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KRIMI BENCHEQROUN Sanae (2009). Etude des mécanismes d’action impliqués dans le biocontrôle 
d’une souche d’Aureobasidium pullulans (De Bary) Arnaud vis-à-vis de Penicillium expansum Link sur 
pommes en post-récolte, 104p. 

RESUME : L’agent de lutte biologique Aureobasidium pullulans souche Ach1-1 a présenté une grande 
potentialité dans le contrôle de Penicillium expansum, l’agent causal de la pourriture bleue des pommes en 
conservation. Les mécanismes d’action qui sont les plus impliqués dans son activité antagoniste ont été 
analysés, au cours de ce travail. D’après des essais de protection réalisés sur pommes blessées, il apparaît 
que l’efficacité de cette souche n’est pas liée essentiellement à la sécrétion des métabolites toxiques dans le 
milieu ou à l’induction de la résistance de fruit. Par contre, le mécanisme de la compétition pour la nutrition 
semble jouer un rôle important. Dans les essais in vitro, la souche antagoniste Ach1-1 a eu un important 
effet inhibiteur de la germination des conidies de P. expansum dans des milieux de jus de pomme à des 
faibles concentrations. Mais cet effet était réversible et les conidies inhibées étaient capables de germer une 
fois remises dans des conditions favorables en éléments nutritifs. Sur pommes blessées, l’effet protecteur 
de la souche Ach1-1 vis-à-vis de P. expansum a été significativement affaibli par l’ajout dans les blessures 
de concentrations élevées des principaux composants des pom mes en sucres, en vitamines et 
particulièrement en acides aminés. Il apparaît que l’antagoniste exerce une activité fongistatique plus que 
fongicide vis-à-vis de P. expansum et agit par une compétition efficace pour les éléments nutritifs des 
blessures des pommes sans affecter la viabilité des conidies du pathogène. Une application exogène des 
acides aminés des pommes avec des concentrations croissantes dans les blessures a progressivement réduit 
l’activité antagoniste de la souche Ach1-1 sans altérer son développement dans les blessures, montrant que 
la compétition pour les acides aminés joue un rôle important dans la suppression de P. expansum. Ce 
résultat a été appuyé par l’analyse biochimique de la cinétique de l’épuisement des acides aminés dans les 
blessures des pommes qui a montré que ces composés et particulièrement la sérine, la glycine et l’acide 
glutamique sont mieux métabolisés par la souche antagoniste que par le pathogène. L’ajout en excès de ces 
trois acides aminés en groupe ou individuellement dans les blessures des pommes a fortement réduit 
l’efficacité de la souche Ach1-1 vis-à-vis de P. expansum. De plus, la présence de la sérine et la glycine 
avec des concentrations élevées dans des milieux synthétiques ne présentant aucune source azotée, a  réduit 
l’effet inhibiteur de la germination des conidies de P. expansum par la souche Ach1-1. Ainsi, ces acides 
aminés semble être parmi les éléments les plus limitants dans le mécanisme de la compétition. 
  

KRIMI BENCHEQROUN Sanae (2009). Study of mechanisms of action involved in the Biocontrol of a 
strain of Aureobasidium pullulans (De Bary) Arnaud against Penicillium expansum Link on postharvest 
apples, 104p. 

SUMMARY- The biocontrol agent Aureobasidium pullulans strain Ach1-1 was very effective against 
Penicillium expansum, the causal agent of blue mold on stored apple. Modes of action that could be 
involved in its biocontrol activity were analysed in this work. According to some biocontrol trials on 
wounded apples, it appears that neither the production of metabolites nor the induction of fruit resistance 
were the principal modes of action of this strain. However the mechanism of nutrient competition appears 
to play an important role. In in vitro assays, the strain Ach1-1 had an important inhibitory effect of conidial 
germination of P. expansum in apple juice at low concentrations. However this inhibitory effect was 
suppressed when inhibited conidia were placed in favourable nutrients conditions. On wounded apples the 
protective activity of strain Ach1-1 against P. expansum was significantly reduced by adding, in the 
wounds, high concentrations of major apple compounds of sugar, vitamins and most particularly amino 
acids. It appears that the antagonist exerts a fungistatic rather than fungicidal activity on P. expansum as it 
can deplete limiting nutrient available at the infection site and inhibit conidia germination without affecting 
their viability. Moreover, an exogenous application of increasing apple amino acids concentrations in 
wounds had progressively reduced the antagonist activity of strain Ach1-1 without altering its development 
in wounds, suggesting that competition for apple amino acids by strain Ach1-1 plays an important role in 
suppressing P. expansum. This finding was strengthened by a time-course analysis of wounds amino acids 
during apple incubation in witch the strain Ach1-1 was able to assimilate apple amino acids better than P. 
expansum, most particularly Serine, Glycin and Glutamic acid. Exogenous additions of these three amino 
acids at high concentrations on apple wounds as a mixture or individually, strongly lowered the Biocontrol 
activity of strain Ach1-1. Moreover, the existence of amino acids serine and glycin at high concentration in 
synthetic media, without any nitrogen source, was able to reduce the inhibitory effect of conidial 
germination of P. expansum by the strain Ach1-1.Therefore these amino acids could be among the most 
limited nutrients in the mechanism of competition. 
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INTRODUCTION GENERALE 

 

La filière des pommes occupe une grande importance dans l'économie marocaine en 

couvrant une superficie de 26.700 ha. Le Maroc est le second producteur de pommes en 

Afrique après l'Afrique du Sud. Il contribue pour 30% de la production de ce continent 

(MADRPM, 2006). Cependant, la part de la production des pommes entreposées dans les 

frigos subit des pertes importantes, essentiellement dues aux problèmes phytosanitaires. Les 

principaux agents responsables de ces maladies au Maroc sont les champignons de blessures 

Botrytis cinerea et Penicillium expansum. 

Actuellement la lutte chimique reste la principale mesure de contrôle existante pour 

combattre les maladies des pommes en conservation. Néanmoins, plusieurs facteurs ont 

conduit à rechercher d’autres méthodes de lutte. Parmi ces facteurs, nous pouvons citer entre 

autre l'apparition de phénomène de résistance chez les pathogènes, la détection de résidus sur 

les denrées alimentaires, les exigences du consommateur et le retrait de l'agréation de certains 

fongicides efficaces destinés à cet usage comme le Benomyl et le Carbendazime 

(Communiqués de presse, 2003 ; 2008). 

Parmi les alternatives développées en vue de complémenter ou de remplacer 

partiellement l'usage des fongicides synthétiques, la lutte biologique s'avère une mesure très 

prometteuse, spécialement dans le domaine de post-récolte. Un grand nombre de levures et de 

bactéries ont été rapportées comme des agents biologiques efficaces contre les maladies de 

post-récolte (Jijakli et Lepoivre 1998 ; Punja and Utkhede, 2003; Spadaro and Gullino, 2003; 

Fravel, 2005; Yu et al, 2008 ; Mikani et al, 2008). Parmi ces agents biologiques, plusieurs 

souches de la pseudo-levure Aureobasidium pullulans ont montré un niveau élevé de 

protection vis-à-vis de plusieurs pathogènes de post-récolte (et notamment B. cinerea et P. 

expansum) chez plusieurs cultures importantes comme les pommes, les raisins et les fraises 

(Lima et al., 1999, 2003; Ippolito et al., 2000, 2005; Castoria et al., 2001; Adikaram et al., 

2002). Récemment, une nouvelle souche potentielle d’A. pullulans (Ach1-1) a été isolée à 

partir de la surface des pommes et a été sélectionnée pour ses propriétés antagonistes vis-à-vis 

des pathogènes B. cinerea et P. expansum (Achbani et al., 2005). Cependant, les mécanismes 

d’action intervenant dans son activité de biocontrôle ne sont pas encore déterminés. Pourtant, 

l'étude des modes d'action revêt une importance cruciale dans le développement d’une 
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stratégie de lutte biologique efficace. Leur connaissance permet d'optimiser les méthodes de 

sélection des agents de contrôle biologique efficaces, le développement d'une formulation 

appropriée renforçant ces mécanismes, le développement d'une procédure de contrôle de la 

qualité après la production et l'homologation du produit commercial. Ainsi, le présent travail 

contribue à étudier l’implication des principaux modes d’action dans l’activité antagoniste de 

cette souche vis-à-vis de P. expansum et plus particulièrement de la compétition pour les 

éléments nutritifs.  

La compétition pour la nutrition constitue l’un des mécanismes d’action les plus 

importants, essentiellement vis-à-vis des pathogènes de blessure qui sont typiquement 

dépendants des éléments nutritifs exogènes pour leur développement. La démonstration 

expérimentale de ce mécanisme reste difficile à réaliser, eu égard essentiellement, au manque 

de méthodes appropriées pour étudier ce type d’interaction. Ainsi dans la littérature, la plupart 

des études réalisées à ce propos ont recours à des approches in vitro ou in situ et ne 

différencient pas entre la part de l'implication de la compétition pour la nutrition et de la 

compétition pour l’espace (Castoria et al., 1997, 2001; Lima et al., 1997; Janisiewicz et al., 

2000; Guetsky et al., 2002; Vero et al., 2002).  

Dans notre étude, la compétition pour la nutrition a été examinée dans les conditions 

in vitro en utilisant un système qui permet la distinction entre la compétition pour la nu trition 

et pour l’espace. Ensuite, l’étude a été complétée par des essais de protection in situ en 

utilisant des concentrations élevées des composants majeurs de la pomme (acides aminés, 

vitamines et sucres) ainsi que par des analyses chromatographiques de la dégradation des 

acides aminés dans les blessures des pommes. 
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CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

I- Importance économique de la culture des pommes au Maroc 

 

La culture du pommier au Maroc a connu une évolution très rapide durant ces 

dernières années. Depuis 1982, la superficie et la production du pommier ont presque 

quadruplé pour atteindre 26 700 ha et 372 500 T respectivement pendant la campagne 2004-

2005, soit un rendement moyen de 14 t/ha (Graphique 1) (MADRPM, 2006). Actuellement, le 

pommier se place au deuxième rang après l’amandier au niveau des superficies réservées aux 

Rosacées. Les plus importantes zones de production sont localisées en hautes et moyennes 

altitudes du haut et du moyen Atlas avec certains pôles de concentration. Cette répartition 

donne au secteur un poids important dans l’économie du pays par la création d’emplois (2 

millions de journées de travail) et en générant une valeur commerciale de l’ordre de 1,5 

milliards de dirhams (Oukabli, 2004).  

Graphique 1 : Evolution des superficies et des productions de la culture de pommes au 
Maroc (MADRPM, 2006)  
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II- Principales maladies de post-récolte des pommes au Maroc 

 

Les maladies de conservation causent des pertes économiques importantes dans le 

monde entier et notamment au Maroc. Ces pertes peuvent varier de 5 à 20% aux Etats-Unis et 

peuvent dépasser 50% dans les pays en voies de développement (Janisiewicz et Korsten, 

2002). Plusieurs espèces fongiques ont été isolées à partir des fruits de pommes pourries 

rassemblées de différentes chambres froides de la région de Kénitra (Maroc), à savoir 

Rhizopus stolonifer, Saccharomyces cerevisiae, Cryptosporiopsis malicorticis, Alternaria 

alternata, Fusarium oxysporum, Monilia fructigena, Cladosporium herbarum, Spilocaea 

pomi, Aspergillus fumigatus, A. niger, Trichothecium roseum et Penicillium expansum 

(Attrassi et al., 2005). Cependant, selon une enquête réalisée dans les principales régions de 

production de pomme au Maroc (particulièrement dans les stations frigorifiques et les 

marchés locaux), les pathogènes les plus nuisibles des pommes récoltées sont les 

champignons des blessures P. expansum et B. cinerea (Achbani et al., 2005 ). 

 

II.1- La pourriture bleue 

 
La pourriture bleue causée par P. expansum est la maladie la plus répandue des 

pommes en post-récolte (Janisiewicz, 1999 ; Sholberg et Conway, 2004). Ce champignon ne 

cause pas seulement des pourritures mais peut également produire une mycotoxine « la 

patuline » qui est dangereuse pour la santé humaine (Immunotoxique, neurotoxique, néfaste 

sur l’appareil gastro-intestinal) (Roussel et al., 2007). Cette mycotoxine peut réduire 

considérablement la valeur des fruits attaqués et les rend inacceptables au commerce.  

Les symptômes typiques de la pourriture bleue sont des lésions humides de forme 

généralement circulaire avec un contour net et de couleur brun clair. La surface des 

pourritures âgées peut être couverte par des spores blanchâtres qui deviennent vert - bleuâtres, 

d’où le nom de la maladie. Cette pourriture est à évolution rapide sur les fruits mûrs et elle est 

plus lente sur ceux qui n’ont pas encore atteint le pic climactérique. Elle est généralement 

distinguée par une odeur de moisi (Janisiewicz, 1999).    
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Les spores de P. expansum peuvent se conserver d’une saison à l'autre dans les caisses 

de stockage où le champignon peut croître et se multiplier. La contamination de celles-ci par 

les spores peut se faire par différentes sources à savoir le sol des vergers, les fruits infestés ou 

via l’air (Janisiewicz, 1999; Sanderson, 2000). Il est remarqué que la contamination des fruits 

destinés au stockage se produit principalement lors du traitement au drencher avec 

l’antioxydant diphenylamine (DPA) qui est utilisé pour la protection contre l’échaudure 

superficiel; aux USA par exemple. Ainsi, la concentration en spores dans la solution 

augmente successivement avec chaque caisse drenchée et peut atteindre des taux élevés si la 

solution n’est pas changée régulièrement. L’inoculation peut également se produire par les 

eaux utilisées pour le traitement des fruits contre les maladies de post-récolte avant leur 

stockage. Les spores produites sur les lésions de pourriture des fruits peuvent être dessiminées 

dans les chambres de stockage par les ventilateurs de réfrigération et peuvent contaminer de 

nouveaux fruits (Sanderson, 2000). 

P. expansum est nécrotrophe et présente une phase saprophytique à la surface des 

fruits avant de développer une structure infectieuse. Cette phase est possible grâce à la 

présence de nutriments libérés par les fruits ou se trouvant à leur surface (Blakeman et Brodie, 

1977). Ainsi, l’infection primaire de la maladie commence par les blessures qui constituent la 

porte d’entrée du pathogène. Ces blessures sont causées principalement par des accidents lors 

de la cueillette ou par les piqûres d’insectes ou de rameaux. Parfois, l’infection peut se 

produire à travers les lenticelles, particulièrement quand elles sont éclatées par un 

hydrocraquage pendant une période humide qui suit directement une période sèche ou quand 

les fruits deviennent très mûrs (Janisiewicz, 1999).  

 

II.2- La pourriture grise 

 

La pourriture grise causée par Botrytis cinerea est parmi les maladies les plus 

largement répandues à travers le monde sur un grand nombre d’espèces (légumes, plantes 

ornementales, petits fruits, fruits à pépins) et peut occasionner des pertes très importantes. 

Aux Etats-Unis, cette maladie est la cause principale de pertes de post-récolte sur poires et la 

deuxième en importance, après la pourriture bleue sur pommes (Rosenberger, 1991). 
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Quand les fruits des pommes sont attaqués par B. cinerea au verger via les pétales 

sénescents, il y a formation d’une pourriture sèche de l’œil caractérisée par un brunissement et 

un dessèchement qui peuvent s'étendre à l’intérieur du tissu de la pomme. Mais il a été 

remarqué que cette pourriture sèche se développe rarement en pourriture grise sur les fruits 

conservés (Manning et Percy, 1997).  

En post-récolte, B. cinerea infecte les fruits via les blessures et cause des pourritures 

humides caractérisées par une altération de la chair, avec des contours nets et irréguliers. La 

chair acquiert une consistance humide ou molle et prend une coloration brun clair à brun 

moyen en surface et brun clair en profondeur (Rosenberger, 1991). En conditions humides, un 

feutrage gris dense constitué par les fructifications se développe à la surface des tissus 

infectés exposés à la lumière. Par contre, à l’obscurité, il apparaît un mycélium blanc 

abondant capable de contaminer les fruits voisins (Bondoux, 1992). 

Le champignon se conserve pendant l’hiver sous forme de sclérotes dans le sol ou 

dans les débris de plantes (Nair et al., 1995). Les sclérotes ne sont pas directement infectieux 

mais ils produisent du mycélium qui portera des conidiophores et des conidies (Figure 1) 

(Agrios, 1978). Celles-ci sont transportées dans les caisses de stockage par l’intermédiaire des 

débris du sol ou de tout autre matière organique. Elles sont également présentes dans l’eau 

utilisée pour le traitement des fruits avant leur stockage. L’interaction du champignon et le 

fruit commence par l’attachement des conidies à la surface de l’hôte qui induit la sécrétion 

d’une matrice extracellulaire (Doss, 1999). B. cinerea pénètre généralement dans le tissu de 

l’hôte à travers les blessures ou les ouvertures naturelles, mais il peut également pénétrer la 

cuticule par la dégradation enzymatique, comme dans le cas de la tomate et du raisin (Leone 

et al., 1990 ; Cotora et Silva, 2005). Il peut produire les cutinases, les pectines (comme la 

pectine lyase), différents polygalacturonases et les protéases (Leone, et al., 1990 ; Movahedi 

et Heale, 1990 ; Rha et al., 2001 ; Cotora et Silva, 2005). L’infection s’effectue par 

l’intermédiaire des hyphes en croissance ou du tube germinatif des conidies (Verhoeff, 1980). 

Une fois établie dans la blessure, B. cinerea se développe et les fruits atteints durant la 

conservation peuvent produire à leur tour une source d’inoculum en constituant ce qu’on 

appelle un « nid de pourriture » et occasionner la perte de nombreux fruits avoisinants. 
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Figure 1 : Cycle de développement de B. cinerea (Agrios, 1978) 

 

 

III- Méthodes actuelles de lutte contre les maladies de post-récolte des 
pommes 

 

La lutte contre les pathogènes des pommes en conservation s’appuie de façon 

prophylactique sur des précautions à prendre à la cueillette, au moment des opérations 

précèdant l’entreposage et au cours du conditionnement. Elle passe également par la 

prévention de l’infection, et par l’éradication des infections installées (Bondoux, 1992). 
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III.1- Méthodes prophylactiques 

 
Plusieurs opérations sont recommandées pour prévenir l’importance de l’incidence des 

maladies de post-récolte des pommes. Leur objectif général est de maîtriser les facteurs 

influençant l’état physiologique et sanitaire des fruits lors de la récolte et du stockage.  

Etant des fruits climactériques, les pommes présentent une forte augmentation de la 

respiration juste avant la maturation (point climactérique) qui les rendent plus sensibles à 

certains pathogènes de post-récolte. Ainsi, les fruits destinés au stockage doivent être récoltés 

avant ce point climactérique. Les fruits préclimactériques sont habituellement plus durs que 

les fruits matures et par conséquence plus résistants aux blessures mécaniques survenant lors 

des opérations de récoltes (Sommer, 1982). Il est également très important d’éviter au 

maximum les blessures des fruits pendant les opérations de récolte, de triage et de transport et 

d’autant plus de ne pas mélanger les fruits tombés ou blessés avec les autres dans les mêmes 

caisses.  

Après la cueillette, la maturation des pommes s’accélère. Les pommes mûrissent 

d’autant plus rapidement que la température est élevée. C’est pourquoi les pommes doivent 

être refroidies aussi rapidement que possible (DeEll et Murr, 2003). Les chambres froides à 

des températures comprises entre 0 et 4°C ont d’abord été utilisées dans ce but. Mais cette 

conservation à l’air maintient une quantité d’oxygène qui permet une évolution de la 

respiration des fruits. Dés lors l’utilisation d’atmosphères contrôlées (AC), où le taux 

d’oxygène faible (2 à 3%) réduit la respiration et les activités métaboliques, a représenté un 

progrès important. Cependant l’enrichissement de ces chambres en dioxyde de carbone (2 à 

5%) peut poser parfois des problèmes de sensibilité liés à la variété, à l’âge des fruits et même 

à l’origine de la récolte (Marcellin, 1990). Actuellement, les nouvelles chambres de 

conservations ULO (Ultra Low Oxygen) sont pourvues d’un système de régulation permettant 

d’obtenir simultanément de très faibles teneurs en oxygène et en dioxyde de carbone (1 à 

1,5%). Les principaux avantages de ces ULO sont le meilleur maintien de la fermeté des 

tissus des pommes et la prolongation de leur conservation (7 à 9 mois). Par conséquent une 

réduction du risque de blessure des fruits est obtenue. Au Maroc, l’activité de conservation 

des fruits est essentiellement assurée par de simples unités frigorifiques (251 unités d’une 

capacité de 250 000 T). Il existe également quelques chambres à atmosphère contrôlée (il y a 

actuellement 6 unités) (MADRPM, 2000). A coté de ces méthodes modernes, il existe encore 
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d’autres méthodes traditionnelles comme le stockage dans les caves et les grottes, le stockage 

au champ et le stockage au magasin. Ces dernières méthodes ne permettent pas une 

conservation de longue période (maximum 2 mois) et augmentent ainsi le risque d’attaque par 

les maladies de post-récolte (Rapport PIC 2004, données non publiées). 

Concernant les pratiques sanitaires, elles ont pour objectif la réduction au maximum 

de l’inoculum primaire des spores des pathogènes. Ceci comprend la réduction de la 

contamination des caisses par les débris du sol qui constitue un réservoir des spores, la 

désinfection des caisses contaminées, le changement fréquent des solutions des eaux de 

lavage et de drencher (Janisiewicz, 1999 ; Sanderson, 2000). En Australie, la désinfection des 

caisses est fréquemment réalisée, avant la récolte, en utilisant l’eau chaude avec pression, un 

désinfectant ou la solarisation. Le traitement des eaux avec les sels d’hydrochlorure de 

calcium (à raison de 100 ppm) est également recommandé en Argentine pour éradiquer 

rapidement les pathogènes (Sanderson, 2000). 

 

III.2- Traitements chimiques 

 

Les fongicides synthétiques peuvent être appliqués en pré- ou en post-récolte.  

Les traitements de pré-récolte sont préventifs et sont appliqués à intervalle régulier 

depuis la floraison jusqu’à la cueillette. Les restrictions imposées par chaque pays limitent le 

choix des fongicides appliqués. Selon la législation française, les substances utilisées 

actuellement dans les traitements en pré-récolte sont Fludioxonil 50% (famille de phényl-

pyrroles), Thiophanat-méthyl 450g/l (famille de benzimidazoles) et un composé de 

Pyraclostrobine 128 g/kg + Boscalid (510) 252 g/kg (famille des morpholines). Chaque  

produit peut être appliqué deux fois maximum avec un intervalle supérieur à 7-10 jours et un 

délai avant récolte de 3 ou 7 jours (Ministère de l’Agriculture et de la Pêche, 2008). En 

Belgique, plusieurs produits ne sont plus autorisés sur pommier dernièrement, tel que des 

produits à base de Benomyl et de Tolyfluanide (Communiqué de presse, 2003, 2007a). 

Actuellement seuls les produits à base de Captane sont agrées sur pommier avec un délai 

avant récolte de 21 jours (Communiqué de presse, 2007b). Au Maroc, deux produits sont 

homologués pour les traitements en pré-récolte, ils sont à base de Carbendazime 50% et de 

Tolyfluanide 50% (AMPP, 2006).  
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La famille des benzimidazoles (benomyl, thiabendazole, carbendazime) a de moins en 

moins d’efficacité vis-à-vis de B. cinerea (souches résistantes généralisées). Un nombre 

croissant de souches de Gloeosporium spp. (Agent de pourritures lenticellaires de pommes) et 

de P. expansum résistantes apparaissent également pendant ces dernières années (Spotts et 

Cevantes, 1986 ; Stehmann et de Ward, 1996 ; Errampalli et al., 2005 ; Lima et al., 2006). 

Ainsi, dans une optique de mise en œuvre d’une stratégie d’anti-résistance aux fongicides, il 

est recommandé d’alterner les différentes familles de fongicides unisites (bensimidazoles) et 

d’y associer quelques traitements multisites tels que le thirame, le captane ou  tolyfluanide. 

Des recherches récentes ont montré qu’un traitement avec un mélange de Boscalid (famille de 

anilides-carboxamides) et de pyraclostrobine (famille de morpholine), appliqué 2 semaines 

avant la récolte a permis un contrôle efficace de B. cinerea et de P. expansum sans avoir 

recours aux  traitements de post-récolte (Xiao et Boal., 2009). 

En post-récolte, le choix d’un traitement fongicide est surtout influencé par la 

problèmatique de résidus engendrés, pour lesquels la législation varie considérablement d’un 

pays à un autre. En France, les seuls fongicides autorisés sur les pommes en post-récolte sont 

à base de Thiabendazole (TBZ) (Ministère de l’Agriculture et de la Pêche, 2008). Le 

Philabuster 400 SC qui est à base d’Imazalil et Pyrimethanil est le seul pesticide agrée en 

Belgique. Il est appliqué au maximum une seule fois, dans les 16 heures qui suivent la récolte 

(Communiqué de presse, 2008). Au Maroc, deux fongicides de la famille des benzemidazoles 

(carbendazime, thiophanate méthyle) sont généralement utilisés en traitement des pommes en 

post-récolte (Rapport PIC 2004, données non publiées). Des recherches au Maroc ont montré 

que le traitement des pommes par trempage dans l’azoxystrobine qui est de la famille de la 

strobilurine réduit considérablement les pourritures de post-récolte (Attrassi et al., 2005). Sur 

poires, les traitements avec le pyrimethanil et le fludioxonil ont montré une grande efficacité 

vis-à-vis des pourritures de post-récolte. Ces deux produits ont été enregistrés pour être 

appliqués, notamment aux Etats-Unis (Vostermans et al., 2005 ; Sugar, 2008 ; Li et Xiao, 

2008).  

 

III.3- Thermothérapie 

Le traitement à la chaleur des fruits peut être réalisé par trempage dans l’eau chaude, 

par la vapeur ou par l’air chaud (Bollen et Dela Rue, 1999). Le traitement des fruits avec un 
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système d’eau à haute pression permet d’éradiquer ou de retarder le développement de 

plusieurs infections de post-récolte mais essentiellement les infections latentes dues aux 

Gloeosporium spp. (Spotts et al., 2006). Les trempages à l’eau chaude (10 minutes à 45°C) 

inactivent les infections latentes des agents de pourritures lenticellaires de pommes 

occasionnées par Gloesporium sp., mais accroît la sensibilité aux pathogènes de blessure, 

comme P. expansum et B. cinerea ( Jijakli et al., 1999). Dans ce contexte, le traitement en 

thermothérapie est souvent testé en combinaison avec d’autres méthodes de lutte chimique ou 

biologique (Jijakli et al., 1999 ; Janisiewicz,et al., 2003 ; Leverentz et al., 2003 ; Spadaro et 

al, 2004 ; Conway et al., 2004 ; 2005 ; Zhang et al., 2007b)..  

Le traitement à l’eau chaude présente l’avantage d’un coût faible, d’un appareillage 

peu coûteux et de l’absence de résidus toxiques. Cependant, son irrégularité d’action et sa 

différence d’efficacité sur les spores et le mycélium d’un même pathogène ou de pathogènes 

différents posent un problème important pour qu’il soit appliqué dans la pratique (Bondoux, 

1992).  

 

III.4- Nouvelles technologies pour le contrôle des maladies en conservation 

 

Les maladies de post-récolte sont largement contrôlées par l’application des fongicides 

synthétiques. Cependant, la progression des pertes d’efficacité de ces fongicides à cause de 

l’apparition des souches de pathogènes résistantes (Spotts et Cervantes, 1986 ; Stehmann et 

Ward, 1996 ; Errampalli et al., 2005), la détection de résidus sur les denrées alimentaires et le 

retrait de l'agréation de certains fongicides efficaces destinés à cet usage (Lennox et Spotts, 

2003) ont motivé la recherche d’autres méthodes alternatives et intégratives. 

 

III.4.1- Induction de la résistance des fruits  

La résistance induite semble être une méthode intéressante pour la protection des fruits 

en conservation, vu qu’elle semble moins toxique que les fongicides (Wilson et al., 1994). Il 

serait possible de conférer une résistance aux fruits en les traitant avec des souches 

avirulentes, ou des éliciteurs capables d’activer des chitinases, des glucanases, des 

peroxydases ou encore en les traitant avec des inhibiteurs de protéases dans des cellules 
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végétales éloignées du site d’application du stimulus (résistance induite systémique) (Wilson 

et al., 1994; Terry and Joyce, 2004; Walters et al., 2005). Comme exemples des éliciteurs qui 

sont efficaces dans l’induction de résistance contre les pathogènes de post-récolte, on cite les 

levures antagonistes (exp. Candida oleophila et C. saitoana), le chitosan, l’acide ?-

aminobutirique, le silicate de sodium, l’acide salicylique et le traitement par la lumière 

ultraviolette (Vero et Mondino, 1999 ; De Capdeville et al., 2002; Droby et al., 2002; El 

Ghaouth et al., 2003; Porat et al., 2003; Molloy et al., 2004 ; Bi et al., 2006 ; Cao et al., 

2006). 

 

III.4.2- Transformation génétique de la plante hôte 

La transformation génétique des plantes permet d’accroître directement leur résistance 

aux maladies ou de l’augmenter indirectement en modifiant le processus de maturation, de 

respiration ou de sénescence (Arul, 1994). Plusieurs équipes de chercheurs ont essayé 

d’améliorer la résistance de certaines variétés de pommes à  la tavelure (Venturia inequalis) 

en introduisant des gènes antifongiques (surexpression des chitinases) à partir de Trichoderma 

harzianum (Wong et al., 1999 ; De Bondt et al., 1999 ; Bolar et al., 2000). Cependant, 

l’apparition de nouvelles souches virulentes a interrompu cette résistance chez une variété de 

pomme « Ariane », ce qui a poussé à développer le concept de combinaison de mécanisme 

antifongique transgénique avec un gène de résistance naturel qui provient des pommes (Faize 

et al., 2004). 

 

III.4.3- Biocides naturels 

Des études ont montré que certains métabolites secondaires produits par les plantes, 

comme les huiles essentielles et les composés volatils, peuvent avoir une action biocide contre 

les pathogènes de post-récolte (Fallik et Grinberg, 1992 ; Wilson et al., 1997 ; Deferera et al., 

2000). Bompeix et al. (2000) ont étudié l’effet de l’utilisation des produits naturels tels que la 

carvone (extrait de la menthe) et l’eugénol (extrait des clous de girofle) sur les maladies 

fongiques des pommes en post-récolte. Ils ont montré qu’ils peuvent être efficaces mais en 

utilisant des concentrations élevées, ce qui peut constituer un obstacle au niveau économique 

pour leur mise en marché. Des composés aromatiques volatiles, produits des fruits durant la 
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maturation comme l’acétaldéhyde, peuvent aussi avoir des activités fongicides ou 

fongistatiques (Mari et Guizzardi, 1998). 

 

III.4.4- Utilisation des agents de contrôle biologique 

La lutte biologique grâce à l’utilisation de microorganismes antagonistes apparaît 

comme une alternative ou un complément prometteur à l’utilisation des fongicides 

synthétiques. Cependant, par rapport au nombre de molécules de synthèse homologuées dans 

le monde, le nombre d’agents de lutte biologique homologués pour le contrôle des maladies 

reste insignifiant (1 à 2 % de marché) (Jijakli et Lepoivre, 1995). Les limites qui freinent le 

développement de la lutte biologique quelle que soit la culture à protéger sont (1) l’efficacité 

ou le maintien de celle-ci pendant une période suffisamment longue, (2) la possibilité d’une 

production à grande échelle et (3) la rentabilité économique d’une telle lutte. Ainsi, les 

marchés ciblés pour le développement de la lutte biologique doivent être bien définis, 

privilégiant ceux où la réglementation en matière de lutte chimique est plus restrictive.  

 

IV- Potentiels de lutte biologique sur fruits en conservation 

 
Le domaine de la conservation présente des caractères propres favorables au 

développement et à la mise en œuvre des stratégies de contrôle biologique. Les exigences 

nouvelles du consommateur et la législation stricte au niveau de la lutte chimique suscitent 

chez les professionnels un intérêt croissant pour les méthodes alternatives de lutte contre les 

agents des pourritures de conservation. En outre, les produits de post-récolte présentent une 

haute valeur ajoutée qui permet de supporter les coûts parfois élevés d’un traitement 

biologique (Fokkema, 1991). Contrairement au traitement au champ, les sites d’application 

des agents de contrôle biologique sont limités aux fruits. D’autant plus que les conditions 

environnementales de conservation sont contrôlées et stables au cours du temps (Jijakli et al., 

1999). Ces caractéristiques aident à surmonter une des grandes limites du développement des 

produits biologiques qui est le manque d’efficacité en conditions pratiques malgré des 

résultats prometteurs obtenus au laboratoire.  
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Le processus de développement de la lutte biologique contre les maladies de post-

récolte est confronté à des exigences biologiques, techniques, économiques et réglementaires 

imposées par l’industrie, l’utilisateur, le consommateur et les instances officielles 

d’homologation des produits phytosanitaires. Ainsi, un agent de lutte biologique « idéal » 

contre les maladies de conservation devrait posséder les caractéristiques suivantes (Jijakli, 

2003):  

§ Stabilité génétique, 

§ Efficacité à faible concentration, 

§ Faible exigence nutritionnelle, 

§ Capacité de survie et d’adaptation aux différentes conditions environnementales,  

§ Efficacité sur un grand nombre de pathogènes et d’hôtes, 

§ Production aisée et peu coûteuse (production en masse), 

§ Préparation facile et efficace de l’inoculum (produit formulé),  

§ Résistance aux pesticides, 

§ Compatibilité avec d’autres traitements, 

§ Absence de production de métabolites secondaires toxiques,  

§ Non pathogénique pour l’homme et éco-toxicologie acceptable. 

La littérature a présenté plusieurs exemples de microorganismes antagonistes 

(champignons, bactéries et levures) qui se sont révélés actifs vis-à-vis des maladies de post-

récolte (tableau 1). Actuellement, quatre produits à base de levures sont commercialisés : 

§ Yield plus® qui contient une souche de Cryptococcus albidus (Sato) Skinner est utilisé 

contre B. cinerea, P. expansum et Mucor sp. sur pommes et poires (Droby et al., 

2003). Il a été introduit dans le commerce par la société Anchor yeast en Afrique de 

Sud en 1997; 

§ Shemer® à base de Metchnikowia fructicola est utilisé contre plusieurs pathogènes sur 

fraises, raisins, agrumes et patate douce (Ferrari et al., 2007). Ce produit a été 

récemment enregistré par Agro green en Israël.  

§ Boni-Protect® qui contient deux souches d’Aureobasidium pullulans (De Bary) 

Arnaud à une concentration de 5.109 UFC/g a été nouvellement développé par Bio-

Protect et est agréé en Allemagne depuis Septembre 2005. Il est utilisé contre les 

maladies de post-récolte des pommes et particulièrement contre P. expansum, B. 

cinerea et Gloeosporium spp . (Weiss et al., 2006).   
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§ Boni-Protect® forte qui contient également des souches d’A. pullulans à une 

concentration de 7,5 109 UFC/g a été enregistré en Allemagne en Février 2007 par 

Bio-protect. Il est utilisé dans le contrôle de B. cinerea sur fraise et Monilia spp. sur 

cerises (Bio-protect, 2008).  

Il existe également d’autres produits à base de la bactérie Pseudomeunas syringae 

(Isolats ESC-10 et ESC-11) qui sont commercialisés sous le nom de Biosave® 100 et 110 

(EcoScience) pour lutter contre Penicillium, Botrytis et Mucor sur pommes, poires et citrus 

(Droby et al., 2003). 

Tableau 1: Exemples d’agents antagonistes actifs vis-à-vis des maladies de post-récolte 
Nature de 
l’antagoniste 

Antagonistes Plantes 
hôtes 

Pathogènes cibles Mode d’action supposé 
ou démontré 

Références 

Alternaria strictum 
 

Banane 
 

Colletotrichum musae 
 

* Ragazzi et Turco., 
1997 Champignon 

filamenteux Trichoderma harizianum Pomme P. expansum * Batta, 2004 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

Tomate B. cinerea * Mari et al., 1996 

Bacillus subtilis Citrus Penicillium sp. * Obagwu et 
Korsten, 2003 

Erwinia sp. Pomme B. cinerea * Dock et al., 1998 
Pseudomonas cepacia Pomme 

Poire  
P. expansum 
B. cinerea 

Antibiose (Pyrrolnitrine) Janisiewicz, 1991 

Citrus 
 

P. digitatum 
P. italicum 

Antibiose 
(syringomycine) 

Bull et al., 1998 
 

P. syringae 

Pomme P. expansum * Errampalli et al, 
2006 

P. fluorescens Pomme B. mali Antibiose Mikani et al, 2008 
Fruits à 
noyaux 

Rhizopus stolonifer 
Monilia laxa 

Mycoparasitisme Bonaterra et al., 
2003 

Pantoea agglomerans 
 
 Citrus P. digitatum  

* 
Canamas et al, 
2008 

Bactérie 

Rahnella aquatilis Pomme P. expansum 
B. cinerea 

Mycoparasitisme Calvo et al., 2007 

 
Pomme 
 
 

B. cinerea 
P. expansum 
Rhizopus stolonifer 
Gloeosporium spp. 

Compétition pour la 
nutrition- 
Mycoparasitisme (β-1,3-
glucanase) 
Induction de la 
résistance 

Castoria et al., 
2003 ; Janisiewicz 
et al., 2000 ; 
Ippolito et al, 
2000 ; Weiss et 
al., 2006 

 
 
 
 
 
Aureobasidium pullulans 

Fraise 
 
Merise 

B. cinerea 
R. stoonifer 
B. cinerea 

Compétition pour la 
nutrition 
Antibiose 

Lima et al., 1997 
Ippolito et al, 
2005  

Tomate B. cinerea Compétition pour la 
nutrition  

Saligkarias et al, 
2002 

Levure 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Candida oleophila 

Fraise B. cinerea 
R. stoonifer 

Compétition pour la 
nutrition 
Antibiose 

Lima et al., 1997  
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Candida sake 

Pomme B. cinerea 
P. expansum 
Ruinous Nigerians 

Compétition pour la 
nutrition 
Compétition pour 
l’espace 

Vinas et al., 
1998 ; Usall et al., 
2001 ; Morales et 
al, 2008  

Cryptococcus humicoles 
 
 

Pomme 
 
 

B. cinerea 
 
 

Compétition pour la 
nutrition et pour 
l’espace, antibiose 

Filonow et al., 
1996 
 

Cryptococcus albidus Pomme, 
poire 

B. cinerea 
P. expansum 
Mucor spp. 

* Droby et., 2003 

 
Cryptococcus laurentii 

Pomme 
 

B. cinerea 
P. expansum 

Compétition pour la 
nutrition 
Mycoparasitisme 

Castoria et al., 
1997 ; Vero et al, 
2002 

Poire P. expansum Mycoparasitisme Yu et al, 2008  
 
Pichia anomala Pomme B. cinerea 

P. expansum 
Compétition pour la 
nutrition et pour l’espace 
Mycoparasitisme 

Jijakli et 
Lepoivre, 1998 ;  
De Clercq et al, 
2003 

 
P. guillermondii 

Pomme 
Tomate 
 

B. cinerea 
Rhizopus nigricans 
 

Mycoparasitisme 
Compétition pour la 
nutrition et pour l’espace 

Droby et al. , 
1993 ;  Zhao et al,  
2008 

Rhodosporidium 
toruloides 

Pomme  P. expansum 
B. cinerea 

Compétition pour la 
nutrition et pour 
l’espace, antibiose 

Filonow et al., 
1996 

 
 
Rhodoturula glutinis 

Pomme  
 
 
Fraise 

P. expansum 
B. cinerea 
 
B. cinerea 

Compétition pour la 
nutrition 
Mycoparasitisme (β-1,3-
glucanase)  

Castoria et al., 
1997 ; Sansone et 
al, 2005 
Zhang et al, 
2007a  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Metchnikowia 
pulcherrima 
 

Pomme 
 

B. cinerea 
P. expansum 
Alternaria alternata 

Compétition pour le fer Saravanakumar et 
al, 2008 ; Spadaro 
et al, 2008 

* = Non déterminé ou non précisé 

 

V- Les modes d’action des agents antagonistes 

 

V.1-Importance et difficultés 

La détermination des modes d’action des agents antagonistes revêt une importance 

cruciale pour réussir le développement d’une stratégie de contrôle biologique efficace en post-

récolte, car elle contribue à : 

§ Développer une procédure de sélection d’une deuxième génération de souches 

efficaces ou à améliorer génétiquement les souches déjà sélectionnées en tenant 

compte des mécanismes d’action impliqués dans la protection, 
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§ Développer des formulations adéquates qui permettent de stimuler l’expression de 

l’antagonisme et donc qui pourront augmenter l’efficacité de l’agent de biocontrôle, 

§ Optimiser la méthode et le moment d’application des antagonistes,  

§ Contrôler la qualité de la production du biopesticide à l’échelle commerciale,  

§ Répondre aux exigences du dossier technique d’homologation établie par la directive 

2001/36/CE (Droby & Chalutz, 1994)  

Cependant, nos connaissances sur les modes d’action restent très limitées à cause des 

relations complexes entre l’antagoniste, la plante hôte, le pathogène et la microflore présente à 

la surface de la plante (Jijakli et al., 2001). Ces interactions sont souvent étudiées in vitro 

pour limiter le nombre de facteurs intervenants, mais leur interprétation est alors délicate car 

la concordance entre les mécanismes d’action intervenant in vitro et la protection observée in 

vivo n’est pas toujours vérifiée. Ainsi, l’identification d’un mécanisme in vitro peut orienter la 

recherche du mécanisme in vivo mais ne le démontre pas.  

 

V.2- Les principaux modes d’action 

 

L’activité antagoniste peut s’exprimer à travers un ou plusieurs mécanismes d’action. 

Les plus couramment cités sont la compétition pour l’espace et pour les éléments nutritifs, le 

mycoparasitisme (avec entre autre la production d’enzymes lytiques), l’antibiose et 

l’induction de résistance chez la plante hôte. 

 

V.2.1- Antibiose 

La sécrétion de substances antibiotiques est un phénomène très commun dans la 

nature. De nombreux microorganismes produisent ces métabolites et agissent en provoquant 

une altération de la germination, de la croissance et/ou de la sporulation du pathogène, une 

distorsion des hyphes du pathogène, une modification de l’aspect des colonies et une 

production de formes spécifiques comme les pseudoparenchymes (Campbell, 1989). Une 

étude récente a montré que le filtrat de culture de l’antagoniste T. harzianum peut 

complètement inhiber la germination et causer des gonflements au niveau des conidies des 

pathogènes responsable de la pourriture du collet du bananier par le mécanisme d’antibiose 
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(Alvindia et Natsuaki, 2008).  Madrigal et Melgarejo (1994) ont montré que la flavipine, un 

antibiotique sécrété par Epicoccum nigrum, agit vis-à-vis de Monilia laxa (agent de la 

pourriture brune du pêcher) par une action multisite en inhibant la respiration cellulaire et la 

synthèse d’ATP et de protéines. De plus, la capacité de pénétration des substances 

antibiotiques permet d’obtenir une protection contre les infections qu i ont lieu avant 

l’application de l’agent antagoniste (Droby et Chalutz, 1994), leur conférant une action 

curative.  

Plusieurs auteurs ont mis en évidence la production in vitro d’antibiotique par les 

agents de lutte biologique. Cependant, cela ne signifie pas toujours une production au niveau 

du site d’action in situ ni que l’antibiotique intervienne en totalité ou en partie dans 

l’antagonisme (Droby et Chalutz, 1994). Ainsi, l’étude du mécanisme de l’antibiose in vitro 

permet d’orienter la recherche in vivo sans la démontrer.  

Selon la littérature, les approches expérimentales suivantes ont été réalisées : 

§ L’étude in vitro de l’inhibition du diamètre de la colonie du pathogène et la formation 

d’une zone d’inhibition lorsqu’il est mis en culture duale avec l’antagoniste ou son filtrat de 

culture sur milieu solide sur boite de Pétri (Castoria et al, 1997 ; Calvo et al., 2007 

Saravanakumar et al., 2008 ; Mikani et al., 2008). 

§ L’étude in vitro et in vivo de l’inhibition de la germination des spores du pathogène ou 

de la croissance mycélienne en présence du filtrat de culture de l’antagoniste, d’une 

suspension contenant les cellules de l’antagoniste tuées à la chaleur ou des cellules vivantes 

de l’antagoniste (Guetsky et al., 2002 ; Spadaro et al., 2002 ; Calvo et al., 2007 ; Zhang et al., 

2007a ; Alvindia et Natsuaki, 2008 ; Mikani et al., 2008). Wilson et Wisniewski (1989) ont  

ainsi montré que les symptômes de la pourriture verte (P. digitatum) des citrons en 

conservation pouvaient être réduits par des applications de Bacillus subtilis ou de son filtrat 

de culture contenant un lipopeptide (Iturine) sécrété par cette bactérie. 

§ L’étude de l’activité antifongique des composées volatiles sécrétés par l’agent 

antagoniste  in vitro et leur effet sur l’inhibition de la croissance de champignon pathogène 

(Fiddaman et Rossal, 1993 ; Mikani et al., 2008). Mikani et al., (2008) ont remarqué une 

activité des composés volatiles sécrétés par Pseudomeunas fluorescens sur l’inhibition de la 

croissance de Botrytis mali quand ils ont été cultivés dans deux boites de PDA enveloppées 

ensembles avec du parafilm. 
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§ La production et la purification de l’antibiotique in vitro et in vivo, son identification et 

l’étude de la relation entre la production de cet antibiotique et l’activité protectrice in vivo. 

Bull et al. (1998) ont pu isoler et purifier un antibiotique (la syringomycin E) in vitro à partir 

de deux souches de Pseudomeunas syringae. Ce composé a permis de contrôler la pourriture 

grise des citrons avec un niveau similaire à P. syringae. 

§ Une autre approche, basée sur l’analyse cytochimique et ultrastructurale par microscopie 

électronique, a permis de mieux comprendre le processus d’antibiose. Dans leur étude, 

Benhamou et Brondeur (2000) se sont intéressés à déterminer le mécanisme d’action de 

Verticillium lecanii vis-à-vis de Penicillium digitatum, l’agent causal de la pourriture verte sur 

agrumes. Ils ont pu constater par cette analyse que V. lecanii agit en déclenchant un processus 

multifacial dont l’antibiose et l’altération structurale des hyphes de l’hôte semblent être les 

clés de l’action antagoniste. 

§ Il existe également une approche moléculaire permettant de mettre en évidence le rôle de 

l’antibiotique dans les propriétés antagonistes d’une souche productrice en faisant la 

comparaison avec les propriétés antagonistes d’une souche mutée ne produisant pas 

l’antibiotique et d’une souche complémentée chez laquelle il y a eu restauration de la synthèse 

de l’antibiotique (Larkin et al., 1998).  

Les antagonistes producteurs d’antibiotiques ont montré une grande efficacité dans le 

contrôle biologique. Cependant, leur utilisation comme agent de lutte biologique a été remise 

en question. L’introduction de ces organismes dans l’alimentation peut constituer une cause 

d’apparition de résistance à certains antibiotiques chez l’homme et/ou de toxicité directe vis-

à-vis de l’homme. De plus, la pression de la sélection exercée par les substances antibiotiques 

sur les agents phytopathogènes risque d’entraîner le développement de souches pathogènes 

résistantes, qui pourraientt apparaître par simple mutation (Droby et Chalutz, 1994, Spadaro et 

Gullino, 2003). Ainsi, avant de pouvoir utiliser les antagonistes producteurs d’antibiose, 

plusieurs facteurs doivent être pris en considération, entre autre la détermination de 

l’implication de l’antibiotique dans le mode d’action de l’antagoniste, la connaissance des 

facteurs qui peuvent intervenir sur le mode d’action de cet antagoniste, l’étude du spectre 

d’action de l’antibiotique et son effet sur d’autres espèces que la cible ainsi que sur  la santé 

humaine (Droby et Chalutz, 1994). 
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V.2.2-Mycoparasitisme 

Le mycoparasitisme est une relation trophique qu’établit un microorganisme au 

détriment d’un champignon. La chitine et le β-1,3-glucan (laminarine) sont les principaux 

constituants de la paroi de la plupart des champignons (Bartnicki-Garcia, 1968). Ainsi les 

agents antagonistes produisant les enzymes lytiques comme la glucanase et la chitinase, qui 

dégradent les parois du pathogène, ont comme mécanisme d’action le parasitisme. Dans le cas 

des maladies foliaires et du sol, le contrôle biologique par des agents développant des 

propriétés mycoparasitiques a été largement rapporté. Parmi ces antagonistes, les 

Trichoderma spp.  sont les plus étudiés (Tronsmo & Raa, 1977 ; Bélanger et al., 

1995 ; Carsolio et al., 1999 ; Chet et al., 1998 ; Lorito, & Woo, 1998).  

Le processus d’intervention des antagonistes par mycoparasitisme est très complexe et 

peut se produire en plusieurs étapes successives qui sont généralement très spécifiques à 

l’espèce du pathogène (Chet et al., 1998). Certains champignons et levures antagonistes ont la 

capacité d’adhérer spécifiquement aux hyphes et aux conidies des champignons pathogènes 

avant de produire les enzymes lytiques. Il a été suggéré qu’un fort attachement des cellules de 

l’antagoniste peut stimuler l’activité de tous les composés extracellulaires possédant une 

action enzymatique ou antibiotique (Cook et al., 1997). Cependant, d’autres études ont 

montré que c’est la production des enzymes lytiques par les cellules des antagonistes en 

présence du pathogène qui améliore la capacité de celles-ci à s’attacher aux hyphes du 

pathogène (Wisniewski et al., 1991 ; Chan et Tian, 2005).  

Afin d’étudier le mécanisme de mycoparasitisme et l’implication des enzymes 

hydrolytiques dans l’activité antagoniste des agents de contrôle biologique, une approche 

biochimique a été utilisée dans les conditions in vitro et in vivo. Elle consiste à étudier la 

production des enzymes hydrolytiques par les agents de contrôle biologique et l’impact de ces 

enzymes purifiées sur l’activité antifongique vis-à-vis du pathogène (Jijakli et Lepoivre, 

1998 ; Chan et Tian, 2005). Il a été observé une stimulation de l’activité exo-β-1,3-glucanase 

in vitro à partir des filtrats de culture de P. anomala souche K en présence des parois de B. 

cinerea. L’enzyme purifiée à partir de ces filtrats de culture a montré un effet inhibiteur de la 

croissance des tubes germinatifs, ainsi que des modifications morphologiques des cellules de 

B. cinerea. L’activité exo-β-1,3-glucanase a également été mise en évidence dans l’eau de 

rinçage des pommes traitées avec la souche K. L’addition de parois de B. cinerea stimulait à 

la fois cette activité enzymatique et l’activité protectrice vis-à-vis du pathogène. Ces résultats  
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suggéraient que l’activité enzymatique pourrait être l’un des mécanismes d’action impliqués 

dans l’effet protecteur de P. anomala souche K vis-à-vis de B. cinerea (Jijakli et Lepoivre, 

1998). Par ailleurs, Lorito et Woo (1998) ont purifié la glucan-1.3-?-Glucosidase et la N-

Acetyl-?-Glucosaminidase à partir de filtrat de culture de T. harzianum souche P1. Ces 

enzymes ont eu un important effet inhibiteur de la germination et de l’élongation du tube 

germinatif des conidies de B. cinerea. 

Outre cette approche biochimique qui suggère le parasitisme sans apporter une 

démonstration formelle, la stratégie de disruption des gènes responsables des activités lytiques 

a également été adoptée. Elle consiste à inactiver le gène codant pour l’enzyme par insertion 

d’un plasmide au niveau du gène cible et à tester l’effet de la souche mutante sur le 

biocontrôle. Grevesse (2001) a étudié le rôle de deux exo-β-1,3-glucanases dans la relation 

antagoniste de P. anomala souche K vis-à-vis de B. cinerea. Deux gènes codant pour les exo-

β-1,3-glucanases ont été isolés à partir d’une banque génomique de l’antagoniste. L’analyse 

des propriétés biologiques des souches mutantes dont l’un des deux gènes a été disrupté a 

montré que chacune des deux exo-β-1,3-glucanase ne joue pas seule un rôle majeur dans 

l’activité protectrice vis-à-vis de B. cinerea. Cependant, par la suite, Friel et al. (2007) ont 

montré que des souches mutantes de P. anomala (souche K) dont les 2 gènes codant pour 

l’exo-?-1,3-glucanase ont été disruptés ont perdu une partie de leur activité protectrice vis-à-

vis de B. cinerea quand celui-ci a été inoculé à une faible densité dans les blessures des 

pommes. Ce qui a suggéré l’implication de l’exo-?-1,3-glucanase dans l’activité de 

biocontrôle de la souche K. Néanmoins, dans certaines conditions (haute densité cellulaire de 

l’antagoniste), ce mécanisme peut être masqué par d’autres modes d’action comme la 

compétition. 

 

V.2.3-Induction de résistance chez l’hôte 

Le tissu végétal des plantes réagit à une attaque de pathogènes par l’activation d’un 

système de défense biochimique et structurale qui contribue à éviter la dissémination du 

pathogène (Kloepper et al., 1992 ; Sticher et al., 1997). L’induction du mécanisme de 

résistance de l’hôte peut s’exprimer par l’accumulation de métabolites antifongiques 

(phytoalexines) ou des glucanohydrolases antifongiques comme la chitinase, le chitosan et 
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une ?-1, 3-glucanase (Giovanni, 1996; Hammerschmidt & Kuc, 1995 ; Kloepper et al., 1992 ; 

Yao et Tian, 2005 ; Tian, et al., 2007).  

Dans le cas des maladies de post-récolte, plusieurs études ont montré que certains 

antagonistes peuvent établir des interactions, particulièrement avec les tissus blessés, qui 

permettent d’accélérer les processus de cicatrisation et d’induire les processus de résistance 

chez l’hôte (Droby et Chalutz, 1994). Le traitement des pommes avec Candida saitoana 

induit une résistance systémique vis-à-vis de B. cinerea qui semble être corrélée avec 

l’augmentation de l’activité de chitinase et β-1,3-glucanase (El Ghaouth et al., 2003). 

Cependant, cette étude n’a pas chiffré le niveau de protection entraînée par cette  résistance 

systémique. Sur citrus, la présence de l’antagoniste A. pullulans stimule la production de β-

1,3-glucanase, de chitinase et de peroxidase par l’hôte (Ippolito et al., 2000). L’application de  

Pichia guillermondii ou Candida oleophila peut provoquer l’augmentation de la production 

d’éthylène chez l’hôte et l’accumulation de matériaux phénoliques dans les blessures de 

pamplemousses, de raisins ou de carottes (Droby et Chalutz, 1994 ; Droby et al., 2002). Par 

ailleurs, l’inoculation des fruits de tomate avec P. guillermondii a engendré des activités de 

peroxidase (POD), polyphenoloxidase (PPO), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), 

phenylalanine ammonia-lyase (PAL), chitinase (CHI) et ?-1,3-glucanase en corrélation avec 

une induction de résistance des fruits vis-à-vis de Rhizopus nigricans (Zhao et al., 2008). 

Aucune de ces études n’a cependant mis en évidence la part de protection apportée par ces 

phénomènes d’induction de résistance observés. 

 

V.2.4- Compétition pour la nutrition et pour l’espace 

La compétition peut être définie comme étant une demande active et simultanée d’une 

même ressource de la part de deux ou plusieurs organismes et conduisant à la restriction de la 

taille de la population ou de l’activité microbienne de l’un ou de plusieurs d’entre eux 

(Clarke, 1965). Ces ressources sont le plus souvent des éléments nutritifs, de l’oxygène ou 

d’espace.  

La plupart des pathogènes des maladies de post-récolte sont nécrotrophes et doivent 

présenter une phase saprophytique à la surface des fruits avant de développer une structure 

infectieuse. Cette phase est possible grâce à la présence de nutriments provenant de la spore 

elle-même mais surtout de nutriments libérés par les fruits ou se trouvant à leur surface 
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(Blakeman et Brodie, 1977). La présence sur les sites de blessure d’antagonistes (bactéries, 

levures ou champignons) entrant en compétition pour ces éléments nutritifs, peut prévenir 

l’établissement de la phase saprophytique du pathogène et par conséquent prévenir ou réduire 

l’infection (Blakeman, 1985).  

Pour être un compétiteur efficace, l’antagoniste doit posséder les caractères 

spécifiques suivants (Droby et Chalutz, 1994): 

§ Coloniser rapidement les sites blessés,  

§ Utiliser les éléments nutritifs présents en faible quantité dans le milieu plus 

rapidement et plus efficacement que le pathogène,  

§ S’adapter aux conditions environnementales et nutritionnelles du site blessé, 

§ Etre capable de survivre et de se développer sur la surface de fruit et sur le site 

d’infection sous des conditions de température, de pH et d’osmose extrêmes. 

Ainsi, plusieurs études portant sur le contrôle biologique des maladies de post-récolte 

ont rapporté l’utilisation des microorganismes qui se multiplient rapidement, colonisent les 

blessures et qui sont compétitifs pour les nutriments et pour l’espace. A titre d’exemples, les 

levures P. guillermondii, C. laurentii, A. pullulans, Candida spp. et les bactéries Enterobacter 

cloacea et P. cepacia ont la capacité de coloniser rapidement et de manière efficace le site de 

blessures (Droby et al., 1989 ; Mercier &Wilson, 1995 ; Lima et al., 1997 ; Castoria et al., 

1997 ; Janisiewicz et al., 2000 ; Castoria et al., 2001 ; Zhao et al, 2008).  

La compétition pour le fer peut aussi jouer un rôle dans le biocontrôle de s maladies 

de post-récolte. Elle a été observée dans le cas de Rhodoturula glutinis dans le contrôle de P. 

expansum et B. cinerea et de Metschnikowia pulcherrima (souche MACH1) vis-à-vis de B. 

cinerea, Alternaria alternata et P. expansum sur pomme (Calvente et al., 1999; Sasone et al., 

2005 ; Saravanakumar et al., 2008). Ces antagonistes possèdent un mécanisme spécifique de 

captation des ions ferriques basé sur la production des sidérophores en condition de carence 

en fer. Ainsi, l’addition de sidérophores (l’acide rhodotorulique) à la suspension des 

antagonistes a augmenté le biocontrôle de la pourriture de pommes, tandis que l’addition de 

fer a diminué cette efficacité (Calvente et al., 1999). 

D’autres approches utilisées pour étudier l’effet de la compétition dans le mode 

d’action des agents de lutte biologique sont décrites de manière plus détaillée dans le 

paragraphe VI de ce chapitre. 
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V.3- Utilisation de la biologie moléculaire pour la compréhension des mécanismes 

d’action 

 

Les mécanismes d’action d’un agent de contrôle biologique sont difficiles à 

comprendre, et les stratégies telles que les observations microscopiques et les études 

biochimiques décrites précédemment ne permettent qu’une mise en évidence indirecte du 

mécanisme sans le démontrer complètement.  

L’avènement des techniques de biologie moléculaire a offert une nouvelle gamme 

d’outils pour étudier ces mécanismes d’action (Massart et Jijakli, 2007). Parmi les techniques 

biomoléculaires existantes, deux grands axes sont disponibles : 

§ D’une part, il y a les techniques qui visent l’étude des gènes spécifiques et l’implication 

des protéines correspondantes dans l’activité antagoniste d’un agent de lutte biologique. Ces 

techniques se basent sur la délétion d’un gène et l’analyse in situ de l’activité protectrice de la 

souche mutée ainsi que de la souche complémentée (chez laquelle il y a eu restauration de la 

production de la molécule) (Carsolio et al., 1999 ; Kang et al., 1998). D’autres protocoles 

moléculaires consistent à étudier les propriétés protectrices de souches transgéniques 

surexprimant un gène donné suite à son insertion en multicopie ou à sa fusion avec un 

promoteur d’expression fort (Kraus & Loper, 1995, Larkin et al., 1998, Jijakli, 2003). 

Cependant, ces techniques sont très ciblées et leurs conclusions ne concernent généralement 

que la molécule étudiée, sans prendre en compte l’existence d’autres mécanismes et le rôle 

joué par d’autres molécules.  

§ D’autre part, il y a les techniques dites sans a priori qui permettent l’étude de l’expression 

de l’ensemble des gènes impliqués dans le mode d’action y compris les gènes de régulation. 

Elles ne nécessitent pas de connaissance préalable sur la ou les molécules impliquées dans le 

phénomène à étudier ni sur le génome de l'espèce étudiée. Ces techniques consistent à 

comparer des populations d’ARNm à partir de la souche antagoniste incubée dans un milieu 

permettant ou non l’expression des gènes de biocontrôle (par exemple la présence ou 

l’absence de l’agent pathogène). Parmi les méthodes moléculaires existantes, la Random 

amplified polymorphism Polymerase Chain Reaction (RAP-PCR) (Random amplified 

polymorphism DNA (RAPD) a été utilisée pour comparer les populations d’ARNm exprimées 

par Candida oleophila dans des milieux de YNB (Yeast Nitrogen Base) additionnés ou non de 
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l’acide galacturonique (GA), qui permet la stimulation in situ de l’activité protectrice de cette 

antagoniste (Dickburt et al., 2001). Il existe également la technique differential display / 

reverse transcription polymerase chain reaction (DD/RT-PCR). Elle a récemment permis 

d’identifier une protéase aspartyl à partir de Trichoderma asperellum (Viterbo et al., 2004). 

Cependant ces deux techniques ont des limites importantes comme le manque de 

reproductibilité, la difficulté de mettre en évidence des ARNm très rares et la génération de 

faux  positifs (Gellatly et al., 2001). A l’opposé, la cDNA-AFLP (Bachem et al.., 1996) 

surmonte ces limites et permet une grande reproductibilité et spécificité (Gellatly et al., 2001). 

Dans une étude, l’utilisation de cette technique a permis d’identifier 11 gènes qui sont 

potentiellement impliqués dans l’activité de biocontrôle d’une souche Kh5 de P. anomala vis-

à-vis de B. cinerea. Ces gènes ont montré une homologie avec des gènes de levure qui sont 

responsables de différentes fonctions, parmi lesquelles les activités de la ?-glucosidase et de 

la citrate synthase, le transport transmembranaire et le transport externe des acides aminés 

(Massart et Jijakli, 2006).  

§ Au cours de ces dernières années, plusieurs laboratoires ont commencé à utiliser l’analyse 

protéomique et l’analyse génomique fonctionnelle dans le domaine de la lutte biologique. 

Ceci dans le but d’obtenir une vue globale des changements qui se produisent durant 

l’interaction de l’agent antagoniste, du pathogène et de la plante hôte, en identifiant et en 

quantifiant les protéines qui sont différemment exprimées (Lim et al., 2001 ; Grinyer et al., 

2005 ; Woo et al., 2006). Avec l’utilisation de cette technique, un grand nombre de protéines 

impliquées dans le processus de résistance aux maladies ont été identifiés dans des plants de 

tomates et de petits pois colonisés par Trichoderma spp. en présence ou en absence du 

pathogène. Ainsi, on a pu démontrer que Trichoderma sp. est capable de produire au moins 

trois types d’éliciteurs qui induisent un mécanisme de résistance chez les plantes : des 

enzymes ou peptides, des protéines AVR (protéines similaires à celles trouvées dans des 

pathogènes avirulents) et des oligosaccharides (Woo et al., 2006).  

 

VI- Les approches méthodologiques utilisées pour l’étude du mécanisme 
de la compétition 

 
L'implication de la compétition pour la nutrition et pour l’espace a été largement 

rapportée dans l’activité antagoniste des agents de contrôle biologique (ACB). Cependant il 
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n’existe pas encore de preuves directes démontrant l’importance de ce mécanisme dans le 

domaine du post-récolte (Calvente et al., 1999 ; Droby et al., 1989 ; Filonow ,1998 ; 

Janisiewicz et Marchi, 1992 ; Jijakli et al., 1993 ; Wisniewski et al., 1989). Il reste difficile de 

le démontrer expérimentalement, notamment à cause du caractère polygénique de ces 

propriètés nutritives et du fait qu’elles mettent en jeu des fonctions impliquées dans le  

métabolisme de base de ces microorganismes qui rend très difficile l’utilisation de certaines 

approches moléculaires comme la délétion des gènes (Jijakli, 2003).  

Par contre, plusieurs auteurs ont considéré que les observations suivantes permettent 

de suggérer fortement l’implication de ce phénomène dans l’activité antagoniste d’un ACB 

(Castoria et al., 1997 ; Castoria et al., 2001 ; Droby et al., 1989 ; Droby & Chalutz, 1994 ; 

 Filonow et al., 1996 ;  Guinebretiere et al., 2000 ; Janisiewicz et al. 2000 ; Lima et al., 1997 ; 

Mercier et Wilson, 1994 ; Vero et al., 2002 ; Zhang et al., 2007a ; Zhao et al., 2008) : 

§ L’importance de la colonisation du site à protéger par l’ACB sur son activité 

antagoniste ; 

§ Une meilleure consommation des éléments nutritifs du milieu par l’ACB par rapport 

au pathogène et sa corrélation avec une meilleure inhibition du pathogène ;  

§ Inhibition du pathogène durant la co-culture avec l’antagoniste dans un milieu limité 

en éléments nutritifs ; 

§ Une suppression totale ou partielle de l’effet antagoniste après ajout d’un excès de 

substances nutritives ; 

Afin de mettre en évidence ces observations, plusieurs approches expérimentales ont 

été réalisées dans les conditions in vitro et in vivo. 

 

VI.1- Etude de l’effet de colonisation de l’antagoniste sur le biocontrôle 

 
La croissance rapide et la colonisation extensive du site de blessure par l’antagoniste 

sont des facteurs importants qui entravent l’établissement du pathogène dans les blessures. 

Elles peuvent intervenir dans la réduction des éléments nutritifs disponibles dans le milieu ou 

dans la restriction de l’espace pour la colonisation du pathogène, ce qui réduit la croissance de 

ce dernier et l’incidence de son infection (Droby et Chalutz, 1994).  
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L’effet de la colonisation de l’agent antagoniste sur le biocontrôle a été évalué en 

étudiant la relation entre l’accroissement des populations antagonistes et le niveau de 

protection en fonction du temps d’incubation qui sépare les applications de l’antagoniste et du 

pathogène (Filonow et al., 1996 ; Jijakli et Lepoivre, 1993). Dans la plupart des cas, les 

auteurs ont remarqué que l’application de l’antagoniste avant l’infect ion du pathogène est 

nécessaire pour assurer une meilleure colonisation et un taux maximal de protection (Droby et 

al., 1989 ; Filonow et al., 1996 ;  Jijakli et Lepoivre, 1993 ; Zhao et al. , 2008). 

Une autre approche expérimentale consiste à comparer le nombre de cellules qui 

forment une monocouche dans la blessure et la densité cellulaire nécessaire pour atteindre un 

taux élevé de protection. Dans une étude, il a été remarqué que la plupart des isolats de 

levures testés pouvaient assurer une protection vis-à-vis de B. cinerea sur pomme quand ils 

sont appliqués à une densité de 5.106 UFC/blessure. Cette même densité pouvait 

complètement occlure la surface de la blessure en formant une monocouche par des cellules 

arrangées l’une à côté de l’autre (Filonow, et al. 1996). 

L’importance de la croissance rapide d’un agent de contrôle biologique sur son 

activité antagoniste a été montrée en utilisant une approche moléculaire qui consiste à 

analyser la cinétique de croissance d’une souche mutante qui a perdu son activité de 

biocontrôle. Après application d’une souche mutante de P. guillermondii à une densité élevée 

de 1010UFC/ml sur le site de blessure, sa densité cellulaire est restée constante durant la 

période d’incubation, alors que la souche sauvage s’est multipliée de 60 à 100 fois après 24h 

de son dépôt sur pamplemousse. Il a été constaté que la croissance et la multiplication rapide 

des cellules de P. guillermondii souche US-7 étaient nécessaires au développement de 

l’activité antagoniste de la levure vis-à-vis de P. digitatum sur pamplemousses et vis-à-vis de 

B. cinerea sur pommes (Droby et al., 1991). 

 

VI.2- Etude de l’effet de la consommation des éléments nutritifs par l’antagoniste 

 

L’adaptation du microorganisme aux conditions nutritionnelles du milieu et  l’aptitude 

à consommer plus rapidement les éléments nutritifs que le pathogène sont des conditions 

importantes pour qu’il puisse intervenir dans le contrôle biologique par le mécanisme de la 

compétition pour la nutrition. 
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Les sucres, et tout particulièrement le fructose, le glucose et le saccharose, sont les 

principaux carbohydrates (par ordre décroissant) existants dans les fruits (Filonow, 1998 ; 

Fuleki et al., 1994 ; Guetsky et al., 2002), et ils sont libérés dans les blessures infligées 

artificiellement (El Ghaouth et al., 1995). Ces carbohydrates semblent être indispensables 

pour initialiser la germination et pour effectuer le processus d’infection (formation 

d’appressorium, pénétration de tissus de fruits) de certains pathogènes comme B. cinerea. 

Ainsi, les antagonistes qui sont capables d’utiliser rapidement ces sucres peuvent être des 

compétiteurs efficaces.   

Afin d’évaluer l’importance de la consommation des sucres par les antagonistes, on 

utilise une approche qui consiste à mesurer par l’HPLC (Hig h Performance Liquide 

Chromatographie), le taux de sucre consommé dans le milieu à travers le temps, parallèlement 

à la cinétique de croissance des souches microbiennes. Ainsi, il a été constaté que les souches 

antagonistes d’Enterobacteriaceae se multiplient et consomment plus rapidement le sucre 

existant dans le jus de fraise que les souches non antagonistes. L'effet le plus important a été 

observé pour la souche 5B4 qui constituait l’antagoniste le plus efficace vis-à-vis de B. 

cinerea dans des tests in vitro et sur le fruit de fraisier. Ceci a permis de suggérer que les 

propriétés nutritionnelles de cette souche constituent une part importante dans le mécanisme 

d’inhibition des blessures des fruits (Guinebretiere et al., 2000). Cependant, cette approche ne 

paraît pas prendre en considération l’effet de la présence du pathogène sur la compétitivité.  

Une autre approche consiste à comparer le taux de consommation de sucre par 

l’antagoniste et le pathogène quand ils sont en interaction in vitro et in vivo, par des mesures 

d’absorption de composés carbonés marqués radioactivement. Ainsi, des levures 

(Sporobolomyces roseus et Cryptococcus laurentii), antagonistes vis-à-vis de B. cinerea, 

absorbent plus rapidement les sucres marqués au carbone 14 (glucose, fructo se, saccharose) 

que les conidies de B. cinerea (Filonow, 1998). Cependant, cette caractéristique ne parait pas 

expliquer complètement leur efficacité comme agent de lutte biologique, puisque la souche 

non antagoniste Saccharomyces cereviseae est capable de consommer aussi rapidement le 

sucre (surtout le glucose et le saccharose) que les souches antagonistes (Filonow, 1998). Sur 

les blessures de fruits, la compétition pour la nutrition peut probablement s’étendre à d’autres 

éléments nutritifs que les sucres, comme les composés azotés qui sont présents en faible 

concentration. A ce jour, très peu d’études ont été réalisées par rapport à ces composés. Cette 

approche paraît être intéressante  pour la compréhension de l’importance du mécanisme de la 

compétition pour la nutrition dans l’activité antagoniste des agents de lutte biologique.  
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VI.3- Effet de la concentration des éléments nutritifs du milieu sur l’interaction de 

l’antagoniste et du pathogène 

 
Le contrôle biologique qui est basé sur la compétition pour les éléments nutritifs est 

fortement  affecté par le taux des nutriments existants dans le milieu. Il ne peut avoir lieu que 

dans des conditions nutritionnelles restreintes. Et par conséquent, il peut être annulé par 

l’augmentation de la concentration de certains éléments nutritifs indispensables pour 

l’antagoniste et le pathogène  (Droby et al., 1989). 

Une approche in vitro consiste à étudier l’effet de l’antagoniste sur la germination des 

spores et/ou sur la croissance mycélienne du pathogène quand ils sont placés dans un milieu 

limité en éléments nutritifs. Droby et al. (1989) ont remarqué une inhibition significative de la 

germination des spores et de la croissance mycélienne du pathogène P. digitatum lorsqu’il a 

été mis en co-culture avec la levure Pichia guillermondii sur des plaques de cultures à puits, 

dans un milieu synthétique minimal. Cet effet a disparu dans un milieu riche en éléments 

nutritifs. Ainsi, l’inhibition a pu être partiellement ou totalement annulée par l’addition des 

nutriments exogènes dans le milieu.  

Sur les sites de blessures des fruits, la compétition pour les éléments nutritifs a été 

étudiée en analysant l’effet de l’addition d’éléments exogènes spécifiques, sur l’activité 

antagoniste d’agents de biocontrôle (Castoria et al., 1997 ; Castoria et al., 2001 ; Lima et al., 

1997 ; Vero et al., 2002, Saligkarias et al., 2002 ; Saravanakumar et al, 2008). Il a été 

remarqué que la souche MACH1 de Metschnikowia  pulcherrima a perdu son efficacité dans 

le contrôle de B. cinerea et A. alternata, quand les blessures des pommes ont été additionnées 

avec une forte concentration de FeCl3 comparativement à une faible concentration de FeCl3.  

Ceci a montré un important effet de compétition pour le fer entre ces microorganismes 

(Saravanakumar et al, 2008). Une autre étude a montré qu’une suppression de l’activité de 

biocontrôle de deux levures Cryptococcus laurentii et Candida ciferrii vis-à-vis de P. 

expansum a été obtenue avec l’addition de nitrate de potassium dans les sites des blessures des 

pommes, plutôt qu’avec l’addition de sucres ; indiquant ainsi que l’azote est un composé 

limitant pour le développement des levures et du pathogène. Ceci a permis de suggérer que la 

compétition pour l’azote sur les blessures peut être l’un des principaux mécanismes impliqués 

dans le contrôle de la pourriture bleue par ces deux levures (Vero et al., 2002). L’addition 

d’une quantité de NYDB (Nutrient Yeast Dextrose Agar) aux blessures juste après 

l’inoculation du pathogène a également réduit significativement l’act ivité protectrice de 
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plusieurs antagonistes (Rhodotorula glutinis, C. laurentii, Aureobasidium pullulans, et 

Candida oleophila) vis-à-vis des maladies de post-récolte. Cette observation suggère 

l’implication de la compétition pour la nutrit ion dans l’activité antagoniste de ces levures 

(Castoria et al., 1997 ; Castoria et al., 2001 ; Lima et al., 1997 ). 

Cependant, ces approches analysent l’effet de la compétition pour la nutrition lorsque 

l’antagoniste et le pathogène sont en interaction par contact direct, ce qui ne permet pas de 

distinguer si l’effet antagoniste observé est dû seulement à la compétition pour la nutrition ou 

également à d’autres mécanismes d’action comme la compétition pour l’espace (Janisiewicz 

et al., 2000). 

Janisiewicz et al. (2000) ont développé une approche originale pour étudier la 

compétition pour la nutrition séparément de la compétition pour l’espace. Elle consiste à 

utiliser des plaques de cultures avec des inserts cylindriques attachés à une membrane de 

diffusion qui permettent de co-cultiver l’antagoniste et le pathogène séparés physiquement, 

tout en ayant un échange des éléments nutritifs du milieu. Cette méthode a été utilisée pour 

étudier la compétition entre l’agent antagoniste A. pullulans (souche ST1-A24) et P. 

expansum pour les nutriments existants en quantité limitée dans le jus de pomme. 

L’antagoniste a inhibé la germination des conidies du pathogène durant les premières 24h 

d’incubation. Cependant, en replaçant ces conidies dans un nouveau jus sans antagoniste, elles 

ont pu reprendre la germination jusqu’à un taux similaire à celui du témoin (non exposé à 

l’antagoniste). Ainsi, le système des plaques avec inserts facilite la manipulation de 

l’environnement (ajout des éléments nutritifs et transfert des inserts dans différents substrats) 

et permet d’étudier l’effet de différents facteurs sur le pathogène d’une façon non destructive. 

Ce système pourrait être combiné à d’autres techniques déjà existantes pour améliorer la 

compréhension de l’interaction antagoniste- pathogène dans le contrôle biologique. Il pourrait 

également servir, entre autre, à déterminer le seuil et la cinétique de réduction des éléments 

nutritifs qui sont indispensables pour l’inhibition de la germination des conidies du pathogène 

par l’antagoniste (Janisiewicz et al., 2000). Cependant, cette technique ne permet pas de 

distinguer s’il y a un effet des métabolites toxiques (enzymes ou antibiotiques) qui peuvent 

être sécrétés dans le milieu par l’agent antagoniste et diffusés par la membrane  vers les 

conidies du pathogène. 
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VII- Amélioration de l’efficacité de la lutte biologique contre les maladies 
de post-récolte 

 

Malgré les progrès effectués dans le développement de la lutte biologique, la mise en 

œuvre pratique de cette dernière reste difficile à réaliser. Le plus souvent l’emploi des 

antagonistes seuls offre une protection insuffisante et inférieure à celle apportée par 

l’utilisation de produits chimiques (Droby et al., 1998). L’amélioration de l’efficacité de la 

lutte biologique peut ainsi constituer le principal facteur pour la rendre acceptable (Spadaro et 

Gullino, 2003). 

Dès lors, un objectif primordial dans le développement de la lutte biologique 

correspond à l’amélioration de son efficacité. Cette amélioration peut s’orienter autour de 

deux axes. Tout d’abord, l’amélioration de l’aptitude de l’antagoniste à contrôler efficacement 

les maladies de post-récolte sous différentes conditions et de façon reproductive peut être 

réalisée par une amélioration de la formulation et/ou une amélioration génétique du 

microorganisme. D’autre part, l’étude et l’amélioration de sa compatibilité avec d’autres 

méthodes de lutte constituent une voie permettant d’élargir le spectre de lutte.  

 

VII.1- Amélioration de la formulation 

 

La formulation biologique joue un rôle important dans l’augmentation de l’expression 

des potentialités de protection de l’agent de lutte biologique. Elle peut intervenir dans 

l’amélioration de la survie et de l’efficacité du microorganisme et dans la persistance de cette 

efficacité au sein d’un environnement qui n’est pas toujours adéquat. Ce rôle peut être réalisé 

par l’application d’adjuvants tels que les éléments nutritifs, les sels minéraux, les cires ou tout 

autre additif pouvant dans certains cas stimuler les mécanismes d’action de l’agent de lutte 

biologique. 

Parmi les sels minéraux, le chlorure de calcium a amélioré significativement l’activité 

protectrice vis-à-vis de B. cinerea et de P. expansum de plusieurs souches de levures entre 

autres Pichia guillermondii, P. anomala, Candida sake et C. oleophila (Dutrifoy, 2001 ; 

Jijakli et Lepoivre, 1995 ; Mc Laughlin et al., 1990 ; Wisniewski et al., 1995). Ce phénomène 

pourrait être attribué à une amélioration de la fixation de l’antagoniste sur la surface de fruit et 
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à une augmentation de la résistance des parois cellulaires du fruit vis-à-vis des enzymes 

pectinolytiques de l’agent pathogène. Il semblerait également que le chlorure de calcium 

provoque une réduction directe de la germination des spores et l’élongation du tube germinatif 

de certains pathogènes comme Penicillium spp. et B. cinerea (Dutrifoy, 2001). 

Le bicarbonate de sodium combiné avec le produit biocide Aspire® a également 

montré une grande aptitude à améliorer significativement son effet de biocontrôle (curatif et 

protecteur) vis-à-vis de B. cinerea et de P. expansum sur pomme ainsi que de Monilia 

fructicola et Rhizopus stolonifer sur pêche (Droby et al., 2003a). La combinaison de deux 

souches antagonistes M. pulcherrima et C. laurentii avec le bicarbonate de sodium a permis 

d’éliminer complètement le P. expansum sur pommes stockées dans des conditions 

d’atmosphère contrôlée (William et al., 2007). 

La recherche d’éléments nutritifs (source de carbone et/ou source d’azote) capables de 

stimuler l’activité antagoniste, constitue l’un des principaux objectifs de recherche dans ce 

domaine (Costa et al., 2001 ; De Cal et al., 1993 ; El-Ghaouth et al., 2000 ; El-Ghaouth et al., 

2001 ; Janisiewicz et al., 1992; Nunes et al., 2002 ; Droby et al., 2003a). Janisiewicz et al. 

(1992) ont sélectionné in vitro les éléments nutritifs (composés hydrates de carbone et 

composés azotés) qui avaient la propriété d’être favorables à la multiplication de l’antagoniste 

Pseudomonas syringae tout en étant sans effets sur la germination, la croissance du tube 

germinatif ou sur la croissance radiale de P. expansum. Parmi ces composés, la L-asparagine 

et la L-proline (composés azotés) ont permis l’augmentation de la population de la bactérie 

sur pomme et l’amélioration de l’efficacité de son activité de biocontrôle. La combinaison du 

2-déoxy-D-glucose, un analogue du glucose, à 0,2% et de C. saitoana a apporté un niveau de 

contrôle vis-à-vis des maladies de post-récolte de pommes supérieur à celui du fongicide 

Thiabendazol. En outre, sur des variétés d’agrumes, cette combinaison a apporté un niveau de 

contrôle similaire à celui de l’Imazalil vis-à-vis de P. digitatum (El-Ghaouth et al., 2000). 

L’application de 2-déoxy-D-glucose avec les souches de levures P. anomala et C. sake a 

également entraîné une augmentation de protection de 30% comparativement à celle observée 

lors du traitement par les antagonistes seuls contre le développement de B. cinerea et 

Penicillium sp. Une étude sur le mode d’action de 2-déoxy-D-glucose a montré qu’à une 

concentration de 0,4%, il inhibait totalement la germination des conidies et réduisait de 75% 

la longueur des hyphes de B. cinerea. Par contre, aucun effet (stimulateur ou inhibiteur) de cet 

analogue de sucre n’a été observé sur la croissance des  souches de levures dans les blessures 

(Choutka, 1993). Par ailleurs, des additifs alimentaires ont également amélioré 
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significativement l’activité antagoniste de trois espèces C. laurentii, R. glutinis et A. pullulans 

vis-à-vis de P. expansum sur pommes et ils ont même permis, dans certains cas, de réduire la 

concentration de l’antagoniste de 100 fois (Lima et al., 2005). 

La compréhension des mécanismes d’action ouvre l’opportunité d’améliorer l’activité 

protectrice de la souche antagoniste en ajoutant à la formulation des molécules capables de 

stimuler ces mécanismes. Ainsi, l’ajout de parois de pathogène B. cinerea à la souche K de P. 

anomala entraîne une augmentation in situ de l’activité exo-β-1,3-glucanase (produite par 

cette souche) et l’amélioration simultanée de son activité protectrice vis-à-vis de B. cinerea 

(Jijakli et Lepoivre, 1998). Cette observation a été complétée par la recherche de molécules 

analogues à ces parois et possédant des caractéristiques compatibles avec une formulation. 

Plusieurs molécules de β-1,3-glucanes (HCT, YGT ou HGT) ont été testées en combinaison 

avec la souche K. Les auteurs ont pu constater que l’addition de YGT (contenant 71% de 

glucanes) à la souche antagoniste (à une concentration de 105 UFC /ml) entraîne un niveau de 

protection similaire à celui observé lorsque la souche K est appliquée seule à une 

concentration de 107 UFC/ml (Dickburt et al., 2001). Cette réduction de la dose d’application 

permettrait de réduire le coût du traitement. 

Des études ont montré que l’activité antagoniste de Cryptococcus laurentii vis-à-vis 

de P. expansum sur poire a été significativement améliorée avec l’amendement du milieu avec 

la chitine ou l’acide salicylique (Yu et al., 2007 ; Yu et al., 2008).  La chitine a permis 

d’améliorer l’activité chitinase de l’agent antagoniste en p lus de l’augmentation de la 

population de l’antagoniste (Yu et al., 2008). Alors que l’acide salicylique a renforcé 

l’activité de biocontrôle de C. laurentii  en induisant une résistance naturelle des fruits (Yu et 

al., 2007). 

 

 VII.2- Manipulations physiologiques et génétiques 

 

Des études sur la manipulation physiologique de la souche CPA-1 de C. sake ont 

montré que les conditions de croissance peuvent améliorer l’aptitude écologique de 

l’antagoniste. Ainsi, la croissance des cellules de l’antagoniste dans un milieu riche en 

nutriments à base d’extrait de levure avec une basse activité d’eau (aw), améliore la viabilité 

des cellules pour une large gamme d’humidité relative (Teixid? et al., 1998b), tout en 
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préservant l’efficacité de l’antagoniste vis-à-vis de P. expansum (Teixid? et al., 1998a). 

Abadias et al. (2001) ont également montré qu’il est possible de manipuler 

physiologiquement la croissance de C. sake en utilisant un milieu économique à base de 

mélasse pour produire une grande concentration de cellules tolérantes au stress hydrique. Ceci 

pourrait contribuer au développement d’une formulation de cet agent biologique avec une 

bonne viabilité (temps de demi-vie) et permettant une amélioration ou une conservation à plus 

long terme de son niveau de protection.  

Par ailleurs, les techniques de l’ingénierie génétique peuvent intervenir dans 

l’amélioration de la résistance aux fongicides, la colonisation des fruits dans les conditions de 

stockage et la synthèse de composés favorisant l’activité antagoniste (antibiotiques ou 

sidérophores) (Pusey, 1994 ; Janisiewicz et al., 2008). Les gènes qui confèrent un grand 

pouvoir antagoniste peuvent être utilisés à travers la sélection ou par utilisation de la 

technologie de l’ADN recombinant. Ainsi, les gènes impliqués dans le mode d’action d’un 

microorganisme pourraient être clonés et introduits à d’autres antagonistes potentiels 

(Janisiewicz, 1998 ; Wisniewski et al., 2005 ; Janisiewicz et al., 2008). Par exemple, le gène 

chi42 de T. harzianum qui code pour une protéine endochitinase, capable de dégrader les 

parois cellulaires des champignons, a été introduit dans un plant de citronnier. Une 

inoculation in vivo des fruits transgéniques avec B. cinerea a montré une importante réduction 

du développement des lésions comparativement au témoin (Gentile et al., 2007). Il serait 

également possible d’introduire un promoteur de ce gène pour améliorer son expression. Par 

ailleurs, un gène recombinant qui code pour une peptide antifongique (Psd1) a amélioré 

l’activité de biocontrôle de l’antagoniste Pichia pastoris vis-à-vis de P. expansum sur pomme 

(Janisiewicz et al., 2008). 

 

VII.3- Combinaison de plusieurs antagonistes 

 

Il serait possible d’améliorer l’efficacité du contrôle biologique en utilisant un 

mélange de plusieurs antagonistes complémentaires et non compétitifs. Un tel mélange 

pourrait avoir plusieurs avantages surtout lorsque les antagonistes combinés agissent par des 

mécanismes différents (Janisiewicz et Bors, 1995; Guestky et al., 2002 ; Calvo et al., 2003 ; 

Conway et al., 2005 ; William et al., 2007). Parmi ces avantages, il peut avoir un large spectre 
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d’activité comprenant plusieurs fruits à différents stades de maturation et plusieurs agents 

pathogènes ciblés. Ceci permet ainsi, une diminution du taux d’application et par conséquent 

du coût du traitement (Janisiewicz, 1998). De plus, la combinaison de différentes souches 

présentant des caractères génétiques différents contribue à minimiser le risque d’apparition de 

souches résistantes chez le pathogène. Le mélange de deux souches antagonistes de R. glutinis 

(souches SL1-C ou SL30-C) avec C. laurentii (SL 43) a montré un important effet synergique 

vis-à-vis de P. expansum mais pas vis-à-vis de B. cinerea sur pommes. Alors qu’une autre 

combinaison de R. glutinis (SL 1-C) et C. laurentii (SL 62) a eu un effet synergique sur B. 

cinerea. Cependant, aucune combinaison n’a permis une amélioration de biocontrôle vis-à-vis 

des deux pathogènes en même temps (Calvo et al., 2003).  

 

VII.4- Intégration de la lutte biologique à d’autres méthodes de lutte 

 

La combinaison de l’application d’antagoniste avec d’autres traitements chimiques ou  

physiques afin d’exploiter l’effet additif ou synergique pourrait constituer une voie potentielle 

d’amélioration de la protection apportée par un schéma phytosanitaire englobant l’utilisation 

d’antagonistes et elle permet d’atteindre un niveau de protection commercialement 

acceptable. Ainsi, la compatibilité de la lutte biologique avec d’autres méthodes de lutte doit 

être vérifiée.  

La tolérance de l’antagoniste aux fongicides de synthèse permet de les combiner avec 

une faible dose du fongicide. Des essais en chambre de conservation ont montré que 

l’association d’une faible dose de fongicide thiabendazole (TBZ à 100 ppm) aux produits 

biologiques Biosave® 110 (à base de P. syringae) a permis d’obtenir un contrôle similaire à 

celui obtenu avec le TBZ à la dose normale (569 ppm) (Sugar et Spotts, 1999). Le traitement 

des poires avec le TBZ juste après la récolte, ensuite avec Bio -save®110 après 6 semaines de 

la récolte a permis de contrôler efficacement la pourriture bleue causée par P. expansum 

(Sugar et Basil, 2008). Par ailleurs, la combinaison de l’antagoniste C. laurentii et d’une 

faible dose de TBZ a permis d’assurer un contrôle efficace et prolongé contre des souches de 

B. cinerea résistantes au TBZ (Lima et al., 2006).  

A part les traitements chimiques, d’autres méthodes alternatives peuvent être 

combinées à la lutte biologique, tel que le traitement par la thermothérapie (Jijakli et al, 
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1998 ; Janisiewicz et al., 2003 ; Conway et al., 2004 ; 2005 ; Zhang et al., 2007b), 

l’utilisation des produits naturels (El Guilli, 2000), des rayons ultraviolets (Chalutz et al., 

1992) ou de l’éthanol (Spadaro et al., 2002).  Dans un essai, le traitement des fruits de 

pommes avec une des deux souches de levures P. anomala (souche K) et C. oleophila (souche 

O) en suspension dans un film anti-transpirant combiné avec un traitement thermique par 

trempage dans l’eau (45°C pendant 10 minutes) a permis d’élargir le spectre des pathogènes 

contrôlés en agissant non seulement sur B. cinerea et P. expansum mais également sur les 

infections latentes dues aux Gloeosporium spp. qui sont traditionnellement visées par les 

traitements chimiques (Jijakli et al, 1999). Le traitement des pommes avec une  souche 

antagoniste résistante à la chaleur et le traitement à la chaleur à une température de 38°C 

pendant 4 jours ont été complémentaires et ont permis un meilleure contrôle des maladies de 

post-récolte (Leverentz et al., 2003). 

VIII. La lutte biologique avec Aureobasidium pullulans 

 
VIII.1- Présentation de l’espèce 

 

Aureobasidium pullulans (de Bary), Arnaud est une pseudo-levure de la famille des 

Dothioraceae. C’est un saprophyte cosmopolite qui est communément isolé à partir des débris 

des plantes, du sol, des fruits et des céréales. Les examens cliniques ont rarement rapporté 

qu’il est un agent pathogène des plantes ou des êtres vivants (Kwon-Chung et Bennet, 1992). 

Ainsi, il est conforme aux exigences du dossier d’homologation au niveau de son impact 

toxicologique sur la santé et l’environnement, ce qui constitue un point positif facilitant son 

enregistrement commercial. 

L’espèce A. pullulans est connue dans le domaine de l’industrie par la sécrétion de 

pullulane qui est un polysaccharide biodégradable, utilisé dans l’emballage des médicaments 

et l’alimentation. L’espèce peut être cultivée dans la plupart des milieux de culture de 

champignons. Elle est caractérisée par des colonies mycoides blanchâtres qui noircissent avec 

le vieillissement, des conidies de types blastospores, unicellulaires, hyalines, ovoïdes et de 

différentes formes et tailles et des hyphes hyalins à parois épaisses et contenant des septas 

transversaux. Cependant, selon le pH du milieu, la morphologie des cellules produ ites peut 

changer. A un pH 4.0, A. pullulans peut produire en même temps la forme unicellulaire et la 
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forme hyphale. Alors qu’à un pH 5.0, elle ne produit que la forme unicellulaire (Mounir et 

al., 2007). La pseudo-levure peut croître entre 10 et 35°C (ne croît pas à 37°C) avec un 

optimum à 25°C (Larone, 1995 ; St-Germain et Summerbell, 1996). 

 

VIII.2- Aureobasidium pullulans en tant qu’agent de biocontrôle 

 

A. pullulans possède la potentialité d’être un agent biologique efficace vu son aptitude 

à coloniser une large gamme d’hôtes et à survivre sous différentes conditions 

environnementales (Kohl et Fokhema, 1994). L’efficacité de cette espèce dans le contrôle des 

maladies de pré- et de post-récolte de plusieurs cultures a été largement rapportée (Adikaram 

et al., 2002 ; Castoria et al., 2001 ; Ippolito et al. 2000, 2005 ; Leibinger et al., 1997 ; Lima et 

al., 1997, 1999, 2003 ; Schena et al., 2003). Une souche d’A. pullulans (L47) a été isolée à 

partir de la surface des raisins de table et a montré une grande efficacité dans le contrôle des 

pathogènes responsables des pourritures en post-récolte des raisins, des kiwis, des fraises et 

des pommes (Ippolito  et al., 2000, 2005 ; Lima et al., 1997 ). Ce même isolat, en 

combinaison avec les sels de chlorure de calcium et de bicarbonate de sodium, était 

également capable de réduire l’incidence de B. cinerea sur les cerises en pré- et en post-

récolte (Ippolito et al., 2005). Deux autres isolats (533 et 547) d’A. pullulans ont 

significativement contrôlé les pourritures de post-récolte (B. cinerea et Monilinia laxa) sur 

raisins et cerises quand ils sont appliqués en pré- ou en post-récolte (Schena et al., 2003). De 

même, l’isolat LS30 a montré une importante activité antagoniste vis-à-vis d’un grand 

nombre de pathogènes de post-récolte comme B. cinerea, P. expansum sur pommes et 

Aspergillus niger et Rhizopus stolonifer sur raisins de table (Castoria et al., 2001 ; Lima et 

al., 1999). Cet isolat a aussi présenté une grande efficacité dans le contrôle des maladies de 

post-récolte et la prolongation de la durée de conservation des pommes, quand il est utilisé au 

champ en combinaison avec une dose réduite de benomyl (Lima et al., 1997b). Un produit 

biopesticide « Boni-protect » qui contient 2 souches d’A. pullulans à une concentration de 5. 

109 UFC/g a été testé en pré- et en post-récolte pendant 4 années consécutives dans le 

contrôle des maladies de post-récolte des pommes (B. cinerea, P. expansum et Gloeosporium 

spp.) et a montré un niveau de protection similaire aux produits chimiques (Weiss et al., 

2006). Récemment, une nouvelle souche potentielle nommée Ach1-1 a été isolée à partir de 

la surface des pommes et a été sélectionnée pour son niveau d’efficacité élevé vis-à-vis de P. 
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expansum et B. cinerea sur pommes (Achbani et al., 2005 ; Mounir et al., 2007 ; Krimi 

Bencheqroun et al., 2007). Un niveau de protection de 89% vis-à-vis de P. expansum a été 

obtenu avec une formulation sèche de la souche Ach1-1 à une concentration de 108 UFC/ml 

après 28 et 7 jours d’incubation sur des pommes stockées à 5 et 25°C respectivement (Mounir 

et al., 2007). 

 

VIII.3- Mécanismes d’action de certaines souches potentielles d’A. pullulans   

 

Plusieurs mécanismes ont été rapportés comme impliqués dans l’activité antagoniste 

d’A. pullulans. Parmi ces mécanismes, il y a la compétition pour la nutrition et l’espace, le 

mycoparasitisme et l’induction de la résistance de l’hôte (Castoria et al., 1997, 2001; Droby 

et Chalutz, 1994 ; Ippolito et al., 2000 ; Janisiewicz et al., 2000 ; Lima et al., 1997 ; Wilson 

et Wisniewski, 1989 ; Wilson et Chalutz, 1989 ; Krimi Bencheqroun et al., 2007). Des essais 

ont montré que A. pullulans (souche LS-30) peut agir vis-à-vis de B. cinerea et P. expansum 

sur pomme par la sécrétion d’enzymes extracellulaires exochitinase ([N-acetyl-?-D-

glucosaminidase (Nagase) et ?-1,3-glucanase) et par la compétition pour la nutrition mais pas 

par l’antibiose et l’induction de résistance (Castoria et al., 2001). La production 

d’antibiotiques par des isolats d’A. pullulans a été rapportée, ailleurs, mais leur rôle dans 

l’activité antagoniste n’a pas été clair (McCormack et al., 1993). D’autres essais ont 

démontré que la souche L47 d’A. pullulans est capable d’induire une défense biochimique 

des tissus de pomme vis-à-vis des pathogènes de post-récolte par l’augmentation de l’activité 

chitinase, ?-1,3- glucanase et peroxidase (Ippolito et al., 2000). Par ailleurs, Lima et al, 1997 

ont montré que le principal mode d’action d’A. pullulans (souche L47) vis-à-vis de B. cinerea 

sur fraise est la compétition pour la nutrition. Janisiewicz et al., 2000 ont également montré 

que A. pullulans (souche ST1-A24) agit sur l’inhibition de la germination des conidies de P. 

expansum par le mécanisme de la compétition pour la nutrition.   
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CHAPITRE II : OBJECTIFS 

 

Nos recherches ont porté sur l’analyse et la compréhension des mécanismes d’action 

impliqués dans l’activité antagoniste d’une nouvelle souche potentielle d’Aureobasidium 

pullulans Ach1-1 vis-à-vis du pathogène de la pourriture bleue Penicillium expansum des 

pommes en post-récolte. Ces recherches s’inscrivent dans le cadre d’un projet de coopération 

entre le Maroc et la Belgique visant le développement des méthodes de lutte biologique contre 

les maladies de post-récolte des pommes et des agrumes, par l’utilisation d’une approche 

multidisciplinaire.  

La première étape de notre travail a pour objectif de distinguer parmi les principaux 

mécanismes d’action ceux qui jouent un rôle important dans l’activité antagoniste d’ A. 

pullulans souche Ach1-1 en la comparant à d’autres souches de la même espèce (souches 

1112-3 et 1113-5) et à une souche antagoniste de référence (Pichia anomala souche K) vis-à-

vis d’une souche marocaine de P. expansum 880. Cette étape consiste à réaliser plusieurs 

essais préliminaires in vivo et in vitro sur l’importance de l’implication de chacun des 

mécanismes suivants : (1) la production des composés antifongiques par les antagonistes, (2) 

l’induction de la résistance dans les tissus de pommes et (3) la compétition pour les éléments 

nutritifs de la pomme. 

La seconde étape est une étude plus approfondie du mécanisme de la compétition pour 

la nutrition. Elle a pour objectif de (1) vérifier l’hypothèse de l’importance de l’implication de 

ce mécanisme dans l’activité antagoniste de la souche Ach1-1 vis-à-vis de P. expansum  en 

conditions in vivo et (2) identifier parmi les principaux éléments nutritifs de la pomme ceux 

qui peuvent être les plus limitants dans cette compétition. 
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CHAPITRE III : MATERIEL ET METHODES 

 

I- Matériel biologique et milieux de cultures 

 
I.1- La souche pathogène 

 
Le pathogène Penicillium expansum Link souche 880 a été isolé, par l’INRA de 

Meknès (Maroc), à partir de pommes infectées par la pourriture bleue. Cette souche a été 

classée parmi les plus virulente de la collection (données non publiées). Elle a été conservée à 

long terme à –80°C, dans une solution de glycérol (20%) et à court terme (6 mois) sur le 

milieu Potato Dextrose Agar (PDA) à 4°C et à l’obscurité. Avant son utilisation à partir de la 

forme conservée à court terme, la souche de P. expansum a été mise en culture sur PDA à 

25°C sous une photopériode de 12 ou 16 heures. La suspension des conidies a été préparée, à 

partir d’une culture âgée de 10 à 15 jours, dans une suspension aqueuse stérile contenant du 

Tween 20 (0,05%). La concentration des conidies a été ajustée à l’aide d’un hématimètre 

(cellule de Bürker).  

 
I.2- La souche antagoniste 

 
La souche Ach1-1 d’Aureobasidium pullulans (De Bary) Arnaud a été isolée en 

Belgique à partir de la surface de pommes saines de Golden Delicious et sélectionnée pour 

son efficacité vis-à-vis de P. expansum et de B. cinerea sur pomme (Achbani et al., 2005). 

Son identification a été réalisée par la société DSMZ (Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen) en Allemagne.  Cette souche antagoniste a été conservée 

à long terme sous forme de suspension dans une solution de glycérol (20%) à –80°C et à court 

terme (6 mois) sur le milieu PDA à 4°C. Avant son utilisation, elle a été repiquée, à partir de 

ce stock, trois fois successivement avec un intervalle de 24 heures sur le milieu PDA à 25°C. 

A la quatrième génération, elle a été prélevée à l’aide d’une tige en verre coudée puis mise en 

suspension dans de l’eau isotonique stérile (NaCl, 0,85%). La concentration a été ajustée à 

l’aide d’une cellule de Bürker. 
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1.3- Autres souches microbiennes 

 
Des souches antagonistes d’ A. pullulans (1112-3 et 1113-5) et de Pichia anomala 

(souche K) ont été utilisées dans certains essais comme modèle de comparaison avec la 

souche Ach1-1.  Les souches 1112-3 et 1113-5 d’ A. pullulans (De Bary) Arnaud. v. pullulans  

ont été isolées au Maroc à partir de la surface des pommes et identifiées par BCCM/ MUCL à 

Louvain-la-Neuve en Belgique. Ces souches ont présenté un effet de protection vis-à-vis de B. 

cinerea et P. expansum sur pommes en post-récolte (Achbani et al., 2005). La souche K  de  

Pichia anomala (Hansen) H. P. Sydow a été sélectionnée à l’unité de phytopathologie de la 

FUSAGx pour son efficacité vis-à-vis de P. expansum et B. cinerea sur pommes (Jijakli, 

1996). Ces souches antagonistes ont été conservées et utilisées de la même manière que la 

souche Ach1-1 d’A. pullulans. 

 
I.4- Le matériel végétal 

 
Les fruits de pommes utilisés appartiennent à la variété Golden Delicious et ont été 

achetés au marché local et conservés pendant 1 à 2 semaines à 1°C à atmosphère normale 

jusqu’à leur utilisation. Ces fruits ont été produits par le groupe Limdor Bourdelas (St.-

Yrieix-La Perche, France) et avaient été stockés dans une chambre froide juste après la récolte 

sans aucun traitement chimique de post-récolte. 

 

I.5- Milieux de cultures utilisés 

 
Le repiquage des souches antagonistes et pathogène a été effectué sur un milieu PDA 

(Merck et Oxoid). Un milieu liquide aqueux contenant différentes dilutions de jus de pomme 

(Materne, 100% jus pure, sans édulcorant ni conservateurs) a également été utilisé dans les 

tests in vitro. Ce milieu a été autoclavé durant 20 minutes à 110°C, juste avant son emploi. 
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II- Niveau d’efficacité d’A. pullulans vis-à-vis de P. expansum sur pomme 

 

L’efficacité des souches antagonistes Ach1-1 et 1112-3 d’A. pullulans vis-à-vis de P. 

expansum a été évaluée sur les blessures de pomme comme décrit précédemment par Jijakli et 

Lepoivre (1993), avec quelques modifications. Les fruits ont été désinfectés et blessés à l’aide 

d’un emporte pièce de 8 mm de diamètre et de 4 mm de profondeur (deux blessures par 

pomme). Des suspensions de 50 µl des antagonistes (ou l’eau isotonique pour les témoins) ont 

été appliquées dans les blessures à des concentrations de 105 ,106 et 107UFC/ml. Après 24 

heures d’incubation à 25°C, une suspension de 50 µl de spores de P. expansum 880 

(106spores/ml) a été inoculée dans les blessures. Les pommes ont été incubées, dans des 

boites en plastique fermées contenant un papier filtre humidifié, à 25°C dans l’obscurité 

pendant cinq jours. Les diamètres des lésions ont été mesurés et le taux d’efficacité a été 

calculé selon la formule : (Dté-Dtr)/Dté x 100, avec Dté et Dtr représentant respectivement les 

diamètres des lésions des pommes témoins et des pommes traitées moins le diamètre initiale 

de la blessure. Cinq pommes (10 sites blessés) ont été inoculées par souche. L’expérience a 

été répétée deux fois dans le temps. 

 

III- Evaluation de l’implication des métabolites toxiques et de l’induction 
de résistance chez les pommes dans l’activité antagoniste des souches d’A. 
pullulans in situ  

 

III.1- Production des composés antifongiques 

 
Pour évaluer l’implication des métabolites toxiques dans l’activité antagoniste des 

souches Ach1-1 et 1112-3 d’A. pullulans, l’effet de l’application de filtrats des antagonistes 

cultivés sur blessures de pommes a été évalué in vivo vis-à-vis de P. expansum.  

Lors d’une première étape, les cellules des antagonistes Ach1-1 et 1112-3 seules ou en 

présence du  pathogène ont été cultivées sur des blessures de pommes de 20 mm de diamètre. 

Une suspension de 200 µl des antagonistes, à une concentration de 108 UFC/ml, a été 

appliquée sur ces blessures de pommes. Après 24 heures d’incubation à 25°C, à l’obscurité, 

une partie des pommes a été inoculée avec 200 µl d’une suspension de P. expansum à une 

concentration de 106 conidies/ml additionnée de Tween 20 (1 blessure x 7 pommes/ 
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traitement), et l’autre partie a été traitée avec le tween 20 seulement  (1 blessure x 7 pommes/ 

traitement). Après une incubation supplémentaire de 24 heures sous les mêmes conditions, la 

couche supérieure de chaque blessure a été détachée par un léger frottement avec un fil de 

platine tout en ajoutant 500 µl d’eau distillée. Le contenu de la blessure a été récupéré par 

pipetage. Les suspensions de chaque type de traitement ont été rassemblées dans un tube 

Falcon et centrifugées pendant 10 min. Le surnageant a été récupéré puis filtré à l’aide d’un 

filtre à seringue (Acrodisc) de 20 µm de porosité.  

Dans une seconde étape, des nouvelles pommes blessées ont été réparties selon quatre 

modalités (5 pommes /objet) : (1) pommes non traitées [témoins], (2) pommes traitées avec le 

filtrat de culture des antagonistes seuls [FC (antg)], (3) pommes traitées avec le filtrat de 

culture des antagonistes en présence du pathogène [FC (antg+path)], (4) pommes traitées avec 

une suspension de cellules des antagonistes fraîchement collectées des boites de Pétri et 

ajustée à une concentration de 107 UFC/ml [cellules]. Pour chaque blessure (2 blessures de 8 

mm de diamètre par pomme), 50 µl de solution ou suspension y a été ajoutée. Après 3 heures 

de séchage sous flux, les pommes ont été inoculées avec 50 µl d’une suspension de P. 

expansum à une concentration de 104 conidies/ml. Le diamètre des lésions a été mesuré sur les 

fruits après une incubation de cinq jours à 25°C à l’obscurité. L’expérience a été répétée deux 

fois dans le temps.   

 

III.2- Induction de la résistance des fruits traités par les souches antagonistes  

 
 

Afin d’évaluer l’apparition de la résistance induite chez les pommes traitées avec les 

souches Ach1-1 et 1112-3 d’A. pullulans, l’effet de leur application à distance du pathogène 

sur le niveau de protection a été testé. 

Les pommes désinfectées ont été blessées à l’aide d’un emporte pièce de 8 mm de 

diamètre (8 blessures périphériques et une blessure centrale) selon deux dispositions des 

blessures rapprochées et des blessures éloignées (figure 2). La suspension des souches 

antagonistes a été appliquée, à une concentration de 107 UFC/ml, sur les blessures 

périphériques (50 µl/ blessure). Après 24 heures d’incubation, une suspension des spores de P. 

expansum (106 conidies/ml) a été appliquée dans la blessure centrale (50 µl/ blessure). Le 

diamètre des lésions a été mesuré sur les fruits après sept jours d’incubation à 25°C à 
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l’obscurité. Cinq fruits ont été utilisés par type de traitement. L’expérience a été répétée deux 

fois dans le temps. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV- Etude in vitro de l’implication de la compétition pour la nutrition de 
souches d’A. pullulans dans l’inhibition de la germination des conidies de 
P. expansum   

 

IV.1- Cinétique de croissance des souches d’ A. pullulans dans des milieux restreints en 

éléments nutritifs  

 
Afin d’évaluer l’adaptation des antagonistes d’A. pullulans (souches Ach1-1, 1112-3 

et 1113-5) à des concentrations différentes en nutriments, leur cinétique de croissance a été 

étudiée dans des milieux présentant différentes concentrations de jus de pomme. 

Dans les puits des plaques de culture cellulaires à 24 puits (TC-tests plats), 300 µl 

d'une suspension d'eau isotonique contenant un des antagonistes à 107 ufc/ml a été ajoutée à 

300 µl de jus de pommes. Les concentrations finales en jus de pommes correspondaient à 0,1 ; 

0,5 ; 1 ; et 5%.  Les plaques ont été placées à l’obscurité sous agitation (80 rpm) dans une 

chambre de culture conditionnée à 25°C. Après des temps d’incubation de 0, 6, 24, 48 et 72 

heures, la densité cellulaire des antagonistes a été mesurée à l’aide d’un hématimètre (la 

cellule de Neubauer). Deux répétitions ont été utilisées par concentration de jus et par temps 

de prélèvement. L’essai a été réalisé une fois dans le temps. 

Blessures rapprochées  

1 cm 

Blessures éloignées 

3 cm 

Pathogène 

Antagoniste 

Figure 2 : Représentation des dispositions des blessures réalisées sur pommes 
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IV.2- Etude de la compétition pour la nutrition in vitro  

 

La compétition pour la nutrition a été étudiée in vitro par l’utilisation d’une méthode 

non destructive développée par Janisiewicz et al. (2000). Le dispositif est constitué de plaques 

de cultures cellulaires à 24 puits (TC-tests plats) et d’inserts cylindriques (Millicell-CM, 

Millipore, Belford, MA) dont la partie inférieure est attachée à une membrane à filtre (PTFE) 

de 0,4 µm de porosité. Ce type de système permet une séparation physique de l’antagoniste et 

du pathogène avec un échange des éléments nutritifs et des métabolites produits dans le 

milieu.  

A l’aide de cette méthode, l’effet des souches antagonistes d’A. pullulans (1113-5, 

1112-3 et Ach1-1) et de P. anomala (souche K) sur la germination des conidies de P. 

expansum a été étudié, dans des milieux de jus de pomme dilué à des concentrations 

croissantes. Ainsi, les suspensions contenant les antagonistes à une densité de 107 UFC/ml et 

le jus de pomme à différentes concentrations (0 ; 0,1 ; 0,5 ; 1 et 5%) ont été préparées dans les 

puits des plaques de culture (600 µl/ puit). Les inserts ont été placés dans le puit et les 

suspensions des conidies de P. expansum (2.105 conidies/ml) ont été déposées à l'intérieur de 

l'insert (400 µl/ insert). Les plaques avec les inserts ont été mises en incubation à 25°C à 

l'obscurité, sous agitation à 80 rpm pendant 24h. Les témoins étaient constitués par des 

cultures de P. expansum seul avec les mêmes concentrations de jus. Après l’incubation, les 

inserts ont été enlevés des puits et égouttés sur un papier absorbant. Pour chaque insert, la 

membrane a été coupée avec un scalpel et transférée sur une lame de microscope avec une 

goutte du colorant bleu de coton de lactophènole pour les observations microscopiques. 

L’effet des souches antagonistes sur le P. expansum dans les différents milieux a été évalué en 

comparant le pourcentage de germination des conidies de chaque cas avec le témoin 

correspondant. Les conidies germées ont été quantifiées parmi un échantillon de 100 conidies 

en utilisant deux membranes par traitement. L’élongation du tube germinatif des conidies a 

été évalué selon une échelle de germination : 1= pas de germination, 2= tube germinatif <4x 

taille de la conidie, 3=tube germinatif >4x taille de la conidie (Annexe 1). L’expérience a été 

réalisée une fois dans le temps. 

Lorsqu’un effet inhibiteur de la germination a été observé, des essais supplémentaires 

ont été réalisés pour évaluer la viabilité des conidies et la possibilité de la réversibilité de cette 

inhibition (Figure 3). Ainsi, les conidies inhibées dans les suspensions contenant les souches 
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antagonistes Ach1-1, 1113-5 et la souche K avec le jus à une concentration de 0,5% ont été 

soumises à des nouvelles conditions nutritives en absence ou en présence des antagonistes. 

Ces nouvelles conditions ont été obtenues de deux manières. D’un côté, une quantité de jus de 

pommes a été ajoutée aux mêmes milieux du premier essai contenant déjà les antagonistes, 

afin d’obtenir des concentrations de 0,5 et 5%. D’un autre côté, les inserts contenant les 

conidies inhibées ont été transférés à des nouveaux milieux de jus de pommes à des 

concentrations de 0 ; 0,5 ou 5% (en absence des antagonistes). Après 24 h supplémentaires 

d’incubation, le pourcentage de germination des conidies a été évalué en utilisant deux 

membranes par traitement et un total de 100 conidies par membrane. L’expérience a été 

répétée deux fois dans le temps. 

 
 
 

 
 
Figure 3 : Schéma des manipulations réalisées pour l’étude in vitro de l’implication du 
mécanisme de la compétition pour la nutrition dans l’activité antagoniste des ag ents de 
contrôle biologiques (ACB) (souches Ach1-1 et 1113-5 d’A. pullulans et souche K de P. 
anomala) vis-à-vis de P. expansum 
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IV.3- Evaluation de la présence des métabolites toxiques  

 

Les conidies de P. expansum ont été incubées durant 48 heures en présence de la 

suspension des souches antagonistes (Ach1-1, 1113-5 et souche K) dans du jus à 0,5%. Après 

enlèvement de l’insert, le milieu de culture contenant les antagonistes a été filtré à travers un 

filtre de 0,22 µm de porosité (Acrodisc). Le filtrat a été récupéré afin d’évaluer son effet 

inhibiteur sur la germination de P. expansum et de le comparer à celui développé par des 

cellules vivantes des agents antagonistes. 

Dès lors, une suspension des cellules vivantes des souches Ach1-1 et 1113-5 d’A. 

pullulans et de la souche K de P. anomala ou leurs filtrats de culture ont été introduits chacun 

dans des puits contenant 0,5% de jus et ont été mis en contact avec de nouvelles conidies de 

P. expansum à 2.105 conidies/ ml pendant 24h. Le témoin a été représenté par des conidies du 

pathogène mises dans un milieu de jus en absence des antagonistes ou de leurs filtrats. Le taux 

de germination des conidies a été déterminé comme précédemment. Deux membranes ont été 

observées pour chaque cas et l'expérimentation a été répétée deux fois dans le temps. 

 

V- Evaluation in situ de l’implication du mécanisme de la compétition pour 
la nutrition dans l’activité antagoniste de la souche Ach1-1 d’A. pullulans  

 
V.1- Compétition pour les éléments nutritifs des pommes  

 

La compétition pour la nutrition a été étudiée in situ en évaluant l’effet de 

l’application exogène dans les blessures des composés majeurs de la pomme (acides aminés, 

vitamines et sucres) sur l’activité protectrice de la souche Ach1-1 d’A. pullulans  vis-à-vis de 

P. expansum.  

Les fruits ont été blessés avec un emporte-pièce (3 blessures de 4 mm de diamètre et 4 

mm de profondeur par pomme) et traités avec 40 µl de la suspension de l’antagoniste à une 

concentration de 107 UFC/ml. Après une heure d’incubation, les blessures ont été inoculées 

avec 40 µl de la suspension des conidies de P. expansum à une concentration de 

105conidies/ml. Après le séchage des blessures, 40 µl d’eau distillée ou de l’une des solutions 

nutritives ont été ajoutés. Trois solutions ont été préparées en mélangeant la plupart des acides 
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aminés, des vitamines et des sucres, connus pour être présents dans les tissus des pommes, 

avec des concentrations supérieures à celles rapportées pour les pommes (20, 20, 5 fois 

respectivement) (Tableau 2) (USDA nutrient database for standard reference, release 14, 

2001). Les témoins ont été traités avec les mêmes solutions en absence de la souche Ach1-1. 

Les diamètres des lésions ont été mesurés après 5 jours d’incubation à 25°C à l’obscurité. Le 

niveau d’efficacité a été calculé comme précédemment. Le taux de réduction du niveau 

d’efficacité par l’adition des éléments nutritifs a été calculé selon la formule : [(Ea-En) / Ea x 

100], avec Ea et En représentant respectivement les taux d’efficacité de la souche antagoniste 

sans et avec l’addition des éléments nutritifs.  Quinze pommes (3 sites de blessure/ pomme) 

ont été utilisées pour chaque traitement. L’expérience a été répétée deux fois dans le temps. 

 

Tableau 2 : Liste des éléments nutritifs ajoutés dans les blessures des pommes  
Groupe des nutriments Nutriment spécifique Concentration (g/ L)(a) 

Solution 1: Acides aminés 
§ Groupe 1 
 
 
 
§ Groupe 2 
 
 
 
 
 
 
§ Groupe 3 

 
Serine  
Acide glutamique 
Glycine 
 
Thréonine 
Arginine 
Histidine 
Alanine 
Acide aspartique  
Proline 
 
Tryptophane 
Leucine 
Lysine 
Méthionine 
Phénylalanine 
Tyrosine 
Valine 

 
1,9 
0,3 
1,9 

 
1,7 
1,4 
0,7 
1,7 
0,2 
1,7 

 
0,5 
1,0 
2,9 
0,5 
1,2 
0,01 
2,1 

Solution 2: Vitamines 
 

 
Acide ascorbique 
Thiamine 
Riboflavine 
Niacine 
Acide pantothenique 
Pyrodixine 
Tocopherol 

  
1357,1 

4,0 
3,3 
18,3 
145,2 
11,4 
76,2 

Solution 3: Sucres  
 

 
Saccharose 
Glucose 
Fructose 

  
88,6 
104,0 
252,5 

(a)Concentration des acides aminés, des vitamines et des sucres correspondant respectivement à 20, 20 
et 5 fois celles rapportées dans le tissus des pommes (USDA nutrient database for standard reference, 
release 14, 2001) 
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V.2- Importance de la compétition pour les acides aminés des pommes 

 
L’effet de l’application exogène de différentes concentrations des acides aminés sur le 

niveau d’efficacité de la souche Ach1-1 vis-à-vis de P. expansum a été évalué en utilisant la 

même méthode que précédemment (Chapitre III, paragraphe V.1). Les acides aminés connus 

pour être présents dans les tissus des pommes ont été utilisés à des concentrations 2, 10 ou 20 

fois supérieures à celles rapportées dans le tissu des pommes (USDA nutrient database for 

standard reference, release 14, 2001). Quinze pommes (3 sites de blessure/ pomme) ont été 

utilisées pour chaque traitement. L’expérience a été répétée deux fois dans le temps. 

L’effet de l’excès des acides aminés dans les blessures sur la croissance de la 

population de la souche antagoniste Ach1-1 a été évalué. Après 24 heures d’incubation de 

l’antagoniste, le tissu de pomme contenant la blessure a été récupéré avec un scalpel, placé 

dans un tube stérile contenant 5 ml du tampon PKT (0,05M de phosphate de potassium à un 

pH de 6,5 et 0,005% de Tween 80) ensuite broyé manuellement. Cinq pommes avec trois 

blessures chacune ont été utilisées. Pour chaque pomme, les suspensions des cellules 

récupérées à partir des trois blessures ont été rassemblées et diluées par un facteur de 103 et 

104 et étalées sur milieu PDA (50 µl/boite de Petri). Ainsi, cinq boites de Pétri ont été 

préparées par dilution et par traitement. Les boites ont ensuite été incubées à 25°C pendant 2 

jours et le nombre de colonies de la souche Ach1-1 a été calculé. L’expérience a été répétée 2 

fois dans le temps. 

  

VI- Analyse de l’assimilation des acides aminés des pommes par 
l’antagoniste et/ou le pathogène par chromatographie en phase liquide  

 
Les pommes blessées ont été réparties selon quatre modalités (10 pommes/objet) : (1) 

pommes non traitées (témoins), (2): pommes traitées avec la souche Ach1-1 seule 

(antagoniste), (3) pommes traitées avec P. expansum seul (pathogène) (4) pommes traitées 

avec la souche Ach1-1 suivi, après une heure, par l’inoculation de P. expansum (antagoniste + 

pathogène). Les deux microorganismes ont été utilisés en suivant la méthodologie des essais 

de biocontrôle. Pour chaque objet, 50 µl du tampon PKT ont été ajoutés dans chaque blessure 

et ensuite récupérés par pipetage après 0, 6, 14 et 24 h de l’application de l’antagoniste. Les 

échantillons de chaque objet (30 échantillons) ont été mélangés et la concentration de chaque 
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acide aminé existant a été déterminée par chromatographie en phase liquide à haute 

performance (HPLC) (High- Performance Liquid Chromatography) et détectée par 

fluorescence. Les échantillons ont été dérivatisés avec 6-aminoquinolyl-N-

hydroxysuccinimidyl carbamate (AccQ.Fluor) et séparés sur une colonne d’acide aminé 

(Water AccQ.Tag column) thermostatisé à 37°C. Les acides aminés ont été détectés par un 

détecteur fluorescent (Waters 2475) avec une longueur d’onde d’excitation de 250 nm et une 

longueur d’onde d’émission de 395 nm. L’identification des acides aminés a été confirmée 

par comparaison de leur temps de rétention avec celui de standards (Sigma Chemical Co.). 

Un essai de biocontrôle a été conduit en parallèle, comme décrit précédemment, pour 

évaluer l’efficacité de la souche Ach1-1 vis-à-vis de P. expansum dans les conditions de cet 

essai. 

 

VII- Compétition pour des acides aminés spécifiques 

 

VII.1-  Compétition in vivo pour des groupes d’acides aminés 

L’effet de l’application exogène, dans les blessures des pommes, de trois groupes 

d’acides aminés sur le niveau d’efficacité de la souche Ach1-1 vis-à-vis de P. expansum a été 

évalué. Le groupement des acides aminés a été fait selon les resultats obtenus par l’analyse 

chromatographique (voir chapitre IV, paragraphe V). Ces groupes d’acides aminés ont été 

préparés avec une concentration 20 fois supérieure à celle rapportée dans les tissus des 

pommes (USDA nutrient database for standard reference, release 14, 2001). Quinze pommes 

(3 sites de blessure/ pomme) ont été utilisées pour chaque traitement. L’expérience a été 

répétée deux  fois dans le temps. 

 

VII.2-  Compétition in vivo pour des acides aminés individuels 

Afin de trouver l’élément le plus limitant dans la compétition pour la nutrition, les 

acides aminés appartenant au groupe 1 (sérine, glycine et acide glutamique) ont été évalués 

individuellement dans les essais de biocontrôle sur les blessures de pommes, en comparaison 

avec un élément du groupe 2 qui est l’alanine. Ainsi, chacun de ces acides aminés a été 

appliqué dans les blessures, comme précédemment (Chapitre III, paragraphe V.1) avec une 

concentration 20 fois supérieure à celle rapportée dans les tissus des pommes (USDA nutrient 
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database for standard reference, release 14, 2001). Quinze pommes (3 sites de blessures/ 

pomme) ont été utilisées pour chaque traitement. L’expérience a été répétée deux fois dans le 

temps. 

 
VII.3- Effet in vitro des acides aminés sur la germination des conidies du pathogène  

Le rôle des trois acides aminés (sérine, glycine et acide glutamique) dans l’effet 

inhibiteur de la souche antagoniste Ach1-1 de la germination des conidies du pathogène P. 

expansum a été évalué dans un milieu synthétique in vitro. L’essai a été conduit sur les 

plaques de culture avec inserts comme précédemment (chapitre III, paragraphe IV.2) en 

utilisant un milieu minimum de base de Lilly et Barnett (1951) qui ne contient aucune source 

azotée. Ce milieu est composé de : 10g D-glucose ; 1g KH2PO4 ; 0,5g MgSO4 .H20 ; 0,01 mg 

FeSO4.7H2O ; 8,7 mg ZnSO4.7H2O ; 3 mg MnSO4.H2O ; 100 µg Biotine ; 100 µg Thiamine ; 

1L eau desionisé. Pour tester l’effet des trois acides aminés (sérine, glycine et acide 

glutamique), le milieu de base a été additionné par chacun des acides aminés à différentes 

concentrations allant de 0 à 20 fois (0 ; 0,5 ; 1 ou 20 fois) celles rapportées dans les tissus des 

pommes (USDA nutrient database for standard reference, release 14, 2001). Les suspensions 

contenant l'antagoniste A. pullulans souche Ach1-1 (107 UFC/ml) et le milieu synthétique 

avec les acides aminés ont été mis dans les puits des plaques de culture (600 µl/ puit). Les 

inserts ont été placés dans le puit et les suspensions des conidies de P. expansum (2.105 

conidies/ml) ont été déposées à l'intérieur de l'insert (400 µl/ insert). Les plaques avec les 

inserts ont été mis en incubation à 25°C à l'obscurité pendant 24h. Les témoins ont été 

représentés par des cultures de P. expansum seul (sans antagoniste) dans les mêmes 

concentrations d’acides aminés. Après l’incubation, la germination des conidies de P. 

expansum a été quantifiée parmi un échantillon de 100 conidies en utilisant deux membranes 

par traitement. L’expérience a été répétée deux fois dans le temps. 

 

VIII- Analyse statistique 

 

Pour tous les essais, un dispositif en bloc aléatoire complet a été ut ilisé.  Les résultats 

obtenus ont subi une analyse de la variance (ANOVA) à deux critères de classification 

(P<0,05) en utilisant le logiciel SAS/STAT (Statistical Analysis System).  



 

 

CHAPITRE IV : 

RESULTATS ET DISCUSSION 
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CHAPITRE IV : RESULTATS ET DISCUSSION 

 

I- Niveau d’efficacité d’A. pullulans vis-à-vis de P. expansum sur pomme 

 

Les souches antagonistes d’A. pullulans (Ach1-1 et 1112-3) ont montré une 

importante activité antagoniste vis-à-vis de P. expansum sur pommes. En effet, l’application 

des cellules de ces antagonistes dans les blessures des pommes a significativement réduit le 

diamètre des lésions causées par le pathogène par rapport au témoin non traité et a engendré 

un niveau d’efficacité élevé (Graphique 2). L’analyse de la variance des taux d’efficacité n’a 

pas montré de différence significative entre les différents traitements utilisés. Ainsi, quelle 

que soit la densité des cellules appliquée, les deux souches antagonistes ont eu un niveau 

d’efficacité presque similaire vis-à-vis de P. expansum qui dépasse 75 %.    

 

 
 
Graphique 2 : Effet de l’application des souches Ach1-1 et 1112-3 d’A. pullulans dans les blessures 
des pommes à trois densités (105 , 106 et 107 UFC/ml) sur le pourcentage moyen d’efficacité vis-à-vis 
de P. expansum par rapport au témoin non traité. Les barres verticales représentent l’erreur standard 
calculée à partir de 10 répétitions par objet. L’essai a été reproduit 2 fois dans le temps. Les 
traitements suivis par la même lettre ne sont pas significativement différents (P?0,05) 
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Dans d’autres études, plusieurs souches d’A. pullulans ont également montré une 

grande activité antagoniste non seulement vis-à-vis de P. expansum sur pomme mais aussi 

contre la majorité des pathogènes de post-récolte de différentes cultures (Adikaram et al., 

2002 ; Castoria et al., 2001 ; Ippolito et al. 2000, 2005 ; Leibinger et al., 1997 ; Lima et al., 

1997, 1999, 2003 ; Schena et al., 2003). Dans le cadre du projet de coopération où s’inscrit 

notre étude, les souches Ach1-1 et 1112-3 d’A. pullulans ont été isolées à partir de la surface 

des pommes et ont montré une importante activité antagoniste vis-à-vis des principaux 

pathogènes des pommes en post-récolte P. expansum et B. cinerea  (Achbani et al., 2005). La 

capacité de ces souches à contrôler le développement de P. expansum a été confirmée dans 

nos essais de biocontrôle sur pommes (Graphique 2). Elles ont montré des niveaux 

d’efficacité similaires vis-à-vis de P. expansum 

 

II- Evaluation de l’implication des métabolites toxiques et de l’induction de 
résistance chez les pommes dans l’activité antagoniste des souches d’A. 
pullulans in situ 

 

II.1- Production des composés antifongiques 
 

L’implication éventuelle des composés antifongiques dans l’activité antagoniste des 

souches Ach1-1 et 1112-3 d’A. pullulans vis-à-vis de P. expansum a été étudiée en examinant 

l’impact de l’application, dans les blessures des pommes, des filtrats de culture des 

antagonistes (préalablement cultivés seuls ou en présence du pathogène) sur la réduction du 

développement du pathogène, comparativement au témoin non traité et aux objets traités avec 

les cellules vivantes des antagonistes. 

L’analyse statistique des diamètres des lésions causées par P. expansum a montré que 

seule l’application des cellules des antagonistes a eu un effet significatif sur la réduction du 

diamètre des lésions comparativement au témoin non traité. Par contre, les deux types des 

filtrats de culture (souches antagonistes seules ou en présence du pathogène) n’ont pas eu 

d’effet sur le diamètre des lésions (Graphique 3). 
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Graphique 3 : Effet de l’application dans les blessures des pommes des filtrats de culture des 
antagonistes souches Ach1-1 et 1112-3 d’A. pullulans seuls [FC(antg)] ou en présence du P. expansum 
[FC(antg+path)] ou des cellules des antagonistes (cellules) sur le diamètre des lésions (cm) causées par 
P. expansum. Le témoin est représenté par des blessures non traitées. Les barres verticales représentent 
l’erreur standard calculée à partir de 10 répétitions par objet. L’essai a été produit 2 fois dans le temps. 
Les traitements suivis par la même lettre ne sont pas significativement différents (P?0,05)  
 

 
Il apparaît que l’activité antagoniste des deux souches d’A. pullulans Ach1-1 et 1112-

3 n’est pas obtenue par l’application de leurs filtrats de culture, même si ceux-ci proviennent 

d’une culture préalable des cellules des antagonistes en présence des conidies du pathogène. 

La présence des cellules vivantes des deux antagonistes est ainsi indispensable pour garantir 

un contrôle biologique du champignon.  

Des résultats similaires ont été obtenus dans le cas d’une autre souche d’A. pullulans 

(LS-30) en appliquant son filtrat de culture dans les blessures des pommes pour le contrôle de 

P. expansum et de B. cinerea (Castoria et al., 2001). Plusieurs études ont cependant rapporté 

que l’effet des filtrats de culture d’agents antagonistes sur la réduction de l’infection de l’hôte 

par le pathogène peut être lié à la sécrétion dans le milieu de métabolites toxiques 

(antibiotiques, enzymes lytiques ou autres) par les antagonistes (Droby et al., 1989 ; Castoria 

et al., 1997 ; Castoria et al., 2001 ; Guetsky et al., 2002 ; Spadaro et al., 2002 ; Yu et al., 

2008). Yu et al. (2008) ont montré que l’application dans les blessures des poires du filtrat de 

culture de Cryptococcus laurentii, qui a été préalablement cultivé dans un milieu NYDB 

additionné de la chitine (qui est une composante de la paroi cellulaire du champignon) 
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pendant 24h, a entraîné une activité antagoniste vis-à-vis de P. expansum qui a été associé à 

une importante activité enzymatique chitinase. Ainsi, les résultats obtenus suggèrent une 

absence ou une faible implication (non significativement observable à l’échelle des essais in 

vivo) des métabolites toxiques, sécrétés dans le milieu, dans l’activité antagoniste des deux 

souches d’A. pullulans vis-à-vis de P. expansum. Pour mettre en évidence la production 

d’antibiotique par les agents de lutte biologique, plusieurs auteurs ont généralement recours à 

des essais de culture en duale dans les conditions in vitro, qui consiste à l’observation d’une 

zone d’inhibition de croissance de la colonie du pathogène lorsqu’il est mis en culture avec 

l’antagoniste sur boite de pétri (Castoria et al, 1997 ; Janisiewicz et al., 2000; Calvo et al., 

2007 ; Saravanakumar et al., 2008 ; Mikani et al., 2008). Cependant, cela ne signifie pas 

toujours une production au niveau des sites d’action in situ ou que l’antibiotique intervienne 

en totalité ou en partie dans l’antagonisme. D’où l’intérêt de notre méthode qui part 

directement des conditions in vivo et évalue l’effet réel de ces métabolites dans le biocontrôle 

comparativement aux cellules vivantes des agents antagonistes. 

 

II.2- Induction de la résistance des fruits traités par les souches antagonistes 
 

L’implication du mécanisme de l’induction de la résistance des pommes par les 

souches antagonistes Ach1-1 et 1112-3 d’A. pullulans dans leur activité antagoniste vis-à-vis 

de P. expansum a été évaluée in vivo en analysant l’effet de leur application dans des sites de 

blessures séparés du site d’inoculation du pathogène. 

Les analyses statistiques des diamètres des lésions obtenus ont montré que 

l’application des souches antagonistes Ach1-1 et 1112-3 à distance du pathogène n’a pas eu 

d’effet significatif sur la réduction du diamètre des lésions causées par P. expansum par 

rapport aux témoins correspondants (Graphique 4). En effet, quelle que soit la distance 

utilisée entre les blessures périphériques et la blessure centrale (blessures rapprochées ou 

blessures éloignées), les agents antagonistes n’ont pas engendré de réaction de défense des 

tissus des pommes vis-à-vis de P. expansum significativement observable en terme 

d’inhibition du développement du pathogène. 
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Graphique 4 : Effet de l’application des souches antagonistes Ach1-1 et 1112-3 d’A. pullulans dans 
des sites de blessures rapprochés ou éloignés du site d’inoculation du pathogène P. expansum sur le 
diamètre des lésions (cm) causées par le pathogène. Les témoins sont représentés par des blessures non 
traitées avec les antagonistes et ayant le même dispositif que les objets traités. Les barres verticales 
représentent l’erreur standard calculée à partir de 5 répétitions par objet. L’essai a été reproduit 2 fois 
dans le temps. Les traitements suivis par la même lettre ne sont pas significativement différents 
(P?0,05).  
 
 

Guetsky et al. (2002) ont montré qu’un effet à distance des agents biologiques comme 

Bacillus mycoides et Pichia guillermondii peut être le résultat d’une stimulation du système 

de défense de la plante de fraisier vis-à-vis de B. cinerea. Ainsi, les résultats obtenus dans 

notre étude peuvent suggérer la non implication de l’induction de résistance des fruits de 

pomme par les souches antagonistes Ach1-1 et 1112-3 vis-à-vis de P. expansum. Il est vrai 

que nos résultats ne montrent pas s’il y a induction de résistance à une échelle cellulaire 

(microscopique), par contre ils montrent qu’elle n’a pas d’impact significatif sur l’activité 

antagoniste. L’induction de résistance ne semble donc pas ici jouer un rôle dans l’effet 

protecteur vis-à-vis du pathogène. Une étude cytologique et ultrastructurale par microscopie 

électronique a permis d’observer que Candida saitoana induisait la formation de plusieurs 

structures de défense sur le tissus de pomme, comme la formation de papilles et d’autres 

protubérances (El-Ghaouth et al., 2003). Cependant, cette étude n’a pas mis en évidence la 

part de protection apportée par ces manifestations d’induction de résistance observées.  Par 

ailleurs, dans le cas d’autres souches d’A. pullulans (L47 et LS-30), des auteurs ont montré 

qu’une importante activité ?-1,3- glucanase et chitinase a été présente dans les blessures des 

pommes traitées avec ces antagonistes. L’origine de ces enzymes a été attribuée à la 
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production par l’antagoniste lui-même et/ou à l’induction de l’accumulation de celles-ci dans 

les fruits (Ippolito et al., 2000 ; Castoria et al., 2001). Cependant, l’origine de ces enzymes et 

l’importance de leur contribution dans l’activité de biocontrôle des souches antagonistes 

restent encore inconnus et exigent plus d’investigation.  

 

III- Etude in vitro de l’implication de la compétition pour la nutrition de 
souches d’A. pullulans dans l’inhibition de la germination des conidies de 
P. expansum   

 

III.1- Cinétique de croissance des souches d’ A. pullulans dans des milieux restreints en 
éléments nutritifs  
 

L’objectif de cette étude est de pouvoir distinguer parmi plusieurs souches 

antagonistes d’A. pullulans, celles qui peuvent mieux se développer dans des conditions 

nutritionnelles restreintes et probablement servir comme un candidat compétiteur vis-à-vis de 

P. expansum.  

Les graphiques 5 (A, B, C et D) représentent la cinétique de croissance des souches 

d’A. pullulans (Ach1-1, 1112-3, 1113-5) dans des milieux de jus de pomme dilué à des 

concentrations de 0,1 ; 0,5 ; 1 et 5%, en partant d’une densité initiale des cellules de 107 

UFC/ml. Les résultats ont montré qu’à la concentration la plus faible de jus (0,1%), 

l’ensemble des souches testées n’ont pas pu se développer, à l’exception de la souche Ach1-1 

qui a atteint une densité de 2,18.107 UFC/ml après 72h d’incubation (Graphique 5A). Lorsque 

cette concentration a été portée à 0,5%, l’ensemble des populations des souches d’A. pullulans 

ont pu doubler leur densité après 24h d’incubation. Cependant, la vitesse de croissance a été 

différente d’une souche à une autre ; elle a été plus rapide dans le cas de la souche Ach1-1 qui 

a atteint cette densité (2. 107 UFC/ml) après 6 h d’incubation, suivie par la souche 1113-5 et 

enfin par la souche 1112-3 dont la densité a atteint seulement 1,3. 107 UFC/ml après 6h 

d’incubation (Graphique 5B). L’augmentation de la concentration du jus à 1% et 5% dans les 

milieux de culture a amélioré la croissance des souches d’A. pullulans et plus particulièrement 

celle de la souche 1113-5 qui a atteint après 72h d’incubation des densités supérieures aux 

autres souches d’une valeur de 3,4. 107 et 5,6. 107 UFC /ml pour une concentration respective 

en jus de 1 et 5% (Graphique 5C et 5D). Il apparaît que le cycle de croissance des souches 
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1113-5 et 1112-3 d’A. pullulans atteint la fin de la phase exponentielle après 24 h 

d’incubation pour atteindre la phase stationnaire qui est caractérisée par une croissance lente. 

Alors que pour la souche Ach1-1, la fin de la phase exponentielle est atteinte après 6 h 

d’incubation, excepté pour la concentration la plus élevée en jus (5%).  

 

 
 
Graphique 5 : Cinétique de croissance in vitro des souches d’A. pullulans en fonction de la 
concentration du milieu de culture en jus de pomme 0,1% (A) ; 0,5% (B) ; 1%(C) et 5% (D). 
La densité initiale des souches est 107 UFC/ml. Les barres verticales représentent l’erreur 
standard calculée à partir de 2 répétitions par objet. L’essai a été produit une fois dans le temps.  
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III.2- Etude de la compétition pour la nutrition in vitro  

L’effet des souches antagonistes 1113-5, 1112-3 et Ach1-1 d’A. pullulans et de la 

souche K de P. anomala sur la germination des conidies de P. expansum a été étudié, dans des 

milieux de jus de pomme dilués à des concentrations croissantes (Graphique 6). L’analyse de 

la variance a montré un effet significatif de la concentration de jus et des souches antagonistes 

sur le pourcentage de germination des conidies. Le pourcentage le plus faible  a été obtenu à 

une concentration de 0% de jus, en absence comme en présence des souches antagonistes. 

Pour les témoins, les conidies de P. expansum ont germé (82,5 - 98,5%) après les premières 

24 h d’incubation en présence de jus (à toutes les concentrations testées) quoiqu’à 0,1% de 

jus, les conidies ont présenté une faible élongation du tube germinatif (Annexe 1).  Cependant, 

la présence des souches Ach1-1, 1113-5 et la souche K a significativement réduit la 

germination des conidies comparativement aux témoins, dans le jus de pomme, sauf en 

présence de la concentration la plus élevée en jus (5%). En effet, à une concentration de 0,5% 

de jus, l’effet inhibiteur de ces trois souches antagonistes était le plus élevé avec des taux de 

réduction de germination par rapport aux témoins compris entre 70 et 76%. Alors qu’à 5% de 

jus, ces taux de réduction de germination étaient compris entre 0% (Ach1-1) et 32% (souche 

K) (Annexe 1). Des quatre souches testées, la souche 1112-3 d’A. pullulans a provoqué la 

plus faible baisse de germination avec un taux maximal de réduction de 37% par rapport au 

témoin, à une concentration de 0,5% de jus.  

Graphique 6 : Le pourcentage de germination des conidies de P. expansum après 24h d’incubation 
sans (Témoin) ou avec les souches antagonistes d’A. pullulans (1113-5, Ach1-1 et 1112-3) ou de P. 
anomala (souche K) en fonction de la concentration de jus de pomme. Les barres verticales 
représentent l’erreur standard calculée à partir de 2 répétitions par objet. L’essai a été produit 1 fois 
dans le temps. Les traitements suivis par la même lettre ne sont pas significativement différents 
(P?0,05) 
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Afin d’évaluer la réversibilité de l’effet inhibiteur obsérvé dans le cas des souches 

Ach1-1, 1113-5 et la souche K dans 0,5% de jus et pour vérifier la viabilité des conidies 

inhibées, ces dernières ont été remises dans des nouvelles conditions nutritives en absence ou 

en présence des antagonistes. 

Quand les cylindres contenant les conidies inhibées (après 24h d’incubation à 0,5% de 

jus) ont été transférés dans des nouveaux puits contenant des concentrations croissantes (0 ; 

0,5 ou 5%) de jus frais sans les souches antagonistes, la germination des conidies, après une 

incubation supplémentaire de 24h, est restée inchangée en absence de jus de pomme (0%) 

mais complètement rétablie en présence des deux concentrations de jus de 0,5 et 5% 

(Graphique 7). Par ailleurs, l’ajout de jus frais dans les puits contenant les conidies inhibées 

(après 24h d’incubation avec les antagonistes) pour obtenir une concentration de 0,5 % de jus 

n’a pas eu d’effet en présence des souches Ach1-1 et 1113-5 d’ A. pullulans et a pu restaurer 

partiellement la germination des conidies en présence de la souche K de P. anomala. Alors 

qu’en portant cette concentration de jus à 5%, la germination des conidies a été totalement 

rétablie dans le cas de la souche K et de la souche 1113-5 et partiellement rétablie dans le cas 

de la souche Ach1-1; les pourcentages de germination étaient de 89 ; 98 et 68%, 

respectivement. 

Graphique 7: Pourcentage de germination des conidies de P. expansum après 24h d’incubation en 
présence ou en absence des agents de contrôle biologique (ACB) (souches Ach1-1, 1113-5 et K) en 
fonction de la concentration de jus de pomme. Ces conidies ont été préalablement exposées à ces 
souches antagonistes dans 0,5% de jus de pomme pendant 24h. Les barres verticales représentent 
l’erreur standard calculée à partir de 2 répétitions par objet. L’essai a été reproduit 2 fois dans le 
temps. Les traitements suivis par la même lettre ne sont pas significativement différents (P?0,05). 

 

En présence des ACB En absence des ACB 
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III.3- Evaluation de la présence des métabolites toxiques in vitro 

 
Afin d’étudier l’éventuelle intervention des métabolites toxiques produits par les 

souches antagonistes Ach1-1 et 1113-5 d’A. pullulans et la souche K de P. anomala, dans 

l’effet inhibiteur de la germination des conidies de P. expansum, l’effet de filtrat de culture 

des souches antagonistes sur la germination des conidies a été évalué in vitro (Graphique 8). 

AAA

A
AA

B
B

B

0

20

4 0

60

8 0

100

soucheK 1113-5 Ach1-1

Souches antagonistes

Po
ur

ce
nt

ag
e 

de
 g

er
m

in
at

io
n

Témoin
FC(ACB)
Cellules (ACB)

 
Graphique 8 : Pourcentage de germination des conidies de P. expansum après 24 h d’incubation en 
présence des cellules des agents de contrôle biologique (ACB) souches Ach1-1 et 1113-5 d’A. 
pullulans et la souche K de P. anomala [Cellules (ACB)] ou de leur filtrat de culture [FC(ACB)] ou en 
absence de traitement [Témoin]. Le filtrat de culture provient d’une coculture préalable des cellules 
des antagonistes avec le pathogène P. expansum pendant 48h. Les barres verticales représentent 
l’erreur standard calculée à partir de 2 répétitions par objet. L’essai a été reproduit 2 fois dans le 
temps. Les traitements suivis par la même lettre ne sont pas significativement différents (P?0,05) 

 

Les analyses de la variance ont montré que l’application dans le milieu du filtrat de 

culture des trois souches antagonistes (Ach 1-1, 1113-5 et la souche K) n’a pas eu d’effet 

significatif sur la réduction du taux de germination par rapport au témoin non traité. Par 

contre la présence des cellules vivantes des antagonistes a engendré un effet inhibiteur 

important de la germination des conidies du pathogène par rapport au témoin non traité 

(Graphique 8).  
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III.4- Discussion 

Les tests réalisés in vitro ont montré qu’en absence des souches antagonistes 

(témoins), la germination  des conidies de P. expansum a été meilleure en présence qu’en   

absence de jus de pomme dans le milieu (Graphique 6). Ceci confirme que P. expansum est 

dépendant des éléments nutritifs du milieu et a besoin de suffisamment de nutriments pour 

germer et devenir infectieux. En effet, le pathogène P. expansum présente d’abord une phase 

saprophytique, en tant que nécrotrophe à la surface des fruits avant de développer une 

structure activement infectieuse. Cette phase est possible grâce à la présence de nutriments 

libérés par les fruits ou se trouvant à leur surface (Blakeman et Brodie, 1977). Ainsi le 

développement, dans les sites des blessures, des antagonistes entrant efficacement en 

compétition pour les éléments nutritifs, peut prévenir l’établissement de cette phase 

saprophytique du pathogène et en conséquence réduire l’infection.  

A la différence de la souche 1112-3, les souches antagonistes Ach1-1 et 1113-5 d’A. 

pullulans et la souche K de P. anomala ont eu un important effet inhibiteur de la germination 

des conidies de P. expansum in vitro après 24 h d’incubation dans des milieux faibles en jus 

de pommes et particulièrement à une concentration de 0,5% (Graphique 6). Ce faible effet 

inhibiteur de la souche 1112-3 peut être lié à une faible vitesse de croissance et d’assimilation 

des éléments nutritifs du milieu par rapport aux conidies du pathogène, pendant cette période. 

En effet, la cinétique de croissance des différentes souches antagonistes d’A. pullulans a 

montré qu’ à une concentration de 0,5% de jus de pomme, la vitesse de croissance de la 

souche 1112-3, pendant les premiers 6 h d’incubation, a été la plus faible comparativement 

aux autres souches et particulièrement à la souche Ach1-1 (Graphique 5B). Selon Droby et 

Chalutz (1994), la croissance rapide d’un agent antagoniste peut intervenir dans la réduction 

des éléments nutritifs disponibles dans le milieu ou dans la restriction de l’espace pour la 

colonisation du pathogène, ce qui réduit la croissance de ce dernier et l’incidence de son 

infection. Toutefois, la méthode utilisée dans nos essais in vitro écarte l’effet de compétition 

pour l’espace et favorise plus la distinction de la compétition pour la nutrition, vu que le 

dispositif permet une séparation physique entre l’antagoniste et le pathogène avec un échange 

des éléments nutritifs du milieu. Ainsi, il semble que la souche 1112-3 d’A. pullulans n’agit 

pas principalement dans son activité de biocontrôle vis-à-vis de P. expansum par la 

compétition pour les éléments nutritifs des pommes mais par d’autres mécanismes qui 

demanderaient plus d’investigation. 
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Par ailleurs, l’effet inhibiteur de la germination des souches antagonistes Ach1-1 et 

1113-5 et la souche K a presque disparu dans un milieu riche en jus (à une concentration de 

5%) (Graphique 6), ce qui montre que ces agents biologiques étaient efficaces dans 

l’inhibition de la croissance de P. expansum seulement dans des conditions restreintes en 

éléments nutritifs. De plus, cet effet inhibiteur était réversible et les conidies inhibées étaient 

encore viables puisqu’elles étaient toujours capables de germer une fois remises dans des 

conditions nutritives favorables, en absence ou même en présence des antagonistes si la 

concentration du milieu en éléments nutritifs est élevée (Graphique  7). Ceci constitue des 

preuves de la possibilité d’implication importante de la compétition pour la nutrition dans 

l’activité antagoniste des souches Ach1-1 et 1113-5 d’A. pullulans et de la souche K de P. 

anomala vis-à-vis de P. expansum (Droby et al., 1989 ; Janisiewicz et al., 2000 ; Meziane et 

al., 2006). Ces résultats confirment ceux obtenus par Jijakli (1996) qui a montré que la 

compétition pour la nutrition peut constituer l’un des principaux mécanismes d’action de la 

souche K de P. anomala vis-à-vis de B. cinerea sur pomme. D’autres recherches ont 

également montré que des souches d’A. pullulans (L47, ST1-A24 et LS-30) agissent 

principalement par le mécanisme de la compétition pour la nutrition vis-à-vis de B. cinerea et 

de P. expansum (Lima et al., 1997 ; Janisiewicz et al., 2000 ; Castoria et al., 2001). 

Le système des plaques avec inserts utilisé dans notre étude in vitro, présente de 

nombreux avantages qui permettent d’étudier le mécanisme de la compétition pour la 

nutrition, indépendamment de la compétition pour l’espace (comme la séparation physique  

entre l’antagoniste et le pathogène, la possibilité de transférer les conidies du pathogène d’un 

milieu à un autre d’une manière non destructive) (Janisiewicz et al., 2000). Cependant, ce 

système ne permet pas d’écarter l’effet des métabolites toxiques qui peuvent être sécrétés par 

les antagonistes dans le milieu et diffuser à travers la membrane vers les conidies du 

pathogène. Ainsi pour lever cette hypothèse, une expérience supplémentaire qui consiste à 

analyser l’effet du filtrat de culture des agents antagonistes (préalablement cultivés avec le 

pathogène pendant 48h) sur l’inhibition de la germination des conidies du pathogène a permis 

de démontrer l’absence significative d’un effet lié à une sécrétion dans le milieu de 

métabolites toxiques par les trois antagonistes (souches Ach1-1, 1113-5 et la souche K). En ce 

qui concerne la souche K, il a été montré partiellement qu’elle ne produit pas d’antibiotiques 

ou de toxines vis-à-vis des pathogènes de post-récolte des pommes en utilisant la technique de 

culture en duales in vitro (Jijakli, données non publiée). Par ailleurs, l’utilisation d’une 

méthode biochimique a permis d’isoler un exo-?-1,3-glucanase à partir des filtrats de culture 
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de la souche K en présence des parois de B. cinerea. Cette enzyme purifiée a montré un 

important effet inhibiteur de la croissance des tubes germinatifs des conidies de B. cinerea par 

la dégradation partielle ou totale des parois du pathogène. En outre, l’addition des parois de B. 

cinerea stimulait à la fois cette activité enzymatique et l’activité protectrice vis-à-vis du 

pathogène. Ces études suggéraient que l’activité enzymatique pourrait être l’un des 

mécanismes d’action impliqué dans l’effet protecteur de P. anomala souche K vis-à-vis de B. 

cinerea (Jijakli et Lepoivre, 1998). Alors qu’en ce qui concerne A. pullulans, il a été détecté 

des activités Nagase et ?-1,3-glucanase dans les filtrats de culture d’une autre souche (LS-30) 

(Castoria, et al., 2001). Ainsi, nos résultats ne confirment pas l’absence totale d’une activité 

enzymatique ou même antibiotique dans les filtrats de cultures des souches antagonistes 

testés. Par contre ils montrent que ces activités ne jouent pas un rôle significatif dans l’effet 

inhibiteur de la germination des conidies de P. expansum. 

  

IV- Evaluation in situ de l’implication du mécanisme de la compétition pour 
la nutrition dans l’activité antagoniste de la souche Ach1-1 d’A. pullulans  

 

IV.1- Compétition pour les éléments nutritifs des pommes 

 

En absence des éléments nutritifs exogènes, la souche Ach1-1 a montré une grande 

efficacité dans la réduction des diamètres des lésions causées par P. expansum sur les pommes 

blessées (Graphique 9). Le taux d’efficacité correspondant était de 97,1%. Pour les témoins 

non traités, l’ajout des éléments nutritifs (acides aminés, sucres et vitamines) en excès dans 

les blessures des pommes a significativement augmenté le diamètre des lésions. Pour les 

objets traités avec la souche Ach1-1, l’application des éléments nutritifs a fortement élargi les 

lésions causées par le pathogène (Graphique 9) et a réduit l’efficacité de la souche 

antagoniste. Par rapport à leur témoin respectif, les niveaux d’efficacité apportés par la souche 

Ach1-1 en présence de sucres, de vitamines ou d’acides aminés étaient respectivement de 

39,8 ; 29,4 et 28,4%.  

L’analyse de la variance des résultats de deux essais réalisés séparément dans le temps 

a montré une différence significative, ce qui n’a pas permis de regrouper les résultats dans un 
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seul graphique (Annexes 2 et 3). Néanmoins, la tendance des deux essais a été la même ; ainsi 

la plus importante réduction du taux d’efficacité de la souche Ach1-1 vis-à-vis de P. 

expansum, a été obtenue avec les acides aminés (71-78%) suivis par les vitamines (51-70%) et 

finalement par les sucres (38-60%) (Graphique 9 et annexe 2). 

 

Graphique 9 : Effet de l’application exogène des sucres, des vitamines ou des acides aminés dans les 
blessures des pommes sur le diamètre des lésions (cm) causées par P. expansum en absence (témoin) 
ou en présence d’A. pullulans (Ach1-1) après 5 jours d’incubation. Les barres verticales représentent 
l’erreur standard calculée à partir de 45 répétitions par objet. Les traitements suivis par la même lettre 
ne sont pas significativement différents (P?0,05) (1ére répétition dans le temps). 

 

IV.2- Compétition pour les acides aminés des pommes 

L’ajout des concentrations croissantes en acides aminés dans les blessures des 

pommes non traitées (témoins) ou traitées avec la souche Ach1-1 a significativement élargi le 

diamètre des lésions développées par P. expansum (Graphique 10). La présence de la souche 

Ach1-1 a significativement réduit le diamètre de l’infection par rapport au témoin quelle que 

soit la concentration en acides aminés. Cependant, l’importance de cette réduction a diminué 

avec l’augmentation de la concentration des acides aminés, s’accompagnant donc d’une perte 

du niveau d’efficacité de la souche Ach1-1 vis-à-vis de P. expansum. La plus importante perte 

a été obtenue avec l’application de la concentration la plus élevée des acides aminés 20x. 

Ainsi par rapport à leur témoin respectif, 32,8% d’efficacité a été enregistrée lors de 

l’application de la concentration 20x en acides aminés contre 91% obtenue sans ajout d’acides 

aminés (Graphique 10). 
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Graphique 10 : Effet de l’application exogène des acides aminés dans les blessures des pommes sur le 
diamètre des lésions (cm) causées par P. expansum en absence (témoin) ou en présence de la souche 
antagoniste (Ach1-1) après 5 jours d’incubation. Les barres verticales représentent l’erreur standard 
calculée à partir de 45 répétitions par objet. L’essai a été répété 2 fois dans le temps. Les traitements 
suivis par la même lettre ne sont pas significativement différents (P?0,05) 
 
 

Le graphique 11 montre l’effet de l’application des acides aminés sur la croissance de 

la population de la souche antagoniste Ach1-1 après 24 h d’incubation dans les blessures des 

pommes. La densité de la population de la souche a significativement augmenté en fonction 

de la concentration des acides aminés ajoutés. La densité la plus importante a été obtenue 

avec la concentration des acides aminés la plus élevée (20x).  

 
Graphique 11 : Effet de l’application exogène des acides aminés dans les blessures des pommes sur la 
densité de la population de la souche Ach1-1 d’A. pullulans (107 UFC/blessure) après 24 h 
d’incubation. Les barres verticales représentent l’E.S calculée à partir de 5 répétitions par objet. 
L’essai a été reproduit 2 fois dans le temps. 
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IV.3- Discussion 

 
L’étude du mécanisme de la compétition pour la nutrition in vitro a été complétée avec 

une étude in vivo sur des pommes blessées, dans le cas de la souche Ach1-1 d’A. pullulans. 

Les résultats obtenus ont encore une fois confirmé l’efficacité de cette souche antagoniste 

dans le contrôle biologique des infections des blessures dues au P. expansum avec des 

niveaux d’efficacité allant de 83 à 97% selon les essais (Graphiques 9 et 10). Cependant, cet 

effet de protection a été fortement réduit avec l’ajout dans les blessures d’éléments nutritifs 

exogènes des pommes (Graphique 9, 10, annexe 2), montrant ainsi, que l’effet antagoniste 

peut être réversible, même in vivo, en présence d’un excès d’éléments nutritifs. Ce qui 

confirme l’hypothèse de l’implication du mécanisme de la compétition pour la nutrition dans 

le contrôle de P. expansum par la souche antagoniste Ach1-1. Cette approche a été utilisée par 

de nombreux auteurs travaillant sur la lutte biologique au moyen des antagonistes contre les 

pathogènes de post-récolte des fruits (Filonow, 1996 ; Castoria et al., 1997 ; Castoria et al., 

2001 ; Lima et al., 1997 ; Vero et al., 2002, Saligkarias et al., 2002 ; Saravanakumar et al, 

2008). Cependant ils ont souvent eu recours à l’utilisation des milieux synthètiques comme 

nutriments exogènes (NYDB (Nutrient Yeast Dextrose Broth) et Nitrate de Potassium) dont 

les compositions sont différentes de celle de tissus des pommes (Castoria et al., 1997 ; 

Castoria et al., 2001 ; Lima et al., 1997 ; Vero et al., 2002). Alors que dans notre étude, les 

nutriments exogènes ajoutées dans les blessures des pommes sont conformes à ce qui est 

rapporté dans le tissus des pommes, tant au niveau composants qu’au niveau quantités. 

(USDA nutrient database for standard reference, release 14, 2001). Ce qui permet de montrer 

l’effet de surplus d’un élément propre aux pommes sur l’activité antagoniste. 

Parmi les principaux composants des pommes qui ont été testés , les acides aminés 

paraissent être, dans nos conditions expérimentales, plus impliqués dans la compétition entre 

la souche Ach1-1 et P. expansum que les vitamines et particulièrement plus que les sucres 

(Graphique 9, annexe 2). En outre, l’application exogène d’acides aminés à des concentrations 

croissantes dans les blessures des pommes a progressivement réduit l’activité antagoniste de 

la souche Ach1-1 vis-à-vis de P. expansum (Graphique 10) sans réduire le développement de 

ces microorganismes (l’antagoniste et le pathogène) (Graphiques 10 (témoins) et 11). En 

effet, l’ajout dans les blessures de la concentration la plus élevée des acides aminés (20x) a 

réduit le niveau d’efficacité de 64%, indiquant ainsi que plus la source d’azote est importante 

dans les sites de compétition plus il y a une suppression de l’effet antagoniste de la souche 
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Ach1-1. Une autre étude a déjà montré qu’une suppression de l’activité de biocontrôle de 

deux levures Cryptococcus laurentii et Candida ciferrii vis-à-vis de P. expansum a été 

obtenue avec l’addition de nitrate de potassium dans les sites des blessures des pommes, 

plutôt qu’avec l’addition des sucres, indiquant ainsi que les composés azotés, qui sont 

présents en faible concentration dans les pommes, sont limitants pour le développement des 

levures et du pathogène (Vero et al., 2002). Ces observations montrent que la compétition 

pour la nutrition et plus particulièrement celle pour les acides aminés peut jouer un rôle 

important dans le contrôle biologique de P. expansum. 

V- Analyse de l’assimilation des acides aminés des pommes par 
l’antagoniste et/ou le pathogène par chromatographie en phase liquide 

 

L’analyse par HPLC de la cinétique de l’assimilation des acides aminés existants dans 

les blessures des pommes a indiqué que la concentration totale de ces composés diminue 

durant l’incubation des pommes, essentiellement durant les premières 14 h suivant 

l’application de l’antagoniste Ach1-1 (Graphique 12). La plus importante réduction a été 

observée dans les blessures traitées avec la souche Ach1-1 et plus particulièrement dans celles 

contenant la souche Ach1-1 et P. expansum. 

 
Graphique 12 : Concentration (nmol /ml) de l’ensemble des acides aminés présents dans les blessures 
des pommes durant les premiers 24 h d’incubation. Les blessures étaient intactes (Aucun), traitées 
avec la souche Ach1-1 d’A. pullulans seule (Antagoniste), inoculées avec P. expansum seul 
(Pathogène) ou traitées avec la souche Ach1-1 et ensuite inoculées avec P. expansum  (Antagoniste + 
Pathogène). Les barres verticales représentent l’E.S calculée à partir de 2 répétitions par objet. L’essai 
a été réalisé 1 fois dans le temps. 
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L’analyse détaillée des données obtenues a permis de classer les différents acides 

aminés analysés en trois groupes selon le changement de leur concentration individuelle 

durant l’incubation (Tableau 2, Annexe 4). Le premier groupe comprenait la serine, la glycine 

et l’acide glutamique dont les concentrations ont largement diminué avec le temps de 

l’incubation. Le second groupe se composait des acides aminés suivants : acide aspartique, 

histidine, arginine, thréonine, alanine et proline, dont les concentrations restaient presque 

stables durant l’incubation. Le reste des acides aminés analysés (tyrosine, valine, méthionine, 

lysine, leucine, tryptophane et phénylalanine) ont constitué le troisième groupe. Les acides 

aminés appartenant à ce groupe existaient en très faible concentration dès le départ de 

l’expérimentation (Annexe 4). 

 

Dans les conditions expérimentales de l’analyse par HPLC, l’essai de biocontrôle 

réalisé en parallèle a montré une grande efficacité de la souche antagoniste Ach1-1 sur la 

réduction du diamètre des lésions causées par P. expansum en assurant un niveau d’efficacité 

de 84% (Annexe 5). 

 

Ainsi, l’hypothèse de l’implication de la compétition pour les acides aminés dans 

l’activité antagoniste de la souche Ach1-1 d’ A. pullulans a été renforcée par l’analyse de la 

cinétique de l’épuisement des acides aminés des blessures durant l’incubation des pommes. 

Cette analyse a dévoilé que la concentration des acides aminés se trouve plus réduite, après 

l’incubation, en présence de la souche Ach1-1 qu’en présence de P. expansum et que 

l’épuisement le plus rapide des acides aminés a été obtenu en présence des deux 

microorganismes (Graphique 12). Ceci suggère que la souche Ach1-1 assimile les acides 

aminés des pommes mieux que P. expansum, et plus particulièrement ceux appartenant au 

groupe 1 (la serine, la glycine et l’acide glutamique) (Annexe 4). La serine et l’acide 

glutamique ont été trouvés parmi les trois principaux acides aminés présents dans le jus de 

pomme qui ont été complètement assimilés durant 24 h d’incubation par une autre souche 

d’A. pullulans (ST1-A24) in vitro (Janisiewicz et al., 2000). Ainsi, ces acides aminés du 

groupe 1 peuvent être plus impliqués que les autres dans le mécanisme de compétition. 
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VI- Compétition pour des acides aminés spécifiques 

 

VI.1- Compétition in vivo pour des groupes d’acides aminés 

 
L’analyse statistique de la variance a montré que les diamètres des lésions 

développées par P. expansum ont été significativement affectés par l’ajout des groupes des 

acides aminés (Tableau 2). Pour les témoins, les valeurs des diamètres des lésions étaient plus 

importantes en présence qu’en absence des acides aminés exogènes indépendamment des 

groupes utilisés. En présence de la souche Ach1-1, l’ajout des acides aminés a 

significativement élargi les lésions et a réduit son effet antagoniste. La plus importante perte 

d’efficacité vis-à-vis de P. expansum a été obtenue avec le premier groupe (serine, glycine et 

acide glutamique) avec un taux de 81,4% par rapport au témoin suivi par le groupe 2 (57,4%) 

et finalement par le groupe 3 (52,1%) (Graphique 13). 

Afin de trouver l’élément le plus limitant dans cette compétition, les acides aminés 

appartenant au groupe 1 (serine, glycine et acide glutamique) ont été choisis pour être testés 

individuellement dans les essais de biocontrôle, en comparaison avec un élément du deuxième 

groupe (alanine) (Paragraphe VI.2). 

 
Graphique 13 : Effet de l’application exogène des différents groupes des acides aminés dans les 
blessures des pommes sur le diamètre des lésions (cm) causées par P. expansum en absence (témoin) 
ou en présence d’A. pullulans (souche Ach1-1) après 5 jours d’incubation. Les barres verticales 
représentent l’E.S calculée à partir de 45 répétitions par objet. L’essai a été reproduit 2 fois dans le 
temps. Les traitements suivis par la même lettre ne sont pas significativement différents (P?0,05) 
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VI.2- Compétition in vivo pour des acides aminés individuels 

 

Pour les témoins non traités avec la souche antagoniste Ach1-1, l’ajout de chacun des 

acides aminés individuels en excès dans les blessures des pommes n’a pas affecté les 

diamètres des lésions causées par P. expansum (Graphique 14). L’application de la souche 

antagoniste Ach1-1 a significativement contrôlé le développement du pathogène par rapport 

au témoin en présence ou en absence d’ajout des acides aminés. Cependant, le niveau de cet 

effet a été significativement réduit par l’ajout de chacun des acides aminés testés. La plus 

importante perte d’efficacité a été obtenue en appliquant l’acide aminé serine (62,8%), suivis 

par la glycine (51,1%), ensuite par l’acide glutamique (37,2%) et l’alanine (26,4%). Par 

ailleurs, l’analyse statistique n’a pas montré une différence significative entre l’effet de l’ajout 

de l’acide glutamique et l’alaline sur le diamètre des lésions. 

Graphique 14 : Effet de l’application exogène des acides aminés serine, glycine, acide glutamique  et 
alanine dans les blessures des pommes sur le diamètre des lésions (cm) causées par P. expansum en 
absence (témoin) ou en présence de A. pullulans (souche Ach1-1) après 5 jours d’incubation. Les 
barres verticales représentent l'E.S calculée à partir de 45 répétitions par objet. L’essai a été reproduit 
2 fois dans le temps. Les traitements suivis par la même lettre ne sont pas significativement différents 
(P?0,05) 
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VI.3- Effet in vitro des acides aminés spécifiques sur la germination des conidies du 

pathogène  

 
Les graphiques 15 A, B et C représentent l’effet de l’application de trois acides aminés 

(sérine, glycine et acide glutamique) sur le pouvoir inhibiteur de la souche antagoniste Ach1-1 

de la germination des conidies du pathogène P. expansum. Ceci après 24 heures d’incubation, 

dans un milieu minimal qui ne contient aucune source d’azote. 

 
 
Graphiques 15 A, B et C : Pourcentage de germination des conidies de P. expansum  après 24 heures 
d’incubation dans un milieu synthétique contenant différentes concentrations en acides aminés Serine 
(A), Glycine (B) ou Acide glutamique (C), en absence (Témoin) ou en présence de l’antagoniste 
(Ach1-1). Les barres verticales représentent l'E.S calculée à partir de 2 répétitions par objet. L’essai a 
été reproduit 2 fois dans le temps. Les traitements suivis par la même lettre ne sont pas 
significativement différents (P?0,05) 
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En absence de la souche antagoniste Ach1-1, les conidies de P. expansum ont pu 

totalement germer dans le milieu synthétique, même sans ajout des acides aminés (graphique 

15). L’addition de la souche Ach1-1 dans le milieu a significativement réduit le taux de 

germination du pathogène quelle que soit la concentration et l’acide aminé présent dans le 

milieu. L’effet inhibiteur de la souche Ach1-1 a été affaibli en présence d’une concentration 

élevée de la sérine (20 x), alors qu’il est resté invariable avec des concentrations 

correspondantes à 0,5 et 1 fois la quantité qui existe naturellement dans les pommes. Ainsi, 

dans un milieu contenant 20x de sérine, le taux d’inhibition de la souche Ach1-1 était de 47% 

contre 75% obtenu sans l’ajout de sérine (Graphique 15A). Dans le cas de la glycine, une 

réduction significative de l’effet inhibiteur de la souche antagoniste a été observée dés l’ajout 

de la première concentration (0,5x) et elle a été plus importante avec la concentration la plus 

élevée (20x) (Graphique 15B). Par contre dans le cas de l’acide glutamique, les concentrations 

testées n’ont pas eu d’effet significatif sur le pouvoir inhibiteur de la souche Ach1-1 

(Graphique 15 C). 

 

VI.4- Discussion  

 
L’objectif de cette partie est de trouver parmi les acides aminés des pommes, ceux qui 

sont les plus limitants dans le mécanisme de la compétition pour la nutrition qui est impliqué 

dans l’activité antagoniste de la souche Ach1-1 d’A. pullulans vis-à-vis de P. expansum sur 

pomme. 

Les acides aminés du groupe 1 (sérine, glycine et acide glutamique) ont eu un 

important effet sur la réduction de l’activité antagoniste de la souche Ach1-1 quand ils sont 

appliqués en groupe avec une importante concentration dans les blessures des pommes, 

comparativement aux autres groupes d’acides aminés des pommes (Graphique 13). Ainsi ces 

observations sont en corrélation avec les résultats de la cinétique d’épuisement des acides 

aminés dans les blessures des pommes, qui ont montré que les acides aminés du groupe 1 ont 

été les plus assimilés par l’antagoniste et le pathogène (annexe 4). 

 Par ailleurs, en testant l’effet individuel de chacun des acides aminés du groupe 1, il 

est constaté que seulement deux acides aminés (sérine et glycine) ont eu un effet significatif 

sur la perte d’effet inhibiteur de la souche antagoniste par rapport à un élément du groupe 2 
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(alaline) (graphique 14). Ainsi, ces acides aminés et particulièrement la sérine pourraient être 

les éléments les plus impliqués dans le mécanisme de la compétition. 

Dans le milieu synthétique minimal en absence d’acides aminés, les conidies de P. 

expansum étaient capables de germer totalement et la souche antagoniste Ach1-1 pouvait 

avoir un important effet inhibiteur de la germination des conidies du pathogène (Graphiques 

15). Ceci indique que les acides aminés ne sont pas les seuls éléments limitants dans la 

compétition. Il se peut que d’autres éléments qui existent dans le milieu minimal soient 

également limitants dans cette compétition. En effet , ce milieu contient d’autres éléments qui 

existent naturellement dans les pommes et qui sont indispensables dans le métabolisme des 

microorganismes, comme le glucose et certains sels minéraux (Fer, potassium, magnésium et 

manganèse) (Filonow, 1998 ; Guinebretiere et al., 2000 ; Saravanakumar et al, 2008 ). Il a été 

rapporté que sur les blessures des pommes, la compétition pour le fer jouait un rôle important 

dans l’activité antagoniste d’une levure Metchnikowia pulcherrima vis-à-vis de B. cinerea 

(Saravanakumar et al., 2008). Par ailleurs, la présence de la sérine ou de la glycine dans les 

milieux avec des concentrations élevées (20x) a réduit considérablement l’effet inhibiteur de 

la souche Ach1-1 (Graphique 15 A et B), ce qui a permis de confirmer les résultats obtenus in 

vivo. 

A partir de l’ensemble de ces résultats, il apparaît que la sérine et la glycine soient 

parmi les acides aminés les plus limitants dans le mécanisme de compétition entre l’agent 

antagoniste Ach1-1 d’A. pullulans et le pathogène de post-récolte des pommes P. expansum. 

Néanmoins, ceci ne peut écarter la possibilité de l’implication d’autres éléments nutritifs dans 

le mécanisme de compétition. 
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CHAPITRE V : DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSIONS 

  

La souche Ach1-1 d’A. pullulans est un nouvel agent de contrôle biologique potentiel 

vis-à-vis de la pourriture bleue des pommes en post-récolte. Elle a fait l’objet de plusieurs 

travaux dans le cadre du projet de coopération PIC, par différents partenaires (développement 

de méthode de traçage, étude écologique, production et formulation, essais pilote d’efficacité 

et des essais pratiques) (Rapport PIC 2006, données non publiés). La compréhension de ses 

modes d’action constitue une étape important et nécessaire pour maximiser l’utilisation 

potentielle de cette souche. 

Le présent travail s’est donc intéressé à analyser l’implication des principaux modes 

d’action dans l’activité antagoniste de la souche Ach1-1 d’ A. pullulans vis-à-vis de P. 

expansum. La première partie a permis d’étudier l’importance  de la part des trois mécanismes 

d’action dans cette activité antagoniste et de sélectionner le mécanisme le plus apparent : la 

compétition pour la nutrition qui a été étudié plus en profondeur dans la seconde partie de ce 

travail.  

Le mécanisme de la compétition pour la nutrition a été largement rapporté dans le cas 

de contrôle biologique des maladies de post-récolte (Castoria et al., 1997 ; Castoria et al., 

2001 ; Lima et al., 1997 ; Vero et al., 2002, Saligkarias et al., 2002 ; Saravanakumar et al, 

2008). Selon la littérature (Castoria et al., 1997, 2001; Lima et al., 1997; Janisiewicz et al., 

2000; Guetsky et al., 2002; Vero et al., 2002), les études relatives à ce mécanisme sont 

caractérisées par : (1) l’utilisation des approches ou bien in vitro ou in situ mais pas les deux 

ensembles, (2) une confusion entre la partie relative à l’implication de la compétition pour la 

nutrition et celle relative à l’espace, et (3) l’utilisation souvent, dans les essais in situ, d’un 

milieu synthétique comme le NYDB (Nutrient Yeast Dextrose Broth) dont la composition est 

différente de celle des tissus de pomme. Alors que dans notre étude, la stratégie adoptée était 

d’abord d’examiner son implication dans les conditions in vitro en utilisant un système qui 

permet la distinction entre la compétition pour la nutrition et pour l’espace en milieu composé 

de jus de pomme, ensuite de compléter l’étude par des essais de protection in situ en utilisant 

des concentrations élevées des composants majeurs de la pomme (acides aminés, sucres et 

vitamines) ainsi que par des analyses chromatographiques de la dégradation des éléments 

spécifiques dans les blessures des pommes. Cette approche biochimique a été appliquée dans 

les conditions réelles de la culture en confrontant l’antagoniste et le pathogène dans les 
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blessures de pommes, ce qui constitue l’originalité de cette recherche en comparaison avec 

d’autres études dont les analyses chromatographiques par HPLC ont été utilisées dans la 

mesure de la consommation des sucres ou des acides aminés par les antagonistes dans un 

milieu de jus in vitro, sans prendre en considération l’effet de la présence du pathogène sur la 

compétition (Guinebretiere et al., 2000 ; Janisiewicz et al., 2000).   

En général, les approches expérimentales utilisées dans l’étude du mécanisme de la 

compétition pour la nutrition sont de type biologique ou biochimique. Elles consistent à 

mettre en évidence indirectement l’implication du mécanisme d’action dans l’activité 

antagoniste mais sans le démontrer concrètement avec des preuves directes. Par ailleurs, les 

progrès en biologie moléculaire ont permis de développer des outils qui sont capables d’isoler 

et d’étudier l’implication directe d’un composé spécifique (ou d’un mode d’action) dans les 

propriétés antagonistes d’un agent de contrôle biologique. Néanmoins l’utilisation de cette 

approche reste encore très difficile dans le cas du mécanisme de la compétition pour la 

nutrition, notamment à cause du caractère polygénique de ces propriétés nutritives et du fait 

qu’elle mette en jeu des fonctions impliquées dans le métabolisme de base du microorganisme  

(Jijakli, 2003).   

L’étude des mécanismes d’action de la souche Ach1-1 d’ A. pullulans vis-à-vis de P. 

expansum a été réalisée au début en comparaison avec d’autres souches antagonistes de la 

même espèce (1113-5 et 1112-3) et d’une souche de référence P. anomala souche K. L’intérêt 

de cette comparaison est d’essayer de mettre en évidence des réactions éventuellement 

différentes entre les souches antagonistes. Ainsi, il s’est avéré que la souche 1112-3 montre 

un faible effet inhibiteur de la germination des conidies du pathogène in vitro 

comparativement à la souche Ach1-1 (graphique 6), même si les deux souches présentent des 

niveaux de protection presque similaires sur pomme (graphique 2). Cette différence de 

comportement peut être liée à des modes d’action distincts, qui nécessitent plus 

d’investigation pour être élucidés. Ensuite, l’étude a été plus spécifique à la souche Ach1-1 

afin de pouvoir approfondir l’analyse du mécanisme de la compétition pour la nutrition.  

A partir des résultats obtenus, la présente étude a permis de montrer que l’activité 

antagoniste de la souche Ach1-1 d’A. pullulans vis-à-vis de P. expansum n’est pas liée 

essentiellement à la sécrétion des métabolites toxiques par l’antagoniste dans le milieu ou à 
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l’induction de la résistance de fruit. Néanmoins, l’implication partielle de ces mécanismes ne 

peut être totalement écartée.  

La potentialité de la souche Ach1-1 dans l’inhibition de la germination des conidies de 

P. expansum et dans la réduction de la sévérité des lésions dues au pathogène sur les blessures 

des pommes ne peut être importante que dans des conditions restreintes en éléments nutritifs 

et peut être réversible en présence d’un surplus exogène en nutriments des pommes. Ainsi, 

cette souche antagoniste n’altère pas la viabilité du pathogène et agit par une compétition 

efficace pour les éléments nutritifs des pommes. 

Les acides aminés des pommes sont parmi les composants les plus limitants dans cette 

compétition. Leur présence en excès dans les sites des blessures des pommes a réduit 

considérablement l’efficacité de la souche antagoniste Ach1-1 sans avoir un effet direct sur 

son développement. De plus, d’après l’analyse biochimique de la cinétique de l’épuisement 

des acides aminés des blessures des pommes, ces composés sont mieux métabolisés par la 

souche antagoniste que par le pathogène. Parmi ces acides aminés, la sérine et la glycine ont 

montré, dans plusieurs essais, un rôle important dans l’effet compétiteur de l’agent 

antagoniste. Toutefois, il se peut que d’autres composés des pommes soient également 

impliqués dans le mécanisme de compétition.  

Dans l’ensemble, nos résultats apportent de fortes présomptions, à partir des essais in 

vitro et in situ, que la compétition pour les nutriments des pommes, et particulièrement pour 

les acides aminés, est l’un des principaux mécanismes impliqués dans l’activité de biocontrôle 

d’A. pullulans souche Ach1-1 vis à vis de P. expansum sur pomme en post-récolte. Parmi ces 

acides aminés, la sérine et la glycine sont les éléments les plus limitants dans cette 

compétition. 

L’implication du mécanisme de la compétition pour la nutrition dans l’activité 

antagoniste de la souche Ach1-1 signifie que celle-ci exerce une activité fongistatique plus 

que fongicide vis-à-vis de P. expansum et stabilise son développement, puisqu’elle épuise les 

éléments nutritifs (limitants) qui sont présents dans les blessures et inhibe la germination des 

conidies du pathogène sans affecter leur viabilité. Ceci permet de retarder les infections de la 

pomme en post-récolte par le pathogène. Dans ce cas, la compétition pour la nutrition peut 

être efficace comme un mode d’action unique, ou en contribuant à affaiblir le pathogène et le 

prédisposer à d’autres modes d’actions qui demandent plus d’investigations. 
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CHAPITRE VI : PERSPECTIVES 

Le travail élaboré pourrait être poursuivi en réalisant une étude moléculaire sur 

l’expression des gènes spécifiques impliqués dans la voie métabolique d’un (ou des) 

élément(s) nutritif(s) les plus limitant(s) dans le mécanisme de la compétition pour la 

nutrition. Ceci peut être réalisé en comparant l’expression des gènes chez l’antagoniste A. 

pullulans souche Ach1-1 en présence ou en absence du pathogène P. expansum par 

l’utilisation de la technique de RT- PCR quantitative.    

Des investigations pourront être également réalisées pour rechercher d’autres modes 

d’actions, comme la production des enzymes lytiques, qui peuvent contribuer simultanément 

ou séquentiellement avec la compétition pour la nutrition dans l’activité antagoniste de la 

souche Ach1-1 comme il a été rapporté pour d’autres souches d’A. pullulans  (Ippolito et al., 

2000 ; Castoria et al., 2001). Ainsi, il peut être envisagé de déterminer s’il y a des activités 

enzymatiques (?-1,3-glucanase, Chitinase, Peroxidase ou Nagase) dans les filtrats de cultures 

extraits des blessures des pommes inoculées avec l’agent antagoniste Ach1-1 et P. expansum, 

par l’utilisation des méthodes biochimiques. Dans le cas positif, il faudra purifier ces enzymes 

et les caractériser pour connaître la source de leur production (le fruit ou l’agent antagoniste) 

et quantifier l’importance de leur contribution dans l’activité de biocontrôle.    

Par ailleurs, si un contrôle biologique est basé sur la compétition pour les éléments 

nutritifs, il peut être influencé par différents facteurs biotiques (l’espèce hôte, le profil 

nutritionnel) ou abiotique (la température, l’humidité relative) (Guetsky et al., 2002). Ainsi, il 

serait intéressant d’étudier la combinaison de cette souche avec des agents biologiques qui 

agissent par d’autres modes d’action ou avec d’autres méthodes de lutte afin d’améliorer 

l’activité de biocontrôle et élargir son spectre d’action en assurant un effet synergique ou 

additif. 

En fin, la compréhension du rôle de la compétition pour la nutrition dans l’activité 

antagoniste de la souche Ach1-1 d’A. pullulans permet de penser à une meilleure utilisation 

de cette souche dans la pratique. Ainsi il peut être recommandé de faire l’application de 

l’antagoniste sur les pommes juste après la récolte, pour lui permettre une colonisation 

efficace des sites blessés et renforcer son effet compétiteur avant l’introduction du pathogène. 
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ANNEXES 

 
Annexe 1:  
 
Echelle de germination des conidies de P. expansum après 24h d'incubation dans des milieux 
de jus de pommes à différentes concentrations en présence ou en absence des souches 
antagonistes P. anomala (souche K) et de A. pullulans (1113-5, 1112-3 et Ach1-1). 
 

Echelle de germination (a) Traitements 
(antagoniste + % jus) classe 1 classe 2 classe 3 

Germination 
des conidies 

(%)(b) 

Taux de réduction de 
germination/témoins(c) 

0 81 19 0 19 +/-0  - 
0,1 18 77 5 82+/-4 - 
0,5 1 0 99 99+/-1 - 
1 9 5 86 91+/-4 - 

Témoin 

5 6 0 94 94+/-3 - 
0 73 23 4 27+/-1 -  

0,1 82 16 2 18+/-2 64 
0,5 76 17 7 24+/-5 75 
1 68 11 21 32+/-1 59 

Souche K 

5 38 22 40 62+/-3 32 
0 74 16 10 26+/-2 - 

0,1 91 6 3 9+/-1 73 
0,5 77 3 20 23+/-5 76 
1 74 3 23 26+/-3 65 

1113-5 

5 19 25 56 81+/-2 13 
0 64 8 28 36+/-3 - 

0,1 53 9 38 47+/-6 35 
0,5 38 7 55 62+/-7 37 
1 27 5 68 73+/-4 18 

1112-3 

5 34 3 63 66+/-4 28 
0 80 2 18 20+/-1 - 

0,1 70 2 28 30+/-2 52 
0,5 71 6 23 29+/-5 70 
1 49 3 48 51+/-4 40 

Ach1-1 

5 4 9 87 96+/-3 0 
(a): Echelle de germination: 1= pas de germination; 2= tube germinatif <4x taille de la conidie;  

3= tube germinatif > 4x taille de la conidie ; 100 conidies sont comptées par traitement  
(b): Le taux de germination total (classe2+classe3) plus ou moins l'écart type.  
(c): Le taux de réduction de la germination par rapport aux témoins  
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Annexe 2 :  
 
Effet de l’application exogène des sucres, des vitamines ou des acides aminés dans les blessures des 
pommes sur le diamètre des lésions (cm) causées par P. expansum en absence (témoin) ou en présence 
d’A. pullulans (Ach1-1) après 5 jours d’incubation. Les barres verticales représentent l’erreur standard 
calculée à partir de 45 répétitions. Les traitements suivis par la même lettre ne sont pas 
significativement différents (P?0,05) (Deuxième répétition dans le temps) 
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Annexe 3 : 
 
Analyse de la variance de l’effet de l’application des sucres, des vitamines ou des acides 
aminés dans les blessures des pommes (traitement) sur le diamètre des lésions causées par P. 
expansum en absence ou en présence d’A. pullulans souche Ach1-1 pour deux répétitions 
réalisées dans le temps 
 
Source de la variation DL SCE CM Fob Probabilité 
Traitement 7 310,67 44,38 983,69 <0,0001** 
Répétition 1 7,78 7,78 169,01 <0,0001** 
 
DL: degré de liberté; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : Carré moyen ; Fob : F observé ;  
** différence significative à p=0,05% 
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Annexe 4 :  
Concentration (nmol/ml) des différents acides aminés présents dans les blessures des pommes durant le s premières 24 h d’incubation (0, 6, 14 et 
24H). Les blessures étaient intactes (Aucun), ou traitées avec la souche Ach1-1 d’A. pullulans (Antag.), ou inoculées avec P. expansum seul 
(Pathog.) ou traitées avec la souche Ach1-1 et ensuite inoculées avec P. expansum (A + P). Deux répétitions ont été réalisées pour chaque 
traitement. 

 
 
(a ): Somme des concentrations de l’ensemble des acides aminés correspondant à chaque traitement pendant un temps de prélèvement 
 

 Groupe 1 : acides aminés dont les concentrations ont largement diminué avec le temps  de l’incubation. 

Groupe 2 : acides aminés dont les concentrations restaient presque inchangées durant l’incubation 

Groupe 3 : acides aminés qui existent en très faibles concentrations 

 sérine ac.glutamique glycine ac.aspartique histidine arginine thréonine alanine proline tyrosine valine méthionine lysine leucine tryptophane phénylalanine Sommea 

Aucun 0H 13,5 112 32,5 2 2,5 6 6,5 60 80,5 0 1,5 0 0,5 3 1 0,5 322 
                  
Aucun 6H 12,5 42 21 3,5 2 10 5,5 52,5 64,5 0 1 0 1 1 1 0 217,5 
Aucun 14h 7,5 15,5 11 2 1 7 4,5 28 36 0 1 0 0 0 0 0 113,5 
Aucun 24H 1 2,5 1,5 1 1 3,5 4 21,5 27 0 0 0,5 0 0 0 0 63,5 
                  
Antag  6H 3 0 3 4 1,5 8 5,5 48,5 107,5 0 1 0 0,5 0 0 0 182,5 
Antag 14h 0 1 0 1,5 1 5 3 27,5 28 0 0,5 0 0 0 0 0 67,5 
Antag 24H  0,5 2 0 1 0,5 3 0 13,5 30 0 0 0 0 0 0 0 50,5 
                  
Pathog 6H  13 76 20 3,5 2 8 4,5 47 46,5 0 1 0 0 1 0,5 0 223 
Pathog 14h 14 12 5 0,5 1,5 5,5 3,5 33,5 39 0 1 0 0 0 0,5 0 116 
Pathog 24H 5,5 2 2 1 1 3 2 21 36,5 0 0,5 0 0 0,5 0,5 0 75,5 
                  
A+P 6H 1 2 1 3 1 7 4 35 42 0 1 0 0 0 0 0 97 
A+P 14h 0,5 2,5 0 1 1,5 5 3 20 27 0 0,5 0 0 0 0,5 0 61,5 
A+P 24H 0,5 2 0 1 0,5 4 2,5 19,5 25 0 0,5 0 0 0,5 0 0 56 
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Annexe 5 :  
 
Résultat du test d’efficacité de la souche Ach1-1 d’A. pullulans vis-à-vis de P. expansum qui 
a été réalisé en parallèle avec l’analyse par HPLC de la cinétique des acides aminés dans les 
blessures. Les barres verticales représentent l’E.S. (n=45). 
 
 
 
 

 



 

 

 


