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I.INTRODUCTION

Les slstèmes agricoles que connaissent nos

pays industrialisés sont caractérisés par une

utilisation intensive des sols, une homogénéité
génétique des cultures. une spécialisation à grande

èchelle ainsi qu'une mécanisation importante' Ces

pratiques culturales aggravent I'impact et la
fréquence des maladies nécessitant un recours

fréquent aux interventions phytosanitaires qui

peuvent présenter des effets négatifs sur

I'environnement et favori ser le dér'eloppement

d'agents pathogènes résistants aux matières actives

en usage. Face à ces considérations et à I'attitude

des consommateurs sensibilisés par le coût

environnemental des intrants agricoles tout en

exigeant des produits de qualité, de nouvelles

stratégies de production tentent d'émerger, visant

à assurer une rentabilité adéquate pour I'agricul-
tllre et un moindre dommage pour I'environne-

ment.
Parnri les alternatives de lutte envisagées. les

laboratoires de recherche se penchent activement

depuis de nombreuses années sur les moyens de

lutte biologique qui visent à contrôler les agents

pathogènes au moyen de ce qu'on appelle les

biopesticides (c.-à-d. des moisissltres, des bactéries,

des virus ou des produits de lettr métabolisme)'

Cependant par rapport au nombre de molécules de

synthèse homologuées de par le monde, le nombre

d'a-eents de lutte biologique homologués pour Ie

contrôle des n-raladies reste insignifiant (l 7a dtt

marché). En Belgique, seuls trois produits à base

de rnicro-organismes ont été agréés. Il en est de

même aux Pays-Bas (cf rahleau n" l).
L'emploi de biopesticides en agriculture est-il

dès lors une utopie et est-il réaliste de vouloir
transformer les phénonrènes naturels d'alttago-
nisnre nticrobien en systènles de lutte efficace

répondant adéquatement aux exigences de

I'industriel. de I'utilisateur, du consoll-lnlateur et

satisfai sant les instances d'homologation des

produits phytosanitaires ? Nous tenterons de

répondre à ces questions en prenant comme cas

particulier I'utilisation des biopesticides sur

pommes en conservation et en passant en re\/ue

toutes les étapes nécessaires à une commerciali-

sation d'un tel Produit'

Tableau n" I - Liste des biopesticides agréés en

Belgique et aux PaYs-Bas

BELCIQLTE PAYS.BAS

Bac i llrts I hrr ri n gi e tt s i s

(1912x)

Insecticide cttntre les

lépidoptèrcs

Ilut' i I lrts t h rt ritr gi e trs i s

(re]2)

iden't

T'rit'hodenno viride

( 1984)

Traitelltetlt colltle
Ceraloc\slis trlrtti

Vert icil I itrm Iecotri i

( 1993)

Ir.rsccticide contre

la rrouche blanchc

'fri 
c ln d ert tm lt o r:i rr t t t t trr

( l98e)

TIaitctncnI cotrtrc
Rlr i :oc t ott i o, Scl c rol i tt i o,

Ilotrt'tis sttr sol

\tcrt i c i I I i r nn d a lr I i oe

( l9e3)

Insccticidc ctlntrc
Ceroloct'slis rtlrni

x : année d'horrologation

2. DEFINITION DU MARCHE

Avant d'entamer toute recherche' le marché

ciblé doit être clairement défini en terltant de

pLivilégier les systèmes de productions où les

méthodes chimiques sortt ittexistallles ou ne sont

pas acceptées au niveau Iégislatif et/ou écono-

mique.
Nos recherches se sont portées sur la t.tlise au

point d'ltn traitenrent biologique contre le
conrplexe Bolrt'lis cittereu (pourriture grise) et

Penicilliuttt sp. (la poulriture bleue) sur ponlllles

en conservatiotr. Ces deux ntaladies sont très

(x) Tralail subsiclié par la Communauté Européennc (Contrat CAMAR n" 8001-CT91-0 l()6)
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répandues et peuvent occasionner des pertes
importantes en sedéveloppant sur les fruits blessés.

Le nombre de matières actives chimiques
autorisées sur pommes après récolte est très limité
et leur emploi intensif a entraîné l'apparition de
souches résistantes. En Belgique. une seule matière
active est autorisée après récolte contre Botrvtis et
Penicillium : l'imazalil. Six autres matières actives
ne peuvent être appliquées qu'au moins 15 jours
avant récolte. En France. seul le thiabendazole
peut être employé après récolte contre ces deux
agents de pourriture. Trois autres matières peuvent
également être utilisées contre les maladies de
conservation mais avant récolte.

La recherche d'un traitement biologique
constituerait une alternative possible permettant
une amélioration de la conservation et de la qualité
des fruits. d'autant plus que les produits agricoles
de postrécolte ont une valeur ajoutée élevée et que
Ies paramètres environnementaux des chambres de
stockage sont bien définis et stables au cours du
temps. La variabilité de ces paramètres au champ
est souvent un facteur limitant l'efficacité des
agents de lutte biologique.

3. SELECTION

Une fois l'objectif de lutte correctement défini,
la constitution d'une collection de micro-
organismes et la sélection des souches antagonistes
les plus efficaces doivent être entamées. Le
prélèvement des antagonistes se fera de préférence
au niveau des sites à protéger. Nous avons dans un
premier temps caractérisé l'évolution des popula-
tions microbiennes épiphytiques des pommes au
cours de leur conservation. Dans un second temps,
la capacité de 329 souches à protéger les pommes

contre l'infection par les deux agents pathogènes
a été évaluée. Nous avons effectué l'évaluation de

ces souches directement sur pommes artificiel-
lement blessées et inoculées par le pathogène. En
effet. l'antagonisme d'un micro-organisme
s'exprimant en conditions in vilro n'est pas

automatiquement reproductible in viv'o.

Sur pommes, la population épiphytique des

bactéries et des levures atteint une densité
maximale 60 jours après récolte. Cependant. parmi
les 329 souches évaluées, près de 90 Vc des
souches antagonistes efficaces vis-à-vis des deux
agents pathogènes ont été isolées après récolte ou
après l5 jours de conservation (cf grapltique n"
11. Il est donc préférable d'isoler des souches
potentiellement antagonistes en début de

conservation des fruits. Après divers criblages de
plus en plus sévères. deux levures, Pichiu unomultt
(souche K) et Candidu sake (souche O) ont été

sélectionnées pour leur activité protectrice élevée
contre B. cinerea et Penicillium sp. (pourcentage
de protection supérieur à 90 Vo pour une
application des levures à une concentration de l0z
ufc/ml) sur Golden Delicious. Cet effet protecteur
s'observait tant à 5"C qu'à 25'C (cf tableau n" 2).

4. FERMENTATION

Lorsque le nombre de souches potentiellement
actives est suffisamment réduit, I'aptitude des

micro-organismes à la production en masse et au

séchage dans des conditions économiquement
acceptables doit être évaluée. Le coût de produc-
tion d'un micro-organisme inclut le milieu de

culture et l'énergie nécessaire à la conduite de la
culture et au séchage de celle-ci. Certains adju-
vants peuvent être additionnés (protectants. "car-

Graphique n" I - Efficacité des souches vis-à-vis de Botrytis cinereoet Penicillium sp. en fonction de

leur date de prélèvement sur la surface des pommes après récolte
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Tublegtt n" 2 - Schéma de sélection des souches efficaces côntre B. cinerea et Penicillit'.m sp.

riers"....) afin d'améliorer la viabilité des souches

à ces différentes opérations.
Les deux levures que nous avons sélectionnées,

ont été produites en fermenteur par le CWBI
(Centre Wallon de Bio Industrie) et séchées sur lit
fl uidisé tout en conservant leur activité de

protection vis-à-vis des deux agents pathogènes.

5. FORMULATION

Cette étape importante est souvent négligée
alors qu'elle doit permettre de conditionner le
produit afin qu'il soit stable (ternps de demi-r'ie
suffisant). facile à préparer (ntise en suspension
aisée....) et à appliquer avec un matériel standard.

Une bonne formulation préserve la viabilité et

l'efficacité du micro-organisme et stabilise la
protection apportée par les souches antagonistes
dans un environnement qui tt'est pas toujours
adéquat.

Nous avons ér'alué l'effet additionnel de trois
types d'adjuvants.

a) Les éléments nutritifs :

Parmi 1 5 contposés azolés et 1,1 glucides
appliqué à O,2 Vo en combinaison at,ec les levures,
un seul élément. le 2-déoxy-D-glucose. a entraîné
une protection de 30 7o supérieure à celle obserr'ée

lors du traitement par les antagonistes seuls contre
le développement de B. cinereo et PenicilliLtnt sp.
(c.f graphiqLre n" 2). Cet analogue du glucose,
appliqué seul à une concentration de 0.2 70 sur les

blessures sur pommes. assurait une protection de

34 Va vis-à-r'is de B. cinerea. Des essais in vitro onl
montré une inhibition dela germination des spores

et de la croissance hyphale lorsqu'il était appliqué
à une concentration de 0.2 7o en solution aqueuse.

Par contre. aucun effet (stimulateur ou inhibiteur)
du 2-déoxy-D-glucose n'a été obserr'é sur la
cinétique de colonisation des blessures par les

souches K et O.

b) Les sels minéraux :

Les essais ont porté sur le chlorure de calciunr.

Lorsqu'il est appliqué seul 24 heures avant

I'inoculation de B. cinerea. ce sel de calcium
contrôle le dér'eloppentent de l'agent pathogène
(protection supérieure à 90 7c). alors que déposé

en même temps que le champignon. il n'offre que

peu de protection (inférieure à l5 7o). D'autre
part, le traitement conjugué du calcium avec

l'antagoniste accroît la prolection par rapport à

celle apportée par l'application de l'antagoniste
seul (c'l gruphique n" 2).

c) Les cires et films plastiques :

Une cire (le folicote) et trois filnls plastiques

(le Tricaprylate, le Vapor-euard et le Nu film P)

ont été ér'alués. Seul Ie Nu film P. agréé par

ailleurs en agriculture biologique. s'est nlontré

non toxiqu e in vilro vis-à-vis des souches de

levures K et O. Toutefois, il n'a pas provoqué un

effet prolecteur additionnel à l'actiotl des levures

vis-à-vis de B. cinerea (cf ,qrttpltique n" 2).

Peu de données sont publiées dans le domaine

de la fermentation et de la formulation des biopes-

ticides. sans dottte pour des raisons de secret

industriel de production. N4ais il est clair qu'une
collaboration plus étroite entre les ph1'topatholo-

Critères de sélectktn lrtombre et t):pe tle soucltes retettue.\

Prentier criblage efficacité à 2-5"C 33 sor-rches de levures et bactéries

Deuxième criblage efficacité à -5'C 7 souches de levures

Troisiènre criblage Tcnr ps mt nt ut uttt d'ittcub;rtion ctrtrc

I'inoculation de I'antagttnistc ct tlu pathtlgènc

pcnrettant unc protcctton supérieurc à'90 q
-1 souches de levures

Quatrième cliblage Conccnlralir-rir urinitrtalc r-cquisc dc

I'iLrttugotlistc pcrlllcttxllt unc ph,tc('ti(rn

supérieule à90 q

2 souches :

Picltitt tutotnttlu (souche K)

C'undidrt suke (souche O)
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Grupltique n" 2 - Efficacité des souches K et O
vis-à-vis de B. cinerea en présence ou en
l'absence d'adjuvants de formulation

a) 2-déoxy-D-glucose

gistes et les technologues produisant des agents de
lutte biologique doit contribuer à stimLrler le
passage des essais en laboratoire à une application
pratique.

6. MECANISMBS D'ACTION

Les relations d'antagonisme s'appuient sur des
phénomènes très divers de compétition (pour les
éléments nutritifs. l'oxygène, l'espace). d'anti-
biose. de parasitisme de I'agent pathogène ou
encore de protection indirecte en induisant chez la
plante des réactions de défense.

La con-rpréhension des propriétés antagonistes
devrait permettre la mise en æuvre d'un protocole
de sélection de souches plus efficaces tenant
compte du (ou des) mécanisme(s) d'action impli-
qué(s) dans la protection. Une formulation spéci-
fique pourrait être définie en vue de protéger ou
de renforcer ces mécanismes. Ceux-ci peuvent être
utilisés comme critères de contrôle de la qualité
des produits dans les procédures de production
industrielle et également faciliter la constitution
d'un dossier en vue de I'homologation du
biopesticide. Nous voyons donc que cette étape est
aussi importante mai s elle reste difficile à mener à
bien car les interactions entre la plante hôte, le
pathogène et I'antagoniste sont complexes.

En ce qui concerne nos deux levures antago-
nistes. nous avons pu démontrer que :

a) L'effet de protection dû aux deux souches
antagonistes les plus performantes est étroitement
lié à la colonisation des blessures. Les populations
maximales de levure ont été atteintes après L2

heures d'incubation. Le pourcentage de protec-
tion a augmenté avec le temps d'incubation qui
séparait l'application du traitement antagoniste et
l'inoculation du pathogène. Ces résultats
suggèrent que la protection due aux levures est
étroitement liée à Ia colonisation des sites blessés.
et que cet effet protecteur ne peut s'expliquer
uniquement en terme d'inhibition de la
gernrination des spores de B. cinerea.

b) Il semble également que la protection
observée ne peut s'expliquer par la production de
métabolites toxiques par Pichia ctnomulct. Ces
résultats sont cependant à prendre avec beaucoup
de précautions car le protocole expérimental
adopté ne permettait de mettre en évidence que
des métabolites toxiques produits in vitro.
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de B. citrerea est calculé en f'onction de térnoins rnoculés
uniquement avec I'agcnt pathogène, K et O : ce sont les
souclrcs dc I'iclt.iu tttrortrolo eL dc Cottdiclrr .laÂ-e appliqué à
une cc)ncentration de 10.; s1i7t.rlt. Les adjulants clnt été
appliqLrés i) une close tle (),2 7r poul lc 2-c1éorr'-D-glucose,
et aL2 q. pour le scl dc calciun.r ct lc Nu f ilm P.
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c) Une activité enzymatique b-1,3 glucanase a

été détectée dans les filtrats de culture des souches

K et O. Les niveaux d'activité mesurés dépen-

daient de la souche de let'ure' du tenlps
d'incubation des souches et du nrilieu de culture.

En effet. l'activité b-1.3 glucanase des filtrats du

milieu contenant les parois de B. cineren s'est
révélée supérieure à celle obsen'ée dans le milieu
laminarine. cette différence étant très prononcée

dans le cas de la souche K' Cet enzyme

hydrolytique à activité antimicrobienne possède la

propriété d'altérer les parois d'agents phytopa-

thogènes. L'action de cet enzyme dans I'activité
protectrice des levures est encore à vérifier sur

notre modèle.

7. INTEGR,{TION DE LA LUTTB BIOLO-
GIQUE A D'AUTRES TECHNIQUBS DE
CONTROLB DES PATHOGENES

Cette étape consiste à apprécier d'une part. la
compatibilité du contrôle biologique avec la lutte

contre d'autres parasites et, d'autre part, à évaluer

la possibilité d'intégrer le traitement par les

antagonistes dans la chaîne des opérations de

conditionnement des fruits avant leur mise en

conservation. Dans le cas particulier des pommes

en condition de postrécolte. il faut assurer la
protection des fruits contre les infections latentes

de Gloeosporitutt qui est un des principaux agents

également visé par les traitenrents chimiques
traditionnels. Nous avons donc combiné des

traitements thermi ques di ri gés contre les

Gloeosporioses avec des applications des deux
souches de levures.

a) Essai 1993

Un traiterrrent thermique effectué par trempage

des pommes dans de l'eau à 45"C (pendant 10

minutes) s'est montré efficace contre les infections
latentes dues aur Gloeosporioses sur pommes mais

a sensibilisé celles-ci vis-à-vis de Penicillium. Le

développement de ce pathogène a pu être maîtrisé

par trempage, après l'application du traitement à

la chaleur. dans un mélange des deux souches de

levures (K et O) en suspension dans le Nu film P.

b) Essai 1994

Le traitement thermique par trempage des

pommes suivi d'une application des deux levures

en suspension dans le Nu film P a conllrmé son

efficacité contt'e le complexe Glt;eosprtritntt,
Penicillium et Bolr|tis. Par contre, un traitement à

la chaleur sèche (24 heures à 38"C) suivi d'une
application des souches antagonistes par

nébulisation s'est avéré inefficace contre les deux

agents.
Lors de ces deux essais. la qualité

technologique des pommes (diamètre. poids.
couleur. acidité. degré brix. texture), n'a pas été

altérée par le traitement combiné à la chaleur et

aux levures.

8. HOMOLOGATION

Cette étape doit démarrer le plus tôt possible

car les procédures exigées demandent du temps et

de I'argent et doivent garantir I'efficacité aux

utilisateurs et I'innocuité absolue des micro-
organismes sur I'environnement et I'homme'

Les Etats-Unis possèdent depuis l9B0 un

règlement unique relatif à la commercialisation et

à I'usage des biopesticides. En Europe, la Grande-

Bretagne a été pionnière en matière de

réglementation en émettant une liste des exigences

que doivent satisfaire les agents de lutte
biologique. Bien qu'un questionnaire soit aussi

demandé. la Hollande a décidé de traiter au cas par

cas I'homologation des biopesticides par souci de

flexibilité en réunissant un comité constitué de

représentants des ministères de I'agriculture. de

l'environnement, de l'emploi et de la santé.

Au niveau européen. aucune directive en

matière d'homologation phytosanitaire n'est
apparue avant juillet 1993, ce qui n'a guère

encouragé I'enregistrement des biopesticides'
Depuis cette date, en vue d'harmoniser le marché

phytopharmaceutique, la directive CEElgl l4l4 est

d'application et considère les biopesticides comme

des produits de protection des plantes.

Certaines caractéristiques doivent être connues

pour qu'une nouvelle substance soit introduite sur

le marché :

a) la dose journalière acceptable pour l'honrme.

b)le niveau d'exposition acceptable pour l'opéra-
teur.

c) I'impact sur I'environnement et les espèces non

ciblées.
d)si la substance est un micro-organisme ou un

virus, il faut ajouter :

- les risques prévisibles,

- I'identité de l'organisme.
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- les propriétés biologiques,

- la fonction, les conditions d'utilisation. la
méthode de production. ...

- toxicologie. pathogénicité et infectivité,

- résidus des produits traités.

- comportement dans l'environnement,

- écotoxicologie.
Le niveau d'exigence pour l'homologation

des agents de contrôle biologique devient si élevé
qu'il peut décourager Ie développement des

biopesticides eu égard à la taille restreinte du
marché. La commission a annoncé une révision de

cette directive. Dans le cas oùr une substance active
appartient à une famille de micro-organismes ou
virus connLls pour leur non pathogénicité, leur
stabi lité génétique, ..., certaines études coûteuses
pourraient être évitées.

Les procédrrres d'homologation européennes
restent donc lentes et compliquées et laissent peu

d'espace pour le cas par cas. A I'opposé, aux
Etats-Llnis, Ecosystème a pu el1 4 ans développer
Lrn biopesticide (bio-save"'' I l) à base de
Ps e u tl o m r t n us .s y r in u tte con tre P e n ic i I I i u nt. B o r n, t i.s

et lVlucrtr sur pommes et poires. Ce prodLrit sera
commercialisé en août 9-5. montrant Lrne réelle
volonté des autorités américaines de promouvoir
ce type de produit sur le marché.

9. CONCLUSIONS

La rechelche de moyens de lutte biologique
respectant l'environnement et augntentant la
qualité des produits semble être une approche
attractiv'e pour mener à bien une stratégie de
contrôle des maladies de pommes en conservation.
Le rernplacement de tous les pesticides chimiques
par la lutte biologique ne constitue pas un objectif
raisonnable. Ces biopesticides devront être
considérés comme un cles moyens disponibles
dans une stratégie de lutte intégrée.

Les diflérentes étapes (cJ figure n" l), du
concept à la commercialisation du produit,
soulèvent plusieurs exigences dont Ia satisfaction
permettra la mise en pratiqLre de ce produit de

lutte :

a) Les critères que doivent remplir les
biopesticides, doivent être considérés comme un
tout. Les chances d'aboutir à un produit peuvent
être limitées par des exigences techniques,
économiques et réglementai res. chacune de ces

exigences étant essentielle et cornplémentaire des
autres.

b) Le développement d'un partenariat entre les
entreprises de production en masse et Ies
laboratoires de phytopathologie est indispensable
à l'émergence d'outils économiquement viables.

c) Parallèlement, les instances publiques d'ho-
mologation devront montrer une réelle volonté de
mettre ce type de produit sur le marché en

facilitant et en encourageant ces nouvelles
techni ques.

Figure n" I - Etapes nécessaires à la commercia-
lisation d'un biopesticide
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