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Introduction

L’agrumiculture demeure le secteur agricole
exportateur le plus important au Maroc. Elle joue un
role primordial dans le développement économique
national. Toutefois, les agrumes sont exposés a de
nombreux problémes phytosanitaires, causant des
pertes non négligeables (1). Les champignons
parasites des agrumes en post-récolte sont nombreux,
mais dans la pratique, c’est a quelques uns seulement
qu’on peut attribuer la presque totalit¢ des dégats
observés. Il s’agit de Penicillium digitatum,
Penicillium italicum et Geotrichum candidum. La
lutte contre ces pathogeénes est basée jusqu’a présent
sur |'utilisation de  fongicides. Toutefois, la lutte
chimique présente de nombreux inconvénients
(persistance des résidus sur les fruits traités;
apparition de souches résistantes aux produits
fongicides utilisés et I’impact des traitements
chimiques sur la santé et I’environnement).La lutte
biologique, utilisant des micro-organismes non
pathogénes pour controler les maladies des plantes
est une alternative prometteuse et peut étre appliquée
en post-récolte. En effet, des résultats tres
encourageants ont été rapportés pour plusieurs fruits
tels que : les pommes(2), les péches(3), les poires(4),
les fraises(5), les nectarines(6) et les agrumes(7,8).
Ces microorganismes antagonistes sont soit des
bactéries qui agissent par la sécrétion de molécules
inhibitrices, révélées par des tests d’antibiose sur
milieux de culture(4,9), soit des levures agissant par
compétition pour I’espace et les nutriments. Les
levures sont recherchées par des tests de compétition
in vivo(2,10,11),. Certains de ces antagonistes sont
déja utilisés dans la production de biofongicides tels
que D’Aspire(12) et le Biosave(13) qui sont
respectivement a base de Candida oleophila et
Pseudomonas syringae.

Ce travail consiste a isoler des levures antagonistes a
Penicillium digitatum., évaluer la protection des
fruits par les isolats sélectionnés et étudier la
dynamique de population des antagonistes a la
température de conditionnement des fruits.

Matériels & méthodes

1-Recherche des levures antagonistes
La méthode consiste a isoler les levures antagonistes
a partir des blessures non pourries, préalablement
traitées par I’eau de lavage des fruits et inoculées par
Penicillium digitatum (14,15). Les fruits témoin sont
inoculés par l’eau distillée. Seuls les isolats de
levures qui réduisent le pourcentage de la pourriture
verte de 50% ou plus, aprés sept jours d’incubation
des fruits (25°C, humidité relative : 95%), ont été
retenus (14,15). Les meilleures levures antagonistes
sont testées pour la protection des fruits.
2. Evaluation du contrdle biologique de P.
digitatum par la levure L22
L'isolat L22 qui a montré une efficacité importante
dans le controle de la pourriture verte a été utilisé
dans cette expérience. Les essais ont été effectués a
25°C et a 4°C sous une H.R. de 90%. Des fruits de la
variété 'salustiana’ préalablement désinfectés et
blessés ont été traités avec 30 pul de la suspension de
levure L22 & des concentrations de 107, 10% et 10°
cfu /ml. Aprés 24 h., chaque blessure a été inoculée
avec 15 pl d’une suspension de P. digitatum a des
concentrations de 10° et 10° spores /ml. les Fruits,
ainsi traités, ont été entreposés a 4°C pendant 30
jours suivis de 7 jours a 25°C. Aprés cette période
d'incubation, le pourcentage de pourriture a été
déterminé comme suit:
% pourriture = nombre de blessures pourris x 100
nombre total des blessures

3. Dynamique de population de la levure L22

Des fruits de la variété ‘Maroc-late’ , préalablement
lavés, désinfectés et blessés, sont trempés pendant 30
secondes dans une suspension de levure (10°
CFU/ml). Aprés une période de 0, 1, 2, 3, 4 et 7 jours
d’incubation a 25°C, trois fruits sont prélevés pour
étudier la dynamique de population des levures dans
les blessures et a la surface des fruits. A partir de
chaque fruit, on préleve quatre disques d’écorce de
lcm de diamétre contenant les blessures, et quatre
disques de lcm de diamétre de la surface non
blessée. Les 12 disques de chaque type sont broyés
séparément dans 10ml du tampon phosphate stérile
(0.05M pH 6.5). Le broyat est ensemencé sur milieu
solide NYDA additionné de la streptomycine sulfate
a 0.1%. Aprés deux jours d’incubation a 25°C, le
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nombre de CFU est déterminé par blessure ou par
unité de surface (cm?).

Analyse statistique

Une analyse de variance (ANOVA) suivie d’une
comparaison des moyennes par le test de Newman et
Keuls ont été abordées sur les données obtenues.
L’ensemble des calculs ont été effectués par le
logiciel STATISTICA.

Résultats
Isolement des levures antagonistes

Le screening des levures antagonistes a permis de
constituer une collection de levures antagonistes
(tableau 1). Aprés 7 jours d'incubation des fruits, 46
levures potentiellement antagonistes sont isolées a
partir des blessures non-pourries. Vingt et un d’entre
elles réduisent I’incidence de la pourriture de plus
que 50% (Tableau 1). Sept isolats (L13, L15, L22,
L24, 133, L40 et L73) réduisent I’incidence a moins
de 20%. Une meilleure protection des fruits est
obtenue avec les isolats L13 et L22. En effet,
I’incidence de la pourriture est de 2% comparé au
témoin.

Tableau 1 : Pourcentage d’infection des fruits de Clémentine sept jours aprés traitement par les levures et

inoculation par Penicillium digitatum.

L13 |L24 |L15 |L33
L22 |L73

Isolat n°:

L40

L20 |L02 |LIl |L8
L23 |L14, |L35
L27 |L26 |L36
L41 |L30, |L45
L38

Autres témoin

isolats

Incidence en % 2 4 11 125 |16
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Figure 1 : Evaluation de la protection des fruits d’agrumes par la levure L.22
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Figure 2 : Dynamique de population de la levure ( L22) sur des fruits de Maroc-late a 25°C. A (au niveau des

blessures), B (a la surface des fruits).
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Figure 3 : Dynamique de population de la levure ( L22) au niveau des blessures des fruits de Maroc-late a 4°C.

Evaluation de Defficacité de levure L22

Apres 30 jours de stockage a 4°C aucune infection
n'a été observée sur les fruits traités. Cependant apres
7 jours de transfert a 25°C aprés les 30 jours de
stockage a 4°C, les trois concentrations de la levure
L22 testées (107, 10°%, 10° cfu/ml) ont permis de
réduire considérablement et de maniére significative
I’incidence de la pourriture verte comparée au
contréle et ce c¢i pour les deux concentrations
utilisées du pathogéne (10° et 10° conidie/ml) (Fig.1).
On a pas noté de différence significative d’une part
entre l’incidence de la pourriture verte et les
concentrations croissantes de I’antagoniste et d’autre
part, entre cette incidence et les concentrations
croissantes de 1’agent pathogéne a P=0.05. Ceci
pourrait s’expliquer probablement par la grande
capacité de la levure L22 dans le controle de la
pourriture verte des fruits d’agrumes.

Evaluation de la survie de levure L-22 dans les
blessures

La capacité de la levure sélectionnée a se multiplier
et a survivre dans les blessures est étudié pour
s’assurer de son pouvoir colonisateur et par
conséquence de sa capacité de contrdler la pourriture
verte des agrumes a long terme. A 25°C, La
population de la levure sélectionné L22 dans les
blessures reste stable pendant les premicres 24 heures
puis augmente pour atteindre un maximum apres 4
jours d'incubation (Fig.2A). Il en est de méme a la
surface des fruits mais la taille de la population est
beaucoup plus faible (Fig.2B). Cela est certainement
lié a la disponibilité des nutriments a ’intéricure des
blessures.

A 4°C, aprés une diminution de la population de
I’antagoniste pendant les trois premiers jours, on
assiste une augmentation considérable pour atteindre
un maximum apres 7 jours. Ceci est probablement lié
a l’adaptation de I’antagoniste a des températures
basses. Cette population reste stable par la suite
durant la durée du stockage (Fig.3).
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CONCLUSION :

Les levures antagonistes isolées a partir de la
microflore épiphyte des fruits d’agrumes ont montré
une protection efficace des fruits d’agrumes contre la
pourriture verte.

La croissance de ’antagoniste est meilleure
au niveau des blessures qu’a la surface des fruits.
Cela pourrait s’expliquer par la disponibilité¢ et
I’accessibilit¢ aux nutriments. Ceci est avantageux
puisque la blessure constitue la porte d’entrée des
agents pathogeénes, I’antagoniste pourraient donc y
entrer facilement en compétition pour les nutriments
et pour I’espace avec le champignon pathogéne. Des
résultats similaires ont ét€ obtenus en utilisant
Candida sake comme antagoniste (16). L’étude de la
dynamique de la population de la L22 montre une
augmentation et un maintien de la croissance au
cours du temps d’ou la capacité d’adaptation et la
possibilit¢ de protection a long terme des fruits
d’agrumes en post-récolte lors du conditionnement.
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