Application de Pichia anomala souche K, -1,3-glucanes et Chlorure de Calcium pour le contrôle des maladies de conservation des pommes en conditions proches de la pratique
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RESUME

Des compositions triples à base de Pichia anomala souche K (105 ufc/ml), de -1,3-glucanes (HCT ou YGT à 2 g/l) et de CaCl2.2H20 (20g/l) ont apporté un pourcentage de protection (jusque 100%) supérieur à celui offert par la souche de levure utilisée seule (107 ufc/ml) vis-à-vis de B. cinerea sur pommes ‘Golden Delicious’ en conditions contrôlées. En conditions pratiques, le meilleur niveau de protection vis-à-vis de P. expansum a été observé lors de la pulvérisation (12 j avant récolte) de la composition triple (incluant la souche K sous forme de poudre à 107ucf/ml) et ce même par rapport à un traitement chimique de post-récolte (Sumico, 1g/l). A l’opposé, les traitements de post-récolte n’ont pas été efficaces. Une densité minimale de population de la souche K (104 ufc/cm2) juste après récolte (observée pour les seuls traitements pré-récolte) pourrait être à l’origine de cette différence d’efficacité.
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Application of Pichia anomala strain K, -1,3-glucanes and calcium chloride for the contrOl of post-harvest diseases on apples under practical conditions

ABSTRACT

Triple compositions based on Pichia anomala strain K (105 cfu/ml), -1,3-glucans (HCT or YGT 2 g/l) and CaCl2.2H20 (20g/l) lead to a higher protection percentage (up to 100%) than the percentage obtained by the sole strain K (107 cfu/ml) against B. cinerea on apples Golden Delicious under controlled conditions. Under practical conditions, the best protective level against P. expansum was detected with the pre-harvest spraying of the triple composition (including strain K produced as a powder, 107cfu/ml), even in comparison with a post-harvest chemical treatment (Sumico, 1g/l). In opposite, post-harvest treatments were not efficient. A minimal density of strain K population (104 cfu/cm2) just after harvest (observed only for pre-harvest treatments) could explain the difference in efficacy
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INTRODUCTION

Les maladies de conservation des pommes occasionnent des pertes allant de 5 à 20 %. En Belgique et en France, les trois espèces fongiques causant des dégâts économiquement importants sur pomme sont Botrytis cinerea, Penicillium expansum (parasites de blessure) et les Gloeosporium spp. (parasites latents) (Bondoux, 1992). La restriction, voire l’interdiction de l’emploi de certaines matières actives, l’apparition de souches résistantes à celles-ci ainsi que l’attitude du consommateur plus soucieux du respect de sa santé et de son environnement suscitent le développement de moyens de lutte alternatifs tels que la lutte biologique. La conservation des fruits constitue un domaine où les limites de la lutte biologique pourraient être plus facilement surmontées car les sites d’application sont limités aux fruits et, en cas de traitements après récolte, les paramètres environnementaux des chambres de stockage sont bien définis et stables au cours du temps. De nombreuses souches antagonistes, principalement des levures, ont été sélectionnées pour leur propriétés de protection vis-à-vis des maladies de conservation des fruits (Wilson et Wisniewski, 1994). De plus, deux biopesticides, BiosaveTM (Pseudomonas syringae, Esc-11) et AspireTM (Candida oleophila, I-182) sont déjà commercialisés aux USA respectivement par Ecogen Inc. et Ecoscience Corp. contre ces maladies de post-récolte. 

Dans ce contexte, Pichia anomala souche K a été sélectionnée pour son activité de protection élevée et stable vis-à-vis de B. cinerea et P. expansum sur pommes ‘Golden Delicious’. L'application de cette souche (à une concentration de 107 ufc/ml), produite en fermenteur et formulée sous forme de poudre, a apporté vis-à-vis de B. cinerea et P. expansum un niveau de protection similaire à celui observé après leur production en boîtes de Pétri (Jijakli et al., 1999). La formulation doit permettre de stabiliser la protection apportée par les souches antagonistes dans un environnement qui n’est pas toujours adéquat (critère de robustesse de la protection). Plus précisément, cette formulation doit accroître la survie et/ou l'efficacité du micro-organisme et/ou la persistance de cette efficacité sur la plante hôte. La littérature nous renseigne les effets positifs d’éléments nutritifs (Janisiewicz et al., 1992), de calcium (Conway, 1991), de glycolchitosan (El-Ghaouth et al., 2000) ou encore de film plastique anti-transpirant (Jijakli et al., 1993) afin de renforcer l’efficacité d’agents de lutte biologique contre les maladies de post-récolte des fruits. A cet égard, l’étude des mécanismes d’action qui sous-tendent les propriétés antagonistes pourrait aboutir à une formulation plus rationnelle protégeant ou renforçant ces mécanismes. Ainsi, le rôle d' exo-(-1,3-glucanases produites par P. anomala souche K a été étudié. Ces enzymes hydrolytiques sont connus pour leurs propriétés de dégradation des parois de champignons. Une activité exo-(-1,3-glucanase (vraisemblablement due à une enzyme purifiée à partir de surnageant de culture de la souche K) a été mise en évidence sur pommes en présence de la souche K. La présence de parois de B. cinerea (contenant principalement des glucanes et de la chitine) a permis d’augmenter à la fois l’activité exo-(-1,3-glucanase in situ et la protection des pommes par la souche K vis-à-vis de cet agent pathogène (Jijakli et al., 1998). 

Afin de poursuivre ces travaux, nos objectifs ont été 1) d’identifier des molécules à base de glucanes pouvant augmenter l’efficacité de la souche K, 2) d’évaluer l’efficacité de cette souche antagoniste en présence de glucanes et de chlorure de calcium en conditions contrôlées et proche de la pratique.

MATERIEL ET METHODES

Matériel biologique

Pichia anomala (souche K) a été initialement isolée à la surface de pommes et conservées à -70°C dans une solution de glycérol (25 %). Avant son utilisation, cette souche a été repiquée sur PDA (Potato Dextrose Agar) trois fois successivement à 24 h d'intervalle. A la quatrième génération, les cellules de levure ont été prélevées et suspendues dans de l'eau isotonique (NaCl 0,85%). Les concentrations des suspensions ont été ajustées aux valeurs requises, après avoir établi une droite de régression mettant en relation l'absorbance (à 595 nm) de la suspension du micro-organisme et le nombre d'unités formatrices de colonie (ufc) de cette même suspension étalée sur PDA. 

Les souches de Botrytis cinerea et de Pencillium expansum ont été initialement isolées respectivement de fraise et de pomme. Les conidies des deux souches de pathogènes ont été mises en suspension dans une solution de glycérol (25 %) et conservées à -70°C. A partir de ce matériel conservé, les deux souches fongiques ont été inoculées sur milieu avoine à 25°C. Les suspensions de conidies ont été préparées dans une solution aqueuse stérile de Tween 20 (0,05%) à partir de cultures âgées de 7 ± 1 jours cultivées sur le milieu avoine sous une photopériode de 16 h. Ces suspensions ont été ajustées à une concentration finale désirée par l’emploi d’une cellule de Bürker.

Les expériences menées en conditions contrôlées ont été réalisées sur pommes "Golden Delicious" à partir de lots achetés dans le commerce. Avant leur utilisation, les fruits ont été conservés en chambre froide à 3°C pendant un délai maximum de 15 jours. Les expériences menées en conditions proches de la pratique ont été effectuées sur la même variété de pommes provenant du Centre Royal de Recherches Fruitières de Gorsem.

Evaluation de l’effet d’additifs sur l’efficacité de la souche K

Les pommes "Golden Delicious" ont été désinfectées par trempage pendant 2 min dans une solution d’hypochlorite de sodium (10% du produit commercial), rincées dans l'eau stérile et séchées sous flux laminaire. Les fruits ont été blessés à l'aide d'un emporte-pièce (chaque blessure ayant 6 mm de diamètre et 2 à 3 mm de profondeur) au niveau de leur zone équatoriale, les deux blessures étant espacées de 4 à 5 cm l'une de l'autre. Les sites blessés des fruits ont été traités par application de 50 µl d’une suspension d’une concentration de 105 UFC/ml de P. anomala souche K contenant également un ou plusieurs composés stimulants à une concentration de 2g/l [HCT à base de 25% de -1,3-glucanes et 23% de mannanes (Ohly, Allemagne), HGT à base de 60% de -1,3-glucanes (Ohly, Allemagne), YGT à base de 71% de -1,3-glucanes et du CaCl2.2H20 (Merck, Belgique)]. L’application d’une suspension de P. anomala souche K sans composés stimulants a été réalisée comme témoin sur les blessures à une concentration de 105 ou 107 UFC/ml. Après une incubation de 24 h à 20°C dans des boîtes en plastique, les sites blessés et traités ont été inoculés par une suspension conidienne de B. cinerea (106 conidies/ml). Les fruits ont été incubés pendant 10 jours à 20°C avant de mesurer le diamètre des lésions et de calculer un pourcentage de protection par rapport au témoin uniquement inoculé avec la souche de B. cinerea. Quatre fruits (8 blessures) ont été utilisés par traitement. L’essai a été reproduit deux fois indépendamment dans le temps. Une analyse de la variance a été réalisée à partir des données des diamètres des lésions et la comparaison des moyennes a été faite à l’aide du test de Newman et Keuls (P= 0,05).

Essai de protection des pommes en conditions proches de la pratique

Les différents traitements ont été réalisés selon les bonnes pratiques d’expérimentation au Centre Royal de Recherches de Gorsem (Belgique) sur fruits en provenance d’un verger localisé à Melveren (plantation 1995). Tous les traitements à base de la souche K consistaient en une suspension de celle-ci (produite en masse sous forme de poudre mouillable par le Centre Wallon de Bio-Industrie, Ulg, Liège, Belgique) à la concentration de 107ufc/ml additionnée de 2 g/l de -1,3-glucanes (YGT) et de 20 g/l de CaCl2.2H20, quelles que soient la méthode et la date de leur application. Les traitements de pré-récolte avec la souche K ont été réalisés en verger soit par pulvérisation (1000l/ha) soit par nébulisation (300l/ha) 12, 5 ou 2 jours avant récolte. Les fruits ont été récoltés le 4 et 5 octobre 2000, blessés et directement traités. Quatre blessures de 1mm de diamètre et de 2 à 3 mm de profondeur ont été réalisées par fruit. Les traitements de post-récolte ont été effectués le jour suivant par trempage des fruits dans une cuve en plastique d’une contenance de 650 l (Norah Plastics Industriepark Wolfstee, Herentals, Belgique) pendant 2 min ou par douchage à pression constante de 2 bars (10l/Tonne). Les fruits ont été inoculés avec une suspension mixte de B. cinerea (106 spores/ml) et P. expansum (105 spores/ml) le 6 octobre 2000 et stockés en frigo traditionnel à 1°C après être restés pendant 48h sous humidité relative élevée à 20°C. Après 15 jours de stockage en frigo, les fruits ont été mis à incuber dans une chambre à 15°C pendant un mois puis à 20°C jusqu’à l’observation. Les témoins suivants ont été réalisés : 1) Un programme de traitements standards en pré-récolte par pulvérisation (Bavistin le 4/9/2000, Phytocap le 11/9/2000, Sumico le 22/9/2000 et Euparen le 29/9/2000) ; 2) Un traitement standard en post-récolte par trempage pendant 30 secondes dans une solution de Sumico (1g/l); 3) Une inoculation artificielle des fruits avec les deux agents pathogènes sans aucun traitement. Quatre répétitions de 12,5 kg de fruits ont été effectuées par traitement.

L’observation de la sévérité de l'infection par les pourritures de conservation dans les différents lots a été réalisée 62 jours après récolte. Pour chaque agent pathogène, les fruits ont été classés selon la sévérité des infections (classe 1 = lésions < à 20 mm, classe 2 = lésions > à 20 mm) et un indice de sévérité d’infection TH a été calculé [TH = (nombre de lésions appartenant à la classe 1 + 2 X nombre de lésions appartenant à la classe 2)/ nombre total de fruits]. Une analyse de la variance a été réalisée à partir des données transformées (transformation LOG) et le test de Ducan a été employé pour une comparaison des moyennes. En parallèle à ces observations d’efficacité, l’évolution de la dynamique de la population de P. anomala souche K a été étudiée sur les pommes traitées avec cette agent de lutte biologique jusque 3 mois après stockage au frigo à 1°C. Les lots consacrés à cette étude de traçage n’ont pas été blessés et n’ont pas subi d’inoculation artificielle, le lot témoin n’étant pas non plus traité. Huit pommes par traitement ont été lavées dans un tampon de lavage KPBT (KH2PO4 0,034M, K2HPO4 0,016M, 0,05% tween 80, pH 6,5) à raison de 250 ml/pomme sur un agitateur pendant 20 minutes. Les suspensions de lavage des 8 fruits ont été mélangées, diluées et 100 µl de chaque dilution étalés sur boîtes de Pétri (4 répétitions) sur un milieu semi-sélectif HST à base de PDA et contenant 12,5ppm d’hygromycine, 2,5 ppm de Sumico et 0,25ppm de TMTD. Les boîtes de Pétri ont été incubées à 25°C pendant 4-5 jours et les colonies blanches type « levure » ont été dénombrées.

RESULTATS

Evaluation de l’effet d’additifs sur l’efficacité de la souche K en conditions contrôlées

Le traitement des blessures avec un des trois additifs à base de glucanes (HCT, YGT ou HGT) sans la souche de levure n’a pas mené à une protection des fruits, le diamètre moyen des lésions, quel que soit l’additif, étant non significativement différent de celui du témoin (non traité et inoculé par l’agent pathogène). L’application de la souche K à la concentration de 107 ufc/ml ou de 105 ufc/ml a apporté une protection respective par rapport au témoin de 85% et 60% vis-à-vis de B. cinerea sur les pommes de la variété ‘Golden Delicious’ (Figure 1). La combinaison de cette souche de levure (105 ufc/ml) et de l’HCT ou l’YGT a permis d’obtenir un niveau de protection similaire à celui apporté par le traitement avec la seule souche K utilisée à une concentration 100 fois plus élevée. Seuls ces deux premiers composés ont été sélectionnés car l’addition de l’HGT a entraîné une augmentation du diamètre moyen des lésions observé sur les pommes par rapport à l’emploi de la seule souche K à la même concentration. 

Figure  1 : Efficacité de la souche K en présence d’additifs à base de glucanes vis-à-vis de B. cinerea sur pommes (Efficacy of strain K with glucan additives against B. cinerea on apples)
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Les pommes ont été traitées par l’application de 50 µl de P. anomala souche K à une concentration de 107ufc/ml seule ou de 105ufc/ml seule ou en combinaison avec 2g/l de -1,3-glucanes (HCT, HGT ou YGT).  Après 24 h d’incubation, les fruits ont été inoculés par 50 µl d’une suspension de 106 spores/ml de B. cinerea. Le diamètre moyen des lésions est le résultat de deux essais dans le temps, à raison de 4 pommes (8 blessures) par objet et par essai. Après analyse de la variance, la comparaison des moyennes a été réalisée par le test de Neuman et Keuls, les traitements n’ayant pas de lettre en commun sont significativement différents (P=0,05%).

Dans un deuxième temps, l’efficacité de la souche K a été évaluée en présence d’un des deux additifs sélectionnés et du chlorure de calcium vis-à-vis de B. cinerea. Les résultats des deux essais n’ont pas été rassemblés car les variances différaient significativement. Lors du premier essai, la souche K, utilisée à une concentration de 107 ufc/ml, a permis un niveau de protection de 47% contre B. cinerea, 10 jours après inoculation du pathogène (Figure 2). L’efficacité de la souche K à la dose de 105 ufc/ml contre B. cinerea (43% de protection) a été améliorée par l’addition du chlorure de calcium (85% de protection). La plus haute protection obtenue avec la souche K a été observée lorsque celle-ci était combinée avec les -1-3-glucanes et le chlorure de calcium. La combinaison “YGT + CaCl2” ou “HCT + CaCl2” a augmenté le niveau de protection apporté par la souche K (105 ufc/ml) jusqu’à 93% ou 100% respectivement, le diamètre moyen des lésions mesurées pour ces deux traitements n’étant pas significativement différent. Les mêmes tendances ont été observées lors du deuxième essai. Cependant, les expérimentations visant la protection des pommes contre P. expansum et des poires vis-à-vis des deux agents pathogènes (résultats non présentés) ont montré qu’en général, l’ajout de YGT à la combinaison levure-CaCl2 permettait une augmentation de la protection légèrement supérieure à celle apportée par l’HCT. Ce dernier composé n’a pas été retenu.
Figure 2 : Efficacité de la souche K en présence de chlorure de calcium et d’additifs à base de glucanes vis-à-vis de B. cinerea sur pommes (Efficacy of strain K with calcium chloride and glucan additives against B. cinerea on apples)
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Les pommes ont été traitées par l’application de 50 µl de P. anomala souche K à une concentration de 107ufc/ml seule ou de 105ufc/ml seule ou en combinaison avec 20 g/l de CaCl2 et/ou de 2 g/l de -1,3-glucanes (HCT ou YGT). Après 24 h d’incubation, les fruits ont été inoculés par 50 µl d’une suspension de 106 spores/ml de B. cinerea. Le diamètre moyen des lésions est le résultat d’un seul essai dans le temps, à raison de 4 pommes (8 blessures) par objet. Après analyse de la variance, la comparaison des moyennes a été réalisée par le test de Neuman et Keuls, les traitements n’ayant pas de lettre en commun sont significativement différents (P=0,05%).

Evaluation de l’efficacité d’une formulation à base de la souche K en conditions proches de la pratique en fonction de son mode d’application et de sa densité de population à la surface des pommes

Le témoin non blessé et non inoculé ne présentait aucune infection (cf. tableau I). Le niveau global des contaminations détectées dans les lots témoins inoculés lors de l’observation (61 jours après traitement) était relativement élevé, la plupart des infections étaient néanmoins dues à P. expansum (indice de sévérité TH = 53). Le nombre de fruits infectés par B. cinerea restant plus réduit (TH = 15). Aucune différence significative n’est apparue entre l’infection observée chez le lot témoin inoculé par B. cinerea et les traitements à base de la souche K. Cependant, les niveaux d’infection les plus faibles ont été enregistrés pour les lots de pommes ayant subi un traitement avec la souche K, 2 jours avant récolte (par pulvérisation, TH = 6,4) ou 12 jours avant récolte (par pulvérisation avec un TH de 6,7 ou nébulisation avec un TH de 7,6). Le traitement à base de la souche K par pulvérisation 12j avant récolte a offert le meilleur niveau de protection vis-à-vis de P. expansum avec un TH de 5, cette valeur étant similaire au niveau de protection obtenu par l’utilisation des traitements chimiques standards en pré-récolte mais significativement différente du TH obtenu chez le témoin non traité mais inoculé. Les applications de la souche K réalisées 5 ou 2j avant récolte ont donné une réduction similaire de l’infection due à P. expansum; néanmoins, cette réduction était moindre par rapport à celle obtenue grâce aux applications 12j avant récolte. Lorsque la souche K a été appliquée en post-récolte, aucune protection significative n’a été observée dans les lots traités par la souche K. Le meilleur niveau de protection vis-à-vis des deux agents pathogènes a été apporté par le traitement chimique standard de pré-récolte (TH cumulé = 0,26) suivi par l’application de la souche K par pulvérisation 12j avant récolte, ce niveau de protection (TH cumulé = 12) était légèrement supérieur au niveau de protection obtenu par l’utilisation du Sumico en post-récolte (TH cumulé = 17).

Tableau I : Comparaison de l’efficacité de la souche K vis-à-vis de P. expansum et B. cinerea sur pommes ‘Golden Delicious’ selon son mode d’application (Comparison of strain K efficacy against P. expansum and B. cinerea on Golden Delicious apples in relation to its mode of application)

	
	Indice de sévérité d’infection TH

	Traitements
	P. expansum
	B. cinerea
	B. cinerea et P. expansum

	1. Témoin non traité mais inoculé

2. Nébulisation verger 12 j avant récolte K

3. Pulvérisation verger 12 j avant récolte K

4. Nébulisation verger 5 j avant récolte K 

5. Pulvérisation verger 5 j avant récolte K

6. Nébulisation verger 2 j avant récolte K 

7. Pulvérisation verger 2 j avant récolte K

8. Traitements standards de pré-récolte
	52,78    F

11,43    CD

5,01      BC

15,29    CDEF

17,20    CDEF

18,49    CDEF

16,70    CDE

0,26      AB
	14,52

7,57 

6,67 

12,70

22,99

10,92

6,36

0,00
	67,30   H

19,00   BCDEF

11,68   B

27,99   CDEFGH

40,19   CDEFGH

29,42   CDEFGH

23,07   CDEFGH

0,26     A

	9. Trempage K

10. Douchage K

11. Trempage Sumico

12. Témoin non traité et non inoculé
	47,16    F

61,85    F

14,25    CDEF

0,00      A
	17,42

10,87

2,78

0,00
	64,58     FGH

72,72     FGH

17,02     BCDE

0 ;00      A

	Niveau de signification
	P<0,001
	P>0,05
	P<0,001


Touts les traitements biologiques ont été effectués à partir d’une poudre mouillable contenant la souche K (appliquée à la concentration de 107 ufc/ml) additionnée de 2 g/l de beta-1,3-glucanes (YGT) et de 20g/l de CaCl2 2H2O. Les traitements à base de la souche K effectués 2, 5 ou 12 jours avant récolte ont été réalisés dans des volumes de 300L/Ha (nébulisation) ou 1000 L/Ha (pulvérisation). Les traitements de post-récolte ont été appliqués 24 heures après récolte par trempage pendant 2 min ou par douchage (10l/T). Le traitement chimique standard de pré-récolte a consisté en l’application du Bavistin, du Phytocap, du Sumico et de l’Euparen, respectivement 4, 3, 2 et 1 semaine avant récolte. Le Sumico a été appliqué par trempage dans une solution à 1g/l pendant 30 secondes. Les lots ont été inoculés 48 heures après récolte avec une suspension de 105 spores/ml de P. expansum et 106 spores/ml de B. cinerea. Le témoin non traité et non inoculé n’a pas subi de trempage. Les fruits ont été mis à incuber pendant 62 jours. Un indice de sévérité d’infection TH a été calculé pour chaque pathogène. Une analyse de la variance a été réalisée sur les données transformées (transformation LOG) ; la comparaison des moyennes a été faite à l’aide du test de Duncan. Des traitements qui ne comportent aucune lettre en commun sont significativement différents.

Parallèlement, la densité de population a été étudiée sur des lots de fruits non blessés et non inoculés (graphique 3). La population naturelle de levures blanches présente sur le lot témoin non blessé et non inoculé s’est révélée relativement haute en comparaison avec les populations de levures trouvées sur les pommes traitées avec la souche K, mais n’excédait jamais 5 103 ufc/cm2 de surface de pomme. Les densités de populations de levures blanches des fruits traités avec la souche K par nébulisation ou pulvérisation 12j avant récolte augmentaient pour atteindre un seuil maximal juste après la récolte (respectivement de 1 et 2 104 ufc/cm2) et ensuite diminuaient lors de la conservation des fruits jusqu’à un niveau stable (respectivement de 5 103  et d’environ 1 103 ufc/cm2), 40 jours après mise au frigo. Lorsque les levures étaient appliquées 2j avant récolte par nébulisation ou pulvérisation, les densités de populations suivaient la même tendance. Le niveau maximal de densité de population de la souche K a été observé juste après récolte (1-2 104 ufc/cm2) pour revenir à une population de 4-8 103  ufc/cm2 après 108 jours de conservation. Par contre, les densités de populations obtenues juste après trempage ou douchage étaient plus faibles (102 – 5 102 ufc/cm2), puis ont graduellement augmenté pour atteindre un niveau compris entre 5 103 et 104 ufc/cm2, 108 jours après traitement.

Graphique 3 : Evaluation de la dynamique de population de la souche K en fonction de son mode d’application sur fruits (Assessment of population dynamic of strain K in relation with its mode of application on fruits
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Densité de population de la souche K [ exprimée en log(ufc/cm2)] à la surface de pommes traitées 12 jours (A) ou 2 jours (B) avant récolte par pulvérisation (PK) et nébulisation (NK) ou 1 jours après récolte (C) par douchage (DK) et trempage (TK), T correspondant aux lots de pommes n’ayant pas été traitées avec la souche K. Huit pommes par traitement ont été lavées dans un tampon de lavage (250 ml/pomme). Les suspensions de lavage des 8 fruits ont été mélangées, diluées et étalées sur le milieu semi sélectif HST. Les colonies blanches type « levure » ont été dénombrées après une incubation des boîtes de Pétri à 25° C pendant 4-5 jours. Les résultats sont la moyenne de 4 répétitions/ traitement), les barres verticales représentent les écart-types estimés correspondant à leur moyenne.

DISCUSSION

L’addition de l’HCT ou de l’YGT, deux composés à base de -1,3 glucanes, a stimulé l’effet de protection de la souche K, appliquée à une concentration de 105 ufc/ml vis-à-vis de B. cinerea sur pommes. Cette addition a permis d’atteindre un pourcentage de protection similaire à celui apporté par l’application de la seule souche K à une concentration standard de 107ufc/ml. La stimulation de l’efficacité d’agents de lutte biologique au moyen d’additifs chimiques vis-à-vis des pathogènes de post-récolte des fruits a souvent été décrite. Un effet additionnel ou synergique sur l’activité de protection a été constaté entre l’agent antagoniste et des additifs tels que des éléments nutritifs stimulant la colonisation de l’antagoniste (Janisiewcz et al, 1992), le 2-Déoxy-D-glucose, analogue du glucose inhibant la croissance du pathogène (Janisiewicz, 1994, Jijakli et al, 1993), le glycolchitosan inhibant également le pathogène et stimulant les mécanismes de défense du fruit (El-Gaouth et al, 2000). Dans notre étude, la recherche de molécules stimulant l’activité de protection a été basée sur l’étude des mécanismes d’action de la souche K. La combinaison de parois de B. cinerea avec la souche K avait permis la stimulation de l’activité -1,3-glucanase produite par la souche et entraîné parallèlement une augmentation de l’activité biologique vis-à-vis de B. cinerea (Jijakli et Lepoivre, 1998). L’HCT et l’YGT n’ayant pas d’effet direct sur le pathogène, ni sur la croissance de la souche K (résultats non présentés), la combinaison de l’un de ces additifs avec la souche K pourrait également s’accompagner d’une stimulation de l’activité glucanasique.

Le chlorure de calcium est également une molécule couramment utilisée pour augmenter le niveau de protection des agents de lutte biologique (Conway, 1991). Cette molécule a été intégrée à l’application de la souche K (105 ufc/ml) en présence de glucanes (l’HCT ou l’YGT). Ces compositions triples ont apporté un pourcentage de protection supérieur (jusque 100%) à celui offert par la souche de levure utilisée seule à 107 ufc/ml (47 %). Ce faible pourcentage peut être attribué à une plus grande maturité des pommes lors de cet essai (9 mois de stockage des fruits avant l’expérience) par rapport à celles des fruits utilisés lors de l’essai précédent (5 mois de stockage). Cependant, les compositions triples ayant offert une efficacité élevée dans ces conditions sévères, celles-ci pourraient permettre de résoudre l’un des obstacles majeurs au développement pratique de la lutte biologique : le manque de reproductibilité du niveau de protection apporté par les agents antagonistes.

Par ailleurs, l’efficacité d’un traitement combinant la souche K (107ufc/ml) produite sous forme de poudre mouillable (dont la pureté et l’identité ont été vérifiées à l’aide d’outils moléculaires), l’YGT et le chlorure de calcium vis-à-vis de B. cinerea et P. expansum a été évaluée en pré- et post-récolte selon différents modes d’application en conditions plus proches de la pratique. La variabilité des résultats obtenus pour B. cinerea, dans cet essai pratique, ne nous permet pas de tirer de conclusion. Parmi les traitements biologiques, ceux de pré-récoltes ont apporté les plus faibles niveaux d’infections vis-à-vis de P. expansum quel que soit le moment et le mode de leur application (pulvérisation ou nébulisation). Pour ces traitements, les densités de populations, juste après la récolte des fruits, atteignaient au moins 104 ufc/cm2 de surface de pomme. A l’opposé, les traitements de post-récolte (par trempage ou douchage) n’ont pas diminué significativement le niveau d’infections des pathogènes par rapport à celui observé chez le lot témoin non traité. Ce manque d’efficacité s’accompagnait d’un faible niveau de la population de la souche K (< 5 102 ufc/ml) après récolte. Une semaine de temps chaud (~20°C) et relativement sec a été observée suite à l’application de la souche K en pré-récolte et aurait pu favoriser l’établissement de l’agent antagoniste à la surface des pommes, expliquant les différences de niveaux de populations détectés entre les traitements de pré- et de post-récolte. Cependant, une densité minimale de population de la souche K (104 ufc/cm2) semble être requise juste après récolte pour assurer une protection adéquate des fruits. Cette hypothèse reste à vérifier.

Enfin, le meilleur niveau de protection vis-à-vis de P. expansum a été observé pour l’application de la souche K par pulvérisation 12 j avant récolte, ce niveau de protection était supérieur au traitement chimique de post-récolte mais restait inférieur au niveau de protection obtenu par des traitements chimiques standards en pré-récolte utilisés en Belgique (4 applications successives). Ces résultats ouvrent pour la première fois des perspectives d’application de P. anomala souche K en pré-récolte contres les maladies de conservation des pommes. La possibilité d’intégrer cette méthode biologique avec un schéma de traitements chimiques de pré-récolte doit encore être évaluée.
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