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Microorganismes antagonistes

Parmi les méthodes de lutte alternatives permettant de réduire les dégats dus aux maladies de post-
récolte et répondant a la fois aux enjeux environnementaux actuels, une attention considérable a été
portée sur la lutte biologique depuis les vingt derniéres années (Drosby et al., 2009). Les résultats
obtenus ont notamment montré que ['utilisation de micro-organismes antagonistes pouvait
constituer une alternative intéressante a la lutte chimique. Leur utilisation contre P. expansum
repose sur deux approches (Janisiewicz et Korsten, 2002) :
- une application juste avant récolte pour que l'antagoniste puisse coloniser les blessures
occasionnées par la récolte avant le pathogene
- des applications tout au long du développement du fruit pour réduire les infections latentes,
causes de l'apparition de pourritures apres récolte lorsque les mécanismes de résistance
naturels commencent a se dégrader.

Ces deux types de stratégie nécessitent donc de sélectionner des micro-organismes ayant une
capacité de colonisation rapide du milieu, une tolérance a une faible disponibilité en nutriments
(compétition avec le pathogéne), une résistance aux conditions extérieures, notamment les UV et
variations de températures (Leibinger et al., 1997 ; lJanisiewicz et Korsten, 2002). Les levures
Aureobasidium pullulans et Rhodotorula glutinis et la bactérie Bacillus subtilis sont des exemples de
micro-organismes communément retrouvés sur la surface des fruits qui répondent a ces criteres
(Leibinger et al., 1997).

Plusieurs antagonistes ont été identifiés et testés contre les principales maladies de post-récolte des
fruits (Jijakli, 1996 ; Jijakli et al., 1999 ; Janisiewicz et Korsten, 2002 ; Achbani et al., 2006 ; Drosby et
al., 2009) et notamment contre P. expansum. Parmi les plus intéressants en termes d’efficacité, on
peut citer :

Aureobasidium pullulans

Il existe une forme commerciale de ce champignon sous le nom de Boniprotect (commercialisé
par PhM international). L'IFPC a réalisé un essai efficacité de ce produit en 2010. Le Boni-
Protect avait été testé avec ajout de chlorure de calcium versus un témoin non traité. Les
résultats ont montré une efficacité significative du produit sur le pourcentage de fruits altérés.
En revanche, les résultats des dosages patuline sur jus issus des fruits altérés montrent un taux
de patuline largement supérieur a la limite autorisée dans les deux modalités sans distinction
entre les deux. Ces résultats s’expliquent par un probleme d’ajustement du protocole
concernant les conditions de stockage. En effet, dans des essais antérieurs les fruits avaient
été stockés en extérieur mais a l'abri de I'humidité. L’altération des fruits était alors
insuffisante pour avoir des résultats significatifs. Par exces d’optimisme suite a ces précédents
résultats, il avait été décidé pour I'essai 2010 de stocker les fruits a I'extérieur mais non
couverts pendant 3 semaines, soit une prolongation d’'une semaine par rapport au protocole
initialement prévu. Il faudrait donc peut-étre réduire ce délai de stockage a une semaine pour
éviter une altération trop avancée des fruits mais néanmoins suffisante.

Une étude menée par la firme montre que le Boniprotect réduit significativement |'altération
des pommes durant le stockage apres application en pré-récolte (Weiss et al., 2006) par
rapport au témoin non traité et avec une efficacité équivalente aux fongicides de synthése
(dont captane et trifloxystrobine).
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Candida oleophila

Il existe deux produits commerciaux de cette levure. Nexy, homologué en France et
commercialisé par la firme Bionext et Aspire (Ecogen) homologué aux Etats-Unis.

Candida saitoana
Candida sake

Il existe un produit commercial espagnol sous le nom de Candifruit (Sipcam Inagra).
L'efficacité de cette levure contre P. expansum a été mise en évidence en conditions
controlées de laboratoire (Giraud et Crouzet, 2004). Mais le niveau d’efficacité n’est pas
toujours constant d’'une année sur l'autre. Le but de cette étude était également de définir la
concentration optimale en agent biologique (10’ ou 10® ufc/ml). Aucune différence
significative entre les deux concentrations n’a été mise en évidence.

Concernant son efficacité en conditions réelles, une étude montre que I'application de Candida
sake 2 jours avant récolte sur des fruits préalablement blessés, réduit de plus de 50% les
infections par P. expansum en chambre froides et réduit de maniére significative la sévérité du
champignon aprés 4 mois de stockage (Teixido et al., 1998).

Metschnikowia fructicola

Il existe un produit commercial sous le nom de Shemer commercialisé en Israél par Agro Green
et utilisé contre les maladies de stockage de la patate douce et de la carotte (Drosby et al.,
2009). Une étude réalisée par le GRAB a révélé l'efficacité intéressante de plusieurs
applications en pré-récolte et post-récolte sur P. expansum (Warlop, 2006 ; Blachinsky et al.,
2007).

Bacillus subtilis

Il existe un produit homologué en France sous le nom de Sérénade commercialisé par BASF. La
firme a I'origine du produit (AgraQuest) revendique son efficacité sur un grand nombre de
maladies (Marrone, 2002) mais les études indépendantes sur pomme contre P. expansum sont
rares. Cependant, I'efficacité de plusieurs applications en pré-récolte sur un autre genre de
Penicillium (P. digitatum sur citron) a été démontrée (Leelasuphakul et al., 2008).

Pseudomonas syringae

Il existe un produit commercial sous le nom de Biosave 110 commercialisé par Ecoscience,
homologué aux Etats-Unis et surtout utilisé contre les maladies de la pomme de terre (Drosby
et al., 2009).

D'autres micro-organismes ont été identifiés comme antagonismes de P. expansum suite a des
isolements ou des tests d'efficacité en laboratoire : Cryptococcus laurentii (Chand-Goyal et Spotts,
1997 ; Roberts, 1990), Pichia guillermondii (Achbani et al., 2006), Pichia anomala (Jikali, 1996),
Candida tenuis (Jikali et al., 1999), Cryptococcus albidus (un produit commercial sous le nom de
YieldPlus commercialisé par Anchor Yeast) (Drosby et al., 2009).
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Les travaux sur certains antagonistes montrent que les concentrations permettant d’avoir des
niveaux de protection élevés vis-a-vis des pathogénes de post-récolte, oscillent autour de 10° pour
les bactéries et de 5.10” CFU/ml pour les levures (Janisiewicz et al., 1998).

Plusieurs approches peuvent étre envisagées pour améliorer I'efficacité de ces micro-organismes
antagonistes (Janisiewicz et Korsten, 2002) :

v" L'ajout d'additifs d'origine naturelle

La modification de I'environnement chimique des micro-organismes antagonistes via I'ajout de
nutriments ou de composés chimiques au milieu de culture augmenterait I'efficacité de certaines
levures citées précédemment. Ainsi, I'addition d’acides aminés améliorerait I'efficacité de P. syringae
(Janisiewicz et al., 1992), I'éthanol a 10% celle d’'une souche de S. cerevisiae résistante a |'éthanol
contre Botrytis (Mari et al., 1998). On peut également citer les combinaisons avec du chlorure de
calcium (Wisniewski et al., 1995,), du bicarbonate de sodium (Drosby et al., 2003 ; Smilanick et al.,
1997 ; Smilanick et Soresenon, 2000), des analogues du glucose (El-Ghaouth et al., 2000a) ou des
sidérophores (élément chimique secrété par les micro-organismes capable de séquestrer le fer,
élément indispensable a la germination de certains pathogénes) (Janisiewicz et Korsten, 2002). Le
bicarbonate de sodium, par exemple, aurait un effet curatif et préventif sur P. expansum (Drosby et
al.,, 2003). Mélangé a 2% avec C. oleophila, il augmenterait l'activité antagoniste de cette levure
(Drosby et al., 2003). Le bicarbonate de sodium s'est aussi montré efficace sur un autre genre de
Penicilium (P. digitatum sur citron) utilisé seul (Smilanick et al., 1997). Son efficacité augmente s'il est
suivi d'une application de la bactérie antagoniste P. syringae (Smilanick et Soresenon, 2000). Ces
résultats ont cependant été obtenus en conditions de laboratoire et dans un contexte de post-
récolte.

v" L'utilisation de mélange de souches de levures

Les levures antagonistes ont un spectre d’action étroit comparés aux fongicides actuellement utilisés
contre les maladies de conservation. Une des solutions pour augmenter leur activité serait de
combiner ces différentes souches afin de compléter leur spectre d’action. Les combinaisons des
micro-organismes Aureobasidium pullulans + Bacillus subtilis et Rhodotorula glutinis + A. pullulans
semblent avoir une meilleure efficacité sur P. expansum que ces mémes souches utilisées seules (test
in vivo en conditions controlées) (Leibinger et al., 1997). L'étude montre également qu’en conditions
de plein champ et avec 3 applications avant récolte, ces mélanges de souches auraient une efficacité
équivalente aux fongicides appliqués en post-récolte (témoin dichlofuanide, non autorisé en France).

v’L’intégration avec d’autres méthodes

Ces micro-organismes pourraient également étre combinés avec une plus faible dose de fongicides
actuellement homologués en pré-récolte contre les maladies de conservation (Drosby et al., 2003) ou
avec d’autres produits alternatifs (tels que les SDN), qui utilisés seuls, n’ont pas donné de résultats
trés satisfaisants (effets de synergie).
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SDN

Sur plantes pérennes, peu d'études ont été réalisées sur les SDN de maniéere générale et encore
moins sur pommier et sur maladies de conservation. Parmi les rares études sur le sujet, plusieurs ont
néanmoins montré |'efficacité intéressante de certains produits SDN sur Penicillium.

Chitosan

Il s'agit d'un polymére d'origine naturelle de type polyoside obtenu a partir de la chitine,
principal constituant de I'exo-squelette des arthropodes. Plusieurs formes commerciales sont
recensées en Europe: Chitogel (Ecobulle, France), Chito plant (ChiPro GmbH, Bremen,
Allemangne), notamment testé par le GRAB sur mildiou de la vigne et Kendal cops (Valagro,
Italie).

Le chitosan aurait la propriété de créer un film protecteur a la surface du fruit qui limiterait
|'apparition du pourrissement des fruits, aussi bien lorsqu'il est appliqué en pré ou en post
récolte (Romanazzi, 2009). Son mécanisme d’action est double. Il limite le développement de
P. expansum en inhibant la germination des spores, I'élongation du tube germinatif et la
croissance mycélienne, mais avec une sensibilité différente selon le stade de développement
du champignon (Liu et al., 2007). De plus, il induit des mécanismes de résistance chez la plante
(Romanazzi, 2009 ; Zhang et al.,, 2011) et des changements physiologiques induisant un
ralentissement du murissement (Zhang et al., 2011).

Une publication recense plusieurs résultats intéressants du chitosan en pré-récolte sur fraise,
raisin de table et cerise contre B. cinerea (Romanazzi, 2009). Il montre généralement une
meilleure efficacité a la concentration la plus élevé (souvent 1%) alors que son efficacité
diminue avec I'utilisation d'une dose réduite.

Sur raisin, 1 application 21 jours avant récolte ou deux applications 21 et 5 jours avant récolte,
réduirait significativement les infections par B. cinerea (inoculation artificielle aprés la récolte)
et ce a différentes concentrations (1, 0,5 et 0,1%).

Des résultats similaires ont également été démontrés sur fraise avec inoculation artificielle et
naturelle. Le chitosan était méme significativement supérieur au traitement chimique de
référence (pyrimethanil). La concentration de 1% semble étre plus efficace que celle a 2%, qui
occasionnerait parfois de la phytotoxcité.

Sur cerise, 7 jours avant récolte et a la concentration de 1%, son efficacité serait équivalente
au tebuconazole.

L’efficacité du chitosan a également été mise en évidence sur plusieurs genres de Penicillium
des agrumes (Zhang et al., 2011; Liu et al., 2007) et contre P. expansum sur tomate (Liu et al.,
2007).

Le chitosan augmenterait I'efficacité de certains micro-organismes antagonistes. EI-Ghaouth et
al. (2000b) ont ainsi démontré I'intérét des combinaisons Cryptococcus laurentii + 0,1% de
chitosan contre P. expansum sur pomme. De méme, la combinaison Candida saitoana + 0,2 %
de glycolchitosan s’est révélée équivalente voire supérieure a la référence chimique
thiabendazole et a Candida saitoana et chitosan utilisés seuls.
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Stifénia (extrait de fenugrec)

Peu d'études sont recensées sur le genre Penicillium. Une étude a cependant été menée par
Kanan et al. (2009) sur P.italicum mais n'a montré aucune efficacité.

Laminarine (lodus 40 de chez Goémar)

Bien que cette molécule, a action SDN et extraite de I'algue Laminaria digitata, ait souvent fait
I'objet d’études, elle ne semble pas encore avoir été testée en pré-récolte sur maladies de
conservation du pommier.

ASM (acibenzolar-S-methyl )

L'INRA d'Angers a testé la forme commerciale de 'ASM (Bion 50 WG de chez Syngeta,
actuellement homologué en France sur oidium du blé et bactériose de la tomate) sur feu
bactérien, tavelure et oidium du pommier. Des résultats intéressants ont été mis en évidence
sur feu bactérien et tavelure en conditions controlées et sur feu bactérien (40-50% de
réduction de la fréquence des infections) et sur oidium (réduction significative 2 années sur 3)
en conditions réelles (Brisset et al., 2005).

Harpine

L’harpine, protéine de la bactérie Erwinia amylovora responsable du feu bactérien, est connue
comme molécule inductrice de résistance systémique acquise et de réponse d'hypersensibilité
(De Capdeville, 2003, Brisset et al., 2005). L'application en pré-récolte d'harpine sur pommier
augmenterait le transport, I'accumulation ou la synthese de facteurs de résistance dans le
fruit. L'effet serait avant tout préventif ou retarderait le développement des lésions, plus lent
par rapport a un témoin non traité (De Capdeville, 2002).

Une étude montre que I'harpine, appliquée 8 et 4 jours avant récolte et a différentes
concentrations (20, 40 ou 80 mg/L) réduisait significativement le pourcentage de fruits infectés
par P. expansum 120j aprés la récolte et ce d'autant plus que la concentration appliquée
augmente (De Capdeville, 2003) : 30% de fruits atteints contre 70% sur témoin pour la variété
Mclintosh, 5-10% de fruits atteints contre 32% sur témoin pour la variété Empire et 4% de
fruits atteints contre 30% sur témoin pour la variété Red delicious. L'efficacité significative de
I'harpine a différentes concentrations (10, 20, 30, 40 ou 80 mg/L) appliquée 24, 48 ou 96h
avant inoculation de P. expansum est aussi confirmée dans une autre étude mais avec
application sur fruits fraichement récoltés (De Capdeville, 2002). L'efficacité de I'application est
cependant plus importante a la plus grande concentration et 96h avant I'inoculation.

La combinaison de I’harpine avec d’autres techniques alternatives telles que les levures
antagonistes (C. saitoana) ou le mélange avec d’autres molécules a action SDN (Chitosan),
n’aurait pas d'effet synergétique (De Capdeville, 2002).

Il existe une forme commerciale de I'harpine sous le nom de Messenger (Eden Bioscience).
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Autres composés d’origine naturelle

Calcium

Dans la bibliographie, il apparait que le développement de maladies de conservation est
souvent lié a un mangue de calcium dans les fruits (Qin et al., 2002 ; Poldervaart, 2011). C'est
surtout I'utilisation du calcium combiné a d'autres techniques (notamment avec les micro-
organismes antagonistes, combinaison évoquée précédemment) qui a été étudiée dans la
littérature car utilisé seul, il ne pourrait entierement remplacer les fongicides.

Le mécanisme d'action n'est aujourd'hui pas complétement élucidé. Le calcium semblerait
stabiliser ou renforcer la paroi cellulaire, la rendant ainsi plus résistante aux enzymes de
dégradation sécrétées par les organismes pathogénes. Il aurait aussi un effet direct sur les
pathogénes, en inhibant la germination des spores et la croissance mycéliale. Un exces de
calcium peut cependant endommager sérieusement les fruits en accélérant leur sénescence
(Qin et al., 2002).

Le niveau de controle des maladies de conservation dépend de la quantité de calcium
absorbée par le fruit, elle-méme liée a la méthode d'application. Les applications en pré-
récolte donnent des résultats hétérogenes. Ainsi, sous forme de cholure de calcium, il ne
réduirait pas le pourrissement malgré une augmentation de la teneur en Ca dans la chair du
fruit (Qin et al., 2002). D'autres études ont rapporté |'effet intéressant du nitrate de calcium,
suffisamment absorbé pour réduire le pourrissement de fruits naturellement contaminés (Qin
et al., 2002).

Les effets peuvent également varier selon la période d'application .Les traitements de fin de
saison sont plus efficaces que des traitements en début de saison, ou la surface du fruit, et
donc la surface d'absorption, est moins développée. Cependant en mai-juin, des stomates sont
encore présents a la surface du jeune fruit. Vers la fin-juin, les stomates se transforment en
lenticelles, par lesquelles le calcium est plus lentement absorbé (Pordervaart, 2011). Ainsi,
pour une absorption optimale, il est préférable de faire deux applications, une en début et une
en fin de saison.

L'ajout d'adjuvant tel qu'Agral (Syngeta) ou Silwet L-77 (De Sangoss) augmente |'absorption du
calcium par le fruit (Qin et al., 2002). Ainsi une faible dose de calcium précédée par
I'application d'un adjuvant permettrait d'atteindre une teneur en calcium suffisante pour
significativement réduire le pourrissement. Par ailleurs, I'INRA d'Angers a testé le Régalis
(BASF) a base de prohexadione-calcium sur plusieurs maladies du pommier mais pas sur
maladies de conservation (Brisset et al., 2005). Cependant, il faut retenir les résultats
intéressants sur feu bactérien et tavelure en conditions contrdlées et sur feu bactérien (50%
de réduction de la fréquence des infections) et sur oidium (réduction significative 2 années sur
3) en conditions réelles.
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