surface of the berries. Nowadays, the
biochemical molecules and the likely interactions between these biomolecules involved in the
establishment of the disease are not very well understood. The objective of this thesis is to
evaluate the effect of different cultural situations of coffee trees and development stages of berries
on the evolution of coffee berry disease and on the accumulation of primary and secondary
metabolites in developing berries.

The experiments were carried out in the experimental plantations, at 1100 altitude meters
(Foumbot), 1800 altitude meters (Santa) and in a peasant farm at 1200 altitude meters
(Kouoptamo) for two years (2016 and 2017). The Foumbot experimental plantation consisted of
the Java (tolerant) and Caturra (susceptible) varieties, while those of Santa and Kouoptamo
consisted only of the Java variety. Thirty-two (32) coffee trees of each of the two varieties were
used in this study. Half of the coffee trees (16) were under artificial shade tree by tree and the
other half was located in full sun. Weekly observations were carried out between the 6™ and the
27" week after flowering (WAF) on three branches coffee tree arranged in the upper, middle and
lower part of each of the coffee trees studied. The amino acids and secondary metabolites of the
berries collected each after two weeks between the 8" and 16" WAF of each variety by crop area
were analyzed by liquid chromatography. This same method was used for the analysis of soluble
sugars in inoculated berries in vitro collected at the 22" and 25" WAF under different lighting
modes in situ. Moreover, the effect of the fungicides named propiconazol, difeconazol,
chlorotalonil/carbendazim and azoxystrobin on the spread of anthracnose in berries was evaluated
in a peasant farm in natural conditions in Kouoptamo on 640 coffee trees distributed in an
experimental set-up in five completely Randomized blocks.

The results showed an infection rate of 0.72 % and 1.44 % for the Java variety; 8.28 and
16.78 for the Caturra variety at 1100 altitude meters under artificial shade and full sunligth,
respectively. At 1800 altitude meters where there was only the Java variety, the infection rate was
8.28 % and 36.78 % on trees under artificial shade and those exposed to the full sunlight,
respectively. Shading significantly reduce coffee berry disease incidence.

Chromatographic analysis identified 14 free amino acids and a non-proteinogenic amino

acid, y-aminobutyric acid (GABA) in berries of both varieties. The high content of acidic amino
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acids was obtained in the Caturra variety from berries taken under artificial shading, asparagine
being the dominant amino acid (19.32 + 2.98 g/kg fat free dry material /ffdm). The lowest content
was obtained in the Java variety of berries taken in full sunlight and aspartate as a weakly
represented amino acid (0.36 + 0.04 g/kg ffdm). As regards hydrophobic amino acids, high
tyrosine content was observed in the Java variety regardless of the type of shading. In addition,
among the other identified amino acids, a high content of GABA has been observed in the Java
variety. Unlike all the other amino acids identified in berries, lysine and tyrosine showed high
levels between the 8" and 10" WAF. This is the start of the berry expansion phase where the first
symptoms of the disease are seen on the berries. At 1800 altitude meters, hydrophobic amino
acids such as valine, leucine, isoleucine and phenylalanine showed high levels in the berries of the
Java variety. In short, asparagine, aspartate and glutamate are believed to be involved in the
metabolism and development of coffee berries. However, phenylalanine, tyrosine, GABA, lysine,
arginine and tryptophan are thought to be involved in the berry's response to stress. The same,
valine, leucine isoleucine and glycine are thought to be signaling molecules in response to stress.

Analysis of secondary metabolites identified chlorogenic acid, epicatechin and caffeine as
the major secondary comprounds of developing green berries. High levels were observed in
berries of the Caturra variety, from coffee trees exposed to full sunlight, 7.66 + 2.11 g/kg ffdm of
chlorogenic acid and 0.68 £ 0.38 g/kg ffdm of epicatechin. While the lowest levels were obtained
in the berries of the Java variety located under artificial shade, 5.56 + 0.89 g/kg ffdm of
chlorogenic acid and 0.12 + 0.08 g/kg ffdm of epicatechin. Chlorogenic acid and caffeine could be
constitutive determinants for the protection of berries against biotic and abiotic stress.

Analysis of the sugar contents revealed that glucose is the soluble sugar accumulated in
berries after inoculation with the purified isolate of Colletotrichum kahawae. The berries of the
full sunlight Java variety exhibited a 4 times higher glucose content than that observed on the
Caturra variety under shade.

The evaluation of the effect of fungicides on coffee berry disease showed that
azoxystrobin has a highly significant inhibitory effect on coffee berry disease. This is the first
report of the use of azoxystrobin against coffee berry disease and can open a new perspective in to
optimize effective control of disease in Arabica coffee plantations.

Keywords: Coffea arabica, Colletotrichum kahawae, metabolites, altitude, shade type
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INTRODUCTION

Le caféier est une plante pérenne appartenant a la famille des Rubiacées (Charrier and
Berthaut, 1987) ; Muller, 1980). Parmi plus de cent espéces connues de nos jours, seules deux
cultivées dans le monde ont un intérét agricole pour la production du café (Muller, 1980). Il s’agit de
Coffea arabica L. et Coffea canephora P. Ces deux especes représentent respectivement environ 65
% et 35 % de la production mondiale (Bertrand et al., 2012). Les grains de caféier occupent la
deuxieme place dans le commerce international apres le pétrole (Anonyme, 2007). Originaire des
hauts plateaux du Sud-Ouest de I’Ethiopie (Labouisse et Adolphe, 2012), le café Arabica est trés
apprécié pour sa faible teneur en caféine et son arobme (Charrier et Eskes, 2004). La plupart des
exploitations sont mises en valeur par une main d’ceuvre essentiellement familiale (Bertrand et al.,
2012). Au Cameroun, la culture du café contribue a la création de la valeur ajoutée de I’économie et
au produit intérieur brut national (Commelin, 2001). Le secteur café camerounais emploie environ
423 000 ménages, soit pres de 2 961 000 personnes (Anonyme, 2017a). Entre 2017 et 2018, la
production mondiale du café a connu une légere augmentation passant de 157,69 millions de sacs de
60 kg en 2017 a 158,93 millions de sacs de 60 kg en 2018 (Anonyme, 2018).

La production camerounaise reste trés erratique avec une nette tendance en dent de scie. Le
volume commercialisé est passé de 439 000 sacs en 2011 a 409 000 sacs en 2016 (Anonyme, 2017a)
et 421 916 sacs en 2018 (Anonyme, 2018). Cette tendance en dent de scies de la production caféiére
camerounaise est due a plusieurs contraintes notamment un potentiel de rendement faible, le
vieillissement des plantations, des pratiques culturales inappropriées, les maladies et les ravageurs de
cultures. Parmi ces contraintes, I’anthracnose des baies causée par Colletotrichum kahawae (Waller
et al., 1993) est un facteur majeur de la réduction de rendements des plantations. C. kahawae est un
champignon ubiquiste qui affecte les baies vertes dans les zones ou la tempeérature, I’humidité
relative et la précipitation sont favorables a son développement (Nicholson, 1992 ; Mouen Bédimo et
al., 2008 ; Gadisa et al., 2016). Au Cameroun, les pertes de récoltes dues a I’anthracnose des baies
sont de I’ordre de 80 % de la production dans les zones localisées a 1800 m d’altitude (Bieysse et al.,
2002 ; Mouen Bedimo et al., 2008). Le développement de I’anthracnose des baies du caféier Arabica
est dépendant de I’altitude (Bieysse et al., 2002 ; Garedew et al., 2017), du nombre initial des baies
produites par branche, de la fertilisation (Vaast et al., 2005 ; Zuru et al., 2009), de I’association des
arbres d’ombrage tels que les bananiers, les arbres fruitiers et les légumineuses (Phiri et al., 2001 ;
Mouen Bedimo et al., 2007a, 2012b ; Moatisi et al., 2019), du microclimat dans les caféiéres (Vaast et
al., 2006 ; Avelino et al., 2007 ; Lopez-Bravo et al., 2012).

Plusieurs méthodes de contrdle ont été développées pour lutter contre I’anthracnose des baies.
Parmi ces méthodes il y’a la lutte génétique qui a permis de mettre a la disposition des producteurs la
variété Java au Cameroun (Bouharmont, 1992) et la Ruiru 11 au Kenya (Van Der Vossen and
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Walyaro, 1980). Malgré son aptitude a la régénération, sa forte productivité, et sa robustesse, la
variété Java présente une sensibilité a C. kahawae en altitudes élevees (Mouen Bedimo, 2006). Au
Cameroun la méthode d’irrigation qui consiste a induire la floraison des arbres pendant la saison
séche a permis de réduire considérablement I’incidence de I’anthracnose des baies (Muller, 1980). La
méthode de la récolte sanitaire a permis de réduire des sources d’inoculum primaire susceptibles de
contaminer les baies a la campagne suivante (Masaba and Waller, 1992 ; Hillocks et al., 1999). Par
ailleurs I’utilisation de certains fongicides tels que le Mancozeb, le Propiconazole, le
Chlorothalonil/Carbendazime (Regazzoni et al., 1997 ; Garedew et al., 2017 ; Mercelo et al., 2019) a
montré non seulement une action limitée a long terme sur la propagation de la maladie mais aussi un
impact significatif et négatif qui augmente le colt de production allant jusqu’a 30 % a cause du
nombre élevé de traitements par campagne (Masaba and Waller, 1992 ; Me Dowel and Woolfenden,
2003). On s’est alors posé les questions suivantes: i) les métabolites primaires et secondaires
n’auront-ils pas un effet sur I’établissement de I’anthracnose des baies du caféier Arabica ? ii) si oui
comment le microenvironnement du caféier influe sur I’laccumulation des différents métabolites dans
les baies ? iii) comment les teneurs en sucres solubles des baies varient en fonction de la variété, des
facteurs environnementaux et I’agent pathogéne ? iiii) quelle méthode de lutte permettrait un contréle
durable et a court terme contre I’anthracnose des baies ? Pour répondre a ces questions, plusieurs
hypothéses ont été émises: i) la susceptibilité des baies de Coffea arabica vis-a-vis de
Colletotrichum kahawae serait contrblée par certains métabolites primaires (acides aminés) et
secondaires (composés phénoliques, alcaloides) ; Les differentes situations culturales du caféier et les
stades de développement des baies auraient une influence sur I’accumulation des métabolites dans les
baies ; I’infection des baies a I’anthracnose aurait une influence sur la variation de la teneur en sucres
solubles des baies ; iii) une lutte intégrée par I’association d’un fongicide approprié permettrait de
réduire a court terme les pertes de récolte causées par I’anthracnose des baies et d’augmenter
significativement la productivité du caféier Arabica.

L’objectif général de la présente thése est d’évaluer I’effet des différentes situations culturales
des caféiers et des stades phénologiques des baies sur la dynamique de I’anthracnose et les
événements biochimiques associés au développement des baies.

Plus spécifiqguement il s’agit de :

v mettre en évidence I’effet des différentes situations culturales du caféier et des stades de
développement des baies sur I’épidémiologie de I’anthracnose;

v’ évaluer I'influence des situations culturales du caféier et des stades de développement des
baies sur leur profil en métabolites primaires et secondaires;

v" évaluer la variation de la teneur en sucres solubles dans les baies inoculées in vitro ;

v’ évaluer I'effet des fongicides et la position des baies par branches de caféiers sur

I’anthracnose en milieu paysan dans les conditions naturelles.
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I.1. Généralités sur les caféiers
1.1.1. Origine et distribution du caféier Arabica dans le monde

Coffea arabica (Waller et al., 1993) est originaire d’Afrique principalement des montagnes
humides du Sud-Ouest de I’Ethiopie ou se trouvent les peuplements spontanés de Coffea arabica,
seraient le berceau du caféier (Gascon, 2006 ; Bart, 2007 ; Bertrand et al., 2012). D’Ethiopie, le café
se développe dans les pays du monde arabe d’ou il prend le nom de « Vin d’Arabica » (Anonyme,
2001). Il aurait traversé la mer rouge vers le Yémen (Bert, 1994 ; Gascon, 2006) ou le café était
consommeé dans les « sufis » yéménites dés le XIV®et le XV*®siécle pour faciliter les rites religieux
nocturnes en tenant éveillés les officiants. Les graines qui servaient a la préparation de ce café étaient
importées de la région de Kaffa en Ethiopie ou il aurait été découvert 2000 ans avant Jésus Christ.
Trés vite, le breuvage gagne les villes de I’islam comme la Mecque, la Médine et quitte le milieu
fermé des « sufis » pour faire son apparition dans les maisons publiques de café (Bart, 2007). Dans
une étude récente sur I’origine, la diversification et I’expansion des plants sauvages de caféier, il est
montré que le café aurait été découvert en Ethiopie au VIII° siécle, mais que bien avant d’étre cultivé
dans plus de 50 pays tropicaux, les caféiers seraient apparus en Afrique central atlantique 400 000
ans avant Jésus Christ (Anthony et al., 2010). Selon ces auteurs, le café aurait colonisé au cours de
cette période, les foréts d’Afrique et de la région malgache. Ces résultats contredisent I’hypothese
émise dans les années 1980 selon laquelle ces arbustes seraient originaires du Kenya (Charrier and
Berthaud, 1987 ; Charrier and Eskes, 1997). Ces auteurs ont également rapporté que la distribution
actuelle des caféiers en Afrique, a Madagascar et jusqu’en Inde laisse penser a la présence en Afrique
de I’Est de formes ancestrales. Elles auraient ensuite été isolées par la dislocation du supercontinent,
Gondwana il y a plus de 100 millions d’années (Anthony et al., 2010).

Apres la découverte du café en Ethiopie, sous I’'impulsion des Arabes, il s’est ensuite étendu
au Yémen en se diversifiant en deux populations: C. arabica typica et C. arabica bourbon. Il a
emprunté quatre voies principales. Au 17° siécle, les caféiers ont été transféres vers Ceylan (actuel
Sri Lanka) puis vers I’'Indonésie. Vers 1700, un exemplaire de la variété Java est parvenu aux
Antilles apres avoir transité par Amsterdam et Paris (variété typica). A la méme époque, une autre
variété du Yémen a été introduite a I’tle Bourbon (la Réunion), puis a gagné I’Amérique (variété
Bourbon). A la fin du 20°™ siécle, des transferts multiples ont été réalisés vers I’Afrique de I’Est a
partir de Java, de la Réunion et de I’Ethiopie (Charrier and Eskes, 1997).

Au Cameroun, les caféiers ont été introduits par le colon allemand, Von Puttmaker en 1905.
Les variétés introduites provenaient de la Jamaique, du Kenya et de Java (Wrigley, 1988 ; Bella,
1994). Cependant, la culture du caféier Arabica au Cameroun a véritablement commencé en 1927,

avec la distribution des jeunes plants issus des semences du caféier Jamaique, cultivés dans une



station expérimentale a Dschang (Wrigley, 1988). En 1928, 200 000 plants de café ont été plantés a
Dschang (Anonyme, 2015). En 1929, le développement de la culture du café au Cameroun a été
important grace a René Coste, un ingénieur agronome francais nommé a la téte de la Station de
Dschang (Anonyme, 2015). Les caféiers provenant du Kenya et de Java y ont été introduits plus
tardivement. Les caféiers de type Jamaique, communément appelés « Dschang coffee » et trés
sensibles a I’anthracnose des baies, ont constitué les premiéres plantations de caféier Arabica au
Cameroun. Par contre, les caféiers Java qui sont trés productifs et assez tolérants a I’anthracnose des
baies, n’ont commencé a étre vulgarisés qu’au début des années 80, sous I'impulsion de I’Union

Centrale des Coopératives Agricoles de I'Ouest Cameroun (Mouen Bedimo, 2006).
1.1.2. Production du café dans le monde

Le Caféier est cultivé pour ses grains qui sont considérés comme la matiere premiére la plus
commercialisée a travers le monde apreés le pétrole (Anonyme, 2007). Deux types de caféiers sont
principalement cultivés dans les pays producteurs : le caféier Canephora et le caféier Arabica. Le café
Canephora, pourvu d’une forte teneur en caféine est largement répandu dans les pays d’Asie
(Vietnam, Indonésie, Inde, Philippines) et dans les pays d’Afrique de I’Ouest (Céte d’lvoire, Togo et
Guinée) Centrale (RDC). Le café Arabica est trés apprécié pour sa faible teneur en caféine et son
arome, (Charrier and Eskes, 2004 ; Mouen Bedimo, 2006). La production mondiale du café est
estimée a 158,93 millions de sacs de 60 kg pour la campagne 2017/2018 contre 157,69 millions pour
la campagne précédente. La production du café Arabica dans la production mondiale représente
respectivement 62,2 % et 64.8 % pour les campagnes 2017/2018 et 2016/2017 (Anonyme, 2018). Le
Brésil, le principal pays producteur du monde représente 40 % de la production mondiale de café. Il
produit en moyenne 45 a 50 millions de sacs de 60 kg de café chaque année. Le Vietnam occupe la

deuxiéme place avec environ 20 % de la production mondiale (Tableau I) (Anonyme, 2017b).



Tableau I. Volume de production de café des principaux pays producteurs au niveau mondial
entre 2013 et 2017 (en millions de sacs de 60 kilogrammes) (Anonyme, 2017b).

Pays producteurs | 2013 2014 2015 2016 2017
du café

Brésil 54,698 52,299 50,376 55,000 51,000
Vietnam 27,610 26,500 28,737 25,540 29,500
Colombie 12,163 13,339 14,009 14,634 14,000
Indonésie 11,265 11,418 12,317 11,491 12,000
Ethiopie 6,527 6,575 6,714 7,297 7,650
Inde 5.075 5,450 5,800 5,200 5,840
Hundura 4,578 5,268 5,786 7,457 6,349
Mexique 3,916 3,591 2,903 3,781 4,000
Ouganda 3,633 3,744 3,650 4,962 5,100
Guatemala 3,189 3,310 3,410 3,684 3,800

Sur le plan régional, la production du café en Asie et en Océanie est estimée a 47,64 millions
de sacs de 60 kg pour la campagne caféiére 2017/2018. Les principaux producteurs sont : le Vietnam
avec 28,5 millions de sacs et I’inde avec 5.84 millions de sacs. La production de I’Indonésie a connu
une baisse de 6 % estimée a 10,8 millions de sacs. Celle du Mexique et de I’Amérique Centrale est
estimée a 21,92 millions de sacs soit 7.1 % de plus par rapport a la campagne précédente
(2016/2017). La production du Honduras est largement représentée avec 8, 25 millions de sacs et
celle du Guatemala qui a connu une hausse est estimée a 3,6 millions de sacs. En Afrique, la culture
du caféier est pratiquée sur une superficie de 13 millions de km? environ (Onzima et al., 2002,
Mouen Bedimo, 2006). Sa production mondiale est estimée a 17.93 millions de sacs de 60 kg. Les
deux principaux producteurs sont : I’Ethiopie avec 7, 65 millions de sacs et I’Ouganda avec 5,1
millions sacs (Anonyme, 2017b) (Tableau I). La production est restée faible dans la plupart de pays
producteurs de café en Afrique avec un rendement moyen de 400 kg/ha (Anonyme, 2017c).
L’Ethiopie et I’Ouganda font I’exception ; ces deux pays ont accru leur production apres les années
1990. L’Ethiopie produit essentiellement I’arabica et I’Ouganda quant a lui cultive principalement le
caféier Canephora.

Au Cameroun, le caféier Arabica et le caféier Canephora coexistent. Ils sont cultivés dans huit
régions du pays a savoir le Centre, I’Est, le Littoral, le Nord-Ouest, I’Ouest, le Sud, le Sud-Ouest et
I’Adamaoua (Bankim) (Fig. 1). Le caféier Arabica se cultive dans les régions de haute altitude. C’est-
a-dire, a I’Ouest, au Nord-Ouest, et au Sud-Ouest ; sur quelques 10 000 hectares, pour une superficie
moyenne de deux hectares par producteur (Anonyme, 2017a). Le volume commercialisé du café
passe ainsi de 439 000 sacs pour la campagne 2010/2011 a 409 000 sacs pour celle de 2015/2016



(Tableau II). Le café Arabica représente en moyenne 10 % de la production commercialisée. La
production du café camerounais est restée a de niveaux faibles a partir des années 1990. Un des
motifs importants a été la libéralisation de la filiere café apres le démantelement du systeme des
quotas d’exploitation nationale. Les cadres réglementaires et les institutions nationales du café
(offices du café) qui achetaient du café aux producteurs a des prix institutionnels pour
commercialiser en Europe et dans d’autres centres de consommation a I’époque ont été supprimés.
Les prix du café ont chuté en raison de I’offre excédentaire qui a immediatement suivi I’abandon des
clauses économiques de I’accord de nombreuses filieres nationales. Malgré cette tendance a une
stagnation de la production, le café reste une source de devise pour le Cameroun et d’autres pays
producteurs en Afrique.

Tableau Il : Production commercialisée du café (en milliers de sacs de 60 kilogrammes) et le
volume du Cameroun dans la production mondiale et Africaine (Anonyme, 2017a).

Année 2010/11 2011/12 2012/13 2013/2014 2014/2015 2015/2016
Robusta 397 536 230 499 364 336
Arabica 42 49 39 48 34 73
Total 439 585 269 547 398 409
Production 16134 16098 16668 16214 16055 17449
africaine

Part (%) du| 2,72 3,94 1,61 3,37 2,48 2,34
Cameroun

Production 134243 140617 144960 146506 142278 143306
mondiale

Part (%) du| 0,37 0,41 0,25 0,28 0,37 0,29
Cameroun
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Fig. 1. Zones de production caféiére au Cameroun (Anonyme, 2017a).



1.1.3. Taxonomie et diversité

Le genre Coffea, découvert en 1753 par Linné, appartient a la famille des Rubiacées (Muller,
1980 ; Charrier and Berthaud, 1987). Les espéeces du genre Coffea sont toutes diploides (2n = 2x =
22) sauf le C. arabica qui est la seule espéce allopolyploide (2n = 4x = 44) (Bertrand et al., 2012).
L’espece C. arabica serait née de la fusion de deux especes parentales diploides : Coffea eugenoides
(espece sauvage) et C canephora (Lashermes et al., 1999). Elle est principalement basée en
Amérique Latine (82 % de la production, contre seulement 9 % en Afrique, en Asie et en Océanie).
Entre autres la puissance socio-écologique (Samper, 1999), le climat frais (Anthony et al., 2002) des
territoires de montagne (Amerique centrale et Andine) ou les plateaux brésiliens, proches de celui de
son aire d’origine expliquent la concentration de la production en Amérique latine. Le genre Coffea
fait partie de la sous famille des Ixoroideae, tribu des Coffeeae (Tableau II1). Cette tribu est
constituée des genres Coffea et Psilanthus. Une étude récente basée sur des données moléculaires et
morphologiques a permis d’obtenir jusqu’a onze genres composant cette tribu (Davis et al., 2006 ;
2007). La classification du genre Coffea, a subi de nombreuses modifications avec I’avancée de
recherches. Les botanistes se sont reposés essentiellement sur la description morphologique et les
aires naturelles de distribution. Les travaux menés ces dernieres années, sur la fertilité des hybrides
interspécifiques entre caféiers africains diploides (Louarn, 1993 ; Cros et al., 1995 ; Noirot et al.,
2003), sur la variation de la taille de leur génome (Lashermes et al., 1997) ; sur la relation
phylogénétique des caféiers d’aprés les séquences de leurs ADN ribosomiaux et sur I’organisation du
génome (Hamon et al., 2009) ont permis de faire un regroupement biogéographique des especes
africaines. Le résultat de ces études a permis de regrouper les caféiers du continent en deux groupes :
les caféiers de I’Ouest et du centre qui correspondent a la section des Eucoffea et le groupe de I'Est et
du Sud-est pour la section des Mozambicoffea. Les peuplements spontanés du sous-genre Coffea,
endémiques de la zone forestiere intertropicale sont ainsi répartis en trois ensembles
biogéographiques limités par le canal de Mozambique et la dorsale du Kivu a I’est de la République
Démocratique du Congo : la région malgache pour les Mascarocoffea, I’Afrique orientale pour les
Mozambicoffea et I’Afrique occidentale et centrale pour les Eucoffea. Les caféiers de la section
Mozambicoffea semblent tenir une position intermédiaire entre les caféiers Ouest africains et ceux de
la région de Madagascar. Dés 1947, Chevalier soulignait déja que cette section établissait la liaison
entre les Eucoffea et les Mascarocoffea qu’il considérait a I’époque sans caféine. Une position
confortée par les travaux d’Anthony et al. (1993) qui ont montré que les caféiers Est africains
présentaient des valeurs intermédiaires pour les concentrations en caféine et en acides chlorogéniques
par rapport aux caféiers Ouest africains (a teneurs élevées) et les caféiers de la région de Madagascar
(a faible teneur) en ces composés.



Tableau 111 : Classification du caféier Arabica (Linné., 1753).

Régne Plantae

Sous régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Magnoliidae
Ordre Rubiale
Famille Rubiaceae
Sous famille Ixoroideae
Tribu Coffeeae
Genre Coffea L.
Espece Coffea arabica L.

1.1.4. Ecologie et biologie du caféier
1.1.4.1. Ecologie du caféier

Le caféier Arabica est cultivé dans des climats relativement froids dans la région située entre
les tropiques du Cancer et du Capricorne ou il bénéficie des conditions climatiques optimales de
croissance (Benjamin de Lapparent, 2013). Certains éléments climatiques tels que la température et
les précipitations ont un impact majeur sur son développement (Davis et al., 2012 ; Mouen Bedimo et
al., 2010 ; 2012b). Toutefois Il supporte les variations de températures entre 17 et 29 °C (Benjamin
de Lapparent, 2013) et une précipitation annuelle de 1500 a 2500 mm qui s’étalent sur une période de
huit mois (Mouen Bedimo, 2006 ; Davis et al., 2012). Le caféier se rencontre dans des situations
ombragées ou semi-ombragées. Son comportement a I’égard de la lumiére I’a fait longtemps
considérer comme une plante ombrophile (Muschler, 2004) exigeant en plantation un couvert plus ou
moins dense. Sa culture nécessite un sol perméable légérement argileux ou sablonneux. Elle ne peut
pas étre installée sur des versants ou des fonds de vallée a cause du manque d’ensoleillement qui peut
y régner ou d’un ensoleillement trop important qui peut brdler les caféiers (Benjamin de Lapparent,
2013). En dessous de 12 °C pendant une période d’environ 15 jours on observe un début de
dégradation du feuillage et des branches, suivi d’un arrét de croissance, voire un pourrissement de la
graine. Davis et al. (2012) ont rapporté qu’une température moyenne annuelle inférieure a 17 - 18 °C
et supérieure a 29 °C diminue la production des plants de caféier. IL supporte tout de méme de
courtes périodes de sécheresse (environ 2 a 4 mois). De plus, une période de stress hydrique (pluie
aprés une période séche) permet de provoquer une floraison homogene et favorise donc une saison de
récolte clairement définie. Une précipitation excédante 2500 mm/an (Botineau, 2010), rend les

caféiers plus sensibles aux maladies et a la dégradation de leurs ramures.



1.1.4.2. Biologie du caféier

Le caféier est une plante ligneuse vivace dicotylédone. Il peut vivre jusqu’a 50 ans mais la
production diminue au bout de 30 ans (Benjamin de Lapparent, 2013). Il est de la taille d’un
arbrisseau, d’un arbuste voire d’un arbre (Fig. 2 A). Il est souvent composé de plusieurs troncs, ce qui
lui donne un aspect buissonneux (Botineau, 2010 ; Benjamin de Lapparent, 2013).

Les feuilles du caféier Arabica sont persistantes, lancéolées et positionnées sur la branche de

maniére opposee, parfois verticillée par 3 (3 feuilles sur le méme nceud) (Botineau, 2010).

Les inflorescences sont rassemblées en glomérules (grappes serrées) de 8 a 15 fleurs en
moyenne a l’aisselle des feuilles avec une corolle blanche et odorante (Van Der Graaff, 1992 ;
Cannell, 1987) (Fig. 2 B). Elles apparaissent souvent une dizaine de jours apres le premier episode
pluvieux important en fin de saison seche (Muller, 1980). Dans les zones équatoriales a régime
bimodal, le cycle de la plante comporte deux floraisons et dans celles ayant un régime monodal de
précipitation (zone agroécologique des hauts plateaux de I’Ouest Cameroun), I’on compte une
floraison principale (Bieysse et al., 2002).

Les fruits vulgairement appelés baies (Fig. 3 A, B, C et D), sont charnus de couleur rouge a
maturité et caractérisés par une faible épaisseur de I’endocarpe (Costa, 1955), (Fig. 3 C et D). Elles
contiennent deux graines séparées par un sillon et protégées par une pulpe (mésocarpe) différenciée
en un tissu trés vacuolisé riche en sucres et en acides. Les graines contiennent tout d’abord
I’embryon, celui-ci est contenu dans une structure de réserve qui nourrit I’embryon (albumen) a I’abri
dans un tissu protecteur appelé tégument résistant (Botineau, 2010) (Fig. 4). L’endocarpe de la graine
est entouré par une fine pellicule argentée appelée spermoderme recouverte par une enveloppe

cellulosique. C’est la parche de la baie (Fig. 3 D 1).

Le systeme racinaire est composé de 4 a 8 racines principales pivotantes, des racines
secondaires et tertiaires de 10 a 40 cm de long. La surface d’absorption compte jusqu’a 400 a 500 m2,
80 a 90 % de I'alimentation/absorption se fait dans les 20 premiers cm du sol, par les racines
horizontales. C’est pour cela que I’on coupe les racines verticales afin de favoriser les racines
horizontales qui puisent mieux I’eau (Botineau, 2010 ; Garedew et al., 2017). Toutefois le systéme
racinaire reste influencé par le type de sol et la teneur en minéraux (N, Ca, Mg) (Bénac, 1968).

La croissance du fruit a été décrite a partir des travaux de Botineau (2010) suivant les différentes
phases de développement ci-apres :

- stade téte d’épingle. 1| commence & la nouaison et se termine vers la 8™ SAF. Cette phase est
marquée par le début des divisions cellulaires pour la formation des drupes (Fig. 3 A) ;
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- stade d’expansion des fruits qui s’étend de la 8°™ & la 15°™ SAF. Les loges des ovaires se
gonflent et la cavité est ensuite remplie par I’embryon. Cette phase caractérise la période de

croissance rapide du péricarpe ;

- stade de formation de I’endosperme qui se situe entre la 16°™ et la 21°™ SAF. Ce stade
correspond a la phase de remplissage des fruits. Les deux graines de la drupe se forment et la pulpe
continue de croitre et absorbe pres de 70 % des photosynthétats produits par le caféier en stoppant sa

croissance ;

- stade d’accumulation de matiére séche entre la 22°™ et la 30°™ SAF. L’endosperme est
completement formé. C’est la période de la lignification de I’endocarpe et d’endurcissement de la
drupe (Fig. 4 B). Les féves sont entiérement formées et passent de la couleur verte & la couleur

rouge ;

- stade de maturation des fruits. La drupe appelée cerise est préte pour la récolte a partir de la
32°™ SAF. Ce stade se distingue par le ramollissement et I’expansion du mésocarpe. La baie a la
couleur rouge vif (Fig. 3 C).
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Fig. 2. Morphologie du caféier (A) Pied de caféier ; (B) Inflorescences du caféier : (1) stigmates, (2)
étamines, (3) pétales, (4) ovaires (photos prises par Kacko en 2016). Barre = 40 cm (A) et 0.6 cm (B).

Fig. 3. Etapes de développement des baies (A) baies stade téte d'épingle ; (B) baies vertes et (C) baies
matures, (D. 1) parche (photo prise par Kacko en 2016). Barres = 1 cm (A); 1,4 cm (B), 0.6 cm (C);
0.7 cm (D).
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Fig. 4. Coupe longitudinale d'un fruit de caféier.

1.1.5. Culture du caféier

Les modes de multiplication du caféier sont: le semis direct a travers les graines et le
bouturage. Les graines sélectionnées sont mises en germoir pendant environ 2 mois. Les plants qui en
sont issus sont transférés ensuite en pépiniere ou ils sont entretenus pendant 9 a 12 mois avant leur
transfert en champs (Mouen Bedimo, 2006). La densité de plantation dépend du développement
végétatif des caféiers, du climat, de la nature et de la richesse du sol, du systeme de culture et selon
des dispositifs variés (lignes de niveau de terrain). Au Cameroun, la densité de plantation est de 1200
plants / ha ou la pratique d’associations culturales est trés fréquente. En condition de culture
intensive, les densités de 2222 cafeiers / ha aux écartements de 3 m x 1,50 m ou 2,50 m x 1,80 m sont
indiquées (Bouharmont, 1992 ; Mouen Bedimo, 2006). Dans les exploitations paysannes, les caféiers
sont généralement cultivés sous couvert des plantes d’ombrage telles que les arbres fruitiers et des
bananiers (Phiri et al., 2001 ; Mouen Bedimo et al., 2007b, 2008). Les especes du genre Leucaena,
Albizzia et Acacia sont utilisées comme arbres d’ombrage dans les caféiéres en condition intensive a
des écartements de 6m x 6m (Muller, 1980 ; Bouharmont, 1992 ; Heuzé et al., 2015). Toutefois, la
densité des arbres d’ombrage et des caféiers sur les plantations pose un probleme de compétition
quant a la nutrition hydrique, minérale et carbonée entre les arbres d’ombrage et les caféiers, et entre
les caféiers eux-mémes. Les opérations agricoles indispensables pour I’entretien annuel des caféiers
en vue d’une production optimale de fruits sont: la taille, le désherbage (2 & 3 fois / an), la
fertilisation et les traitements phytosanitaires. Le paillage est I'une des techniques les plus

appropriées pour augmenter la suivi et la production du caféier. L’engrais composé (N- P- K/ 20 10
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10) et (N- P- K- Mg) est recommandé. Leur dose varie en fonction du site et du niveau
d’aménagement des caféiers. Une fertilisation organique générée par des déchets domestiques, des
déjections d’animaux d’élevage (porcs, poulets, etc...) et le compost de pulpe de café est pratiquée
dans les plantations paysannes. Un épandage d’engrais minéraux (N-P-K / 20-10-10) est souvent
appliqué en mi - campagne. Dans les caféieres camerounaises conduites suivant un itinéraire
technique de type intensif, I’application des fertilisants est effectuée en trois passages : une a deux
semaines apreés la nouaison (en mi-Avril), la deuxiéme en mi - campagne (en Juillet) et la troisiéme
vers la fin de la saison des pluies (Octobre) (Bouharmont, 1992 ; Mouen Bedimo, 2006). Les
traitements phytosanitaires consistent en I’application d’insecticides contre les chenilles défoliatrices,
les punaises, les foreurs de tiges et les cochenilles. Dans les zones a forte incidence d’anthracnose des
baies, des traitements fongicides nécessitent 7 & 8 applications annuelles, a partir de la 6™ semaine
apres la floraison (Berry et al., 1992 ; Bieyesse et al., 2002).

Le caféier Arabica peut rester en production pendant 15 a 70 ans. Les premieres fleurs
peuvent apparaitre 2 ans apres la pousse des premiéres feuilles sur le plant. La floraison est induite
par plusieurs facteurs : un facteur interne, qui est I’age de la plante, ensuite il y a les facteurs externes
environnementaux, principalement les photopériodes (rapport entre la durée du jour et la durée de la
nuit), la température (période relativement fraiche pour la région) et la répartition des précipitations.
Ainsi, ¢’est un manque d’eau (saison seche bien marquée) suivi d’une pluie qui favorise la floraison
chez le caféier Arabica (une ou deux floraisons par an) (Botineau, 2010). Lors de la pollinisation, le
grain de pollen est amené a I’organe reproducteur du sexe opposé soit par les insectes (pollinisation
entomophile), soit par le vent (pollinisation anémophile), soit par les oiseaux (pollinisation
ornithophile). La fécondation chez le caféier est de deux types : pollinisation croisée (C. canephora)
ou l"autofécondation qui est le plus souvent le mode de fécondation du caféier Arabica. Les récoltes
ont lieu a des périodes qui dépendent de la situation géographique du pays. Elle a lieu au Cameroun

en Novembre et en mi-Décembre.
1.1.6. Importances du café

Le caféier est cultivé pour ses grains qui constituent la matiere premiére de I’industrie de la
décaféination pour I’extraction de la caféine (Anonyme, 2016). La caféine entre dans la fabrication
de certains médicaments, cosmétiques et certaines boissons gazeuses. Cet alcaloide est un stimulant
du systéme nerveux central et cardiovasculaire. 1l diminue la somnolence, le temps de réaction et
augmente I’attention (Coelho, 2014). Il entre dans la fabrication des suppositoires utilisés pour le
soulagement des migraines et I’hyperémese (Bredbaek and Damkier, 2007). La caféine a également
un effet thérapeutique contre les maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson ou Huntington)
(Bonnin, 2016). Le café attire aujourd’hui des groupes industriels comme I'Oréal et Coca-Cola
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(Anonyme, 2017c). Ses extraits sont aussi utilisés en patisserie, en confiserie et dans la confection
des boissons chaudes et froides. Les propriétés du café sont liées a la composition chimique de leurs
graines. Celle-ci differe en fonction de I’origine, de la variété et des conditions de culture. L’acide
chlorogénique, les tanins condensés, les lignanes et les anthocyanes font partie des composés
phénoliques présents dans le gain de café (Tableau 1V). L’acide chlorogénique représente 21 a 55 %
de matiere seéche du café vert (Debry, 1993). Ces composés font I’objet d’une attention particuliére
quant a leurs effets bénéfiques sur la santé humaine qui seraient principalement liés a leur action
antioxydante. Ils auraient en effet une action protectrice contre les maladies cardiovasculaires, les
maladies dégénératives et les cancers (Scarlbet et al., 2005). Le café apporte également les fibres
alimentaires solubles (galactomannane, arabinogalactane) et insolubles (cellulose) de I’ordre de 470 a

750 mg pour une tasse de 100 ml consommee (Bonnin, 2016)

Le rendement peut varier en fonction du type d’exploitation: 300 kg / ha dans une
exploitation sans apport en engrais et produits phytosanitaires ; 800 kg / ha dans une exploitation
biologique et 1000 kg / ha dans une exploitation avec apport en engrais et produits phytosanitaires
(Anonyme, 2017a).
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Tableau IVV. Comparaison de la composition chimique du C. arabica et C. canephora (torréfiés)
(Nehlig, 2012 ; Bonnin, 2016).

Pourcentage de matiére seche Pourcentage
Composants d’extraction par I'eau a

Arabica Robusta 100 °C
Caféine 1,3 2.4 75-100
Trigonelline 1,0 0,7 85 -100
Mineraux 4,5 4,7 90
Acides :
Chlorogénique 2,5 3,8 100
Quinique 0,8 1,0 100
Sucre :
Saccharose 0 0
Sucre réducteurs 0,3 0,3 100
Polysaccharides 33 37 10
Lignine 2,0 2,0 0
Pectines 3,0 3,0 _
Protéines 10 10 15-20
Lipides 17 11 1
Produits caramélises | 23 22,5
(ex : mélanoidines) 20-25
Substances volatiles | 0.1 0,1 40 - 80

1.2. Contraintes liées a la caféiculture

Les caféiers hébergent une faune et une flore parasitaires tres riches. La production du café est

ainsi soumise aux attaques de plusieurs ravageurs et maladies.

1.2.1. Ravageurs

1.2.1.1. Scolytes des baies

Hypotenemus hampei Ferr. est le principal insecte ravageur du caféier qui s’attaque aux grains
(Dufour, 2002). C’est un coléoptere d’origine africaine qui affecte les plantations de la quasi-totalité
des pays producteurs de café dans le monde.
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1.2.1.2. Scolytes des branchettes

Xyleborus spp (Hillocks et al., 1999). C’est un parasite primaire du caféier ou les dégats se
manifestent par une perte importante des rameaux plagiotropes.

1.2.1.3. Nématodes

Meloidogyne incognita, Meloidogyne exigua et Pratylenchus coffeae sont responsables de tres
importants dommages sur les racines dans les plantations de certains pays producteurs. Ces
nématodes entrainent des dysfonctionnements de la nutrition minérale et hydriques de la plante. Ces
perturbations physiologiques se traduisent par un ralentissement de la croissance et une chlorose des
feuillages pouvant évoluer vers un dépérissement plus ou moins rapide de la plante (Villain et al.,
2002). Dans cette catégorie de parasite, les nématodes a galles des racines peuvent étre recenses tels
que Meloidogyne incognita (Kofoid et White), Meloidogyne exigua Goeldi et les nématodes des
Iésions des racines tel que Pratylenchus coffeae (Zimmermann) Filip. Et Shu. Steck. Ils constituent
une forte menace a la culture du caféier (Charrier and Eskes, 1997 ; Hillocks et al., 1999 ; Villain et
al., 2002).

1.2.1.4. Chenilles défoliatrices

Epicampoptera andersoni, Epicampoptera strandi, Cephonodes, Dichocrocis, Ascotis (Morize,
1992). Elles détruisent les feuilles, entrainant parfois la défoliation compléte des arbres.

1.2.1.5. Chenilles mineuses

Perileucoptera coffeela, Leucoptera spp. Elles occasionnent des pertes les plus considérables
a I’échelle mondiale (Morize, 1992). La consommation du parenchyme palissadique par la larve a
pour effet direct une forte réduction de I’activité photosynthétique de I’arbre ce qui a pour

conséquence une diminution significative des rendements.

1.2.2. Maladies cryptogamiques

1.2.2.1. Cercosporiose ou maladie des yeux bruns

L’agent causal de cette maladie est Cercospora coffeicola Berk. et Cook. Cette mycose
attaque les feuilles du caféier de tous les ages mais son impact est plus poussé sur les jeunes plants.
Elle cause également une pourriture des baies sur les caféiers Arabica (Claude Boisson, 1984). Les
symptomes apparaissent sur les feuilles comme des taches circulaires de couleur gris- marron. Au
milieu de ces taches, apparait un point de couleur claire, et sur les baies apparaissent des taches
concaves (Muller et al., 2004). Les méthodes préventives contre cette maladie consistent a maintenir
la plantation dans un bon état sanitaire. La fertilisation azotée est aussi recommandée. L’ application
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des fongicides peut réduire la présence de Cercospora mais elle ne peut pas résoudre le probléeme a la
base (Muller et al., 2004).

1.2.2.2. Trachéomycose

Le champignon responsable de cette maladie est Fusarium xylarioides Steyaert. La maladie se
manifeste par un arrét brutal de la végétation, le jaunissement des feuilles qui se desséchent par la
suite et tombent. Les symptomes se manifestent assez souvent par un dépérissement soudain de la
plante d a I’envahissement des vaisseaux conducteurs par I’agent pathogéne. Ces symptomes sont
suivis par la mort des branches et finalement par celle de I’arbre entier. Cette mort du caféier est due
a la colonisation des vaisseaux conducteurs par le mycélium et les thylles qui bloquent la circulation
de I’eau et de la séve. L’infection peut avoir lieu a tous les stades de développement (Muller et al.,
2004 ; Sibelet et Nguyen, 2012). Le meilleur moyen de lutte reste I’arrachage et I’incinération des
arbustes morts ou malades pour éviter la propagation de la maladie (Muller et al., 2004).

1.2.2.3. Rouilles

Deux types de rouille ont été décrits sur le caféier : la rouille orangée causée par Hemileia
vastatrix Berk et Ber. La rouille farineuse causée par Hemileia coffeicola Maublanc et Roger. La
rouille orangée est apparue a Ceylan (actuel Sri-Lanka) en 1869 et a provoqué des dégats énormes
sur les caféiers Arabica en absence de traitements efficaces et des variétés résistantes (Muller, 1980 ;
Bella Manga, 1999). Les symptdmes apparaissent a la face inférieure des feuilles sous forme de
petites taches (sores), visibles par transparence ayant I’aspect d’une tache huileuse. Elles
s’agrandissent et se recouvrent d’une matiére pulvérulente orangée formée par des spores
(urédospores) du champignon. La partie centrale de la tache se nécrose et devient visible a la face
superieure de la feuille et la feuille entiere noircit par la suite et tombe (Meffren, 1957).
Contrairement a Hemileia vastatrix, Hemileia coffeicola trouvé au Cameroun en 1929 par Muller et al.
(2004), ne cause pas de nécroses sur les feuilles (Muller, 1980 ; Muller et al., 2004). Elle se
caractérise également par la présence d’une pulvérulence jaune orangée couvrant I’ensemble de la
face inférieure du limbe. La feuille jaunit complétement, puis tombe. Les rouilles réduisent la
capacité assimilatrice des arbres et entrainent par conséquent des baisses sensibles de rendement
(Mouen Bedimo, 2006).

1.2.2.4. Anthracnoses

De nombreux symptdmes plus ou moins différents ont été mis en évidence sur les caféiers
permettant de caractériser ces maladies. lls ont été localisés au niveau des feuilles, des rameaux et

des baies. L’anthracnose des rameaux et des feuilles est causée par Colletotrichum gloeosporioides
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(Gielink and Vermeulen, 1983 ; Masaba and Waller, 1992) et celle des baies est causée par C.
kahawae. (Waller et al., 1993).

Sur les feuilles, la maladie se manifeste par I’apparition de petits points brunatres le plus
souvent sur les bords du limbe (Muller et al., 2004). Ces points noirs s’étendent progressivement a
partir de leur centre pour donner finalement des taches arrondies irréguliéres, brunes sombres avec
généralement une marge, visibles sur les deux c6tés de la feuille. Le centre des taches nécrosées
devient souvent décoloré et brun grisatre. Les fructifications du parasite apparaissent a la face
supérieure du limbe sous forme de ponctuations noiratres devenant rosées. Lorsque I’attaque est
importante, la feuille nécrosée tombe. Les nécroses et les chutes de feuilles présentent quelques
risques pour la récolte et pour la maturation des fruits en cours. lls empéchent I’arbre de se constituer
des réserves amylacées, et le prédisposent aux attaques des parasites secondaires (Claude Boisson,
1984).

Sur les rameaux, les symptémes se manifestent par un noircissement et un dessechement de
ceux-ci (Muller et al., 2004).

Sur les baies, la maladie se manifeste sous deux formes : les lésions « actives » et les lésions
de forme « scab » (Muller, 1980 ; Bieysse et al., 2002). Les lésions actives se manifestent par
I’apparition des taches nécrotiques noires avec parfois des acervules de couleur orangée sur des baies
vertes (Muller, 1980 ; Mouen Bedimo et al., 2008). Ces attaques commencent généralement a
I’insertion pédonculaire, soit au contact entre deux fruits, soit & I’insertion du calice aux endroits ou
les gouttes d’eau peuvent sejourner (Fig. 5. A). Ces taches nécrotiques se développent pour donner
des taches brunes légerement déprimées qui entrainent une pourriture molle et humide de la pulpe et
des grains. Dans les conditions d’hygrométrie favorables, les acervules apparaissent de facon
concentrique a la surface des taches et liberent les conidies, organes de dissémination de la maladie
(Bella Manga, 1999 ; Bieysse et al., 2002 ; Mouen Bedimo, 2006). Un desséchement suivi d’un
noircissement de la baie est observé lui donnant un aspect caractéristique de sac vide (Fig. 5. B). Le
fruit momifié chute a la moindre action du vent et de la pluie. Les lésions de forme « scab » sont une
forme particuliere de la maladie peu importante économiquement. Elles se manifestent par des
Iésions aux contours irréguliers et d’évolution lente. Elles ont un aspect légérement liégeux et sont de

couleur beige clair. Leur développement est généralement limité en surface (Bieysse et al., 2002).
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Fig. 5. Symptomes de I’anthracnose des baies (A) Taches nécrotiques sombres au contact de deux
fruits et (B) Baies momifiées (photo prise par Kacko en 2016). Barre = 0,6 cm (A) ; 1,25 cm (B).

1.2.3. Généralités sur Colletotrichum kahawae

1.2.3.1. Taxonomie et dispersion

Les espéces du genre Colletotrichum sont des champignons ubiquistes appartenant a la classe
des Deutéromycétes, a I’ordre des Mélanconiales (Roger, 1953 ; Lepoivre, 2003 ; Sharma and
Shenoy, 2016). Les conidies (Fig. 6. C) sont unicellulaires et hyalines ; les hyphes fructiferes (Fig. 6.
B) sont regroupés en acervules (Fig. 6. A) (Lepoivre, 2003). Plusieurs espéces dont Colletotrichum
kahawae sont considérées comme des champignons imparfaits parce que leur mode de reproduction
sexuée n’est pas connue. Les Colletotrichum présentent des structures de fructification ou acervules
qui sont constituées de conidiophores accolés les uns aux autres (Cox and Irwin, 1988). Ces
structures sont entourées d’une couche mucilagineuse hydrosoluble orangée, essentiellement
composée de glycoprotéines, de polysaccharides et de diverses autres enzymes (Bailey et al., 1992).
Le mucilage des acervules assure la viabilité des conidies dans les conditions défavorables du milieu
(Nicholson, 1992 ; Mouen Bedimo, 2006). Les caractéristiques des acervules et la morphologie des
conidies ont constitué les critéres de base pour la premiére description de Colletotrichum spp. Il a
originellement été décrit sous le nom Vermicularia par Tode (1790) avant d’étre révisé comme
Colletotrichum par Corda en 1837 (Sharma and Shenoy, 2016). Plus tard, la séparation entre les
espéeces a été effectuée sur la base des faciés culturaux in-vitro (Simmonds, 1965 ; Baxter et al., 1983
; Sutton, 1992). Les travaux réalisés par Duke (1928) ont montré que la structure des conidiophores
et la présence ou non des filaments et leur arrangement dans les acervules étaient extrémement
différents. Ce résultat a permis le transfert d’un grand nombre d’espéce du genre Vermicularia au
genre Colletotrichum (Duke, 1928 ; Cannon et al., 2012). L’utilisation des techniques de la biologie
moléculaire a permis aujourd’hui d’établir une discrimination entre diverses especes de
Colletotrichum (Nilson et al., 2008 ; Damm et al., 2009, 2010 ; Cannon et al., 2012 ; Sharma et al.,
2013).
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Fig. 6. Conidiophore de C. kahawae (A) Acervules; (B); hyphes ; (C) conidies (Mouen Bedimo,
2006). Barre = 0,2 cm.

Colletotrichum a été décrit pour la premiére fois par Noack en 1901 sous I’appellation
Colletotrichum coffeanum a partir des feuilles du caféier Arabica provenant du Brésil ou
I’anthracnose des baies n’est pas encore présente. Ce matériel était utilisé quelques années avant par
Delacroix en 1897 qui avait décrit Colletotrichum sur le nom Gloeosporium coffeanum. Plus tard,
Les travaux de Mc Donald (1926) et de Rayner (1952) menés au Kenya ont permis d’identifier des
colonies a croissance lente, sombre et gris verdatre de I’agent pathogene de I’anthracnose des baies.
Ces auteurs ont précisé le caractére pathogéne du champignon sur baies vertes en développement.
L’agent pathogene de cette forme d’anthracnose avait été décrit comme une variante de
Colletotrichum coffeanun Noack, dénommée « var. virulans » (Rayner 1952, Nutman and Roberts,
1960 ; Waller et al., 1993). Ces travaux ont été repris en 1969 par Gibb qui a défini quatre groupes de
Colletotrichum a partir des isolats provenant des caféiers Arabica sur la base des caractéres
morphologiques de leur colonie. A partir de ces travaux, Hindorf en 1970 a pu identifier quelques
espéces de Colletotrichum : Colletotrichum acutatum Simmonds, Colletotrichum gloeosporioides
Penz et a identifié Colletotrichum coffeanum Noack comme agent causal de I’anthracnose des baies.
D’ou la dénomination Colletotrichum coffeanum Noack (sensu Hindorf) pour marquer la spécificité
de cet agent pathogéne vis-a-vis des baies du caféier Arabica. A la suite des travaux Hindorf, la
pathogénie sur baies ou sur hypocotyle de semences d’une variété sensible et une analyse
biochimique de plusieurs isolats de Colletotrichum issus du caféier Arabica a permis d’identifier les
isolats pathogénes sur baies vertes, grace a leur incapacité d'utiliser le citrate ou le tartate comme
unique source de carbone pendant leur métabolisme (Waller et al., 1993 ; Mouen Bedimo, 2006). Cet
agent pathogene a dont été renomme Colletotrichum kahawae sp. nov. (Waller and Bridge) (Waller
et al., 1993). C. kahawae cohabite naturellement avec C. acutatum et C. gloeosporioides dans les

caféieres atteintes par I’anthracnose des baies (Mouen Bedimo, 2006).
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1.2.3.2. Biologie

Le cycle de base de Colletotrichum sp. débute par la germination des conidies a la suite de
leur contact avec les tissus des plantes hotes (phase de pollution). Il s’en suit une élongation des tubes
germinatifs dont la partie apicale se différencie plus tard en une structure spécialisée appelée
appressorium (Bailey et al., 1992 ; Jeffries et al., 1990). Les hyphes d’infection se développent a
partir des appressoria pour coloniser I’organe attaque, entrainant la nécrose des tissus sur lesquels se

forment de nouvelles acervules (Waller et al., 2007).

La germination des conidies est favorisée par des humidités relatives proches de la saturation
(Goos and Tschirsch, 1962 ; Gupta and Pathak, 1979) et par des températures optimales estimées
entre 20 et 22 °C (Muller, 1980 ; Masaba and Waller, 1992). Toutefois, elle n’est déclenchée que s’il

existe une compatibilité entre le parasite et les organes concernes par I’infection.

Les appressoria sont des structures infectieuses qui assurent I’adhésion de certains
champignons pathogénes a la surface des plantes hotes et leur pénétration dans les organes
contaminés (Emmet et Parbery, 1975 ; Young et Kauss, 1984 ; Muruganandam et al., 1991). La
formation des appressoria débute par le gonflement apical des tubes germinatifs des conidies dont les
parois cellulaires s’épaississent et se mélanisent progressivement. Lorsque les appressoria arrivent a
maturité, les conidies a partir desquelles ils sont issus se vident et dégénerent (Emmet et Parbery,
1975). La mélanine leur assure la rigidité nécessaire pour supporter la pression mécanique des
cellules des plantes hotes, car ils mettent en jeu une importante force hydrostatique pour traverser la
cuticule des tissus épidermiques des organes hétes (Wolkow et al., 1983 ; Coates et al., 1993). Les
appressoria de Colletotrichum sp. sont de forme lobée et sont séparés des tubes germinatifs des
conidies par une cloison (Emmet et Parbery, 1975). Leur développement est favorisé par des
humidités relatives saturantes (Estrada et al., 1993) et par des températures optimales variables

suivant les especes.

La pénétration peut se faire par voie mécanique ou par voie enzymatique par sécrétion des
enzymes de dégradation (cutine) dans les parois cellulaires de la plante hote ou par les deux voies
(Chen et al., 2004 ; Silva et al., 2006). Le point de contact entre les appressoria et les tissus hotes
constitue le site de pénétration des organes contaminés (Chen et al., 2004). Il s’agit d’une zone
privilégiée ou la pression hydrostatique des appressoria et la dégradation enzymatique des parois
cellulaire favorisent la pénétration des hyphes d’infection dans les cellules hotes (Emmet et Parbery,
1975 ; Coates et al., 1993 ; Prusky et Keen, 1993 ; Chen et al., 2004). La pénétration des
Colletotrichum spp. dans ces cellules peut aussi survenir via des blessures ou des orifices naturels

(les stomates) des tissus épidermiques des organes contaminés. Dans ce cas, les tubes germinatifs des
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conidies s’établissent directement dans les cellules hotes, sans se différencier au préalable en
appressoria (Wolkow et al., 1983 ; Latunde-Dada et al., 1999).

La colonisation est caractérisée par I’invasion des tissus de la plante héte par les hyphes
d’infection qui sécretent des enzymes comme les polygalacturonases et la pectine lyase, provoquant
ainsi la mort des cellules infectées (Bailey et al., 1992). Il en résulte des tissus nécroses sur lesquels
de nouvelles fructifications de I’agent pathogéne apparaissent lors de la phase terminale du processus
infectieux (Bailey et al., 1992 ; Silva et al., 2006 ; Laureiro et al., 2012). C. kawawae utilise une voie
hémibiotrophique impliquant une phase biotrophique asymptomatique post - pénétration au cours de
laquelle le parasite s’installe a I’intérieur de la cellule héte sans la détruire. Une phase nécrotrophique
destructive, suivi de la reproduction des champignons (Mouen Bedimo et al., 2008 ; Laureiro et al.,
2012). D’autres espéces de Colletotrichum ne s’établissent pas directement a I’intérieur des cellules
hétes au début de [I'infection, mais plutét dans les parois cellulaires qu’elles dégradent
progressivement par la suite. Dans ce cas la croissance du parasite se fait sous la cuticule des cellules
de la plante hote (Bailey et al., 1992).

1.2.2.3. Epidémiologie de I’anthracnose des baies de C. arabica

L’intensité de I’anthracnose de baies varie d’un endroit a un autre et d’une saison a une autre,
elle dépend largement de la susceptibilité de I’hote, de I’agressivité de I’agent pathogéne et des
conditions climatiques favorables (Muller, 1980 ; Mouen Bedimo et al., 2008, 2012b ; Gadisa et al.,
2016 ; Garedew et al., 2017). Le cycle de maturation du café est de 32 a 36 semaines aprées la
floraison. Les conditions d’une forte attaque se trouvent réunies si le stade jeune vulnérable des fruits
coincide avec une période de forte humidité (Muller, 1980 ; Bieysse et al., 2002 ; Mouen Bedimo,
2006). Le déroulement de la maladie comporte cinq phases qui correspondent aux stades de
développement des baies (Mouen Bedimo, 2006 ; Garedew et al., 2017) (Fig. 7) :

- stade téte d’épingle (3™ — 6°™ SAF) ;
- stade d’expansion des fruits (8°™ — 17°™ SAF) ;
- stade de croissance de I’endosperme (18°M — 25°™ SAF) ;

- stade de durcissement de I’endocarpe (26°™ — 32¢™ SAF) ;

- stade de murissement des baies (32°™ — 36°™ SAF).
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Fig. 7. Cycle de développement simplifié de Colletotrichum kahawae (Mouen Bedimo, 2006 ;
Garedew et al., 2017).

Les premiéres contaminations des baies au C. kahawae surviennent vers la 6°™ semaine mais
aucun symptéme n’est visible. Les symptomes de la maladie commencent & étre visibles dés la 8™
SAF. Les baies attaquées noircissent et se momifient. Les fruits momifiés tombent sous I’action du
vent ou de la pluie. Certains restent accrochés sur les branches et constituent les sources d’inoculum
secondaire a partir desquelles de nouvelles conidies de C. kahawae vont se disperser pour contaminer
d’autres baies saines (Mouen Bedimo, 2006). Plusieurs cycles de développement de I’agent
pathogéne se produisent entre la 8°™ et la 20°™ SAF (Mouen Bedimo, 2006). C’est la phase active de
la maladie. A ce stade les tissus hotes sont tres réceptifs et les conditions climatiques sont tres
favorables pour le développement de la maladie. Au-dela de la 20°™ SAF, les baies deviennent peu
sensibles & la maladie (Muller, 1980 ; Van Der Graaff, 1992). La sensibilité des baies se stabilise
pendant le stade d’endurcissement de I’albumen. La résistance physiologique des baies est restaurée
durant la phase de maturation des baies (Waller et al., 2007 ; Mouen Bedimo et al., 2010 ; Garedew
et al., 2017). Les contaminations qui surviennent a ce stade de développement des baies évoluent en
Iésions superficielles non dommageables pour les graines : c’est la forme dite « Scab » de la maladie
(Muller, 1980 ; Masaba and Waller, 1992). La susceptibilité des baies a I’anthracnose est aussi
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affectée par d’autres facteurs tels que I’altitude, le nombre initiale des baies produites par branche et
certaines pratiques agronomiques telle que la fertilisation (Vaast et al., 2005; Zuru et al., 2009). Un
nombre élevé de baies sur la branche prédispose a un grand niveau d’infection par réduction de la
masse seche des fruits dans les glomérules (Vaast et al., 2005, Garedew et al., 2017).

1.2.4. Méthodes de lutte contre I’anthracnose des baies

Plusieurs méthodes de contrdle de I’anthracnose des baies ont été déja développées pour

réduire I’incidence de la maladie.
1.2.4.1. Utilisation des variétés tolérantes

Le contrble génétique a permis de mettre a la disposition des producteurs des variétés
tolérantes : la Java au Cameroun (Bouharmont, 1992) et la Ruiru 11 au Kenya (Van Der Vossen and
Walyaro, 1980).

1.2.4.2. Mise en place des opérations agricoles nouvelles

La méthode d’irrigation précoce a été expérimentée avec succes au Cameroun par Muller
(1980) ; cette méthode visait d’induire la floraison des arbres pendant la saison séche au moment ou
les conditions climatiques ne sont pas favorables au développement de I’agent pathogéne. Ce
décalage du cycle de production permet aux jeunes fruits de croitre en saison séche et atteindre leur
stade de sensibilité maximale dans une période climatique défavorable a I’activité de I’agent
pathogéne. Elle n’a pas pu étre appliquée au niveau des planteurs du fait de leurs codts et des
difficultés de réalisation (Bella Manga, 1999)

La méthode de la récolte sanitaire qui consiste & éliminer les sources d’inoculum primaire
(baies momifiées, les baies malades, les branches mortes) aprés la récolte susceptible de contaminer
les baies a la campagne suivante (Muller, 1980 ; Masaba and waller, 1992 ; Hillocks et al., 1999).

Elle s’avere fastidieuse et demande une main d’ceuvre importante.
1.2.4.3. Association des arbres d’ombrage

L’association des arbres d’ombrage (bananiers, arbres fruitiers) dans la caféiere réduit
considérablement I’incidence de la maladie (Phiri et al., 2001 ; Mouen Bedimo et al., 2007b, 2008,
2012a). La canopée des arbres d’ombrage réduit la vitesse des gouttes d’eau avant qu’elles
n’atteignent les caféiers (Mouen Bedimo et al., 2012a). Par ailleurs Vaast et al. (2006) ont rapporté
que les conditions microclimatiques dispensées par les plantes d’ombrage contribuent a retarder la
maturation des fruits en décalant la période de grandes sensibilités des baies vers la période de faibles

pressions parasitaires. Les plantes d’ombrage constituent une entrave a la dispersion efficace des
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conidies, mais constituent un habitat pour certains parasites et ravageurs de cultures (Mouen Bédimo
et al., 2007 ; Lopez-Bravo et al., 2012).

1.2.4.4. Controle chimique

De nombreux produits phytosanitaires connus pour leurs propriétés fongicides (a base du
cuivre, du souffre) ont déja été testés contre I’anthracnose des baies au Cameroun (Berry et al.,
1992 ; Regazzoni et al., 1997) et en Ethiopie (Garedew et al., 2017). Ces produits sont souvent
associés au Chlorothalonil, a des fongicides organiques et d’autres appartenant aux familles des
dithiocarbamates, benzimidazoles ou des triazoles. Tous ces produits fongicides ont montré un
certain contrble sur I’anthracnose des baies (Berry et al., 1992 ; Regazzoni et al., 1997, Garedew et
al., 2017). Malgré les co(ts élevés, le nombre de traitement varie généralement de 7 a 12 applications
par année (Berry et al. 1992 ; Mouen bedimo et al., 2012b). Au Kenya, le nombre de traitement est
supérieur a 12 par année a cause de la présence de deux populations des baies en permanence sur les
arbres (Berry et al., 1992 ; Muller et al., 2004). Le contrdle chimique a lui seul peut compter pour
plus de 30 % des colts de production (Nyoro and Sprey, 1986 ; Masaba and Waller, 1992 ; Me
Dowel and Woolfenden, 2003).

1.2.5. Roles des métabolites primaires (acides aminés, les sucres) et secondaires (les polyphénols
et les alcaloides) dans la plante

La production et la capacité d’une plante a résister aux conditions défavorables sont
dépendantes de son aptitude a partitionner une proportion significative d'assimilats au sein des fruits.
L'accumulation des composés de réserve dans les graines est un processus hautement orchestré. Les
sucres et les composés azotés conferent un contrdle réglementaire sur les activités de stockage. Leurs
niveaux sont contrdlés pendant le développement des graines (Weber et al. 1997, 1998). Ces
composés sont impliqués dans la structure, la physiologie des cellules ainsi que celle des tissus. lls
assurent la croissance et la suivie de la plante (Calatayud et al., 2013).

1.2.5.1. Réles des acides aminés et des sucres dans la plante

Les acides aminés sont des produits primaires de I’assimilation de I’azote et sont des
précurseurs des protéines et des acides nucléiques (Stewart and Lahrer, 1980). Dans la plupart des
plantes, les acides aminés représentent la principale forme de transport de l'azote organique (Rainbied
et al. 1984 ; Hernandez-Sebastia, 2005). lls sont distribués par le xyléme et le phloeme a tous les
organes ou ils peuvent étre métabolisés immédiatement ou utilisés pour la synthése des protéines de
réserve dans les tissus. La composition en acides aminés libres des différents organes de la plante
dépend de nombreux facteurs : la génétique, les pratiques culturales et I’environnement (Miele et al.,

2000). Outre le rble des acides aminés comme constituants des protéines, ils sont aussi impliqués
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dans de nombreuses réactions cellulaires. De ce fait, Ils influencent plusieurs processus
physiologiques tels que la croissance, le développement des plantes, le contréle du pH intracellulaire,
la génération de I’énergie métabolique ou du pouvoir redox et la résistance aux stress abiotiques et
biotiques (Moe, 2013 ; Watanabe et al., 2013 ; Fagard et al., 2014 ; Galili et al., 2014 ; Pratelli and
Pilot, 2014). Certains acides aminés (sérine, proline, leucine et la phénylalanine) agissent comme des
molécules de signalisation et sont des précurseurs pour la synthése des phytohormones ou des
métabolites secondaires ayant un réle de signalisation dans les plantes soumises a des conditions de
stress (Hannah et al., 2010 ; Timm et al., 2012 ; Hausler et al., 2014 ; Ros et al., 2014) (Fig. 8). C’est
le cas des glucosinolates (produits antimicrobiens) qui peuvent étre synthétisés a partir de la
méthionine, I’alanine, les acides aminés des chaines branchées et aromatiques (Halkier and
Gershenzon, 2006) ; du L- pépicolate qui est un régulateur impliqué dans I’induction de I’'immunité
des plantes, synthétisé a partir de la lysine (Hildebrandt et al., 2015). Au cours de I’infection de
Medicago truncatula par Colletotrichum trifolli, I'un des premiers composés accumulés est la
phytoalexine (Torregrosa et al., 2004 ; Silva et al., 2006). Les phytoalexines sont des composés
antimicrobiens synthétisés a travers la mobilisation des enzymes de la voie de biosynthése des
phénylpropanoides a partir de la phénylalanine. Par ailleurs, le tryptophane, la lysine, I’aspartate, la
tyrosine et I’arginine sont utilisés comme substrats dans les voies de biosynthése des alcaloides
(Elkolli, 2017). Chez le soja (Glycine max), les acides aminés principalement I’asparagine et la
glycine sont les premiéres sources de carbone et d’azote disponibles pour le développement des
graines (Rainbied et al., 1984 ; Hernandez-Sebastia, 2005). Par ailleurs, le r6le des acides aminés
protéiques et non protéiques dans I’induction des mécanismes de résistance chez les plantes a été
rapporté (Vahideh Hasabi et al., 2004). La méthionine est impliquée dans la résistance de
Xanthosomonas citri subsp vis-a-vis de Citrus Bactérial Canker. Elle induit significativement la

résistance, diminue la sévérité de la maladie et la surface des lésions nécrotiques chez I’hote.

Les sucres représentent la principale source d’énergie des plantes. Ils sont indispensables
comme élément de base dans la constitution des réserves (amidon) (Fernie et al., 2002), des parois
(cellulose), comme squelette carboné dans la synthése des métabolites (acides aminés ou métabolites
secondaires) (Fig. 8) ou comme molécules signales (Lalonde et al., 2003).
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Fig. 8. Principales voies de biosynthése des composés secondaires chez les plantes supérieures
(Schoonhoven et al., 2005).

La répartition du carbone dans tous les organes de la plante est fortement dépendante de
I’activité des organes puits (racines, tiges, fleurs, les graines ou les feuilles en développement) de la
plante. La capacité d’un organe puit a accumuler les assimilats carbonés est fonction de sa force de

puit. Celle-ci est influencée par le stade de développement ou les facteurs environnementaux
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auxquels la plante peut étre soumise (Wardlaw, 1990). L’ activité d’un puit se mesure par sa capacité
a prélever les photoassimilats en provenance du phloéme mais aussi @ mobiliser ces derniers
(Walswinkel, 1984). Tous les organismes vivants utilisent les voies de signalisation par les sucres
solubles (Derridj et al., 2011). La plante les met en ceuvre pour intégrer les éléments internes et
externes, et maintenir & niveau constant certaines caractéristiques nutritionnelles. Ceci afin de gérer
les processus hormonaux de croissance et de développement ; et pour articuler les réponses aux stress
biotiques et/ou abiotiques (Koch, 2004 ; Rosa et al., 2009). Le fructose agit sur la germination du
champignon Botrytis cinerea par des voies de signalisation (Doehlemann et al., 2005). Il a été
rapporté que les applications exogenes foliaires des infra-doses de sucres (glucose, fructose,
saccharose, raffinose) permet d’augmenter la défense des végétaux contre certains herbivores et
d’autres bioagresseurs des plantes tels que les chenilles de Iépidopteres ravageurs (pyrale,
carpocapse), des insectes piqueurs suceurs (thrips, cicadelle), des oomycetes (mildiou de la vigne).
La stimulation de voies de signalisation de systemes de défense (acides jasmoniques et protéines de
résistances) a été observée sur la tomate 6 heures apres application des sucres solubles (Arnault et al.,
2015). Herbers et al. (1996) ont rapporté que les hexoses (sucrose) induisent I’expression des genes
incluant les génes de résistance qui déterminent la production des peroxydases et autres protéines de
résistances (PR).

1.2.5.2. Rdles des polyphénols et des alcaloides dans la plante

Chez les plantes supérieures, les acides aminés aromatiques (la phénylalanine, la tyrosine et le
tryptophane) sont les précurseurs d’un large éventail de métabolites secondaires et de nombreux
changements se produisent dans la séquence métabolique au cours de la vie de la plante (Hermann,
1995). La modulation du flux de carbone est nécessaire pour répondre aux variations de la demande
en métabolites primaires et secondaires (Weaver and Herrmann, 1997). Les profils d’expression des
génes de la voie d’acide shikimique (Fig. 8) varient, d’un tissu a I’autre, au cours du développement
et en réponse a des stimuli environnementaux. La production des composés phénoliques via
I’induction simultanée des enzymes de la voie de I’acide shikimique et celles du métabolisme des
phénylpropanoides constituent une réponse générale aux stress (Gorlach et al., 1995). Les
phénylpropanoides et la lignine phénylpropanoide constituent une large gamme de substances
structurales cycliques possédant de nombreuses fonctions physiologiques. Ils sont formés a la suite
de la désamination de l'acide aminé phénylalanine par I'enzyme phénylalanine — ammonia - lyase
(PAL) (Hans — Water and Birgit, 2011). Le PAL catalyse les réactions de rupture de liaison carbone-
azote. Il participe a cing voies métaboliques : le métabolisme de la tyrosine, de la phénylalanine, de
la biosynthése des phénylpropanoides et des alcaloides (Halpin, 2004 ; Hans — Water and Birgit,
2011). Une activité tyrosine ammonia - lyase (TAL) a été découverte chez les graminées. Chez le
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mais, il a été découvert in vitro que la PAL possede une activité TAL (Rosler et al., 1997 ; Whetten
et al., 1998). Cette réaction de désamination de la tyrosine permet d’aboutir directement a I’acide
coumarique sans passer par I’acide cinnamique dans la voie de I’acide shikimique. Les plantes
utilisent également la voie de biosynthése du tryptophane pour produire les précurseurs de nombreux
metabolites secondaires tels que I’auxine, les alcaloides indoliques, les phytoalexines et les
glucosinolates indoliques.

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans la plante et
ne sont pas toujours nécessaires a la survie de cette dernieére. Les composés phénoliques, les
terpénoides, les stéroides, les alcaloides sont des exemples de métabolites secondaires des végétaux
(Boizot and Charpentier, 2006). Ils y jouent différents r6les dont celui de moyen de défense contre
les agressions externes. Le café est essentiellement constitué des meéthylxanthines, des acides
hydroxycinnamiques et leurs dérivés (Farah and Donangelo, 2006). Les méthyxantines sont formés a
partir des nucléotides puriques (Astrihara and Grozier, 1999). Les plus connus sont la caféine (1, 2, 7
- trimetylxantine) et la théobromine (3, 7 - diméthylxantine).

La caféine est I’alcaloide purique le plus important dans le café. Plusieurs auteurs ont émis
des hypothéses sur le réle écologique de la caféine dans la plante. La théorie de la défense chimique
avance qu’une forte concentration en caféine dans les jeunes feuilles, les fruits et les bourgeons
floraux des espéces végétales joue le réle de défense de la plante et protége les jeunes tissus contre
les organismes pathogénes et les herbivores (Uefuji et al., 2005 ; Kim et al., 2006 ; Kim and Sano,
2008). La théorie de I’activité allélopathique ou fonction autotoxique qui suppose que la caféine des
grains de café et des feuilles mortes de la litiere inhibe la germination des graines autour de la plante
mere (Anaya et al., 2006).

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la
présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un
glucide. Ils dérivent de la voie de I’acide shikimique qui conduit a la formation des oses, aux acides
aromatiques (phénylalanine, tyrosine) et par désamination de ces derniers aux acides cinnamiques et
leurs dériveés : acides benzoiques, acétophénones, lignanes, lignines et coumarines (Bruneton, 1993 ;
Benhammou, 2011) (Fig. 9). Les composés phénoliques sont présents dans toutes les parties des
végeétaux supérieures (racine, tige, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines, bois) et sont impliqués dans
de nombreux processus physiologiqgues comme la croissance cellulaire, la rhizogénése, la
germination des graines, la maturation des fruits et la défense des plantes contre les agents
pathogeénes (Nathalie Boizot and charpentier, 2006). Deux groupes se distinguent classiquement : des
composés non flavonoides et des composés flavonoides basés sur un squelette en C6-C3-C6
(Singleton and Esau, 1969) (Tableau V). Les acides hydroxycinnamiques constituent I’un des

30



groupes les plus diversifiés des composés phénoliques. Les acides chlorogéniques sont les plus
répandus des esters d’acide hydroxycinnamique dans les végétaux. lls sont souvent considérés
comme des formes de stockage des dérivés d’acide cinnamique et apparaissent comme un composé
intermédiaire de la voie de biosynthese de la lignine (Schroch et al., 2001). Les acides phénoliques
s’accumulent dans les grains de café au fur et a mesure de leur maturation (Clifford and Kazi, 1987).
Ils assurent la résistance des fruits et de la plante face aux stress environnementaux, biologiques et
mécaniques (Macheix and Billot, 1990). Les teneurs élevées en acide chlorogénique ont été
observées et corrélées avec des grains défectueux ou immatures par rapport aux grains sains (Farah
and Donangelo, 2006). Certains auteurs ont rapporté que la préexistence d’acide chlorogénique dans
un végétal confére a ce dernier une immunité vis-a-vis des attaques bactériennes et cryptogamiques
ou virales (Uritani, 1961 ; Brzozowska et al 1978). Ceci s’explique soit par la préexistence d'un
composé toxique pour un agent pathogene, soit a la formation de telles substances en réaction a une
infection. C’est le cas de l'acide protocatéchique d'une variété d'oignon contre Collectotrichum et
Diplodia. Chez le café il a été rapporté qu’il existe une corrélation positive entre la résistance a la
trachéomycose et la teneur en acide chlorogénique du bois de la tige (Meiffren, 1961). Certains
auteurs ont rapporté que la résistance du C. arabica vis-a-vis de C. kahawae résulte des mécanismes
constitutifs et induits s’opérant a différents stades de la pathogeénicité (Gichuru, 1997). D’autres ont
suggéré un rdle possible des composés antifongiques préformés au niveau de la cuticule dans la
résistance a I’anthracnose des baies (Silva et al., 2006). Des études histologiques ont révélé que pour
certains génotypes de caféier, C. ramerosa et C. canephora la résistance était caractérisée par la
réduction de la croissance des hyphes, associée a la mort de la cellule héte hypersensible et
I’accumulation des composés phénoliques dans les parois cellulaires et dans le contenu
cytoplasmique ; suivi d’un dépdt de la callose autour des hyphes intracellulaires (Loureino et al.,
2012). Ces auteurs ont également rapporté que chez les génotypes résistants du caféier, des séquences
de réponses induits par I’agent pathogéne telles que la mort de la cellule hote hypersensible et
I’accumulation des composés phénoliques (flavonoides, acides hydrocinnamique), la lignification de
la paroi cellulaire étaient étroitement associées avec la réduction de la croissance du champignon.
Chez le raisin, il a été démontré que certains acides phénols inhibent la croissance de Botrytis cinera
(Nyerges et al., 1975 ; Carole Lambert, 2011). Les acides phénols semblent jouer un rdéle dans les
baies du raisin avant la véraison (Keller, 2002 ; Pezet et al., 2003).

Les acides benzoiques et hydroxycinnamiques sont les voies de biosynthese des
phénylpropanoides, de la lignine et des flavonoides (Dixon and Paiva, 1995). Les flavonoides sont les
plus représentatifs des composés phénoliques. Ces molécules ont des structures chimiques variées et
des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les fruits, les légumes, les graines, les

boissons telles le thé, le vin rouge et d’autres parties de la plante (Tsimogiannins and Oreopoulou,
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2006). Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des végétaux qui peuvent
participer dans les processus photosynthétiques (Mukohata et al., 1978), dans la régulation des génes

et dans le métabolisme de croissance (Havsteen, 2002).

Tableau V. Les polyphénols des végétaux (Farah & Donangelo, 2006).

Classes et sous classes Exemples de composés spécifiques

Composés non flavonoides

Acides phénoliques ; acides benzoiques Acides galliques; acides protocatéchiques ;

acides P-hydroxybenzoiques

Acide hydrocinnamique Acide coumarique ; acide caféique; acide
ferulique

Tannins hydrolysables Pentagalloyglucose

Stilbene Resveratrol

Lignanes Scoisolariciresinol ; matarésinol ; lariciresinol ;
pinoresinol

Composés flavonoides

flavanols Kaempferol ; quercitine ; myricétine ;;
Flavones Agigenine ; luteoline

Flavanones Aaringenine ; herperetine

Flavanols Catéchine; gallocatechine; épicatéchine
Anthocyanidines Pelargonidine; cyanidine; malrudine

Tannins condensés ou proanthocyanidines Procyanidine trimérique; prodelphinidines

Isoflavones Daidzéine; genistéine; glycitéine

1.2.6. Influence de facteurs environnementaux (altitude, type d’ombrage) sur les métabolismes
du cafeé.

Les conditions environnementales modulent de nombreux processus métaboliques qui a
terme, régulent la capacité de la plante a tolérer certains agents pathogenes (Eastburn et al., 2011).
Les changements dans le ratio biosynthése/dégradation des métabolites du café (caféine, acide
chlorogénique) peuvent étre influencés par l'altitude (Worku et al., 2018). La température moyenne
de l'air durant le développement des graines controle le taux de métabolisme et la biosynthese-
biodégradation dans les baies (Joét et al., 2009, 2010). L'effet de l'ombre sur la composition
biochimique des fruits de caféier est controversé. Geromel et al. (2008) ont montré que les baies
cultivées a I'ombre présentaient une réduction des teneurs en lipides et en saccharose par rapport a

celles exposées en plein soleil. Les mémes auteurs ont indiqué que les teneurs en acide
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chlorogénique, en protéines, en tanin, en trigonelline et en caféine ne différaient pas
significativement entre les régimes de lumiere. La haute altitude ou I'ombre provoque généralement
une diminution de la température ambiante réduisant le stress induit par la chaleur sur les plantes et
augmente le ratio feuilles-fruits et par conséquent le taux net de photosynthese et le prolongement de
la période de maturation des baies (DaMatta and Ramalho, 2006 ; Vaast et al., 2006). Dans cette
situation, il y a plus d'apport de glucides aux baies en développement et de temps pour leur
remplissage. Cheng et al. (2016) ont également montré la contribution du génotype et de

I'environnement dans le métabolisme des végétaux.
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Chapitre Il. Matériel et méthodes




11.1. Matériel

11.1.1. Sites d’étude

Cette étude a été conduite au sein des plantations expérimentales de Foumbot dans le

département du Noun, région de I’Ouest Cameroun (1100 métres d’altitude, 5° 30" 00”’ latitude Nord

et 10° 38’ 00”’ longitude Est) (Fig. 9) et de Santa dans le département de Mezen, région du Nord —
Ouest Cameroun (1800 meétres d’altitude, 5° 50" 00°” latitude Nord et 10° 09’ 00’ longitude Est)
(Fig. 10). Une étude en milieu réel a été également menée a Kouoptamo dans le departement du
Noun, région de I’Ouest Cameroun (1200 m d’altitude entre 24° 18’ 00" latitude Nord et 54° 18’

00’’ longitude Ouest) (Fig. 11).
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Fig. 11. Localisation du site d’étude de Kouoptamo.

11.1.2. Matériel végétal

Les variétés Java et Caturra connues pour leur tolérance et leur sensibilité respectives a
I’anthracnose des baies (Bouharmont 1992 ; Mouen Bedimo et al., 2008) ont été utilisées dans cette
étude (Fig. 12 A et B). Les caféiers cultivés a Foumbot et Santa étaient agés de douze (12) ans et
ceux cultivés a Kouoptamo étaient agés de onze (11) ans. Les baies prélevées sur des caféiers au
stade d’expansion des baies (phase active de I’anthracnose des baies) & la 8™, 10°™¢, 12°Mme 14°me et
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16°™e SAF ont été lyophilisées et stockées a -20 °C dans un congélateur. Ces baies ont été utilisées
pour I’analyse des acides aminés et des métabolites secondaires (Fig. 12 C et D). Les baies vertes
prélevées a la 22°™ et & la 25°™ SAF de facon aléatoire sur des caféiers sélectionnés ont été utilisées
pour les inoculations artificielles in vitro. Les baies malades prélevées en champs (Fig. 12 F) ont été
utilisées pour I’isolement de C. kahawae. Les baies inoculées infectées (Fig. 12 E) ou non in vitro ont
été utilisées pour I’analyse des sucres solubles. En 2016, la floraison a eu lieu dans la semaine du 3

au 11 mars tandis qu’en 2017 elle avait eu lieu dans la semaine du 19 au 28 mars.

L L M=

Fig. 12. Matériel végétal : (A et B) Baies vertes accrochées sur les branches de caféiers au stade "téte
d’épingle” et & la 16°™ SAF ; (C et D) baies vertes de la 8™ et de la 10°™ SAF respectivement ; (E)
Baies inoculées infectées ; (F) baies malades prélevées en champs (photos prises par Kacko en 2016).
Barre=0,8cm (A);2cm (B) ;0,6 (D) ; 1,4 (E).
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11.1.3. Matériel fongique

Le matériel fongique était des isolats purifiés de C. kahawae (Fig. 13 A et B) isolées a partir

des baies vertes infectées des caféiers Arabica (Fig.12 F) prélevées dans la collection caféiére a la
station IRAD de Foumbot.

Fig. 13. Matériel fongique : (A et B) isolats de C. kahawae ; (a) acervules (photos prises par kacko en
2018). Barre = 5.6 cm (A) ; 2.64 cm (B).

11.2. Méthodes

11.2.1. Evaluation de I’influence des facteurs environnementaux sur I’épidémiologie de

I’anthracnose des baies du caféier in situ.
11.2.1.1. Dispositif du suivi épidémiologique

Cette étude a été menée & Foumbot et & Santa. Trente-deux caféiers de la variété Java et
Caturra ont été au préalable identifiés et marqués par des pancartes numérotées a Foumbot et a Santa.
Ces caféiers étaient répartis aléatoirement dans une parcelle comportant des lignes alternées de
chaque variété. A Santa, seuls les caféiers Java (tolérantes) ont été étudiés a cause de I’absence de la
variété Caturra dans les plantations, la variété Java étant la seule variété homologuée actuellement.
Pour chacun de ces sites et pour chacune des variétés, la moitié des caféiers était sous un ombrage
artificiel, arbre par arbre, établi a I’aide d’une toile d’ombriére noire, laissant passer 50 % de lumiére
(Tildnnel EC 50 %, Tilden Industries U.K.) (Fig. 14. A) et I’autre moitié était localisée en plein soleil
(Fig. 14. B). L’unité expérimentale de la présente étude est constituée d’un caféier. Trois caféiers ont
été réservés pour chaque variété et dans chaque condition expérimentale pour le prélevement des
baies destinées aux analyses ultérieures des acides aminés, des métabolites secondaires et pour les
inoculations artificielles sur baies détachées. Le dispositif expérimental de suivi épidémiologique a

consisté en :

(1) - deux facteurs étudiés qui sont les variétés (Java et Caturra) et les types d’ombrage (50 %

d’éclairement et le plein soleil) ;
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(2) - Seize répetitions pour la variété Java située a 1100 métres d’altitude (Foumbot) et & 1800
metres d’altitude (Santa) et seize (16) répétitions pour la variété Caturra située a 1100 metres
d’altitude.

Fig. 14. Dispositif expérimental parcellaire : (A) caféier sous une toile d’ombriere noire ; (B) caféier
exposé en plein soleil (photos prises par Kacko en 2016). Barre = 0.5 cm.

11.2.1.2. Observations et évaluation des pertes dues a la maladie

Les observations hebdomadaires ont été effectuees pendant deux années consécutives (2016 et
2017), sur trois branches disposées a la partie haute, médiane et basse de chacun des caféiers étudiés
suivant la méthode décrite par Mouen Bedimo et al. (2008). Sur la variété Java, les branches étaient
disposées en moyenne respectivement a 1,60 m, 1,24 m et 0,82 m de hauteur a partir du sol. En ce qui
concerne la variété Caturra, les branches étaient disposées en moyenne a 1,53 m, 1.01 met 0,52 m de
hauteur & partir du sol respectivement pour la branche supérieure, médiane et basse. Ces branches ont
été marquées des la deuxieme SAF. En 2016 la période de la floraison était située entre le 3 et le 12
Mars tandis qu’en 2017, elle était située entre le 19 et le 28 Mars. Les cérises issues des floraisons
suivantes ont été éliminées afin d’avoir des baies au méme stade physiologique. Les observations
épidémiologiques ont été effectuées entre la 6°™ SAF (15 Avril 2016 et le 8 Mai 2017) et la 27°™
SAF (19 Septembre 2016 et 9 Octobre 2017). Elles ont consisté au comptage du nombre total de
baies sur la branche (Btot), de celui du nombre de nouvelles baies infectées (Binf) et du nombre
d’anciennes baies malades (Bmarq). Les baies nouvellement attaquées ont été marquées (Fig. 15) afin
d’éviter de les comptabiliser lors des observations ultérieures.

L’ensemble des pertes ont été exprimées par le pourcentage de pertes totales (Pperte)
enregistrées au cours des observations par la formule :

Btot,, — Bmarp,, — Binf,
Btot,

Pperte = Btot; —
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ou :Btot, est le nombre total de baies a la premiére semaine d’observation ; (Btot,— Bmargn - Binfy)
est le nombre de baies saines a la derniere semaine d’observation ; Bmarqn est le nombre de baies
marquées a la derniére semaine d’observation et Binf, est le nombre de nouvelles baies malades a la
derniére semaine d’observation.

Le pourcentage des baies malades (PBinf) était estimé par le rapport entre la somme des baies
infectées comptabilisées pendant toutes les semaines d’observation (XBinfi-n) et le nombre initial des
baies (Btot1) par la formule : PBinf = ((Z Binfi_n) / Btot1) x 100

Les pertes non dues a I’anthracnose des baies ou les chutes physiologiques (Pchute) sont la
différence entre les pertes totales (Pperte) et les pertes dues a I’anthracnose des baies (PBinf). Pchute
= Pperte — PBinf. Les données climatiques (température, pluviométrie) ont été enregistrées pendant

toutes les semaines d’observation a I’aide d’une station météologique installée dans la plantation de

Kouoptamo en milieu réel.

Fig. 15. Baies infectées marquées a I’aide d’un vernis de couleur blanche (photo prise par Kacko en
2016). Barre = 1,25 cm.

11.2.2. Evaluation de [I'influence des situations culturales, du génotype et des stades
ontologiques des baies sur le profil des métabolites primaires et secondaires

11.2.2.1. Analyse des acides aminés libres par chromatographie liquide haute performance en
phase inverse (RP-HPLC)

11.2.2.1.1. Extraction des acides aminés libres

L’extraction des acides aminés libres a été réalisée suivant la méthode décrite pas Roshius et
al. (2006). Les baies lyophilisées et broyées (100 mg) ont été pulvérisés et agités a 4 °C pendant 1
heure avec 200 mg de polyvinyl-polypyrrolidone (PVPP) dilué dans 10 ml d'eau distillée. Le pH a été
ajusté a 2,5 apres dilution avec de l'acide trifluoroacétique aqueux a 10 %. L'homogénat est
centrifugé pendant 10 minutes a 5 000 tr/min. Le surnageant était filtré a travers un papier filtre de
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0,45 ul (Multoclear, Chromatographie CS). Environ 30 ul de chaque échantillon ont été lyophilisés
pendant 1 heure a -20 °C, et a 0,05 mbar directement dans le flacon et conservés a -20 °C jusqu'a

I'analyse.
11.2.2.1.2. Analyse chromatographique des acides aminés libres

Les acides aminés libres ont été analysés suivant la méthode décrite par Rohsius et al. (2006).
Les acides aminés libres ont été dérivatisés avec du O-phtalaldéhyde (OPA) avant l'analyse
chromatographique. La séparation chromatographique a été réalisée sur une colonne LiChroCART
250 - 4 (Merck) muni d’une pré-colonne LiChrospher 100 RP-18 (5 um) (Merck). Les analyses
chromatographiques ont été effectuées sur un gradient binaire en phase inverse [A: 1,6 | de solution
d’acétate de sodium / acide acétique glacial (50 mmol I*; pH 6,2), 50 ml de MeOH (Lichrosolv®,
HPLC gradient grade), 20 ml de tétrahydrofurane (Lichrosolv®) ; HPLC gradient grade); B: 200 ml
de solution d'acétate de sodium / acide acétique glacial (50 mmol I'; pH 6,2), 800 ml de MeOH
(Lichrosolv®, HPLC gradient grade)] a un débit de 1,3 ml min™. 20 pl d’extrait dérivatisés a été
injecté dans la colonne et le processus de dérivatisation a été stoppé aprés 2 min par injection de
I’éluant. Les acides aminés ont été détectés par spectrophotométrie a fluorescence. (Hitachi F-1050
Xex = 334 nm, Aem = 425 nm). La température de la colonne a été de 30 °C. L'échantillonneur
automatique provenant de Merck-Hitachi AS-4000. Le dégazeur de solution est constitué du
Degassex DG-4400 de Phenomenex. La quantification est effectuée via la surface de pic des

chromatogrammes a partir de mélanges standard contenant 1 a 10 pmol pl?* de chaque acide aminé.
11.2.2.2. Analyses chromatographiques des extraits contenant les métabolites secondaires

Tous les solvants utilisés pour les différentes analyses sont obtenus a partir de Merck
(Darmstadt, Germany). L’eau est purifiée dans un systéeme de purification Milli-Q water (Millipore,
Bedford, MA, USA). L’épicatechine est obtenu a partir de Sigma. La catéchine était de Aldrich et
Fluka alors que la caféine était de Merck.

11.2.2.2.1 Extraction des composés phénoliques

Les polyphénols et les alcaloides ont été extraits au méthanol suivant la méthode décrite par Stoll
(2010) utilisant le solvant acétone/eau 60 :40 (v/v). 500 mg de matériel végétal lyophilisé étaient
broyés a I’aide d’un broyeur de type Retsch kroll-or MM 200 (Germany). La poudre obtenue est
mélangée dans un solvant acétone/eau a I’aide d’un mixer Ultra-TuraxT25 (Janke et Kundel IKA®).
Les composés phénoliques ont été extraits par agitation constante de mélange d’échantillon en 3
temps sur glace & 5000 rpm pendant 15 min. Pour chaque échantillon, I’extraction a été effectuée en 3
temps et ces extraits ont été mélangés et concentrés par évaporation rotatoire. Les composés
polyphénoliques séchés ont été remis en suspension dans 1,5 ml de méthanol pur (Lichrosolv, Merck)
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et filtrés avec un papier Millipore de 045 um. L’extrait polyphénolique pur a été stocké a -20 °C
jusqu’a I’analyse par HPLC.

11.2.2.2.2. Analyses chromatographiques des extraits des composés phénoliques

Les métabolites secondaires ont été analyses suivant la méthode de Niemenak et al. (2008). Les
analyses chromatographiques sont effectuées sur un systeme Waters HPLC équipé d’un injecteur
automatique (A2-200 automatic injector), Knauer HPLC pump 64, Knauer HPLC programme 50
solvent controller, Waters 996 Photo — diode Detector (PDA) avec un logiciel MilleniumTM 3.2
(Millipore corporation, Milford, MA, USA). Les polyphénols ont été séparés sur un LicroCart 250-4
octadecylsilyl (ODS) C18, 5 um particle RP-18 (5 um) column (Merck) a 26 °C. La colonne de
garde consistait en un LicroCart 4-4 Lichrospher 100 RP-18 (5 um) (Merck) at 26°C. La phase
binaire mobile est constituée d’un mélange de 2 % d’acide acétique dans I’eau (A) et un mélange
acetonitrile - eau — acide acétique concentré (4:9:1 v/v/v) (B). 20 ul d’échantillon sont injectés dans
la colonne. Les polyphénols ont été détectés avec un PDA detector a 280 nm. L’identification de
chaque pic était confirmée par comparaison du temps de rétention et de coélution avec les standards

de catechin-hydrate, épicatéchine, caféine, d’acide chlorogénique

11.2.3. Evaluation de la teneur en sucres solubles des baies infectées in vitro chez les caféiers

soumis a différents modes d’éclairement in situ.
11.2.3.1. Préparation de I’inoculum et inoculation sur baies détachées in vitro

Le protocole utilisé dans ce cadre est celui défini par Mouen Beédimo et al. (2008). L’agent
pathogene, Colletotricum kahawae utilisé est obtenu a partir des baies infectées des cafeiers Caturra
de la collection variétale de la station IRAD de Foumbot. Il est purifié a partir d’une culture
monoconidie, en boite de Pétri réalisée sur milieu PDA. Cet isolat est caractérisé par une croissance
radiale lente et un mycélium aérien laineux de couleur gris foncé. Sa pathogénicité a été
préalablement testée sur les baies détachées de la variété Caturra avant son utilisation pour les
inoculations artificielles proprement dites.

L’inoculum a consisté en un filtrat de la suspension des conidies obtenue a partir du grattage
des cultures pures de cet isolat imbibées d’eau distillée stérile. 1l a été calibré a I’aide d’un
hématimétre (cellule de Malassez) a 10° conidies par ml avant I’inoculation. Les baies prélevées sur
chaque caféier ont été réparties dans cing boites de Pétri tapissées d’un papier buvard imbibé d’eau
distillée stérile, a raison de 25 baies par boite (Fig. 16). Une goutte de 10 pl de I’inoculum a été
déposée sur chacune de ces baies a I’aide d’une micropipette. Les baies ont été ensuite mises en
incubation dans un phytotron réglé a une température de 21 °C et & une photopériode 12 / 12.

Les principaux facteurs étudiés étaient :
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- I’année : deux séries d’inoculations artificielles ont été effectuées en 2016 et 2018 ;

- lavariété : les caféiers Java et Caturra ;

- I’age des baies lors de I’inoculation artificielle : Les baies étaient prélevées a la 22°™M et 25°me
SAF;

- le type d’éclairement du caféier : les caféiers exposés en plein soleil et sous ombrage artificiel.

Les observations ont été menées pendant 10 jours, 24 heures aprés I’inoculation. Les observations
journalieres ont consisté a compter le nombre total de baies infectées dans chaque boite de Pétri.

\

- 4

Fig. 16. Baies inoculées réparties dans les boites de Pétri (photo prise par Kacko en 2016). Barre =
2,43 cm.

11.2.3.2. Evaluation de I’anthracnose des baies in vitro

Le taux d’infection des baies (Txinf) par boite de Pétri a été calculé selon la formule de
Mouen Bedimo et al. (2008) : Txinf = Binf < 100/N. Binf Représente le nombre total des baies
malades comptabilisé dans les boites de Pétri au 10°™ jour d’observation. N est le nombre total des
baies inoculées (N = 25).
11.2.3.3. Analyse des sucres par chromatographie liquide haute performance avec indice de
réfraction (Rl - HPLC)

L’analyse des sucres solubles a été effectuée suivant la méthode décrite par Tihomirova et al.
(2016). Le grain de café lyophilisé (1 g) a été broyé dans un homogénéisateur en acier inoxydable a 3
billes (MN200, Retsch, Haan, Allemagne) a une fréquence de 1/25 s pendant 10 min et avec un exces
d'hexane. L’homogénat a été pulvérisé avec 25 ml d’éther de pétrole sous Buchner a vide puis séché a
température ambiante. Aprés séchage sous vide, 100 mg de la poudre dégraissée ont été utilisés pour
I'extraction avec 1 ml d'eau ultrapure (type I, ELGA purelab, High Wycombe, Royaume-Uni). La
suspension a été homogeénéisée a I’aide d’un vortex pendant 20 s et incubée sur un Thermomixer
comfort (Eppendorf, Hambourg, Allemagne) pendant 1 heure & 1300 tr/min et & 80 °C. Apres une
centrifugation pendant 10 minutes a 16060 g (Biofuge pico, Heraeus, Hanau, Allemagne), 500 ul du
surnageant ont été recueillis et 300 mg de PVPP ainsi que 1,5 ml d’eau ultrapure y ont été ajoutées.
La suspension a été soumise a un bain d'eau ultrasonique Elmasonic S30H (Elma, Singen,

Allemagne) pendant 10 min et centrifugée pendant 30 min a 4010 g. Le surnageant a été filtré a
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travers un filtre a membrane de seringue de 0,2 um (PES Perfect Flow, Wicom, Heppenheim,
Allemagne) et était soumis a une analyse HPLC.

Les sucres ont été séparés par chromatographie d'échange de ligands sur une colonne Rezex
RCM-Monosaccharide Ca?* avec une réticulation & 8 % (Phenomenex, Torrance, USA). Un
échantillon de 10 pl a été séparé a 85 °C utilisant un débit de 0,6 ml/min d'eau ultrapure. Un
ensemble de cing standards de 0,02 a 0,1 mg/ml a été appliqué pour la quantification. Le systeme
HPLC utilisé a consisté en un dégazeur ERC 3512 (Erma, Tokyo), un échantillonneur automatique
AS-2000A (Merck), une pompe intelligente L-6200 (Hitachi), un four & colonne L-7350D
(Darmstadt) et un détecteur d'indice de réfraction L-7490 (Allemagne) (tous de Merck Hitachi,
Darmstadt, Allemagne). Le logiciel D-7000 HPLC-System-Management HSM version 4.1 a été

utilisé pour enregistrer les données.

11.2.4. Evaluation de I’effet des fongicides et la position des baies par rapport aux niveaux des
branches sur I’anthracnose des baies

11.2.4.1. Dispositif du suivi épidémiologique de la maladie

Une parcelle de 1,536 ha a éte délimitée au sein d’une plantation de 65 hectares constituée de
caféiers Arabica, variété Java, sur le site de Kouoptamo a été retenue dans ce travail. Cette parcelle
homogene était constituée des arbres d’ombrage a base des légumineuses (Leucaena glauca) (Fig.
17a). Le dispositif expérimental utilisé était un plan de cing blocs complétement randomisés
contenant huit parcelles élémentaires de seize caféiers chacune (Fig. 18). Chaque parcelle
élémentaire était séparée de I'autre par quatre rangées de caféier (lignes de bordure). Les caféiers
disposés a des écartements de 2 m x 3 m ont été traités pendant deux années successives avec des
fongicides tels que le Propiconazole, le Diféconazole, le Chlorothalonil/Carbendazime dans le ratio
5:1 et I’ Azoxystrobine. Le Propiconazole, I’Azoxystrobine et le Chlorothalonile / Carbendazime ont
été fournis par la société Aristalife Sciences (Noguéres — France) tandis que le Diféconazole a été
fourni par la société Syngenta.
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Fig. 17. Plantation expérimentale de Kouoptamo : (a) arbres d’ombrage (photo prise par Kacko en
2016).
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Fig. 18. Dispositif expérimental de Kouoptamo (blocs complétement randomisés) : (P) unité

expérimentale, chaque couleur représente un traitement fongicide.

11.2.4.2. Evaluation de I’effet de I’application des fongicides sur la récolte

Les fongicides ont été appliqués a I’aide des pulvérisateurs dorsaux a pression entretenue (3
bars) fournis par le groupe Goizper — Inter 16 Agro. Les buses a disque et spéciales de la méme taille
ont été ajustées de maniére a fournir un jet de gouttelettes de pulvérisation fines et réguliéres de 300 a
400 DV (microns). Les traitements ont été appliqués entre 7 heures et 8 heures du matin lorsque

I’humidité est élevée et la température basse afin d’optimiser I’action des fongicides. Chaque traitement
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a été identifié par des pancartes de la méme couleur et chaque unité élémentaire par un numéro
d’identification (Fig. 15. b). Les traitements se faisaient a la fréquence de 21 et 28 jours avec 4 et 5
applications annuelles suivant le type de fongicide. Quatre (4) fongicides ont été testés avec des
traitements variables. Les mémes traitements ont été appliqués sur les mémes caféiers en 2016 et en
2017. Les applications ont été effectuées a partir de la 8™ SAF. En 2016, elles étaient le 8 mai, le 29
mai, le 19 juin, le 10 juillet et le 31 juillet pour les traitements 1, 3, 5, 6 et 7. En 2017 ces traitements
étaient appliqués le 25 mai, le 15 juin, le 6 juillet, le 27 Juillet et le 17 aoQt. En 2016 les traitements 2
et 4, étaient appliqués le 8 mai, le 5 juin, le 3 juillet et le 31 juillet et en 2017, ils étaient appliqués le
25 mai, le 22 juin, le 20 juillet et le 17 aodt. Le protocole de traitement utilisé est représenté dans le
Tableau VI.

Les caféiers ont été fertilisés avec un engrais contenant N-P-K (20-10-10) a 250 kg/ha et
I’urée (azote 46 %) a 150 kg/ha). L’engrais N-P-K a été appliqué le 5 Mai en 2016 et le 15 Mai en
2017 (deuxieme SAF), pendant que I’urée était appliquée en mi-Septembre 2016 et 2017. Les baies
ont été récoltées et pesées a partir de la 32°™ SAF afin d’évaluer I’effet des fongicides sur le
rendement. Les données climatiques durant les deux années d’expérimentation ont été enregistrées a

partir d’une station météorologique installée dans la plantation.

Tableau VI. Protocole de traitements fongicides (2016 et 2017).

Intervales Nombre
. . Type de Dose (15 litres entre , - Quantité
Traitements Fungicides . , - . d’applications
Formulation d’eau/pulvérisateur) traitements ) par hectare
(Jours) par année
Emulsifiable
1 Propiconazole  Concentré, 20 ml 21 5 833,33 ml
EC
2 Propiconazole EC 20 ml 28 4 666,67 ml
Poudre
3 Propiconazole  Mouillable, 50 ¢ 21 5 2083,33 g
PM
4 Difeconazole PM 50¢g 28 4 1666,67 g
5 Difeconazole PM 5049 21 5 2083,33 g
. Suspension
6 Azox;zlztgobme Concentrée, 52 mi 21 5 2166,66 ml
SC
7 (Chlorothalonile g 80 ml 21 5 3333,33 ml
Carbendazime)
8 TNT (Te_m,om / / / / /
non traité)

(EC) Emulcifiable concentré ; Poudre mouillable (PM) ; (SC) Suspension concentrée
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11.2.4.3. Observations et évaluation de I’effet des traitements sur des pertes dues a la maladie et

les chutes physiologiques

Les observations hebdomadaires ont été effectuées pendant deux années consécutives (2016 et
2017), sur trois branches disposées a la partie haute, médiane et basse de chacun des caféiers étudiés
comme précédemment décrit par Mouen Bedimo et al. (2008). Ces branches étaient disposées en
moyenne a 0,7 m, 1,20 m et 1,62 m de hauteur respectivement pour les branches basses, médianes et

supérieurs a partir du sol.
11.2.5. Analyses statistiques

Pour I’évaluation de I’effet des facteurs environnementaux sur I’épidémiologie du CBD des
baies du caféier in situ, les analyses de variance du taux de nouvelles baies malades ont été réalisées
en utilisant le Modele Général Linéaire, binomial négatif (General Linear Model négatif binomial)
(GLM nb) grace au logiciel R version 3. 1. 3 utilisant le test de X? avec la fonction Link - log
(logarithme népérien). Dans le but de modeliser le développement de la maladie avec le temps, le
meilleur ajustement de la maladie a été effectué sur la base du coefficient de corrélation (r) et du plus
grand coefficient de détermination (R?). Le modéle additif généralisé mixte (MAGM) a été utilisé
pour évaluer la somme des effets des différents facteurs étudiés sur I’anthracnose (Hastie and
Tibshirani, 1990). Ce modele utilisé prenait en compte le nombre initial de baies sur la branche, les
baies malades, la variété, le type d’éclairement, la localisation des caféiers et I’année d’observation.
La moyenne marginale estimée (MME) entre les variétés, les types d’éclairement et les niveaux
d’altitude des caféiers a été calculée avec 75 % de déviance expliquée. La significativité des
moyennes entre les différents facteurs a été évaluée en utilisant le test de X? a partir de I’analyse de
déviance. Ces analyses ont été effectuées sur les données épidémiologiques enregistrées sur les
caféiers cultivés a Foumbot (1100 m d’altitude) et a Santa (1800 m d’altitude).

Le modele général linéaire binomial négatif (MGL nb) a été également utilisé pour I’analyse
de variance de la teneur en acide aminé des baies utilisant le test de X? avec la fonction Link - log
(logarithme népérien). L’analyse était basée sur I’évaluation de I’effet des facteurs principaux (la
variété, I’altitude, I’'ombrage des caféiers et I’age des baies) sur la teneur en acide aminé des baies.
L’analyse en composante principale (ACP) a été utilisée pour établir les liaisons entre les acides
aminés et les facteurs étudiés. L’ACP a été effectué utilisant le package FactoMineR (Le et al.,
2008). Le modele additif généralisé mixte (MAGM) a été utilisé pour évaluer la somme des effets des
différents facteurs sur la teneur en acide aminé des baies. Toutes les analyses précédemment décrites
ont été effectuées utilisant le logiciel R 3.1.1 (R Core Team, 2017). La comparaison des moyennes
des teneurs en acide aminé des baies en fonction de la variété et du type d’ombrage a été effectuée
suivant le test de Student-Newmen- Keuls au seuil de 5 % avec le logiciel Statistica version 7.1. Les
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analyses de variance de la teneur en métabolites secondaires des baies étaient réalisées suivant le
modele général linéaire en fonction des facteurs (variétés, altitudes, types d’éclairement et I’age des
baies). La comparaison des moyennes était effectuée suivant le test de Student-Newman-Keuls au
seuil de 5 % avec le logiciel Statistica version 7.1.

La procédure GLM (General Linear Model) a été utilisée pour I’analyse de variance du taux
d’infection in vitro des baies chez les caféiers soumis a différents modes d’éclairement in situ et la
teneur en sucres solubles des baies inoculées infectées ou non in vitro. La significativité des
moyennes entre les différents facteurs étudiés a été réalisée utilisant le test F a partir de I’analyse de
déviance. La comparaison des moyennes des baies malades entre les facteurs étudiés a été réalisée
avec le test de Student - Newman - Keuls au seuil de 5 %. Le test LSD de Fisher a été utilisé pour
comparer la teneur en glucose entre les facteurs étudiés au seuil 5 %. Ces analyses ont été effectuées
a I’'aide du logiciel Statistica version 7.1.

Pour I’évaluation de I’effet des fongicides et la position des baies par rapport aux niveaux des
branches sur I’anthracnose des baies, le modéle général linéaire avec la fonction link - log et la
distribution quasibinomiale des erreurs (a cause de la grande dispersion des données enregistrées) a
été utilisé pour déterminer si les symptomes de la maladie et les chutes varient avec le traitement. Les
données cumulées ont été utilisées sur toute la période d’observation. Le modele géneéral linéaire avec
la fonction link-log et une distribution des erreurs quasipoisson a été utilisé a cause de la grande
dispersion des données enregistrées pour déterminer si le poids frais des baies a la récolte varie avec
le traitement.

En raison du niveau élevé des branches ne portant pas des baies infectées, les modéles séparés
ont été utilisés pour évaluer la proportion des branches portant des baies infectées au cours de
I’expérimentation et la proportion des baies infectées sur les branches portant des baies infectées. La
proportion des branches portant les baies infectées était calculée comme la proportion entre le
nombre de branches portant les baies infectées sur tous les arbres dans le bloc (par bloc, niveau de
branche, année et traitement) et le nombre de branches dans le bloc. Seules les branches portant les
fruits malades étaient utilisées. La proportion des baies infectées était calculée comme la proportion
entre la somme des baies infectées sur les branches dans le bloc (par block, niveau de branche, année
et traitement) et la somme des fruits sur les mémes branches. Dans ces modéles, les prédicteurs
étaient les traitements, le niveau des branches, I’année, le bloc et I’interaction entre les deux derniers

facteurs.

Les pertes étaient estimées en se basant sur le nombre de baies chutées. Ces derniéres étaient
calculées comme la différence entre le nombre initial et final des baies sur tous les arbres dans le bloc

pour chaque modalité (branche/ année, et / traitement). Les prédicteurs utilisés dans le modéle étaient
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la proportion des baies infectées, le nombre initial de baies sur la branche, I’état des branches (saines
ou portant des baies infectées), les traitements, le niveau des branches, I’année, le bloc et I’interaction

entre les deux derniers facteurs.

Le poids des baies fraiches & la récolte était additionné par blocs, par traitements et par
années. Le modéle quasibinomial incluant I’année, le traitement et le bloc comme des facteurs

explicatifs et le nombre initial de baies comme un facteur linéaire.

La significativité de ces facteurs était évaluée utilisant le test de F a partir de I’analyse de
déviance. Les effets étaient considérés comme significatifs lorsque la probabilité était inférieure a
0.05. En ce qui conserne les facteurs traitements et le niveau des branches, la moyenne marginale
estimée (MME) a été calculée avec 95 % d’intervalle de confiance. Les comparaisons par paire

étaient effectuées en utilisant la méthode de Bonferroni (Dunn, 1961).

Toutes ces analyses étaient réalisées en utilisant le logiciel R 3. 5. 3 (R Core Team, 2019). La
manipulation des données est effectuée en utilisant le package Plyr version 1.8.4 (Wickham, 2011).
La manipulation des graphes a été effectuée en utilisant le package ggplot2 version 3.1.1 (Wickham,
2016) et I’estimation des moyennes marginales a été effectuée en utilisant le package emmeans
version 1.3.3 (Lenth, 2019). L’analyse de variance suivant le modéle binomial négatif était effectuee
avec le package Mass (Veneble and Ripley, 2002).

L’interaction climat/maladie était évaluée avec des corrélations croisées entre chaque
parametre climatique et le taux des baies nouvellement infectées. Cette analyse permet de décrire les
relations décalées dans le temps, entre les variables explicatives et les variables biologiques
(Tomassone et al., 1983). Dans la présente étude, les paramétres climatiques ont été décalés d’une
semaine par rapport aux taux de nouvelles baies infections observées entre la 6™ et la 27°™ SAF, ce
qui permet de déterminer I’effet des évenements climatiques antérieurs sur la progression de
I’épidémie.

Les corrélogrammes obtenus a la suite de I’analyse des corrélations croisées disposent de
bornes d’intervalle de confiance (en pointillés) qui permettent d’identifier les coefficients de
corrélation significatifs. Les graphes qui sortent de cet intervalle indiquent des corrélations
significatives au seuil de 5%. Ces analyses ont été effectuées utilisant le logiciel Statistica version
7.1. (Mouen Bedimo, 2006).
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I11.1. Resultats

111.1.1. Influence de la variété, de Ialtitude et du type d’ombrage sur I’anthracnose des baies

par année
111.1.1.1. Analyse de variance de I’incidence de la maladie

L’analyse de I’effet de la production des caféiers par branche sur la maladie a montré en 2016
que la variété, I’ombrage et la localisation des caféiers ont un effet significatif sur la maladie a
p<0,05 (Tableau VII). Il ressort de ce tableau qu’en 2016, les baies de la variété Caturra (Moyenne
marginale estimée / MME 24,9) ont été plus attaquées par rapport a celles de la variété Java (MME
1,6). Les baies de caféiers exposés en plein soleil (MME 10,2) étaient plus attaquées que celles des
caféiers sous ombrage (MME 4,0). A Santa (1800 m altitude) les baies de la variété Java ont montré
un taux d’infection plus élevé comparé a celui des baies de la variété Java cultivée a Foumbot (1100
m d’altitude) (MME 31,4 contre 1,3).

En 2017, le nombre initial de baies et le site des caféiers ont montré un effet significatif sur la
maladie comme en 2016 mais avec une faible production. L’effet variété a été significatif dans le
modele global, mais la différence entre la variété Java et la variété Caturra n’a pas été significative a
P =0,15 (Tableau VII).

Tableau VII. Analyse de variance du nombre de nouvelles baies malades des variétés Java et

Caturra cultivées a Foumbot (1100 m d’altitude) et la variété Java cultivée a Santa (1800 m
d’altitude).

Année 2016 Année 2017
Production
moyenne 48 19
/ branche
Moyennes Moyennes
Variables modalités Pr (>Chi) marginales  Pr (>Chi) marginales
estimées estimées
b a
Variétés Caturra 0,032 * 24,9 16710 *% 11
Java 162 1,32
Types Plein soleil 12 wwee 10,2° 1,12
d’éclairement 3e 0,15
Sous ombrage 4,0% 1,42
a a
Sites Foumbot <16 ok 1,3 < Dpr16 Hokk 0,4
Santa 31,4 4,1°

*Effet significatif ; *** effet hautement significatif. Les valeurs de la méme colonne ayant les mémes
lettres ne sont pas significativement différentes a P<0,05.
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111.1.1.2. Influence de la variété, de I’ombrage et de I’altitude sur la contamination des baies a

I’anthracnose par année

Le modele additif généralisé mixte utilisé pour les analyses a montré un effet sur le nombre de
nouvelles baies malades a P<0,05 en fonction de I’année, du site, de la variété et du type d’ombrage
du caféier. En 2016, la production par branche (une moyenne de 48 baies) et le nombre moyen de
baies malades par branche (7) ont été plus élevés qu’en 2017 avec une moyenne de production de 19
baies par branche et 3,1 baies malades par branche respectivement. Le pourcentage de baies infectées
n’a pas €té significativement différent sur les deux années (14,6 en 2016 comparé a 15,8 en 2017).
Cependant, le nombre initial de baies sur la branche prédispose a un grand niveau d’infection des
baies (Fig.19). Un effet significatif de I’age de baies est obtenu dépendant de I’année et de la variété
(Fig. 20 A et B).

En 2016, la variété Caturra a montré un nombre élevé de nouvelles baies infectées, comparé a
celui de la Java cultivé a 1100 m d’altitude. La différence augmente jusqu’a la 15*™ SAF et diminue
par la suite. A partir de la 21°™ SAF, la dynamique des nouvelles baies infectées est la méme pour
les deux variétés (Fig. 20 A). En 2017, les baies de la variété Caturra ont montré une grande
susceptibilité a la maladie comparée a celles de la variété Java. Mais la différence n’a pas été
significative a partir de la 17°™ SAF (Fig. 20 B).

Par ailleurs, un effet significatif a P< 0,05 du site des caféiers est noté sur le nombre de
nouvelles baies infectées de la variété Java cultivée a Foumbot (1100 m d’altitude) et Java cultivée a
Santa (1800 m d’altitude) (Fig. 21). Il ressort que le nombre de nouvelles baies infectées augmente
significativement & 1800 m d’altitude de la 6™ SAF & la 20°™ SAF. Ce modgle a montré une qualité
de prédiction limitée a 76 % de pouvoir explicatif (R?) avec un coefficient de corrélation (r) entre les

valeurs réelles et les valeurs ajustées (prédites) de nouvelles baies infectées de 35 %.
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Fig. 19. Effet de I’interaction entre le nombre initial de baies sur les branches de caféiers de la variété

Java cultivée a Foumbot (1100 m d’altitude) et I’infection en 2016.
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Fig. 21. Comparaison du nombre de nouvelles baies infectées en fonction de I’altitude (variété Java
cultivée a 1100 m d’altitude et a 1800 m d’altitude) ; (Binf) nombre de nouvelles baies infectées.

111.1.1.3. Variabilit¢ du nombre de nouvelles baies infectées au cours du développement des

baies

Les observations effectuées en 2016, révélent un trés faible taux de baies infectées dans les
deux sites sur les caféiers sous ombrage artificiel et ceux exposés au soleil. 1l est en moyenne de 0,72
% et 1,44 % (variété Java cultivée a 1100 m d’altitude) ; 9,46 % et 15,38 % (variété Caturra
sensible) et 8,28 % et 36,78 % (la variété Java cultivée a 1800 m d’altitude) pour les caféiers sous
ombrage artificiel et ceux exposés en plein soleil respectivement (Fig. 22 A, B et C). Le taux
d’infection est deux fois plus élevé a 1100 m d’altitude sur les caféiers exposeés en plein soleil
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comparée a ceux sous ombrage artificiel. 1l est quatre fois plus élevé sur les baies des caféiers
cultivés a 1800 m d’altitude par rapport a celles des caféiers cultivés a 1100 m d’altitude.

A 1100 m d’altitude, sur la variété Java, les premiéres baies infectées ont été observées a la
24 SAF sur les caféiers sous ombrage. Le pic de I’infection ayant été atteint & la 25°™ semaine
avec 0,46 % de nouvelles baies infectées. Les caféiers exposés en plein soleil ont présenté les
premiers symptdmes de I’infection a la 25°™ SAF. Le pic ayant été atteint & la 26°™ SAF avec 1,5 %

de nouvelles baies infectées enregistrees (Fig. 22 A).

Les premiers symptomes de la maladie sont apparus a la 13°™ SAF sur les baies de la variété
Caturra en 2016 sur les deux niveaux d’éclairement des caféiers. Le taux élevé de nouvelles
infections a été enregistré a la 13*™ SAF sur les caféiers sous ombrage avec 3,44 % de baies
nouvellement infectées. Sur les caféiers exposés au soleil, le taux élevé de baies infectées a été

enregistré a la 16°™ SAF avec 8,22 % de baies nouvellement infectées (Fig. 22 B).

A 1800 m d’altitude, quel que soit I’éclairement des caféiers, la maladie est apparue a la 11°™
SAF. La période de grande sensibilité des baies s’est révélée de la 11°™ & la 21°™ SAF sur les
caféiers sous ombrage. Le taux d’infections le plus élevé ayant été atteint a la 12°™ SAF avec 2,41%
de nouvelles baies infectées. Le pic d’infections est atteint & la 14°™ SAF, avec 10,17 % de nouvelles
baies infectées enregistrées chez les caféiers exposés en plein soleil (Fig. 22 C).
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111.1.2. Influence des différentes situations culturales du caféier et des stades phénologiques des

baies sur I’accumulation des acides aminés et des métabolites secondaires dans les baies vertes

111.1.2.1. Influence de I'altitude, de la variété et du type d’éclairement du caféier sur

I’accumulation des acides aminés dans les baies vertes
111.1.2.1.1. Identification des acides aminés libres dans les baies vertes

L’analyse RP-HPLC a permis d’obtenir des chromatogrammes constitués des pics dont
chacun représente un composé absorbant entre (334 nm — 425 nm). L’identification des acides
amineés était basée sur le temps de rétention (Rt) (Tableau VIII).

Tableau VII1I. Acides aminés identifiés sur les baies vertes de caféiers Arabica avec le temps de
rétention

Acides aminés Temps de rétention (Rt)/ min
Asp Rt = 5,985
Glu Rt = 9,899
Asn Rt = 13,851
Ser Rt =16,711
His Rt = 18,251
Gly Rt = 25,44
Thr Rt = 26,645
Arg Rt =27,722
Ala Rt = 31,647
GABA Rt = 32,853
Val Rt = 37,277
Phe Rt = 37,787
Ile Rt = 39,146
Leu Rt = 39,614
Lys Rt = 41,554
Met Rt = 36,556
Trp Rt = 36,910)

L’amplitude des pics ou I’aire limitée par ces pics et la prolongation de la ligne de base ont
permis de mesurer la concentration de chaque soluté dans le mélange (Fig. 23 et 24).

Parmi les acides aminés identifiés dans les baies de la variété Java située a 1800 m d’altitude
et sous ombrage, la lysine a présenté un pic significativement développé a la 8™ SAF comparé a
celui observé a la 14°™ SAF (Fig. 23 A et B).
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Dans les baies de la variété Java prélevées a 1800 m d’altitude et en plein soleil, la lysine a
également présenté une amplitude de pic plus développée a la 8°™ SAF comparée a celle observée a

la 14°™ SAF. L’amplitude des pics des autres acides aminés a varié trés faiblement (Fig. 24 A et B).

450, 00

400,00 A

35417

250,00
200,00

250,00

my

200,00 ‘|

——|ys - 41523

150,00

100,00

a1 608
RERE.Fa18

[-30,099
=

i
[=]
=8
-
2
-

m

[=]

(SR

Iz

=]

[=]

=1

—Ala -

50,00

PHa- 37 74
e 944

|
]j_'_:.-.—{;|u-9.349

=—Asn - 13,821
= Ser- 16 681

|
a_'l'-v—m.am
b~ Gly - 25,371

E—Thr - 26,583
[—Arg- 27712

S ! i
0.00 s.o0 10,00 15,00

25,00 3000
Minutes

;L'—Hsp- 5,966

450,00

ik

B

400,004
250,00
300,00
250,004 ‘
E 200,00+ ‘
150,00

100, 00

= Asn - 13 851

=—Ala- 31636

,_r::--—sABA - 32,643

50,00~

—Lys- 41545

- 26,654

T=Glu- 9 85
——5er-16,711
=19 553

I
=l %00
%—425 15

D, 00

- Gly - 25429

— Thr
A - 27,716

Z;L—Asp- 5,086

0.0d so0 1000 15.00 20,00 2500 an.o0 as.o0
Minutes

R

g

4500 5000

Fig. 24. Chromatogrammes RP-HPLC des extraits des acides aminés des baies de la variété Java
plein soleil située a 1800 m d’altitude (Asp, Glu, Asn, Ser, His, Gly, Thr, Arg, Ala, GABA, Met, Trp,
Val, Phe, lle, Leu, Lys) : (A) 8™ SAF ; (B) 14°™ SAF.

56



111.1.2.1.2. Influence de la variété et de I’ombrage du caféier sur la teneur des acides aminés des
baies vertes

L’analyse HPLC a permis d’identifier les acides aminés acides qui sont fortement accumulés
dans les baies, suivi des autres acides aminés et en fin les acides aminés hydrophobes suivant la
classification de Kirchhoff (1989) (Tableau VIX).

La comparaison des moyennes des acides aminés acides a montré que les teneurs élevées sont
obtenues dans les baies prélevées sous ombrage artificiel et I’asparagine comme acide aminé
dominant avec 12162,85 + 1457,20 mg/kg matiere seche délipidée (msd) et 19328,24 + 2986,76
mg/kg ffdm respectivement pour les variétés Java et Caturra. La plus faible teneur a été obtenue dans
les baies prélevées chez les caféiers exposes en plein soleil, I’aspartate étant I"acide aminé faiblement
représenté avec 355,84 + 40,71 mg/kg msd et 595,74 + 76,64 mg/kg msd respectivement pour les
variétés Java et Caturra. Les résultats ont également montré une différence significative entre les
variétés pour le type d’ombrage en ce qui concerne les teneurs en glutamate et en asparagine.
Toutefois, quel que soit le type d’ombrage du caféier, les teneurs en acides aminés acides (aspartate,
glutamate et asparagine) de la variété Caturra sont plus élevées par rapport a celles de la variété Java.
Quel que soit la variété, I'analyse des acides aminés hydrophobes (valine, leucine, isoleucine,
alanine, tyrosine et la phénylalanine) a montré que I’alanine est fortement accumulée dans les baies.
Cependant, il n’y a pas eu de différence significative pour la teneur en acides aminés hydrophobes
entre les variétés Java et Caturra et ce quel que soit le type d’ombrage. Par contre, la tyrosine a été
fortement accumulée dans les baies de la variété Java par rapport a la variété Caturra. D’autres acides
aminés ont été identifiés (arginine, glycine, lysine, sérine, thréonine et GABA). Quel que soit la
variété et le type d’ombrage du caféier, les plus représentatifs sont la lysine et la sérine. Les résultats
ont également montré que le GABA est fortement accumulé dans les baies de la variété Java tolérante
(Tableau VIX).
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Tableau IX. Profil des acides aminés libres (mg/kg msd) dans les baies des caféiers situés a 1100
m d’altitude (Foumbot) sous-ombrage et en plein soleil

Variétés
« Java » « Caturra »
Sous ombrage Plein soleil Sous ombrage Plein soleil
Asp 504,11+5817"  35584+40,714" 595.74+76,64"  617,54+7579"°
Glu 1742,65+99,05°  1276,05+63,95°  2165,69+161,63" 1987,20 + 133,48 "
Asn 12162,85 + 145720 6272,35 + 730,04 19328,24 + 2986,76 * 18437,41 + 2202,37°

Acides aminés acides 14409 61 + 1614.42° 790424 +834,71° 22089,67 + 322505 ° 21042,16 + 241165

Val 150,15+ 9,22 ° 145,95 + 8,65 ° 154,93 + 14,28 ° 142,03 + 16,92 °
Leu 145,68+ 6,78 ° 140,53 + 13,53 ° 114,80 8,74 * 90,42 + 10,61
lle 7711+ 4,.23° 72,86 +3,74° 78,76 +9,16° 67,00 + 8,41°
Ala 1148,20 + 156,97 1062,99 +137,30°  1652.23 +319,49°  1526.45 + 249,46 "
Tyr 315,92 + 28,51 ° 256,89 + 29,61° 56,43 + 38,24 0,00+ 0,00°
Phe 178,24 +9.65° 162,45+ 9,56 ° 163,96 + 18,47 " 137,59 + 20,29 °
Acides aminés 201533 +21539" 184169 £202,42"  222113+40841°  1963,51 305,70
hydrophobes

Arg 1278,01 +197,03° 503,87 +63,17°  1124,00+21650° 701,15+ 99,95
Gly 136,46 + 4,35 118,58 + 4,255 ¢ 161,97 + 12,29 172,96 +12,64°
Lys 224312 +400,35°  1925,60 £21459°  2611,21 +62574" 1651,27 + 216,26 "
Ser 1397,61 +165,24° 124941 +116,66°  1781,59 +311,82° 1801,09 + 277,04 "
Thr 266,94 +18,60 179,25 + 1551 303,49 +4581° 288,95+ 36,90
GABA 316,80+ 7,67 " 293,30 + 18,48 ° 236,85 + 16,71 192,42 +17,67"

Autres acides aminés 5633 96 +79328°  4360,04 +18,48° 6219,14 + 1228,89°  4807,86 + 660,49 °

Les teneurs ayant les mémes lettres pour chaque ligne ne sont pas significativement différentes a
P<0,05 d’apres le test Students Neuman Keuls.

111.1.2.1.3. Influence de I’altitude et I’ombrage du caféier sur la teneur des acides aminés des
baies vertes

La comparaison des moyennes a montré une différence significative intra et inter sites sur la
teneur en acides aminés acides au sein des baies prélevées aussi bien sous ombrage qu’en plein soleil.
Les teneurs totales en acides aminés acides des baies de la variété Java cultivée en basse altitude sont
de 14409,61 + 1614,42 mg/kg msd et 7904,24 + 834,71 mg/kg msd respectivement pour les caféiers
sous ombrage et les caféiers exposés en plein soleil. Elles sont deux fois plus importantes que celles
des caféiers cultivés en haute altitude (7945,44 + 1304,09 mg/kg msd et 3884,82 + 841,1 mg/kg
msd). Toutefois, les teneurs élevées sont obtenues des baies prélevées sur les caféiers sous ombrage
artificiel par rapport aux arbres exposés au soleil. L analyse des acides aminés hydrophobes a mis en

évidence une différence significative entre les baies des caféiers cultivés a différentes niveaux

58



d’altitude. Quel que soit le type d’éclairement, les teneurs élevées sont obtenues des baies prélevées a
1800 m d’altitude. Cependant, les teneurs élevées en tyrosine sont obtenues des baies prélevées a
1100 m d’altitude. La phénylalanine est fortement accumulée dans les baies prélevées a 1800 m
d’altitude en plein soleil. Quel que soit le site et le type d’éclairement du caféier, I’alanine est I’acide
aminé hydrophobe le plus représentatif. Parmi les autres acides aminés, I"arginine, la glycine, la
lysine, la sérine, la tyrosine et le GABA ont été identifiés dans les baies de la variété Java cultivée a
1100 m d’altitude et a 1800 m d’altitude. La méthionine et le tryptophane ont été caractérisés
uniquement dans les baies de la variété Java cultivée a 1800 m d’altitude. Les teneurs élevees en
lysine ont été obtenues des baies prélevées a 1800 m d’altitude principalement en plein soleil
(Tableau X).

Tableau X. Profil des acides aminés libres (mg/kg msd) dans les baies de la variété Java Santa
(1800 m d’altitude et Java Foumbot (1100 m d’altitude), sous ombrage et en plein soleil.

Sites
Foumbot (1100 m d’altitude) Santa (1800 m d’altitude)
Sous ombrage Plein soleil Sous ombrage Plein soleil
Asp 504,11+58,17°  35584+40714° 260,14 +28,60° 210,74+10,27°
Glu 1742,65+99,05°  1276,05+63,95°  1900,75 + 196,04 1580,05 + 101,60 °
Asn 12162,85+ 145720 6272,35 + 730,04° 5784,55 + 1079,45" 3884,82 + 729,23 °
Acides aminés 14409,61 + 1614,42°  7004,24 + 834,71° 794544 +1304,00° 3884,82 + 841,1°

acides

Val 150,15+ 9,22 " 14595+865°  177,53+17,70° 173,60 +11,35°
Leu 14568 +6,78°  140,53+1353°  188,47+20,52° 176,35+10,49°
lle 77,11+4,23" 72,86 £3,74" 98,37+ 11,50 ° 98,34 £9,01°
Ala 1148,20 + 156,97 °  1062,99 + 137,30 1092,56 + 108,19 ™  1000,86 + 77,81°
Tyr 315,92 + 28,51 ° 256,89 +29,61°  133,13+30,75° 152,18 +33,67"
Phe 178,24 +9,65° 162,45+956°  180,22+14,65°  20535+10,43°
Ptromhobes. 201533+ 21539 1841,60£202,42° 1870,28 +203,31" 1806,68 + 143,75 "
Arg 1278,01 +197,03° 593,87 + 63,17 251,23+34,18° 271,30 +56,52°
Gly 136,46 +435° 118,58 +4,25° 113,58 +6,00° 11153 +532°
Lys 224312 +400,35°  1925,60 + 214,59 ¢ 2734,48 +586,67" 3510,78 + 679,60 °
Ser 1397.61+16524° 124941 +116.66° 1513.68 +204.79% 1288.77 +88.93"
Thr 266,94 +18,60 ° 179,25+1551° 237,34 +31,25° 23821+21,07"
GABA 316,80+ 7,67 " 293,30 + 18,48 ° 319,88+3575" 320,90 +27,22°
Met 0,00+0,00" 0,00 +0,00" 80,73 +5390° 218,03+ 76,48 "
Trp 0,00+0,00" 0,00 +0,00" 11,82+7,88° 4,46 + 4,46"
Autres acides 5638.96 + 79328  4360.04+18.48° 5262.74+75563° 5963.98 + 959.6

aminés

Les teneurs ayant les mémes lettres pour chaque ligne ne sont pas significativement différentes a P < 0,05

d’aprés le test Students Neuman Keuls.



111.1.2.1.4. Caractérisation de I'interaction entre 1"age et la teneur en acides aminés des baies

par analyse en composantes principales

L’analyse en composantes principales (ACP) a permis d’établir les liaisons entre les acides
aminés et les stades de développement des baies d’une part, et d’autre part d’établir les corrélations
entre les acides aminés et les différents facteurs étudiés (site, variété et type d’ombrage du caféier).
Ainsi, cing groupes se sont discriminés constitués de : (1) — tyrosine, lysine et tryptophane ; 2)
leucine, méthionine et GABA ; (3) — I'isoleucine, la phénylalanine et la valine ; (4) — la thréonine,
glutamate, sérine et alanine ; (5) — aspartate, glycine, asparagine et arginine (Fig. 27 A).

Selon les deux axes qui ont généré 65,37 % de la variabilité totale, la variété Java se
discrimine de la variété caturra. Cette discrimination est observée sur les baies de la variété Caturra
avec des fortes teneurs en glycine, aspartate, asparagine et arginine, tandis que les baies de la variété
Java se sont discriminées par tous les autres acides aminés (Fig. 25 A, B et C).

Les baies de la variété Java cultivée a Foumbot (1100 m d’altitude) se sont discriminées d’une
part, par les fortes teneurs en lysine, tyrosine et tryptophane qui diminuent avec I'dge des baies et
d’autre part, avec les fortes teneurs en thréonine, sérine, glutamate et alanine qui augmentent avec
I'age des baies. Cependant, les baies de la variété Java cultivée a Santa (1800 m d’altitude) se
discriminent par des fortes teneurs en leucine, méthionine, GABA, isoleucine, phénylalanine et
valine. Par ailleurs, la teneur en arginine diminue aussi avec I'age des baies de la variété Caturra ou

elle est fortement accumulée (Fig. 27 B).
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Fig. 25. Analyse en composantes principales des acides aminés incluant les variétés Java et Caturra
cultivées a Foumbot et Java cultivée a Santa : (A) Cercle de corrélation entre les variétés ; (B) Nuage

de points des individus ; (C) Valeurs propres. (Alt) altitude ; (PS) plein soleil ; (SO) sous ombrage.

111.1.2.1.5. Variation de la teneur des acides aminés au cours du développement des baies.

L’analyse du modele additif généralisé mixte a montré que la teneur en lysine des baies du
caféier varie en fonction des SAF et non en fonction de la variété. Elle diminue rapidement avec
I’age des baies et se stabilise au-dela de la 12°™ SAF (Fig. 26 A). La teneur en GABA augmente de
facon linéaire avec le temps. Sa teneur est significativement faible dans les baies du caféier Caturra.
(Fig. 26 B) par rapport a celle du caféier Java. La teneur en glutamate augmente également de fagon
linéaire avec I’age des baies. Cette teneur augmente rapidement avec I’age des baies du caféier
Caturra par rapport a celle des baies du caféier Java (Fig. 26 C). La teneur en aspartate augmente au -
dela de la 10°™ SAF pour atteindre le maximum presqu’a la 14°™ semaine aprés la floraison. Cette
teneur est plus élevée dans les baies de la variété Caturra par rapport a celles de la variété Java (Fig.
26 D). De méme, la teneur en phénylalanine augmente de facon linéaire avec I’age des baies (Fig. 28
E).
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111.1.2.2. Effet de I’altitude, de la variété et du type d’ombrage du caféier sur I’accumulation
des métabolites secondaires dans les baies vertes
111.1.2.2.1. Identification des métabolites secondaires dans les baies vertes

L’analyse HPLC a permis d’identifier deux types de composés phénoliques: un acide
phénolique (I’acide chlorogénique, Rt = 13,635/min) et un flavanol (I’épicatéchine, Rt = 17,011/min) ;
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un alcaloide (la caféine, Rt = 15,268/min) dans les baies immatures des caféiers Arabica des variétés
Java et Caturra (Fig. 27 et 38). En plus ces trois composeés, les baies de la variété Java exposée en plein
soleil a 1800 m d’altitude ont présenté la catéchine sous forme de trace (Fig. 28 A). Les
chromatogrammes relévent un ensemble de pics dont chacun représente un composé absorbant a 280
nm en fonction des différentes situations culturales (Fig. 27 et 28). Les pics sont plus développés avec
les métabolites secondaires des baies prélevées sur des caféiers exposés en plein soleil par rapport a

ceux des baies prélevées sur des caféiers sous ombrage.
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Fig. 27. Chromatogrammes RP-HPLC des extraits des métabolites secondaires des baies de C.
arabica sous ombrage: (A) variété Java cultivée a Foumbot ; (B) variété Java cultivée a Santa et (C)
variété Caturra. AU (unité arbitraire).
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Fig. 28. Chromatogrammes RI-HPLC des extraits des métabolites secondaires des baies du caféier
Arabica exposé en plein soleil : (A) variété Java cultivée a Foumbot ; (B) variété Java cultivée a
Santa.

111.1.2.2.3. Variation de la teneur des métabolites secondaires des baies vertes

A 1100 m d’altitude, I’analyse des teneurs en acide chlorogénique et en épicatéchine a montré
une différence significative entre les variétés Java et Caturra a P < 0,05. Les teneurs élevées sont
obtenues dans les baies prélevées des caféiers Caturra exposés en plein soleil (7666,11 +2108,66
mg/kg msd et 687,06 + 387,37 mg/kg msd) respectivement pour I’acide chlorogénique et
I’épicatéchine. Les faibles teneurs sont obtenues avec la variété Java, principalement sous ombrage
artificiel soit 5562,52 + 896,56 mg/kg msd et 121,28 + 80,96 mg/kg msd pour I’acide chlorogénique
et I’épicatéchine respectivement. Aucune différence significative n’a été observée avec la teneur en
caféine, entre les baies des variétés Java et celle de la variété Caturra quels que soient les modes
d’éclairement (Tableau XI).
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Tableau XI. Profil des métabolites secondaires (mg/kg msd) dans les baies des caféiers Java et
Caturra cultivés a Foumbot.

Variétés

Java Caturra

Métabolites

. Sous ombrage Plein soleil Sous ombrage Plein soleil
secondaires

Acide

- 5562,52 + 896,56° 6368,43 + 852,57 ® 6744,44 + 2359,27 @ 7666,11 +2108,66°
chlorogénique

Caféine 6 031,58 + 731,372 6482,41 + 982,14* 6800,11 + 977,50? 5968,38 + 777,59°

Epicatéchine 121,28 + 80,96° 609,90 + 406,96% 436,52 + 248,57%® 687, 06 + 387,372

Les valeurs ayant les mémes lettres pour chaque facteur ne sont pas significativement différentes a P < 0,05
d’aprés le test de Student Newman — Keuls.

Les analyses ont également montré une différence significative entre les teneurs de I’acide
chlorogénique et de I’épicatéchine des baies de la variété Java cultivée & Foumbot et celles de la
variété Java cultivée a Santa a p < 0,05. Les teneurs élevées ont été obtenues sur les baies de la variété
Java Santa (1800 m d’altitude), principalement en plein soleil (14277,77 + 3973,19 mg/kg msd et
2531,26 + 508,40 mg/kg msd) respectivement pour I’acide chlorogénique et I’épicatéchine. Les faibles
teneurs sont obtenues des baies de la variété Java cultivée a Foumbot (1100 m d’altitude) sous
ombrage (5562,52 + 896,56 mg/kg msd d’acide chlorogénique et 121,28 + 80,96 mg/kg msd
d’épicathéchine). Les analyses n’ont pas montré un effet de la variété, I’altitude et du type d’ombrage
du caféier sur la teneur de la caféine dans les baies vertes (Tableau XI1I).

Tableau XII. Profil des métabolites secondaires (mg/kg msd) dans les baies des caféiers cultivés
a Foumbot et a Santa.

Sites

Foumbot (1100 m d’altitude) Santa (1800 m d’altitude)
Metabol_ltes Sous ombrage Plein soleil Sous ombrage Plein soleil
secondaires
Acide 5562,52 + 896,56° 6368,43 + 852,57 8702,60 + 305550  14277,77 + 3973,19°
chlorogénique
Caféine 6 031,58 £ 731,372 6482,41 +982,14*  5741,60 = 1418,69? 6415,16 + 1256,94°
Epicatéchine 121,28 £80,96 ° 609,90 + 406,96° 694,96 + 341,06 ° 2531,26 + 508,40°

Les valeurs ayant les mémes lettres pour chaque facteur ne sont pas significativement différentes a P < 0,05
d’aprés le test de Student-Newman - Keuls
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111.1.2.2.4. Variation de la teneur en métabolites secondaires au cours du développement des

baies

Les analyses ont montré que, quels que soient la variété et le site, I’acide chlorogénique et la
caféine sont les métabolites les plus représentatifs (Fig. 29 A, B et C).

L’acide chlorogénique et la caféine diminuent avec I’age des baies. Ils sont prédominants a la
8°me SAF (Fig. 29 A, B et C). Une chute drastique de ces derniers est observée a la 10°™ SAF.
Toutefois, la différence n’est pas significative entre les teneurs en acide chlorogénique a partir de la
10°™ SAF et a partir de la 12°™ SAF avec la caféine jusqu’a la 16°™ SAF. L’épicatéchine n’est
prédominante qu’a la 8™ SAF en trés faible teneur dans les baies de la variété Java issue de
Foumbot (Fig. 29 A). Par contre il a été observé a tous les stades de développement dans les baies de
la variété Caturra et celles de la variété Java issue de Santa également en tres faible teneur (Fig 29 B
et C). La teneur en acide chlorogénique est sensiblement deux fois plus élevées a la 8°™ SAF sur les
baies des caféiers Java situés a 1800 m d’altitude par rapport a celles des caféiers situés a 1100 m
d’altitude. Cette teneur dans les baies de la variété Java issue de Foumbot est cependant tres faible
par rapport a celle de la variété Caturra. Quels que soient le niveau d’altitude et la variété, les teneurs
en caféine varient faiblement au cours du développement des baies (Fig. 29 A, B et C).
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111.1.3. Développement de I’anthracnose sur des baies inoculées in vitro
111.1.3.1. Variabilité du taux d’infection des baies in vitro

L’analyse de variance a montré que la variété a un effet significatif (p= 0,027864) sur le taux
d’infection des baies in vitro. Cependant, I’age des baies pendant les inoculations artificielles, I’année
d’expérimentation et le type d’ombrage n’ont pas montré un effet significatif sur I’infection des baies
in vitro ainsi que les interactions a P < 0,05 (Tableau XIII).

Tableau XI11. Analyse de variance du taux d’infection in vitro.

Variables DDL MC Test de F Pr>F
Année 1 660,08 082 0,36432
Age de baies 1 1386,75 1.73 0,189123
Variété 1 3924,08 4,91 0,027864**
Type d’ombrage 1 784,08 0,98 0,32291
Année*age des baies 1 140,08 0,17 0,6757
Année et variété 1 520,08 0,65 0,42057
Age des baies*variété 1 114,08 0,14 0,070580
Année*type d’ombrage 1 44,08 0,05 0,81449
Age des baies *type d’ombrage 1 954,08 1.19 0,27568
Variété*type d’ombrage 1 0,08 0,00010 0,991858

Erreur 176 797,96

**Facteurs ayant un effet significatif sur I’infection des baies in vitroa P < 0,05

111.1.3.2. Influence de la variété, de I’age des baies et du type d’ombrage sur la contamination
des baies a I’anthracnose in vitro

La période d’incubation a été de 6 jours pour la variété Java et 5 jours pour la variété Caturra.
L’ anthracnose a été significativement séveére sur les baies de la variété Caturra par rapport a celle de

la variéte Java sur les deux années d’expérimentation (Fig. 30 A et B).

Fig. 30. Baies infectées 10 jours aprés I’inoculation : (A) Variété Caturra ; (B) Variété Java (photo
prise par Kacko en 2018). Barre = 1,25 cm.
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En 2016 une différence significative est notée entre les baies prélevées a la 22°™ SAF et
celles prélevées a la 25°™ SAF. Toutefois, les baies de la 22°™ SAF ont été plus infectées. Les
analyses n’ont pas montré de différence significative entre les deux séries d’inoculation en 2018. Les
baies prélevées sous ombrage artificiel ont présenté un niveau d’infection statistiquement équivalent
a celui des baies des caféiers exposés au soleil en 2016 et en 2018 (Tableau XIV). Méme si les
résultats ont montré une augmentation ascendante du taux d'infection in vitro en 2016 et 2018 en
fonction du temps (Fig. 31 A, B), aucune différence significative n'a été observée au 10°™ jour
d'observation entre les deux années a P = 0,36432 pour le pourcentage de baies infectées (Tableau
XI11).

Tableau XIV. Moyennes du niveau d’infection a I’anthracnose des baies en fonction de la
variété, de I’age des baies et du type d’ombrage.

Pourcentages moyens de baies malades In vitro

Variables Modalités Années
2016 2018
Java 29,00 + 12,34° 27,50 +11,79°
Variétés
Caturra 35,50 +£ 13,082 47,00 +£17,902
22tMe SAF 38,50 + 14,572 37,00 + 16,152
Age des baies
25¢me SAF 25,50 + 10,08° 37,50 + 15,022
Type Sous ombrage 35,50 + 14,112 40.50 + 16,34%
d’ombrage Plein soleil 28,50 + 11,12 34,00+ 14,712

Les valeurs ayant les mémes lettres pour chaque facteur ne sont pas significativement différentes a P < 0,05
d’aprés le test de Student -Newman — Keuls.
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Fig. 31. Moyennes du niveau d’infection des baies in vitro en fonction du temps (en jour) : (A) 2016 ;
(B) 2018.

111.1.3.4.1. Effet de la variété, du type d’éclairement et de I’inoculum sur la teneur en glucose
des baies in vitro

L'analyse HPLC des sucres solubles a montré que le glucose était le principal sucre soluble
produit par les baies 10 jours aprés I’inoculation. La variété (P = 0,000405) et le type d’ombrage (P =

0,013018) ont montré un effet significatif sur la teneur en glucose. (Tableau XV).
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Tableau XV. Analyse de variance de la teneur en glucose dans les baies du caféier Arabica

Sources de variabilité DDL MC Test de F Pr>F
Variété 1 8,15 33,6315 0,000405***
Type d’ombrage 1 2.44 10,1056 0,013018***
Traitement 1 0.54 2,2595 0,171209
Variété*type d’ombrage 1 1.06 4,3773 0,069778
Variéte*traitement 1 0.07 0,3120 0.591723
Type d’ombrage*traitement 1 0.19 0.8171 0,392446
Varietetype 1 0.004 0.0202 0,890447

d’ombrage*traitement

Erreur 8 0.24236

*** parametres ayant un effet hautement significatif

111.1.3.4.2. Variation de la teneur en glucose des baies inoculées in vitro

La comparaison des moyennes a montré une différence significative de la teneur en glucose
entre les baies prélevées sous ombrage artificiel et celles prélevées en plein soleil sur la variété Java a
P < 0.05. Cependant, aucune différence significative n'a été notée entre les baies de la variété Caturra
prélevées en plein soleil et celles prélevées sous ombrage artificiel (Fig. 32 A). Une teneur élevée en
glucose a été observée chez les baies de la variété Java exposées en plein soleil tandis qu’une faible
teneur a été observée chez les baies de la variété Caturra sous ombrage artificiel (2,96 + 0,42 mg/g
msd et 0,75 + 0,03 mg/g msd pour les variétés Java et Caturra respectivement). Aucune différence
significative n'a été observée sur la teneur en sucre des deux variétés entre le contrdle (baies

inoculées avec de I'eau distillée stérile) et les baies inoculées infectées (Fig. 32 B).
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Fig. 32. Comparaison de la teneur en glucose des variétés Java et Caturra dans les baies immatures du
caféier Arabica en fonction du type d’éclairement (A) et de traitements (avec I’'inoculum de C.
kahawae et I’eau distillée stérile). Les valeurs ayant les mémes lettres pour chaque facteur ne sont pas

significativement différents a P < 0,05 d’aprés le test de Students Newman — Keuls.

111.1.4. Effet des fongicides, de la position des baies par rapport au niveau de branches de
caféier et des parametres climatiques sur le développement de I’anthracnose des baies en milieu

paysan dans les conditions naturelles

Les branches des caféiers observées ont été classées en trois catégories selon qu’elles
portaient des baies malades, qu’une des deux autres branches observées sur le méme arbre portait des
baies infectées ou que les trois branches observées sur I’arbre étaient saines. Les variations sur le
nombre initial de baies, sur des baies infectées et les chutes sont observées entre les catégories de
branches mais aussi entre les niveaux de branches sur I’arbre (Tableau XVI).
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Tableau XVI. Moyennes annuelles des baies sur les branches de caféier en fonction de leur état
et I’état des autres branches observées sur le méme arbre.

Différentes classes Nombre  Niveaux de Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre
des Branches de branches initial de finalde totalde totalde total de
branches baies baies baies baies chutes
attaquées saines

Branches portant 455 Inférieures 25,1 8,1 5,3 7,8 17,0
des baies infectées )
475 Médianes 33,4 11,8 53 11,5 22,0
604 Supérieures 33,8 12,8 59 12,4 19,6
386 Inférieures 18,3 9,9 0 9,9 8,4

Branches portant
les baies saines sur 367 Médianes 25,0 12,6 0 12,6 12,4
les arbres attaqués

238 Supérieures 26,2 14,2 0 14,2 12,1
les baies saines sur Médianes 20,6 18 0 118 87
les arbres
apparemment sains - 423 Supérieures 21,5 13,9 0 13,9 7,6

111.1.4.1. Variabilité de proportions de branches portant des baies infectées

Les analyses se sont focalisées sur I’état de la branche. En moyenne, sur les 2790 branches
observées et ayant des fruits, 1534 (40 %) avaient des fruits infectés. Le modéle binomial de la
présence ou de I’absence de la maladie sur les branches par niveau de branche et par bloc a expliqué
63 % de déviance. Tous les prédicteurs testés étaient significatifs (le traitement, le nombre initial de
baies, le niveau de branches, I’année, le bloc et I’interaction entre année et bloc). La seconde année
(2017) a montré une proportion de branches attaquées significativement faible par rapport a la
premiere année (P<0,05). Le nombre initial de baies sur la branche a montré un effet positif
significatif sur la proportion de branches portant les baies infectées. La proportion des branches
portant des baies infectées varie suivant le niveau de branche (Fig. 33). Une branche portant des baies
au niveau supérieur de I’arbre a montré une grande susceptibilité a I’anthracnose qu’une branche
portant des baies au milieu de I’arbre (MME 43 % contre 32 %). Les traitements ont influencé la
proportion des branches portant des baies infectées (Fig. 34). Le traitement 8 (témoin non traité) a
montré une proportion élevée de branches portant des baies infectées (MME 55 %). Mais les
traitements 1 (Propiconazole EC 21jours), 2 (Propiconazole EC 28 jours), et 3 (Propiconazole WP 21 jours)
n’ont pas été significativement différents du témoin. Les traitements 5 (Difeconazole WP 21 jours), et 7
(Chlorothalonil/carbendazime 21 jours), ont montré moins de branches attaquées que le témoin mais
n’ont pas été différents des traitements 1, 2, 3. Le traitement 4 (Diféconazole WP 28 jours) a montré
significativement moins de branches portant des baies infectées par rapport aux traitements 8 et 2. Le

73



traitement 6 (Azoxystrobine SC 21jours) a montré significativement moins de branches portant des

baies infectées par rapport a tous les autres traitements (MME 14 %).
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Fig. 33. Moyenne marginale estimée (MME) pour la proportion de branches portant des baies
infectées en fonction du niveau de branche du caféier

Les lignes verticales représentent les intervalles de confiances a 95 % pour la MME. Les moyennes avec les
mémes lettres ne sont pas significativement différentes sur la base d’une comparaison par paire avec la
correction de Bonferroni. Binf (Baies infectées).
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Fig. 34. Moyenne marginale estimée (MME) pour la proportion de branches portant des baies

infectées en fonction du traitement appliqué au caféier.

Les lignes verticales représentent les intervalles de confiances a 95 % pour la MME. Les moyennes avec les
mémes lettres ne sont pas significativement différentes sur la base d’une comparaison par pair avec la
correction de Bonferroni. Binf (baies infectées).
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111.1.4.2. Variabilité de la proportion cumulée des fruits infectées sur les branches portant les

baies attaqueées

Les analyses se sont sommes focalisées uniquement sur les branches avec les fruits infectées.
En moyenne, sur les branches portant des baies infectées, 18 % de baies présentaient de
I’anthracnose. Le modeéle binomial des baies infectées ou non par niveau de branches et bloc a
expliqué 42 % de la déviance. Tous les prédicteurs testés sont significatifs (traitement, niveau de la
branche, année, bloc et interaction entre année et bloc). La deuxieme année (2017) a montré une
proportion significativement plus élevée de baies infectées sur les branches portant les baies
attaquées qu’a la premiere année (p <0,05). La proportion de baies infectées a varié selon le niveau
de la branche (Fig. 35). Une branche située au niveau inférieur de l'arbre a montré une grande
susceptibilité d'avoir plus de baies infectées qu'une branche au niveau moyen ou au niveau supérieur
de l'arbre (EMM 19 % contre 16 et 14 %). Le traitement a influencé la proportion des baies infectées
(Fig. 36). Le traitement 8 (témoin) a montré la proportion élevée de baies infectées (EMM 21 %),
mais seul le traitement 6 (Azoxystrobine 250 SC) a été significativement différent du témoin et de
tous les autres traitements. Le traitement avec azoxystrobine a montré significativement moins de
baies infectées (EMM 7 %) sur les branches portant des baies infectées que tous les autres traitements
1 (Propiconazole EC, 21 jours), 2 (Propiconazole EC, 28 jours, 3 (Propiconazole WP, 21 jours), 5
(Difeconazole WP, 28 jours) et 7 (Difeconazole WP, 28 jours).
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Fig. 35. Moyenne marginale estimée pour la proportion des fruits attaqués en fonction du niveau de
branches

Les lignes verticales représentent les intervalles de confiances a 95 % pour la MME. Les moyennes avec les
mémes lettres ne sont pas significativement différentes sur la base d’une comparaison par paire avec la
correction de Bonferroni (uniquement les branches portant les baies malades ont été considérées dans cette
analyse). Binf (baies infectées).
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appliqué aux caféiers.

Les lignes verticales représentent les intervalles de confiances a 95 % pour la MME. Les moyennes avec les
mémes lettres ne sont pas significativement différentes sur la base d’une comparaison par paire avec la
correction de Bonferroni. Binf (baies infectées).

111.1.4.3. Effet des traitements sur les pertes annuelles

Le nombre de baies chutées est variable, quels que soient la position et I’état des branches
(Fig. 37). La moitié des baies (51 %) a chuté en moyenne. Le modéle binomial des chutes de baies
par niveau de branche, a expliqué 58 % de déviance. Tous les prédicteurs testés ont montré un effet
significatif (proportion de fruits infectés, traitement, état de la branche, niveau de la branche, nombre
initial de fruits, bloc et interaction année et bloc) excepté I’année. La proportion de chutes des baies
dépend de la proportion des baies infectées (coefficient de relation dans le modele 4,3). La relation
entre la proportion de chutes des baies et le nombre initial de baies est moins importante
quantitativement (coefficient de relation dans le model -0,0004) et négative.

La chute est influencée par le niveau de la branche (Fig. 38). Une baie d'une branche médiane
de l'arbre a montré une plus grande susceptibilité de chuter qu'une baie d'une branche du niveau
inférieur de I'arbre (MME 54,5 % contre 51,3 %). Cependant, les baies d’une branche au niveau
supérieur de l'arbre a présenté le risque de chute le plus faible par rapport aux baies d’une branche au
niveau inférieur (MME 48 %).
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La chute des baies est influencée par I’état de la branche (Fig. 39). Les branches saines,
provenant d’arbres apparemment sains, c’est-a-dire sans baies infectées sur les trois branches
étudiées, ont présenté une plus faible proportion de chute que les branches saines d’arbres malades
(MME, 47 % contre 54 %). Les branches portant les baies saines ou infectées d'arbres malades ont

présenté la méme proportion de chute (MME 54 % contre 53 %).
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Fig. 37. Proportion de chutes de fruits en fonction de la proportion des baies infectées et de I'état de
la branche (portant les baies infectées ou saines) et de l'arbre (malade ou apparemment saint). Binf

(baies infectées), Bs (baies saines).
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Fig. 38. Moyenne marginale estimée (MME) de la proportion de chute des fruits en fonction du

niveau de branches du caféier.

Les lignes verticales représentent les intervalles de confiance a 95 % pour I'MME avec la correction de
Bonferroni. Les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes sur la base d'une
comparaison par paire avec la correction de Bonferroni.
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Fig. 39. Moyenne marginale estimée (MME) pour la proportion de chute des fruits due a

I’anthracnose des baies en fonction de I'état de la branche.

Les lignes verticales représentent les intervalles de confiance a 95 % pour I'EMM avec correction de
Bonferroni. Les moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes sur la base d'une
comparaison par paire avec la correction de Bonferroni. Branches _ Bs (branches portant les baies saines).

Comme la proportion de baies infectées est incluse dans le modeéle, I'effet du traitement a été
considéré indépendamment de son action sur le pourcentage d’infection expliquant une partie des
chutes (Fig. 40). Le traitement 8 (témoin) a présenté la plus grande proportion de pertes (EMM 56
%), mais les traitements 1 (Propiconazole EC, 21jours), 2 (Propiconazole EC, 28jours), 4
(Diphéconazole WP, 28 jours), 5 (Diféconazole WP, 21 jours) et 6 (Azoxystrobine SC, 21 jours) ne
different pas de maniere significative de ce témoin. Les traitements 3 (Propiconazole WP, 21 jours) et
7 (Chlorothalonil et carbendazime SC, 21 jours) ont présenté une proportion significativement faible
de chute de baies que le témoin mais ne different pas des autres traitements (EMM 49 % contre 56
%).
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Fig. 40. Moyenne marginale estimée (MME) pour la proportion de chute des fruits en fonction du
traitement dans le caféier.

Les lignes verticales représentent les intervalles de confiance a 95% pour la MME avec la correction de
Bonferroni. 1 (propiconazole CE 21 jours), 2 (propiconazole CE 28 jours), 3 (propiconazole WP 21 jours), 4
(diféconazole WP 28 jours), 5 (diféconazole WP 21 jours), 6 (azoxystrobine SC 21 jours), 7
(chloronitril/carbendazime) SC 21 jours), 8 (contréle non traité).

111.1.4.4. Biomasse fraiche de baies mdres a la récolte

La biomasse fraiche de baies mires a la récolte, considérée comme une mesure du rendement,
a varié considérablement d'une année a l'autre. La distribution a été trop dispersée en 2016 et en 2017
(Fig. 41). En 2016, elle a varié de 0 a 10,8 kg par arbre, avec une moyenne de 1,6 kg ; 50 % des
arbres ont donné un rendement frais inférieur a 0,9 kg. En 2017, la biomasse fraiche de baies mdres a
la récolte est inférieure a celle de 2016. Elle a varié de 0 a 5,1 kg par arbre, avec une moyenne de 0,7
kg ; 50 % des arbres ont donné un rendement frais inférieur a 0,4 kg.
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Fig. 41. Histogramme du poids frais des baies mdres récoltées par caféier pour chaque année.

Le modéle Poisson du poids frais de baies mdres par bloc explique 74 % de déviance. Deux prédicteurs, le
nombre initial de baies et I'année ont été significatifs. Les deux autres prédicteurs testés, le traitement et le bloc
n'‘ont pas été significatifs a P < 0.05. La majeure partie de la variabilité a été expliquée par le nombre initial de
baies considéré comme une mesure du rendement potentiel du bloc.

111.1.4.5. Effet des paramétres climatiques sur I’épidémiologie de I’anthracnose

Les analyses de correlations croisées entre le taux de nouvelles baies infectées sur les caféiers
traités avec I’azoxystrobine et les caféiers temoins ont été effectuées pour évaluer I’effet des
paramétres climatiques sur I’action de I’azoxystrobine. Ce fongicide ayant présenté un effet
inhibiteur hautement significatif sur I’anthracnose des baies par rapport aux caféiers témoins (Fig. 34,
36).
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Tableau XVII. Coefficient de corrélation optimum en fonction des semaines de décalage entre
le taux des baies nouvellement infectées et les parameétres climatiques - Kouoptamo 2016 et

2017.
Modalités Parameétres climatiques
Années Traitements Nombre de Quantité de  Températures Températures
jours de pluies  pluies minimales maximales
2016 Azoxystrobine 0,50 (-4) ** 0,50 (0) ** 0,60 (-7) ** 0,55 (0) **
0,49 (-1) *
0,45 (0) *
-0,53 (-6) ** 0,46 (6)
Témoins
-0,52 (-7) ** 0,46 (0) 0,43 (5) 0,45 (5)
2017 Azoxystrobine -0,66 (-7) ** 0,50 (0) ** 0,60 (-7) ** 0,55 (-7) **
-0,52 (-7) ** 0,46 (0) 0,46 (-6)
Témoins
-0,53 (-6) ** 0,43 (2) 0,43 (-5) 0,45 (-5)

**Coefficient de correlation significatif ; (...) semaine de décalage.

En 2016, les analyses ont revelé qu’il existe des correlations positives significatives entre le

taux de nouvelles baies infectées des caféiers traités avec I’Azoxystrobine et les paramétres

climatiques (le nombre de jours de pluies; la quantité de pluies, la température minimale et

maximale) (Tableau XVII). Les taux de corrélations les plus élevés ont été observes entre le taux de

maladie et :

(Fig. 42 A) :

(Fig. 42 C) ;

(Fig. 42 D).

le nombre de jours de pluies enregistrés a la 4°™ semaine avant les observations, soit 50 %

la quantité de pluies enregistrée au cours de la semaine d’observations, soit 50 % (Fig.42 B) ;

les températures minimales enregistrées a la 7™ semaine avant les observations, soit 60 %

les températures maximales enregistrées au cours de la semaine d’observations, soit 55 %
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Fig. 42. Corrélogramme du nombre de jours de pluies (A), de la quantité de pluies (B), des
températures minimales (C) et maximales (D), avec le taux de nouvelles baies infectées sur les
caféiers traités avec I’Azoxystrobine - Kouoptamo 2016. Déc (décalages entre les semaines
d’observations), Corr (coéfficients de corrélations), Errt (erreurs types).

En 2016, les analyses ont revelé qu’il existe des correlations positives significatives entre le taux
de nouvelles baies infectées des caféiers témoins et les paramétres climatiques (nombre de jours de
pluies et la quantité de pluies) (Tableau XVII). Le taux de corrélations le plus élevé a été observé
entre le taux de maladie et :

- le nombre de jours de pluies enregistrés a la 6°™ semaine avant les observations, soit 53 %
(Fig.43 A) ;

- la quantité de pluies enregistrée au cours de la semaine d’observations, soit 46 % (Fig.43 B).

Aucune correlation significative n’a été mise en évidence entre le taux de nouvelles baies
infectées des caféiers témoins (non traités) et les autres paramétres climatiques (les températures

minimales et maximales des semaines avant les observations) (Fig. 43. A, C, D).

82



-15 1EES ,&3=T w A - -15 RIS &IET w
-3 omBE 37D ~ ] A - -3 oEZE ,3TED ~
-15  -,01% ,ZEE o - -13  -,331 ,ZESE o
-z -,00% ,ZEE% * -1z oms |, Emy
-1l - IET IS \._ A _I-" ~I1 - 1mE EImT \._
-1 -,.Z23 ,53as v E ; -1 -,17Z 538 v
- - IIT LTW|T “ = ‘ - -.175 ,TWT “
-= - 516 ,ITTR ' Crrrr e e ees ' = -.1E2 ,ITTR '
=T -2IE L ZETE b ' =T -IIY I3 -
= =3I ImEX LA AR A i = =-IXI ImEI I:
= ~&1I L THD RN I" = “-3AI LTI L
- - 1FL 2Es i i d o B - - - - £} i
= -.o1p ,ITE=T -= oITL TIT v
-z iTEn IIWE -z 1TI8 ,ITWE “
- ,3m1e L ITE -1 =T IT6 '
a &T17 ,TIE=X a SESE |, TIET !
1 205X L ITE 1 AT ITE i
I LITII LTI z &313 |, ITE V
-] 3647 ,ZZ|T -] TT LTBT 1
& 3557 38 & -.00% .38 s
] 3=z I 5 -13% ,TX0 1
] TEED ,T|T E -, IER ,TW|T £
T TILE L TETI T -1 ,ZETS !
5 DEIZ ITTE ] I8 ITTE "
TR T- T ] SRR LTI .
T - I3% 338 5} oEEE ,33s ,-
n - 3B% ,3Z1EZ n oIEE |, 3IET :
Z - &5 ,IE3 Z -1 3|3 .
T -.3Ip ,3ImE T -.1T4 IWE .
™ -17T LETED ™ - 1E3 ,ITED s
ELIE - -] ELIE -1 T -]
10 12 10 05 1
Dz Carr. XTI Dz Carr. XTI
-15 -, 186 ,&35T -1 -, ITE L EI5T w
<& -,1FE 3T -%  -,177 3’2 ~
-3 -,2@ ,I:E -1%  -,O7TH ,3ESE .
R = cEaE b
" v
-13 1157 ,s3s -1 -85 .>3@s -
-5 1 TEET = fSEDE  IEET ]
-E IS L ITTR = TE86 TTTR '
-T 546 TETS -T &I3I6 ,TETS .
-5 SEQ ,T|I - s1Es |, T=ET !
-5 &I5T T -= &5E& T \
-& Ik TS - 3707 . 2ES 3
—3 169 ,TIT -= zoEz ,TTT .
-z -0R IDL -z ITUE TIWE “
-1 —aAm ,I:6 -1 1113 ,IT6 '
I -, T3 ,TIET T -,.0&R ,TIET .
1 -1 ,ITE 1 -.377 ,ITE #
I DR E 3 hem lzms !
LTS TEET - T '
% 1Iw TaEs % oE1s Zas 5
5 196, TXD 5 opsl ,ZT0 1
B I Imx B oIE& TEEX £
T L1977 LZIETS T -.O7Z 673 N E= "
5 -0 ,ITTR 5 -.255 ,ITTR . = o
P -Im TET B -l&3 L 3ET f 773 .
1w - 34 338 T - T61 338 - E .,
i1 -3 31T n - IE ,3Z1ET : E "
iz - 1m Em T -.M@a o * -
1z -,1I7 ,3mE T - 3T ,3IWE . a
1% -0 L ITED % - 193 ,3ITED = s
LT 5.~ S . - ] LI - .
-0 18 .0 Q5 ao o5 1.0

Fig. 43. Corrélogramme du nombre de jours de pluie (A), de la quantité de pluies (B), des
températures minimales (C) et maximales (D), avec le taux de nouvelles baies infectées sur les
caféiers témoins (non traités) - Kouoptamo 2016. Déc (décalages entre les semaines d’observations),
Corr (coéfficients de corrélations), Errt (erreurs types).

En 2017, les analyses ont revelé qu’il existe des correlations :

- positives significatives entre le taux de nouvelles baies infectées des caféiers traités avec
I’Azoxystrobine et les parametres climatiques (la quantité de pluies, les températures
minimales et maximales) (Tableau XVII). Les taux de corrélations les plus élevés ont été
observeés entre le taux de maladie et :

— la quantité de pluies enregistrée au cours de la semaine d’observations, soit
50 % (Fig.44 B) ;

— les températures minimales enregistrées a la 7°™ semaine avant les
observations, soit 60 % (Fig.44 C) ;

— les températures maximales enregistrées au cours de la 7™ semaine avant
les observations, soit 55 % (Fig.44 D).
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- négatives et significatives entre le taux de nouvelles baies infectées des caféiers traités avec

I’ Azoxystrobine et le nombre de jours de pluies (Tableau XVII). Les taux de corrélations les

plus élevés ont été observés entre le taux de maladie et le nombre de jours de pluies de la 75

semaine avant les observations, soit 66 % (Fig.44 D).
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Fig. 44. Corrélogramme du nombre de jours de pluie (A), de la quantité de pluies (B), des

températures minimales (C) et maximales (D), avec le taux de nouvelles baies infectées sur les

caféiers traités avec I’Azoxystrobine- Kouoptamo 2017. Déc (décalages entre les semaines

d’observations), Corr (coéfficients de corrélations), Errt (erreurs types).

En 2017, les analyses ont également revelé qu’il existe des correlations :

négatives significatives entre le taux de nouvelles baies infectées des caféiers témoins et le
nombre de jours de pluies (Tableau XVII). Les taux de corrélations les plus élevés ont été
observés entre le taux de maladie et le nombre de jours de pluies enregistrés a la 7°™ semaine
avant les observations, soit 53 % (Fig.45 A).

positives et significatives entre le taux de nouvelles baies infectées des caféiers témoins et la

quantité de pluies (Tableau XVII). Les taux de corrélations les plus élevés ont été observés
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entre le taux de maladie et la quantité de pluies enregistrée au cours de la semaine
d’observations, soit 46 % (Fig.45 B) ;
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Fig. 45. Corrélogramme du nombre de jours de pluie (A), de la quantité de pluies (B), des
températures minimales (C) et maximales (D), avec le taux de nouvelles baies infectées sur les
caféiers témoins (non traités) - Kouoptamo 2017. Déc (décalages entre les semaines d’observations),

Corr (coéfficients de corrélations), Errt (erreurs types).

111.1.4.6. Variabilité du taux de nouvelles baies infectées des caféiers traités a I’ Azoxystrobine
(6) au cours de leur développement

Des pics de nouvelles baies infectées ont été obtenus a la 13'°M¢, 16'M¢, 18%Mme gt 221 SAF en
2016. Chaque pic d’infection étant précédé par un épisode pluvieux (Fig. 42 A). Quels que soient
I’année et le traitement, un nombre de jours de pluie en semaine supérieur ou égale a cing a
prédisposeé les baies a un taux élevé d’infection (Fig. 42 A et B). Par rapport au témoin non traité ou
le plus grand pic de nouvelles baies infectées a été atteint a la 22°™ SAF (avec 3,7 % de nouvelles
baies enregistrées), le plus grand pic de nouvelles baies malades sur les caféiers traités avec
I’ Azoxystrbine (6) a été atteint a la 19°™ SAF avec 0,8 % de nouvelles baies infectées enregistrées.

Les moyennes de températures minimale et maximale correspondantes au stade de grande sensibilité
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des baies a la maladie sur les caféiers témoins (8) et sur les caféiers traités avec I’azoxystrobine (6)
sont respectivement 17,96 °C et 24,47 °C ; 18,04 °C et 25,24 °C (Fig. 44 A). En 2017, la maladie est
apparue trés précocement sur le témoin (8) a la 10°™ SAF comparée aux caféiers traités avec
I’ Azoxystrobine (6) ou elle est apparue tardivement a la 12°™ semaine aprés la floraison. Le pic de
I’anthracnose été atteint a la 14°™ SAF quel que soit le traitement avec 0,5 % et 3,32 % de nouvelles
baies malades enregistrées respectivement pour les traitements 6 et 8. Les moyennes de températures
minimale et maximale étant de 17,21 °C et 25,84 °C (Fig. 42 B).
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Fig. 46. Pourcentage instantané de nouvelles baies infectées en fonction des maximums et minimums
hebdomadaires de température, des quantités de pluie, du nombre de jours de pluie et I’age des baies.

A (année 2016), B (année 2017). Paramétres climatiques : (QP) quantité de pluie (mm) ; (NP) Nombre de jour
de pluie (x10) ; (TMin Moy). Température minimale moyenne (°C) ; (TMax Moy) Température maximale
moyenne (°C) ; (T6). Traitement avec I’ Azoxystrobine ; (T8) Témoin non traité.
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111.2. Discussion

111.2.1. Effet de I’altitude et de I’ombrage du caféier sur I’anthracnose des baies

.....

Caturra cultivés a 1100 m et 1800 m d’altitude sous différents modes d’éclairement en 2016 et 2017.

A Foumbot (1100 m d’altitude), bien que la variété Caturra ait montré une susceptibilité aigiie
a I’anthracnose des baies comparée a la variété Java en 2016, aucune différence significative de la
susceptibilité a la maladie n’a été observée entre les deux variétés en 2017. La différence de
susceptibilité observée entre les deux années serait due aux importantes fluctuations climatiques
d’une année a l’autre, observées pendant nos deux années d’observations. Cette variation de
I’infection des baies entre ces deux années serait aussi liée au modele annuel de la productivité des
caféiers (Bote and Jan, 2016). En effet I’abondance relative des baies sur les branches favorise la
contamination baies a baies (Avelino et al., 2004 ; Vaast et al., 2005 ; Costa et al., 2006). Cependant,
la distribution des assimilats dans les différents organes de la plante seraient impliquées dans ce
développement différencié de la maladie entre les deux variétés (DaMatta et al., 2007 ; Anand et al.,
2014 ; Garedew et al., 2017).

L’analyse des baies a montré une forte irrégularité de la dynamique de I’infection entre la
variété Java et la variété Caturra sous différents modes d’éclairement. La variété Java n’a exprimé la
maladie qu’aprés la 24°™ SAF jusqu’a la 26°™ SAF tandis que la variété Caturra a exprimé la
maladie entre la 13°™ et la 26°™ SAF. Le taux d’infection étant deux fois plus élevé sur les baies des
caféiers exposés au soleil chez les deux variétés. En effet, ces stades de fortes susceptibilités des
baies a la maladie se caractérisent par une forte réceptivité des tissus hotes et par des conditions
climatiques favorables au développement de la maladie (Mouen Bedimo et al., 2010). La
comparaison de I’effet du type d’éclairement montre que I’ombrage atténue I’impact de I’anthracnose
des baies de facon significative. Ce résultat est en accord avec celui obtenu par Mouen Bedimo et al.
(2008) montrant I’effet négatif de I’ombrage sur la distribution de I’anthracnose des baies. En effet
I’ombrage crée des conditions microclimatiques qui aident a retarder le murissement des fruits
entrainant un décalage de la période de susceptibilité des baies a I’anthracnose des baies vers la
période de faible pression parasitaire (Mouen Bedimo et al., 2012a).

L’ analyse de la susceptibilité des baies a I’anthracnose a montré que la variété Java cultivée a
Santa (1800 m d’altitude) a un taux élevé d’infection comparé a celui de la variété Java cultivée a
Foumbot (1100 m d’altitude). A 1800 m d’altitude, I’anthracnose s’est exprimée entre la 11°™ et la
218 SAF. Le taux d’infection étant quatre fois plus élevé sur les baies des caféiers exposés en plein
soleil par rapport au caféier sous ombrage. Ce resultat est similaire a celui obtenu par Garedew et al.
(2017) montrant I’impact positif de I’altitude sur I’anthracnose des baies. En effet I’altitude crée des
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conditions climatiques favorables au développement de I’anthracnose des baies du fait de la
pluviométrie élevée, I’humidité de I’air proche de la saturation et la température relativement basse
(Mouen Bedimo et al., 2012b ; Garedew et al., 2017). Il a été rapporté que les zones de haute
pression parasitaire se situent a plus de 1500 m d’altitude comparée a celles de basse pression
parasitaire situées entre 1100 et 1200 m d’altitude (Mouen Bedimo et al., 2012b). Toutefois, les
résultats de la présente étude ont montré que I’anthracnose des baies qui était tres dommageable dans
les zones de hautes altitudes, devient également un fléau dans les zones d’arabiculture situées a des
altitudes moins élevées (1100 m) a cause des conditions climatiques changeantes.

Par ailleurs, la période de grande susceptibilité des baies a la maladie est différente de celle
obtenue par Mouen Bedimo et al. (2008) qui se situe entre la 8™ et la 16°™ SAF. Il est reconnu que
la susceptibilité des baies a I’anthracnose est elevée durant la phase d’expansion des fruits (entre la
8°me et la 17°™ SAF) et le stade de croissance de I’endosperme (entre la 18°™ et la 25°™ SAF)
(Garedew et al., 2017). Au stade de durcissement de I’endosperme (26*™ et 32*™ SAF), les baies
retrouvent leur résistance. Des variations dans ce schéma sont observées avec la variété Java cultivée
4 1100 m d’altitude. La maladie s’est exprimée seulement entre la 24°™ et la 27°™ SAF et sur des
caféiers exposés en plein soleil. De méme, la variété Caturra a présenté les symptomes de la maladie
entre la 13°™ SAF et 27°™ SAF. Les perturbations du rythme saisonnier (saisons pluvieuses
entrecoupées par des périodes seches) peuvent expliquer cette discordance dans le schéma de

I"épidémiologie de I’anthracnose des baies (Denhan and Waller, 1981 ; Estrada et al., 1993).
111.2.2. Effet de I’altitude et de ’ombrage sur I’accumulation des acides aminés des baies

Chez les plantes, les acides aminés représentent la principale forme de transport de l'azote
organique (Rainbied et al., 1984 ; Hernandez-Sebastia, 2005). lIs sont distribués par le xyléme et le
phloeme a tous les organes ou ils peuvent étre métabolisés immédiatement ou utilisés pour la
synthese des protéines de réserve dans les tissus. Bien que les acides aminés acides aient montré des
fortes teneurs dans les baies comparées a celles des autres acides aminés identifiés, il existe a 1100 m
d’altitude une différence significative entre la variété Java et la variété Caturra.

Les teneurs élevées en acides aminés acides (I’aspartate, le glutamate et I’asparagine) ont été
obtenues des baies de la variété Caturra prélevées sous ombrage artificiel avec I’asparagine comme
acide aminé dominant. Ce résultat est en accord avec celui obtenu chez Arabidopsis thaliana ou les
mémes acides aminés acides ont été identifiés (Lam et al., 1995). Leurs fortes accumulations dans les
baies s’expliquent par le fait qu’ils représentent 60 % des acides aminés totaux chez les plantes
supeérieures (Lam et al., 1995). Cependant, la forte accumulation de ces acides aminés chez la variéte
Caturra sensible serait une réponse de la plante aux signaux environnementaux et internes (la

disponibilité en azote et en sucre) contre les agressions internes et externes (Gaufichon et al., 2010).
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Par ailleurs, La diminution du stress induit par le soleil sur les caféiers ombragés aurait favorisé
I’accumulation des acides aminés acides. En effet, I’ombrage permet de modifier le microclimat de la
caféiere en agissant sur les températures de celle-ci (Meven, 2015). En condition de basse
température I’ouverture des stomates provoque I’augmentation de I’activité photosynthétique et le
ratio feuilles/fruits sur les branches (Rapidel, 2015) permettant a la plante de maintenir sa
transpiration et sa croissance a des niveaux optimaux (souza et al., 2012). Ce qui expliquerait la forte
accumulation des acides aminés acides dans les baies des caféiers sous ombrage. De plus le stade de
développement et les facteurs environnementaux auxquels la plante est soumise ont une influence sur
le métabolisme de cette derniére (Zufferey et al., 2012). Par ailleurs I’ombrage favorise la formation
des nouvelles branches et feuilles sur les caféiers et I’asparagine est un nutriment indispensable a la
croissance des tiges et feuilles néoformées (Le Moigne et al., 2018). La forte teneur en asparagine a
I’ombre serait due a I’initiation du débourrement dans les caféiers ombragés. La teneur élevée de
I’asparagine dans les baies des deux variétés peut étre associée au fait que I’asparagine représente
jusqu’a 86 % de I’azote transporté dans le xyleme et le phloéme des plantes supérieures (Lea and
Miflin, 1980).

L’analyse des acides aminés hydrophobes et des autres a montré des fortes accumulations en
tyrosine et GABA dans les baies de la variété Java (tolérante) exposée au soleil et sous ombrage. La
synthése du GABA dans la plante est le résultat de I’activité du glutamate décarboxylase (Mesnard et
al., 2000). Cette enzyme est rapidement accumulée chez les plantes sous différentes conditions de
stress biotiques et abiotiques (Bown and Shelp, 1997 ; Mesnard et al., 2000). Ainsi la forte teneur en
tyrosine et GABA soutiendrait donc leur implication dans les mécanismes de défense des caféiers
Arabica en condition de stress. En effet, certains acides aminés (serine, proline, leucine, tyrosine et la
phénylalanine) agissent comme des molécules de signalisation et ont une action sur la force de
résistance de la plante face aux agents pathogenes et aux stress. Ces acides aminés sont également a
I’origine des acides phénoliques, des flavonoides, des glycosinolates, des alcaloides, des subérines et
des lignines qui jouent un rble essentiel dans la constitution des parois et des fibres ainsi que les
mécanismes de défense des plantes (Hannah et al., 2010 ; Timm et al., 2012 ; Hausler et al., 2014 ;
Ros et al., 2014).

A 1800 m d’altitude, le glutamate a présenté une forte teneur dans les baies prélevées sous
ombrage artificiel. L"'ombrage favoriserait I"accumulation des acides aminés acides par rapport aux
acides aminés hydrophobes. L'effet de I'ombrage sur la composition biochimique des fruits de caféier
est controversé. Geromel et al. (2008) ont montré que les baies des caféiers cultivés a lI'ombre
présentaient une réduction des teneurs en lipides et en saccharose par rapport a celles des baies des

caféiers exposés en plein soleil. Les mémes auteurs ont indiqué que les teneurs en acide
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chlorogénique, proteines, tanin, trigonelline et caféine ne différaient pas significativement entre les
régimes d’éclairement. En général, la haute altitude et I'ombrage provoquent une diminution de la
température ambiante. Cela réduit le stress induit par la chaleur sur les plantes, augmente le ratio
feuilles — fruits, le taux net de la photosynthese, et prolonge la période de maturation des baies (Da
Matta and Ramalho, 2006 ; Vaast et al., 2006). Dans cette situation, il y a plus d'apports de glucides
aux baies en développement pour leur remplissage. A cet égard, on s'attend a une augmentation des
teneurs en glutamate et en acides aminés des baies cultivées en altitude et a I'ombre, telle qu’observée

dans la présente étude.

Parmi les acides aminés hydrophobes identifiés, la valine, la leucine, I’isoleucine, I’alanine et
la phénylalanine ont montré des teneurs élevées dans les baies de la variété Java cultivée a 1800 m
d’altitude. Les baies prélevées des caféiers exposés en plein soleil ont présenté une forte teneur en
phénylalanine. La mise en place de mécanismes de défense au stress abiotiques causés par le soleil
sur les caféiers aurait emprunté la voie de phénylalanine ammonia - lyase. Cette enzyme catalyse la
conversion de la phénylalanine en acide cinnamique utilisé comme substrat dans la biosynthese des
produits phytochimiques nécessaires pour la défense de la plante en condition de stress abiotique
(Han-Walter and Birgit, 2011 ; Francini et al., 2019).

L’analyse en composante principale a monté que parmi les acides aminés identifiés, la lysine,
la tyrosine et le tryptophane ont été fortement accumulées dans les baies a la 8™ SAF, qui
correspond au début de la phase d’expansion des fruits, période ou I’expression de I’anthracnose des
baies est peu marquée (Yilma et al., 2007 ; Mouen Bedimo et al., 2007a, 2010). Au cours de ces
scenarii, il est probable que les acides aminés accumulés servent de substrat pour la voie de synthése
des phénylpropanoides, des lignines et des flavonoides nécessaires au renforcement de la paroi de
I"endocarpe et de I'exocarpe des baies. En plus la lysine par conversion en L-pipecolate qui est un
immunosuppresseur obtenu a partir de la R-désamination de la L-lysine induirait I’immunité chez les
caféiers (Navarova et al., 2012 ; Hildebrant et al., 2015). 1l a été rapporté que I’acide pipécolique qui
est un acide aminé non protéique régule la résistance systémique acquise de la plante et I'immunité

basale contre les agents pathogenes (Fu and Dong, 2013).

111.2.3. Effet de I’altitude et de I’ombrage sur I’accumulation des métabolites secondaires des
baies

Les analyses chromatographyques ont permis d’identifier I’acide chlorogénique,
I’épicatéchine et la caféine dans les baies des caféiers cultivés a 1800 m et 1100 m d’altitude comme
principaux metabolites secondaires. Les métabolites secondaires sont des molécules dont la nature et

la teneur varient en fonction des facteurs biotiques, les facteurs environnementaux ou temporels
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(Mohammaodi, 2006 ; Piquemal, 2008). Ils interviennent dans les processus végétaux les plus divers
(Lepoivre, 2003 ; Mohammodi, 2006 ; Piquemal, 2008).

A 1100 m d’altitude, les teneurs élevées en acide chlorogénique et en épicatéchine ont été
obtenue dans les baies de la variété Caturra principalement des caféiers exposés en plein soleil tandis
que les faibles teneurs ont été obtenues dans les baies de la variété Java des caféiers sous ombrage
artificiel. Les teneurs élevées en acides chlorogénique dans les baies de la variété Caturra seraient
dues a la présence d’une infection ou d’une formation défensive contre un agent pathogeéne. Il a été
rapporté que les composes phénoliques sont préférentiellement localisés dans les tissus infectes, a
leur proximité immédiate, voire dans les formations défensives (Clérivet and EI Modafar, 1994 ;
Lepoivre, 2003).

Le profil des métabolites secondaires des baies du caféier a été étudié sous conditions d'ombre
et daltitude différentes au cours des premiers stades de développement. La variété Java cultivée a
Foumbot (1100 m d’altitude) et a Santa (1800 m d’altitude) ont monté une différence significative de
leurs teneurs en polyphénols. Les baies des caféiers cultivés a 1800 m d’altitude et exposées en plein
soleil ont présenté des fortes teneurs en acide chlorogénique et en épicathéchine. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Worku et al. (2018) qui ont montré que des changements dans le ratio
biosynthese/dégradation des métabolites du café (c’est-a-dire caféine, acide chlorogénique) peuvent
étre influencés par l'altitude. Par ailleurs les régions situées a 1800 m d’altitude sont des zones de
fortes pressions parasitaires (Garedew et al., 2017). En effet, la forte accumulation des métabolites
secondaires dans les baies prélevées a 1800 m d’altitude serait due a la présence des agressions
externes biotiques (champignons) (Boizot et Charpentier, 2006). De plus, il a été montré que la
température moyenne de l'air durant le développement des cérises contrble la biosynthese-
biodégradation dans les baies (Joét et al., 2009, 2010). La teneur élevée en acide chlorogénique
observeée a 1800 m d’altitude en plein soleil serait une forme de résistance de la plante contre les
stress abiotiques induit par la chaleur sur les baies. Il a été rapporté que les plantes développent des
mécanismes de défense contre I'exposition directe au rayonnement UV-B tels que I'augmentation des
concentrations en composés phénoliques (Gerhardt et al., 2008). Chez Arabidopsis thaliana, la
production d'isopréne et de terpénoides est observée (Zhang and Bjérn, 2009). Aucune différence
significative n’a été observée sur la teneur en caféine des baies entre les variétés, les niveaux
d’altitude et les différents modes d’éclairement des caféiers. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus par Geromel et al. (2008) montrant que la teneur en caféine ne différait pas significativement

entre les régimes de lumiere.

Le profil des métabolites secondaires au cours du développement des baies a montré des
teneurs élevées en acide chlorogénique, en caféine et en épicatéchine au début du stade d’expansion
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des fruits (& partir de la 8°™ SAF). L’accumulation de ces composés correspond a la période de faible
susceptibilité des baies a I’anthracnose. Cependant, aucune différence significative quant a la teneur
de ces composés n’a été observée dans les baies & la période d’intense activité de I’anthracnose (12°™
et 16°™ SAF). La préexistence d’acide chlorogénique dans les baies conférerait a cette derniére une
immunité vis-a-vis des attaques cryptogamiques (Uritani, 1961 ; Brzozowska et al., 1978). La teneur
en acide chlorogénique au debut de la phase d’expansion des fruits de la variété Java cultivée a Santa
(1800 m d’altitude) était trois fois plus élevée que celle obtenue des baies de son homologue cultivé a
Foumbot (1100 m d’altitude). La variété Caturra cultivée a foumbot (1100 m d’altitude) est plus riche
en acide chlorogénige que la variéte Java cultivée dans le méme site. Ce métabolite est predominant
dans les baies des caféiers sensibles et dans les baies des caféiers cultivés & 1800 m d’altitudes, zone
de haute pression parasitaire. 1l a été rapporté que certains acides phénols inhibent la croissance de
Botrytis cinera chez le raisin (Nyerges et al., 1975; Carole Lambert, 2011). Les composés
phénoliques (I’acide chlorogénique et I’épicatéchine) accumulés pendant la phase d’expansion des
fruits (8°™ et 17°™ SAF) contribueraient également au renforcement de la paroi de I"endocarpe et de

I"exocarpe des baies (Lepoivre, 2003).
111.2.4. Variation de la teneur en sucres solubles au cours de I’infection des baies in vitro

Le suivi épidémiologique de I’anthracnose des baies in vitro a montré que le taux d'infection
des baies de la variété Caturra est €levé par rapport a celui des baies de la variété Java. La variété

Caturra est connue plus sensible a I’anthracnose que la variété Java (Bouharmont, 1992).

La comparaison des moyennes indique une différence significative entre le taux d'infection
des baies de la 22°™ et celui de la 25°™ SAF en 2016. Ce résultat peut s'expliquer par le niveau de
maturation des baies au moment de l'inoculation. Les baies matures sont moins sensibles a C.
kahawae que les baies immatures (Mouen Bedimo et al., 2008 ; Garedew et al., 2017). De plus, les
baies sont plus sensibles a I’anthracnose pendant la phase de croissance de I'endosperme qui se situe
entre la 18°™ et la 25°™ SAF. La résistance physiologique étant généralement acquise entre la 26°™
et la 32°™ SAF qui correspond au stade de durcissement de I'endosperme (Garedew et al., 2017).

Le taux d'infection n'a pas été affecté par l'exposition des baies au soleil ou a I'ombre. Ce
résultat est différent de celui observé sur le terrain ou la propagation de la maladie est réduite sur les
arbres placés a I'ombre par rapport a ceux exposés en plein soleil. Dans ce cas, l'ombrage pourrait
agir comme une barriére physique contre I’anthracnose des baies (Phiri et al., 1999 ; Mouen Bedimo
et al., 2012a).

L’évaluation de la dynamique d’infection in vitro a montré une évolution ascendante du taux
d'infection des baies aprés la période d'incubation en 2016 et 2018. Cela montre que la sensibilité des
baies a I’anthracnose serait associée a son état physiologique.

92



L'étude de la composition en sucres solubles des baies immatures aprés infection nous a
permis d'identifier le glucose comme le seul sucre accumulé dans les baies 10 jours apres
I'inoculation (Kacko et al., 2020). Dans les conditions de stress in vitro, il y’aurait eu hydrolyse de
I'amidon avec libération du glucose. L'accumulation de sucres solubles tels que le saccharose, le
glucose et le fructose dans les feuilles d'Arabidopsis thaliana dans des conditions de stress a été
rapportée (Hummel et al., 2010 ; Muller et al., 2011). Les glucides agiraient en association avec des
composés chimiques de défense des plantes tels que les polyphénols, les phytoalexines, la
phytoanticipine et la lignine en réponse au stress (Djocgoue et al., 2011).

La teneur en glucose des baies de café exposées au plein soleil a été trés élevée par rapport a
celle des caféiers sous ombrage, principalement pour les baies de la variété Java au 10°™ jour aprés
I’inoculation. Des études antérieures ont montré que le taux d'infection in vitro n'est pas affecté par
I'exposition des baies au soleil ou a l'ombrage (Mouen Bedimo et al., 2008). La réponse aux
conditions de stress biotiques in situ par la variété Java serait maintenue dans des conditions de stress
in vitro. Par ailleurs, aucune différence significative n’a été observée entre la teneur en glucose des
baies inoculées infectées et les baies témoins (non inoculées). Andrew et al. (2005) ont montré que
I'infection in vitro des feuilles de Brassica rapa et d'Arabidopsis n'influence pas I’accumulation des
sucres. Le glucose semble étre impliqué dans l'induction des mécanismes de défense des baies de
caféier Arabica contre C. kahawae (Kacko et al., 2020). Il existe une relation possible entre la teneur
en glucides spécifiques tels que le saccharose, le glucose, le galactose et la résistance de I'n6te (Evers
et al., 2003 ; Omokolo et Boudjeko, 2005 ; Djocgoue et al., 2011). Herbers et al. (1996) ont rapporté
que les hexoses induisent l'expression de nombreux génes qui déterminent la production des
peroxydases et autres protéines de résistance (PR) liées a la pathogenése. De plus les sucres solubles
sont des substances de base ayant la capacité de stimuler lI'immunité et la défense des plantes en
condition de stress (Bolouri et Van Den Ende, 2013 ; Trouvelot et al., 2014 ; Morkunas et al., 2014).
Ainsi la forte teneur en glucose observée dans les baies de la variété Java peut s'expliquer par sa forte
tolérance au C. kahawae.

111.2.5. Effet des fongicides et de la position des baies par rapport au niveau de branches de

caféier sur I’anthracnose des baies en milieu réel

Les variations du nombre initial des baies infectées et les chutes sont observées entre les
catégories de branches (branches portant des baies infectées et des branches portant les baies saines
sur les arbres attaqués) mais aussi entre les niveaux de branches sur I’arbre. La sensibilité des baies a
I’infection est influencée par de nombreux facteurs tels que les traitements phytosanitaires, la
position des baies sur I’arbre, les stades de développement des baies et le microenvironnement dans
la parcelle (Bieysse et al., 2002 ; Mouen Bedimo et al., 2008 ; Garedew et al., 2017 ; Mouen Bedimo
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et al., 2012a, b). Ces facteurs affectent significativement la distribution de la maladie a 1100 et a
1800 m d’altitude (Bieysse et al., 2002 ; Garedew et al., 2017).

Les modéles d’analyse séparée des données ont montré I’existence d’une interaction entre
bloc et année sur la proportion de branches portant des baies infectées. La proportion des branches
portant des baies infectées et des baies infectées qui y sont observées a montré une grande variabilité
d’un bloc a un autre et d’une année a une autre. La variabilité observée entre les blocs serait due aux
irrégularités dans les courbes de niveau (relief) dans la parcelle expérimentale (le niveau d’altitude
d’un point a un autre dans la parcelle). 1l a été rapporté que la température diminuait d’environ 6,5 °C
tous les 100 m d’altitude (Anonyme, 2019). Ce résultat pourrait également s’expliquer par la
variabilité de I’intensité de la lumiére dans la caféiére entre les blocs qui serait en relation avec
I’architecture des arbres d’ombrage qui s’y trouvaient. Plusieurs travaux ont aussi montré I’effet
significatif de I’altitude et des paramétres climatiques sur I’anthracnose des baies (Bieysse et al.,
2002 ; Garedew et al., 2017). La différence observée sur la proportion d’infection des baies entre les
années serait liée a la variabilité des paramétres climatiques observée au cours des deux saisons de
notre expérimentation ou une faible proportion de branches portant des baies infectées est observée
en 2017 comparée a I’année précedente.

Les travaux effectués en milieu paysan dans les caditions naturelles ont montré que
I’ Azoxystrobine 250 SC a un effet significatif sur I’anthracnose des baies. Une faible proportion de
branches portant les baies infectées (MME, 16 %) et des baies infectées sur les branches portant les
baies infectées (MME, 7 %) a été observée sur les caféiers traités avec I’ Azoxystrobine comparée au
témoin qui a montré la proportion la plus élevée des branches portant les baies infectées (MME, 53
%) et des baies infectées sur ces branches (MME, 21 %). L’Azoxystrobine aurait un effet inhibiteur
hautement significatif sur le développement de C. kahawae. L’effet anti- mycélien et anti-sporulant
de I’Azoxystrobine sur divers pathogénes du riz tels que Heminthosporium oryzae et Pyricularia
oryzae a été rapporte par Bahous et al. (2005). L’effet inhibiteur de I’ Azoxystrobine est également di
a ses proprietés systémiques et translaminaires qui facilitent la pénétration de la molécule active a
I’intérieur des tissus de la plante hdte stoppant ainsi le développement du champignon et inhibant par
conséquent la progression de I’anthracnose (Bartlett et al., 2002). L’ Azoxystrobine inhibe la synthese
de ’ATP dans la chaine respiratoire du champignon provoquant une diminution de la production
d’énergie et conduit a une réduction de la formation des tubes germinatifs des champignons (Wong et
wilcox, 2001 ; Bahous et al., 2005). De plus, les fongicides de la famille des strobilurines tel que
I’ Azoxystrobine sont des fongicides a action préventive parce qu’ils agissent sur les champignons
lors des premiers stades de développement fongique (germination des spores et élongation du tube
germinatif). Les fongicides de la famille des triazoles tels que le Propiconazole et le Diféconazole par
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contre n’agissent sur la croissance des champignons qu’aprés infection (Mueller et al., 2005 ;
Pfender, 2006).

Les analyses ont montré dans tous les traitements que les baies des branches supérieures sont
plus susceptibles d’étre infectées que les branches moyennes et inférieures. Ce résultat s’expliquerait
par I’énergie cinétique des gouttes de pluie qui diminue de la canopée vers les branches médianes et
inférieures limitant ainsi la dispersion des conidies et la distribution de la maladie au niveau de ces
branches (Lovell et al., 2002 ; Mouen Bedimo et al., 2012a). De plus, la barriére constituée par les
branches de la canopée réduit la propagation de I’anthracnose au niveau des branches médianes et
basses (Mouen Bedimo et al., 2007a).

Les branches inférieures ont montré une grande susceptibilité d’étre attaquees par rapport aux
branches moyennes et inférieures (MME, 19 % contre 16 et 14 %). En effet, I’émergence des agents
pathogénes a faible dispersion comme C. kahawae est due a un inoculum primaire conservé sur les
branches dans la parcelle, soit dans les tissus d’organes apparemment sains, soit dans les tissus
d’organes morts comme les feuilles et les branches ou les fruits momifiés (Bella Manga, 1999 ;
Bieysse et al., 2002 ; Mouen Bedimo, 2006). La grande susceptibilité des baies portées par les
branches inférieures a I’anthracnose serait liée a I’architecture de la plante. Dans les stratégies de
contrdle de I’anthracnose des baies, les fruits situés au niveau de la canopée sont prédisposés a étre
plus susceptibles a la maladie que celles situées sur les branches inférieures (Mouen Bedimo et al.,
2012a). Les branches de la canopée constituent une sorte de barriére physique réduisant la dispersion
et la distribution des conidies au niveau des branches du niveau inférieur. Cependant, la susceptibilité
des baies des branches inférieures a la maladie, observées dans notre travail serait due a I’effet des
fortes pluies qui conduisent a la lixiviation des conidies de la canopée vers les branches inférieures
provoquant une augmentation de I’infection des baies au niveau de ces branches (Agostini et al.,
1993 ; Evenhuis et al., 1997). La progression de la maladie au sein d’une branche et entre les
branches s’expliquerait ainsi par un effet combiné au sein d’un microenvironnement particulier de la
parcelle ; une autocontamination des baies et une dispersion latérale des conidies provenant

d’infections préexistantes telles qu’observé par Mouen Bedimo et al. (2007a).

Les analyses des chutes des baies ont montré I'existence d'une interaction entre bloc et année,
ce qui signifie que la proportion de chute des fruits varie d'une année a l'autre. L’interaction entre le
bloc et I'année a été aussi observées sur la proportion de branches portant des baies infectées et la
proportion de baies infectées sur ces branches. Donc il existerait un lien étroit entre la maladie et les
chutes des baies. Cependant, les conditions d'humidité sont propices au développement de nombreux
autres ravageurs et maladies des plantes qui peuvent coexister dans une caféiére augmentant le taux

de chute (Lopez Bravo et al., 2012), tels que : coffee berry borer, American leaf sport disease et
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Coffee leaf rust causés respectivement par Hypothenemus hampei et Mycena citricolor, Hemileia
vastatrix (Schoch et al., 2001 ; Avelino et al., 2007 ; Bosselman et al., 2009).

La proportion de chute des baies est inversement proportionnelle au nombre initial de baies
sur la branche. 1l faut noter que les chutes sont accentuées par I’anthracnose des baies. En effet,
I’abondance de baies sur les branches les prédisposent a un taux élevé d'infection (Garedew et al.,
2017). Cependant, la chute des baies serait plutot sous I'influence des conditions microclimatiques du

caféier (Mouen Bedimo et al., 2012a).

Les baies des branches médianes de l'arbre sont plus susceptibles de chuter que celles des
branches inférieures. Le risque élevé de chutes de baies des branches médianes serait di a la
conservation de I'numidité dans les glomérules. Cependant, le faible risque de chute de baies des
branches supérieures de l'arbre serait di a l'effet barriere des arbres d’ombrage (Mouen Bedimo et
al., 2012a). Il est a noter que cette expérimentation a été menée sous un ombrage homogéne d‘arbres
constitués de Leucaena glauca. L’ombrage provenant des arbres d’ombrage et les branches du niveau
supérieur des caféiers augmenteraient le niveau d'ombrage dans la caféiére. Ce qui serait plus élevé
au niveau des branches médianes avec un taux d'humidité relativement élevé. Par conséquent, cela
aurait prolongé I’épidémie et prédisposé ainsi les baies a un taux élevé d’infection et de chute (Motisi
et al., 2019). Ces auteurs ont montré que l'ombrage pouvait avoir des effets contrastés sur la
dynamique de I’anthracnose des baies dans les caféiéres. Ils ont rapporté que I’ombrage peut réduire
I'apparition de symptdmes sur les baies le long de la branche et peut également prolonger la durée de
I'épidémie. Par ailleurs, les branches portant des baies saines d'arbres apparemment sains ont présenté
une plus faible proportion de chute comparée aux branches saines des arbres malades. Ce résultat
indique que l'infection des baies a I’anthracnose dépend des conditions micro environnementales et
non de I'état sanitaire des caféiers parce que les infections latentes peuvent étre présentes sur les baies
des branches des arbres apparemment sains.

La proportion de chute des baies non due a I’anthracnose a été moins élevée avec les caféiers
ayant recus un traitement par rapport au témoin. Ce qui indique que I’anthracnose accentue les chutes
des baies. De plus, les proportions de chute des baies ont été significativement élevées comparées aux
pertes des baies dues a I’anthracnose sur les caféiers traités et les témoins. Cette évolution oscillatoire
de chute des baies serait en rapport avec les variations annuelles des facteurs climatiques qui influent
sur le développement de C. kahawae et sur la physiologie du caféier. La proportion élevée de chute
des baies pourrait également indiquer la présence dans la parcelle expérimentale d’autres
bioagresseurs (Lopez Bravo et al., 2012) qui auraient contribué a I’augmentation de la proportion de
chutes des baies malgré le faible taux d’anthracnose observé sur des caféiers traités avec
I’ Azoxystrobine.
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La biomasse fraiche de baies mdres récoltées a fortement varié d’une année a l'autre. La
biomasse fraiche de baies dans tous les traitements en 2016 était au moins deux fois supérieure a
celle enregistrée en 2017. Cela suggere que l'effet de I’interaction entre le traitement et I'année est un
facteur important. La différence de rendement observée entre les deux années peut s'expliquer par le
cycle de production du café et / ou par les conditions climatiques. En 2017, la saison des pluies a été
interrompue par des périodes intermittentes seches. Bote and Jan (2016) ont montré que le
déséquilibre entre la charge en fruits et la croissance des branches jouent un réle important dans
I'apparition de modéle bisannuel de production chez le C. arabica qui serait une conséquence de la
concurrence pour la disponibilité du carbone et de l'azote.

En 2016, les analyses de correlations croisées ont permis d’obtenir des corrélations positives
et significatives entre les moyennes de températures (minimale et maximale), la quantité et le nombre
de jours de pluies et le taux de nouvelles baies infectées de la semaine qui précede la date
d’observation avec les caféiers ayant recu I’Azoxystrobine. En 2017, les mémes corrélations ont été
observées avec les caféiers ayant recu I’Azoxystrobine. L’action de I’azoxystrobine serait modulée
par les conditions climatiques de la caféiére. Elle augmenterait aux températures élevées et confirme
les faibles taux d’infections obtenu & 1200 metres d’altitude sur les caféiers traités avec

I’azoxystrobine.

En 2016, les corrélations entre le taux de nouvelles infections sur des caféiers témoins et la
quantité de pluies étaient positives et significatives. Les mémes corrélations ont été observées avec
les caféiers traités avec I’ Azoxystrobine de la semaine qui précede la date d’observation. Ceci laisse
supposer qu’en 2016, la quantité de pluies constituait un facteur limitant pour I’infection des baies en
(Mouen Bédimo et al., 2012a). Ce qui montre le pouvoir de dispersion des pluies sur les conidies de
C. kahawae (Mouen Bédimo et al., 2012b).

En 2017, le nombre de jours pluvieux de la semaine qui précede la date d’observation s’est
révélé négativement et significativement corrélé aux taux de baies nouvellement infectées sur les
caféiers traités avec I’ Azoxystrobine. Toutefois, les corrélations obtenues étaient différentes chaque
année en fonction des traitements (Azoxystrobine et témoin). Ce résultat amene a supposer que les
événements pluvieux antérieurs a I’apparition des symptomes favorisent la contamination des baies
par C. kahawae (Mouen Bédimo et al., 2012b) si la quantité de pluie est suffisante pour déclancher la

germination des conidies.

Des corrélations significatives ont été observées entre le nombre de jours de pluie et le taux
d’infection des baies en 2016. En 2016 et 2017, des corrélations significatives et positives ont été
observées entre la quantité de pluie et le taux d’infection de la semaine qui précede la date

d’observation. Ce résultat montre que les paramétres pluviométriques pris en compte dans nos
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analyses peuvent expliquer la complexité du role de la pluie sur le développement de I’anthracnose.
Ces résultats sont en adéquation avec ceux obtenus par Mouen Bédimo et al. (2010) qui ont rapporté
que les premieres pluies qui initient la floraison et accompagnent les fruits dans leur développement
contribueraient également au déclenchement de I’infection des jeunes baies par C. Kahawae.

Les relations mises en évidence dans la présente étude entre la pluie et la sévérité de
I’anthracnose sont un indicateur de multiples réles que pourraient jouer différents parametres
pluviométriques pendant le cycle épidémiologique de I’anthracnose. Les diverses corrélations mises
en évidence par nos analyses montrent que les températures (minimales et maximales), le nombre de
jours de pluies et la quantité de pluie ont une grande incidence sur le niveau de baies nouvellement
infectées. Toutefois, la relation entre le niveau de I’anthracnose et chacun de ces paramétres peut

changer suivant les années et le microenvironnement du caféier.

A la période de grande sensibilité des baies a I’anthracnose, les températures minimales de 18
°C et maximale d’environ 27 °C ont été observées. La température minimale moyenne est plus faible
que celle indiquée par Nicholson (1999) et Mouen Bedimo et al. (2012b). Par contre la température
maximale moyenne est plus élevée. lIs ont rapporté que la susceptibilité des baies a I’anthracnose est
tres élevée sous des conditions de température variant entre 19 °C et 21 °C pour des températures
moyennes. Ces observations expliqueraient les faibles pourcentages de nouvelles baies infectées
obtenus dans ce site. L’élévation de la température moyenne maximale optimale s’expliquerait par
des modifications climatiques saisonniéres connues ces derniéres années (présence des périodes
séches rudes et plus longues). Cette fluctuation de la température moyenne maximale aurait un

impact négatif sur I’incidence de I’anthracnose des baies.

La dynamique de nouvelles baies malades des caféiers traités avec I’Azoxystrobine et les
témoins a montré dans le processus infectieux de C. kahawae que chaque pic d’infection était
précéde d’un épisode pluvieux pendant les deux années d’observation (2016 et 2017). Le premier pic
d’infection était précédé d’un nombre de jours de pluie supérieur ou égale a cinq (5). Ce résultat
confirme que la pluviométrie serait le paramétre climatique essentiel impliqué dans le déclanchement
et la distribution de I’anthracnose des baies a travers la hauteur et le nombre de jour de pluie (Mouen
Bedimo et al., 2010).
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Chapitre IV. CONCLUSION ET
PERSPECTIVES




1VV.1. Conclusion

L’objectif général de ce travail était d’évaluer I’effet des differentes situations culturales des
caféiers et des stades phénologiques des baies sur la dynamique de I’anthracnose et les événements
biochimiques associés au développement des baies.

Au terme de ce travail, les données recueillies sur I’évaluation de I’influence des facteurs
environnementaux et des stades phénologiques des baies sur I’anthracnose nous renseignent que la
variété, le type d’éclairement, I’altitude, le nombre initial de baies sur la branche et leur stade de
développement ont un effet significatif sur I’infection des baies. Une différence de la pression de
I’agent pathogéne est observée entre les deux zones d’étude (Foumbot et Santa). Sur les baies des
variétés Caturra sensible et Java cultivée a Santa (1800 m d’altitude), la maladie s’étend entre la
11°me et la 27°™ SAF et le nombre élevé de nouvelles baies malades est obtenu entre la 12°™ et la
21°™ SAF. L’ombrage réduit significativement le niveau de I’anthracnose des baies.

A travers les analyses chromatographiques liquides, il ressort que la variété, le type
d’éclairement, I’altitude et I’age des baies influencent significativement I’accumulation des acides
aminés dans les baies. Les teneurs élevées en acides aminés acides (aspartate, asparagine et arginine)
sont obtenues des baies prélevées sur la variété Caturra cultivée a 1100 m d’altitude et sous ombrage.
L’ombrage est favorable & I’accumulation des acides aminés acides dans les baies immature du
caféier Arabica. L'analyse des acides aminés hydrophobes a mis en évidence une différence
significative entre les baies des caféiers cultivés a différentes altitudes. Les baies prélevees a 1800 m
d’altitude ont présenté des teneurs élevées en acides aminés hydrophobes (la valine, la leucine,
I’isoleucine et la phénylalanine). Quel que soit le type d’éclairement du caféier, les baies prélevées a
1100 m d’altitude sur la variété Java tolérante a présenté les fortes teneurs en tyrosine. La période de
diminution de la teneur en lysine, tyrosine et tryptophane dans les baies entre la 8™ - 12°M SAF
correspond a la période d’augmentation du nombre de nouvelles baies malades. Les teneurs en
leucine et GABA sont significativement élevées dans les baies de la variété Java pendant toute la
période d’étude (8°™ — 16°™ SAF). La phénylalanine est fortement accumulée dans les baies de la
variété Java haute altitude et plein soleil. La tyrosine, le GABA, la phénylalanine, la lysine, la valine,
la leucine et I’isoleucine peuvent étre considérés comme marqueurs de résistance des baies en
condition de stress biotique et abiotique.

Les polyphénols (acide chlorogénique) et les flavonoides (épicatéchine), les alcaloides
(caféine) sont les principaux métabolites secondaires identifiés dans les baies immatures des caféiers
Arabica. L’altitude, le type d’ombrage et I’age des baies ont un effet significatif sur I’accumulation
de ces derniers dans les baies. De facon plus précise la haute altitude principalement en condition de
lumiére est favorable a I’accumulation des métabolites secondaires (acide chlorogénique et

épicatéchine) dans les baies, excepté la caféine. Les teneurs en métabolites secondaires sont tres
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élevées aux premiers stades de développement des baies (8°™ SAF). Les composés secondaires
néoformés tels que I’acide chlorogénique, I’épicatéchine peuvent également servir comme indicateurs
majeurs de la résistance des baies du caféier en condition de stress.

Les données recueillies lors de I'analyse de I'effet des différentes situations culturales du
caféier in situ sur la teneur des sucres solubles des baies immatures in vitro renseignent que le degré
de maturation des baies pendant I’inoculation a une influence sur la susceptibilité des baies a
I’anthracnose. Le glucose est le sucre soluble identifié in vitro dans les baies vertes. Les baies du café
Java (tolérant) ont montré une teneur en glucose 2,6 fois supérieure a celle obtenue des baies de la
variété Caturra (sensible). La teneur en glucose des baies de la variété Java exposée au soleil est 1,5
fois plus élevée que celle des baies sous ombrage. Les teneurs élevées en glucose ont également été
obtenues des baies infectées de la variété Java. Le glucose semble étre impliqué dans I'induction des
meécanismes de défense des baies de café Arabica contre Colletotrichum kahawae. L'inoculation
artificielle sur les baies détachées est une approche potentielle qui peut contribuer a une meilleure
compréhension de I'épidémiologie de I’anthracnose des baies du caféier Arabica.

L’étude du managment de la caféiére Arabica contre I’anthracnose des baies nous renseigne
que parmi les divers fongicides testés contre cette maladie (Propiconazole, Diféconazole,
Azoxystrobine et Chlorotalonil/Carbendazime), I’Azoxystrobine a un effet inhibiteur hautement
significatif sur C. kahawae. C'est le traitement qui a permis d’obtenir significativement moins de
branches portant des baies infectées (EMM 14 %) et de fruits infectés sur ces dernieres (EMM 7 %).
Les taux d’infections des baies ne dépendent pas de I'état sanitaire des arbres mais de la position des
baies par niveau de branches et de I'ombrage dans la caféiere. Un degré élevé d'ombrage réduit
I'apparition de l'infection mais prolonge I’épidémiologie de la maladie, ce qui prédispose les branches
et les glomérules de baies a une forte proportion d’infection et de chute. L’essentiel des différences
de rendement est lié au potentiel initial en nombre, en année et est indirectement lié aux traitements
fongicides appliqués sur les caféiers.

Dans le contexte des exploitations caféiéres au sein desquelles notre expérimentation en
milieu paysan a été conduite, I’lamélioration de la culture du caféier ne devrait pas se limiter a
I’utilisation d’une variété tolérante face aux conditions environnementales changeantes. Elle devrait
s’adosser sur une lutte intégrée combinant l'utilisation des arbres d'ombrage (Leucaena glauca) a un
niveau approprié (50 %) ; I’application d’un fongicide tel que I'’Azoxystrobine (systémique et
translaminaire) en cing (5) passages a 21 jours d’intervalles & partir de la 8™ SAF et certaines
techniques agricoles prophylactiques (la récolte sanitaire et la taille d’entretien) permettant de réduire
les quantités d’inoculum primaires et secondaires. Cette méthode de lutte, bien qu’appropriée pour un
contrdle durable de I’anthracnose des baies, devrait étre modulée en fonction des différents types

éventuels de systemes de productions a base de caféiers.
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IV 2. Perspectives

Pour comprendre d’avantage les bases biochimiques et moléculaires de I’interaction C.

kahawae et C. arabica et identifier les marqueurs de résistance, il serait judicieux :

- de mener une étude sur le profil des acides aminés et des métabolites secondaires sur les baies
du caféier Arabica infectées in vitro et sur les baies saines pour mieux apprécier leur sensibilité vis-a-
vis de C. kahawae. L’analyse RP-HPLC couplée au spectrophotometre de masse permettra
d’identifier avec plus de précision toutes les molécules d’intérét ;

- tester les micros doses de certains acides aminés (tyrosine, phénylalanine, lysine, GABA), du
glucose et I’acide chlorogénique sur les baies inoculées pour évaluer leur effet sur le développement
de I’anthracnose.

- d’évaluer le profil protéique des baies saines et des baies infectées pour comprendre les
mécanismes moléculaires associés a I’interaction C. arabica et C. kahawae, les voies métaboliques
impliquées, la nature des mécanismes de défense mis en place par la plante vis - a vis de C. kahawae
et I’impact de I’expression différenciée des protéines dans la plante a différentes phases de

développement des baies sur I’anthracnose.
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Temps (min) Volume (mL/min®) | Composition de la solution d’élution
A (%) B (%)
0 1.2 90 10
8 1.2 90 10
38 11 77 23
50 1 60 40
70 1 10 90
73 1 10 90
78 1.2 90 10
93 1.2 90 10

Annexes 4 : RP-HPLC gradients utilisés pour la séparation des polyphénols.
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Annexes 5 : Concentrations des acides amines libres en fonction de la variété et de I’age des baies
(8'°™M¢, 10'°me, 12'°Me 14'°*™M¢ et 16" SAF) : (A, B, et C) variété Java et Caturra cultivée a Foumbot, et
Java cultivée a Santa respectivement.
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Annexes 6 : Chromatogrammes RP-HPLC des extraits des acides aminés des baies de la variété Caturra sous
ombrage (Asp, Glu, Asn, Ser, His, Gly, Thr, Arg, Ala, GABA, Trp, Val, Phe, lle, Leu, Lys) : (A) 8™ SAF et (B) 14°™e

SAF.
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Annexes 7 : Chromatogrammes RP-HPLC des extraits des acides aminés des baies de la variété

Caturra plein soleil (Asp, Glu, Asn, Ser, His, Gly, Thr, Arg, Ala, GABA, Trp, Val, Phe, lle, Leu,
Lys) : (A) 8™ SAF ; (B) 14°™ SAF.
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Annexes 8 : Les milieux de culture

1. Milieu PDA :
Un litre d’eau distillée est mis en ébullution (100 °C) sur un agitateur magnetique chauffant ;
39 g de PDA sont ajoutés dans la becher et est homogéneisé a I’aide d’un agitateur magnétique a 100
tr/min. Le milieu est ensuite stérilisé a I’autoclave a 124 °C pendant 20 min, apres refroidissement a
45 — 50 °C, le milieu est réparti dans des boites de Pétri stériles de 90 mm de diameétre a raison de 20

ml/boite sous une haute a flux laminaire.

2. Eau gélosée (composition)
I litre d’eau distillée stérile ;
30 g de gélose
2 g de PDA (facultatif) ;
Homogénéisation a I’aide d’une plaque chauffante ;
Stérilisation dans I’octoclave, refroidissement et répartion dans les boites de Pétri.

Annexes 7: Etapes d’isolement de C. kahawae:
1- Encemencement des baies infectées sur milieu PDA ;
- germination de spores au bout de 3 jours ;
- répiquage des explants de sports germés sur milieu PDA (une dizaine de jours)
2- grattage a I’aide d’une pipette pasteur des micelliums et étalement sur milieu gélosé (3
dillutions sont possibles.
3- Culture monoconidie :
- observation des étalements sur gélose a I’aide d’une loupe binoculaire, repérage des conidies
isolés et prélevement a I’aide d’une aiguille a encemencement ;
- encemencement sur milieu PDA (10 jours environ) ;
- grattage a I’aide d’une pipette pasteur des micelliums monoconidies et dillution avec de I’eau
distillée stérile, filtration a I’aide d’une compresse pour obtenir un liquide homogene ;
- calibrage a I’aide de la cellule d’un Hématimétre de Mallassez a 10° conidies /ml.
4- Inoculation artificielle :
- les baies sont au préalable classées dans les boites de Pétri sur papier buvard imbibé d’eau
distillée stérile ;
- Inoculation a I’aide d’une micropipette (10ul de solvant) ;
- Les baies inoculées sont déposées dans un phytotron sur une photopériode de 12 heures a la
lumiére et 12 heures a I’obscurité a 21°C.
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Abstract

The coffee berry disease (CBD) of Coffea arabica caused by Colletotrichum kahawae is responsible for 80 % loss
of coffee production in Cameroun. In order to assess the possible implication of carbohydrates in the defence of
Coffea arabica against Colletotrichum kahawae, comparative analyses (qualitative and quantitative) of soluble
sugars contents was done after inoculation on berries. The berries of two cultivars java and caturra were
recorded at 227 and 25% weeks after flowering (WAF) from the field. The influence of culture conditions of
coffee trees in situ (full sunlight and under shade), the age of the berries at the time of inoculation were
discussed. Additionally, the composition and the content of soluble sugars were analysed. The result showed that
the infection rate was significantly high on the berries collected at the 2274 (WAF) compared to those collected at
the 25th WAF. Qualitative analyse showed only the presence of glucose. The highest glucose content was obtained
from the berries of java variety exposed on full sunlight while the lowest content being observed from the berries
of caturra variety under shade (2.96 + 0.42 mg/g against 0.75 + 0.03 mg/g respectively). No significant different
in sugar content was observed between infected and no infected berries inside the two varieties of coffee.
However, the java variety showed a high accumulation of glucose compared to caturra variety. These results
support a positive implication of sugar in the interaction between coffee berries and Colletotrichum hahawae

since a high accumulation of sugar was observed in java variety the resistant cultivar.
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Introduction

Arabica coffee constitutes a livelihood for part of the
rural households where the holdings are enhanced by
an essentially family labor (ICO, 2007). Estimated
production was 25314.96 tonnes in 2018 (OIC, 2018).
This production has not increased over several
decades in Cameroun due to high disease and pest
incidence. Coffee berry disease (CBD) caused by
Colletotrichum kahawae is one of the major
constraints to coffee production (Waller et al., 1993).
The symptom is a dark necrotic spots on berries,
sometimes with orange-colored acervules. The
attacked berries subsequently darken and present a
characteristic appearance of an empty bag (Bieysse et
al., 2002). Estimated Losses caused by CBD reached
up to 80 % of production in Cameroon (Regazzoni et
al., 1997; Mouen Bedimo et al., 2012). Previous works
showed that the disease severity was higher on coffee
trees exposed to full sunlight than those located under
the shade (Mouen Bedimo et al., 2007, 2008). Several
studies have already been carried out in order to
assess the tolerance of varieties to this disease
(Bouharmont, 1992; Bella Manga, 1999; Mouen
Bedimo et al., 2008). These studies have shown that
the susceptibility of berries to CBD is affected by
altitude, temperature and humidity (Nicholson, 1992;
Mouen Bedimo et al.,, 2008, 2012; Gadisa et al.,
2016). The mastery of the epidemiology of CBD
remains a major problem due to changing climatic
conditions. The inoculation of detached berries under
artificial condition offers the advantage of a direct
assessment of Coffea arabica and Colletotrichum
kahawae interaction at the fruit level making possible
the characterisation of the resistant component
operating under field condition (Pinard et al., 2012).
Several studies have shown the implication of sugars
as substances that boost plant immunity and plant
defenses (Bolouri and Vanden, 2012, 2013; Trouvelot
et al., 2014). In addition, during the interaction
between Theobroma cocoa leaves and Phythophthora
megakarya, qualitative analyses of sugars revealed
the disappearance of sucrose and the persistence of
glucose (Djocgoue et al., 2011). Selecting Arabica
Coffee trees that display lower susceptibility to CBD is

therefore become a priority objective for many
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producing countries. This selection can be achieved

using biochemical markers such as phenols,
carbohydrates and amino acids (Djocgoue et al.,
2011). Ayres et al. (1996) reported that disease
development is likely to induce substantial changes in
the carbohydrate and amino acid contents of host
plants, and metabolic alterations that may favour or
inhibit fungal development. Herbers et al. (1996)
reported that hexoses (sucrose) induce the expression
of many genes, including plant resistance genes that
determine the production of peroxidase and other
pathogenesis-related (PR) proteins. The objective of
this study was to identify the soluble sugars produced
by immature Coffea arabica berries infected in vitro
by Colletotrichum kahawae. In particular, this paper
investigates the appearance of disease and the effect
of Colletotrichum kahawae on the accumulation of
soluble sugars in two varieties (java and caturra) of

Arabica coffee subjected to different lighting modes.

Material and methods

Plant materials

The plant material consisted of immature berries of
Arabica coffee trees of the java (tolerant) and caturra
(sensitive) varieties. Twelve coffee were been selected
in the varietal collection of coffee at the Institute of
Agricultural Research for Development (IRAD),
Foumbot station in West - Cameroon. Three coffee
trees of each variety were individually placed in
artificial shade using a black shade cloth with regular
mesh (Tildnnel EC 50 %, Tilden Industries U.K.).
Another three coffee trees of each variety were
allowed to full sunlight. The berries were collected at
random from these coffee trees at the 227 and 25t
WAF. Two series of artificial inoculation were carried

out in 2016 and 2018.

Pathogen and inoculation techniques

The inoculation was made according to the protocol
described by Mouen Bedimo et al. (2008). The isolate
of Colletotricum kahawae was obtained from infected
berries of caturra coffee trees from the varietal
collection at the Institute of Agricultural Research for
Development (IRAD) Foumbot station-Cameroun. It

was purified using a monoconid culture in a Petri dish
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produced on Potato - Dextrose - Agar (PDA) medium.
This isolate was characterized by slow radial growth
and a dark gray woolly aerial mycelium. Its
pathogenicity was previously tested on detached
berries of the caturra variety before its use for
artificial inoculation. The inoculum consisted of a
filtrate of the suspension of conidia obtained by
scraping pure cultures of this isolate soaked in sterile
distilled water. It was calibrated using the cell of a
hematimeter (Malassez cell) at 10° conidia per ml
before inoculation. The berries taken from each coffee
tree were distributed in five Petri dishes containing
blotting paper soaked in sterile distilled water, at a
rate of 25 berries per Petri dishes. 10pul drop of the
inoculum was placed on each of berry using a
micropipette. This experiment was carried out at the
IRAD phytopathology laboratory in Nkolbisson-
Cameroon. The berries were then incubated in a
phytotron set at a temperature of 21 °C and a
photoperiod of 12 hours in the light and 12 hours in
the dark. The influence of shade and the age of berry
on the incidence of disease were also evaluated.
Qualitative and quantitative analysis of soluble sugar
content were made on infected and no infected
berries of 22 WAF.

The observations of the appearance of the disease
were carried out over 10 days, starting 24 hours after
inoculation. Daily observations consisted in counting

the total number of infected berries in each Petri dish.

In vitro evaluation of the incidence of disease

The infection rate of berries (Txinf) per Petri dish was
calculated according to the following formulas: Txinf
= Bmal * 100/N. Where Bmal represents the total
number of diseased berries counted in the Petri
dishes on the 10t day of observation. N is the total

number of berries inoculated (N = 25).

Analysis of sugars by RI-HPLC

Only the berries of 22°d WAF were used for the
analysis of soluble sugars. Analysis of soluble sugars
was done following the method described by
Tilomirova et al. (2016) using refractive index high

performance liquid chromatography. Two times 1 g of

2020

dried coffee beans were ground in a stainless steel ball
homogenizer with 3 balls (MN200, Retsch, Haan,
Germany) at a frequency of 1/25 s for 10 min and
excess of hexane. The powder was filtered with a
paper filter and cold extracted with 25 mL petroleum
ether. After vacuum drying, 100 mg of the defatted
powder were used for extraction with 1 mL ultrapure
water (type I, ELGA purelab, High Wycombe, UK).
The suspension was homogenized on vortex for 20 s
and incubated on a Thermomixer comfort
(Eppendorf, Hamburg, Germany) for 1 h at 1300 rpm
and 80 °C. After centrifugation for 10 min at 16060 g
(Biofuge pico, Heraeus, Hanau, Germany), 500 uL of
the supernatant were collected and 300 mg of PVPP
as well as 1.5 mL of ultrapure water were added. The
suspension was subjected to an ultrasonic waterbath
(Elmasonic S30H, Elma, Singen, Germany) for 10
min and centrifuged for 30 min at 4010 g. The
supernatant was filtered through 0.2 pm syringe
(PES Perfect

Heppenheim, Germany) and subjected to HPLC

membrane filter Flow, Wicom,

analysis.

Sugars were separated via ligand exchange
chromatography on a Rezex RCM-Monosaccharide
Ca2+-column with 8 % cross-linking (Phenomenex,
Torrance, USA). The separation of 10 uL sample was
established at 85 °C using a flowrate of 0.6 mL/min of
ultrapure water. For quantification, a set of five
standards from 0.02 — 0.1 mg/mL was applied. The
HPLC system used consisted of a degaser ERC 3512
(Erma, Tokyo), an autosampler AS-2000A, an
intelligent pump L-6200, a column oven L-7350D,
and a refraction index detector L-7490 (all Merck
Hitachi, Darmstadt, Germany). The software D-7000
HPLC - System - Management HSM version 4. 1, was

used to record the data.

Statistical analyses

The analysis of variance (ANOVA) was carried out
with the General Linear Model (GLM) procedure of
Statistica software version 7.1 to determine the effects
of the different factors on disease. The analysis of
variance of the rate of diseased berries and of the

glucose content in vitro was performed following the
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f-test. The comparison of the means of diseased
berries between the factors studied was carried out
with the Newman - Keuls student test at 5 %
threshold. The LSD of Fisher test was used to
compare the glucose content between the factors
studied at 5 %.

Results
Disease  development on berries inoculated
artificially in the laboratory

Analysis of variance showed that the type of inoculum

2020

and the coffee variety had a significant effect at P <
0.05 on the infection rate of berries. The age of the
berries during artificial inoculation and the year of
experimentation did not show a significant effect on
the infection of the berries (Table 1).

A low infection rate was obtained in 2016 with control
coffee trees (0.5 %). However, the infection rate was
significantly high on the berries from the caturra
coffee tree compared to those from the java coffee

trees in 2016 and 2018.

Table 1. In vitro analysis of variance of pathogen infection rate.

Sources of variability DF F test Pr>F
Isolates 1 171.36 0.0000 **
Variety 1 5.8938 0.02421%*

Age of berries 1 1.4162 0.244776
Shading type 1 1.6519 0.210031
Years of observation 1 0.99 0.326693

**Factors having a significant effect on the infection of berries in vitro at P < 0.05.

In 2016, a significant difference was noted between
the berries collected at the 227 week and 25t week
after flowering. The infection rate was significantly
high on the berries at the 2274 week after flowering.
In 2018, there was no significant difference between
the two series of inoculation. The berries in artificial
shade showed a level of disease statistically equivalent
to those of berries of coffee trees exposed to the full

sunlight in 2016 and 2018 (Table 2).

Five days after incubation the dark necrotic spots as a
symptoms (the active form) of CBD was observed on
the berries of caturra variety while in java, the

symptoms was observed at six days after incubation.

This result confirms the susceptibility to CBD of
caturra variety compared to java variety. Inactive
lesions (scab form) of disease were not observed.
Even if, the results showed the in vitro ascending
increase of the infection rate at 2016 and 2018,
following the time no significant difference was
observed at 10t of observation between the two years
at P = 0,326695 for the percentage of infected berries
(Table 1).

Analysis of sugar content after inoculation

HPLC analysis of soluble sugars showed that, glucose
was the main sugar produced by the berries 10 days
after inoculation. The variety and types of shade
showed a significant effect on the glucose content
(Table 3). However, No significant difference was
observed inside both varieties between infected
berries by Colletotrichum kahawae and berries

treated with distilled water at P = 0.1822 (Table 3).

The comparison of the means showed a significant
difference of the glucose content between the berries
sampled under artificial shade and those of the
berries sampled under full sunlight in java variety.
However, no significant difference was noted between
the caturra berries exposed in full sunlight and those

under artificial shade.

The highest glucose contents was observed on berries
from java variety exposed to full sunlight, while the
lowest content being observed on berries from caturra
variety under artificial shade (2.96 + 0.42 mg/g fat
free material (ffdm) and 0.75 + 0.03 mg/g ffdm
respectively) (Fig.1).
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Table 2. Means of infection level (%) as a function of biotic (isolates, varieties) and abiotic (inoculation, types of

shade) factors.

Sources of variability

Average percentages of sick berries In vitro

Type of inoculum

Years
2016 2018
Colletotrichum Kahawae 63.50 + 8.722 74.50 + 9.502
Distilled water 0.50 + 0.5P 0.00 £+ 00b

Varieties java 20.00 + 12.34P 27.50 + 11.79 b
caturra 35.50 + 13.082 47.00 + 17.902

Age of berries 22n1d WAF 38.50 £ 14.572 37.00 + 16.15%
25t WAF 25.50 + 10.08P 37.50 + 15.022

Shading type Under shade 35.50 + 14.112 40.50 + 16.342
Full sunlight 28.50 + 11.122 34.00 + 14.71 2

The values with the same letters for each factor are not significantly different at P < 0.05 according to the test of

Students Newman—Keul.

No significant difference in sugar content was
observed inside both varieties between berries
inoculated with sterile distilled water and the
inoculated infected berries. Nevertheless, the highest
glucose content was obtained in infected berries of
both varieties (2.56 + 0.44 mg/g ffdm and 1 + 0.77
mg/g ffdm for java and caturra respectively) (Fig.2).

Discussion

Disease incidence

Artificial inoculation of detached berries with
Colletotrichum kahawae, showed that the type of
inoculum and the variety have a significant effect on
the infection rate of berries. Infection rate was not
affected by the exposition of berries to full sunlight or
shade. In fact, it has been shown that the intrinsic
sensitivity of berries in vitro is observed at the scale
of the coffee tree regardless of its position relative to
shade (Mouen Bedimo et al., 2008). This result is
different to what observed in the field where the
spread of disease is reduced in tree placed under
shade condition compared to those growing under full
sunlight. In this case, shade may act as physical

barrier against CBD (Phiri et al., 1999).

There was an ascending trend of the disease infection
rate of berries after the incubation period in 2016 and
2018. This shows that the susceptibility of berries to
CBD may be observed at the scale of a berry and with
respect to its physiological state. Similar results were
obtained by Mouen Bedimo (2006) who reported that

the sensitivity of Jamaican coffee berries (sensitive

variety) to CBD varies according to an ascending
gradient regardless of their age. In the present study,
the comparison of means showed a significant
difference between the infection rate of berries of the

22nd and 25t week after flowering.

This was contrary to 2018 where no significant
difference was observed between the infection rates
for the two series of inoculation. This result may be
explained by the level of ripening of the berries at the
time of inoculation. In fact, mature berries are less
susceptible to Colletotrichum kahawae compared to
immature berries (Mouen Bedimo et al., 2008;
Garedrew et al., 2017). In general, berries are more
susceptibility to CBD during the growth phase of

endosperm which is between the 18t and 25t WAF.

The physiological resistance is usually acquired
between the 26t and 327 WAF which correspond to
the stage of hardening of endosperm (Garedrew et al.,
2017). The infection rate of the berries of the caturra
was high compared to that of the berries of the java.
Previous in situ analysis highlighted the high
susceptibility of the caturra coffee berries compared
to those from java coffee as demonstrated by

Bouharmont (1992).

In this study, berries inoculated with distilled water
showed less infection rate. This result contrasts with
that obtained by Pinard et al. (2012) who did no
observed any sign of disease on berries inoculated

with distilled water.
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Table 3. Analysis of variance of glucose content in berries of Arabica coffee.

Sources of variability DF F Test Pr>F
Variety 1 20.8358 0.000%**
Shading type 1 8.9651 0.011187%**
Treatments 1 2.0044 0.1822
Error 0.27320

*** Parameters having a significant effect.

The low infection rate observed on our berries
inoculated with distilled water may be explained by a
latent infection which is quite common in other fruit
and suspected in coffee berry (Prusky and Pumbley,
1992).

The symptoms observed during this work were those
of the active form of the disease (dark black necrotic
spots). This result could be explained by the optimal
humidity level in the Petri dishes favorable to the

development of Colletotrichum kahawae in which,
the berries were placed during the experiment. In
fact, Relative humidity close to saturation and
optimum temperatures of 20 to 22 °C are favor the
germination and appressorium formation. The
infection hyphae arising from those appressoria
observed as black spot while the scam form is usually
observed in unfavorable condition (Massaba and

Waller, 1992; Mouen Bedimo et al., 2008).
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Fig. 1. Comparison of the glucose content in the immature berries of Arabica coffee with respect to the type of

lighting and the variety.

The values with the same letters for each factor are not significantly different at P < 0.05 according to LSD test of

Fisher.

Sugar content

The study of the soluble sugar composition of the
immature berries after infection allowed us to identify
the glucose as a single type of sugar produced by
berries 10 day after inoculation. Under in vitro stress

conditions (optimal humidity) and infection, the

starch presents in berries is hydrolyzed and give
simple sugar such as glucose. Similarly, the
accumulation of soluble sugars in tobacco leaves after
infection was reported by Shalitin et al. (2002). The
accumulation of soluble sugars such sucrose, glucose

and fructose in Arabidopsis thaliana leaves under
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stress conditions was also reported by (Hummel et
al., 2010; Muller et al., 2011). In fact, carbohydrates
have been reported to act in association with plant
defense chemical compound such as polyphenols,
phytoalexin, phytoanticipin and lignin in response to
stress (Djocgoue et al., 2011). The glucose content in
the infected inoculated berries and in those of the
control coffee trees was not significantly different.

This result is similar to those obtained by Andrew et

2020

al. (2005) where in vitro infection of the leaves of
Turnip (Brassica rapa subsp. rapa) and Arabidopsis
did not affect their sugar content. Nevertheless, it has
been reported that there is a possible relationship
between the content of specific carbohydrates such as
sucrose, glucose and galactose and the resistance of
the host (Evers et al., 2003; Omokolo and Budjeko,

2005; Djocgoue et al., 2011).

o
a

Glucose content (mg/g ffdm)

caturra

Varieties

HC. kahawae
@ Distilled water

Fig. 2. Comparison of the glucose content in the immature berries of Arabica coffee with respect to the

treatments and the variety.

The values with the same letters for each factor are not significantly different at P < 0.05 according to the LSD

test of Fisher.

The variety and type of shade showed a significant
effect on the glucose content in berries inoculated in
vitro. The glucose content of coffee berries exposed to
the full sunlight was very high compared to those
under shade, mainly for the berries of java coffee on
the 10t day after inoculation. Previous studies
showed that in vitro infection rate was not affected by
the exposition of berries to full sunlight or shade
(Mouen Bedimo et al, 2008). The response to
environmental stress conditions in situ by the java
variety may be preserved under stress conditions in
vitro, which could explained the high glucose content
observed in vitro in the java berries variety. The
results also showed that the highest glucose contents
were obtained from infected inoculated berries of
both varieties. The glucose seem to be implicated in

the induction of the defense mechanisms of Arabica

coffee berries against Colletotrichum kahawae.
Herbers et al. (1996) reported that hexoses induce the
expression of many genes, including plant resistance
genes that determine the production of peroxidase
and other pathogenesis-related (PR) proteins. Others
authors have reported that soluble sugars are basic
substances capable of stimulating plant immunity and
defense (Bolouri and Van Den Ende, 2013; Trouvelot

et al., 2014; Morkunas et al., 2014).

The high glucose content observed in berries of java
variety may be explained the high tolerance to
Colletotrichum kahawae. However, it has been
reported that the stage of development and the
environmental factors to which the plant is subject
can influence organ metabolism (Zufferey et al.,
2012).
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Conclusion

This study reported that the degree of maturation of
the berries during inoculation has an influence on
their susceptibility to coffee berry disease (CBD) in
vitro. Glucose is the soluble sugar identified in
immature berries in vitro. The berries of the java
(tolerant) coffee gave the glucose content 2.6 times
higher than that obtained from the berries of caturra
(sensitive) coffee. The highest glucose contents were
also obtained from infected inoculated berries of both
varieties (java and caturra). The glucose seem to be
implicated in the induction of the defense
mechanisms of Arabica coffee berries against
Colletotrichum kahawae. Artificial inoculation on
detached berries is a potential approach that can
contribute to a better understanding of the

epidemiology of coffee berry disease.
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