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Pathologie végétale

Analyse de la flore fongique de la carotte
conservée au froid : prépondérance
de Mycocentrospora acerina (Hartig) Deighton

B Le Cam 1, F Rouxel 1*, F Villeneuve 2

TINRA, station de Pathologie végétale, BP 29, F-35650 Le Rheu;
2 Ctifl-Sileban, 50760 Barfleur, France

(Recu le 28 mai 1992; accepte le 13 octobre 1992)

Résumé — La conservation des carottes au froid aprés récolte se développe depuis peu en France; I'objectif de cette
étude est d'inventorier les agents pathogénes susceptibles de provoquer des dégéats dans cet environnement particu-
lier et de définir les conditions optimales de stockage. L'analyse de la mycoflore réalisée sur racines de carottes stoc-
kées 50 ou 100 j au froid montre que dans les conditions de production et de conservation de la région de Normandie,
les principaux problémes parasitaires rencontrés sont dus a Mycocentrospora acerina et a Phytophthora megasper-
ma; les dégats occasionnés par Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum et Stemphylium radicinum sont d'importance
mineure. Par ailleurs, l'incidence des conditions de conservation est démontrée : les carottes stockées au froid hu-
mide (0,5 a 1 °C — 98% d'humidité relative) présentent un pourcentage d'attaque plus faible que celles maintenues au
froid conventionnel (2 °C — 85-90% d'humidité relative). La caractérisation biologique des différents agents patho-
génes isolés indique que seuls M acerina et B cinerea sont capables de provoquer des symptémes dés 0,5 °C. Le
comportement de I'ensemble des parasites en relation avec la température et I'hygrométrie est discuté. L'intérét d'un
délai entre l'arrachage et la mise en conservation sur le développement des maladies et plus particulierement sur M
acerina est également mis en évidence; l'intensité d'attaque de ce parasite, dans les conditions optimales de conser-
vation pour la carotte, reste toutefois considérable et justifie une étude sur la recherche d'une technique de lutte adap-
tée s'appuyant notamment sur la spécificité des relations hote-parasite.

Daucus carota = carotte / pathologie post-récolte / Mycocentrospora acerina/ conservation au froid

Summary — Post-harvest pathogens on cold stored carrots: Mycocentrospora acerina (Deighton), the major
spoilage fungus. A survey was conducted to inventory pathogens likely to attack carrot roots stored under cold con-
ditions. An analysis of the carrot root mycoflora under storage and production conditions in Normandy, France,
showed that major fungal spoilage was due fo Mycocentrospora acerina and Phytophthora megasperma; rot caused
by Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum and Stemphylium radicinum was only of secondary importance. The study
also revealed that storage losses due to fungal spoilage were lower in ice-bank cooled stores at 0.5-1 °C, 98% rela-
tive humidity (RH) than in conventionally cooled stores at 2 °C, 85-90% RH. Only M acerina and B cinerea strains
were pathogenic on carrot root slices at temperatures as low as 0.5 °C, but were not particularly adaptated for cold
conditions. The behaviour of the pathogens related to temperature and relative humidity is discussed. This study
showed the existence of a relationship between the healing of wounds in carrot roots and infection by M acerina by
exposing them before cold storage. Nevertheless, spoilage wastage caused by this pathogen still remains important
even under optimal storage conditions for carrot crops.

Daucus carota / post-harvest diseases / Mycocentrospora acerina / cold storage

* Correspondance et tirés a part
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INTRODUCTION

En France, la carotte destinée a la consomma-
tion hivernale était jusqu'a présent conservée
dans le sol. Cette technique a permis a la Nor-
mandie de devenir la premiére région francgaise
productrice de carottes mais les conditions cli-
matiques hivernales posent de nombreux pro-
blémes : difficultés d'accés au champ, détériora-
tion de la structure du sol a la récolte, lourdes
pertes dues aux nécroses et pourritures hiver-
nales (Breton et Rouxel, 1985a; Montfort et
Rouxel, 1986), reprise de la végétation au prin-
temps; ainsi entre avril et juin, ce type de pro-
duction ne permet pius de proposer aux consom-
mateurs un produit de qualité en quantité
suffisante.

Afin de pallier ces difficultés et de répondre
aux exigences du marché actuel, les profession-
nels s'orientent depuis peu vers la conservation
au froid apres récolte (température de 0,5-1 °C,
98% d'humidité relative). Cette nouvelle forme
de gestion de la conservation permettra sans
doute de s'affranchir des principaux problemes
liés au sol; toutefois la littérature étrangére
signale plusieurs agents pathogenes capables
de se développer en chambres froides et
susceptibles de provoquer certaines années de
trés lourdes pertes : Rhizoctonia carotae, signalé
il y a plus de 40 ans aux USA sur caroftes
stockées (Rader, 1948), et plus récemment en
Suéde (Ramert, 1984) et au Canada (Punja,
1987), a occasionné des pertes de l'ordre de
50-70% au Danemark (Jensen, 1969). Myco-
centrospora acerina, un autre champignon
phytopathogéne, est considéré en Angleterre et
en Norvége comme une des limites a la
conservation au froid (Derbyshire et Crisp, 1971;
1978; Hoftun, 1985). Enfin, d'autres parasites
plus polyphages se manifestent également
dans ces mémes conditions : c'est le cas de Bo-
trytis cinerea (Tahvonen, 1985; Geeson et al,
1988; Tronsmo, 1989), et de Sclerotinia sclero-
tiorum (Lewis et Garrod, 1983; Geeson et al,
1988).

Dans la perspective d'un développement du
stockage de la carotte au froid en France, cet
article dresse un inventaire des problémes para-
sitaires susceptibles de se manifester sur
carottes aprés récolte en fonction de nos condi-
tions de culture et de conservation; il précise,
par ailleurs, quelques conditions de manifesta-
tion des principaux agents pathogénes en
cause.

MATERIEL ET METHODES

Etude de I'évolution de I'état sanitaire
des carottes en cours de conservation

Influence des conditions de conservation
au froid

Deux types de froid ont été comparés dans 2 salles de
conservation (63 m3 chacune) fonctionnant a la station
expérimentale du Sileban a Barfleur (50) :

— le froid conventionnel (2 °C, 85-90% d'humidité rela-
tive) ou I'hnygrométrie est maintenue a l'aide d'un humi-
dificateur humidisonigue (débit de I'air : 7 800 m3/h),

— le froid humide (0,5-1 °C, 98% d'humidité relative)
produit par une tour de refroidissement de marque
Baltimore (débit de l'air : 6 300 m3/h).

Des racines de carotte (variété Nandor), provenant
d'une culture agée de 7 mois, récoltées le 16 janvier
1990 sur une parcelle homogeéne de la zone légumiére
du Val de Saire, sont triées pour ne conserver que
celles d'aspect sain, réparties en sacs de polyéthyléne
non perforés contenant chacun 100 racines, puis im-
médiatement entreposées au froid a raison de 6 sacs
dans chaque salle de conservation. Ces derniéres
sont alors complétées par des lots hors essai afin de
permettre un flux normal de l'air.

Influence du délai entre 'arrachage
des racines et la mise en conservation

Un deuxiéme lot de carottes récoltées et conditionnées
comme précédemment provenant d'une parcelle «a ris-
que» (culture répétée de carottes) est placé en salle de
conservation au froid humide 0, 6, 12, 24 et 36 h aprés
arrachage (le 10 janvier 1990). Pendant la phase transi-
toire, les racines déposées dans des containers ajourés
(1 m3) sont entreposées dans un local aéré a 5-7 °C.

Evaluation de I'état sanitaire

Pour les 2 expériences, I'état sanitaire des carottes a
été analysé aprés 2 périodes de conservation : 50 et
100 j. Chaque notation est réalisée sur 3 répétitions
(3 sacs de 100 carottes) par répartition des racines
préalablement lavées en saines et malades, tous
symptdémes parasitaires confondus. Les résultats, ex-
primant les pourcentages de carottes malades en
fonction de chague modalité, sont présentés pour les
deux dates de sortie.

Analyse des symptémes et de la flore
fongique associée aux racines malades

Ces analyses ont porté sur les racines malades de
I'essai étudiant l'influence du délai entre l'arrachage
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des racines et la mise en conservation (Protocole ci-
dessus). Pour chaque modalité, les carottes sont ré-
pertoriées en fonction des types de symptébmes; une
appréciation visuelle confirmée par un examen micro-
scopique a suffi pour identifier les dégats dus a plu-
sieurs parasites classiques : Sclerotinia sclerotiorum,
Botrytis cinerea, Rhizoctonia violacea.

Dans les autres cas de pourritures et nécroses
moins caractéristiques, des isolements microbiologi-
ques ont été pratiqués selon le protocole suivant : sur
chaque racine a analyser, des tissus épidermiques
sont prélevés en bordure de la zone nécrosée; chaque
échantillon est désinfecté superficiellement dans une
solution d'éthanol a 95% pendant 30 s, rincé a l'eau
stérile puis séché sur papier filtre. Dix fragments de
quelques mm de longueur sont alors déposés en
boites de Petri contenant un milieu nutritif gélosé a
base de malt additionné soit de streptomycine
(0,25%0), soit du complexe polymixine — pénicilline
(respectivement 0,025%. et 0,25%.). Cette opération
est répétée 2 fois pour chaque milieu. Aprés 5 a 7 |
d'incubation a 20 °C, les colonies développées sont
identifiées. Les résultats présentés expriment la part
relative des principales espéces fongiques associées

aux différents symptdémes aprés 50 et 100 j de con-
servation.

Etude du pouvoir pathogéne des
principales espéces fongiques inventoriées
sur carotte en cours de conservation

Matériel étudié

L'étude a porté sur 20 isolats fongiques appartenant a
10 genres (tableau I). Seize proviennent de carottes
malades stockées au froid; ils sont comparés a 4
autres issus de carottes conservées au champ, de
tournesol et de féverole.

Test d'agressivité sur carotte

La technique utilisée, identique pour I'ensemble des
isolats, est inspirée de celle mise au point par Mont-
fort et Rouxel (1988). Des racines d'aspect sain,
n'‘ayant pas subi de traitement fongicide, sont soi-

Tableau I. Liste et origine des isolats étudiés pour leur agressivité sur carotte.

Code Genre, espéce Origine et conditions d'isolement Plante héte Année
d'isolement

1 My  Mpycocentrospora acerina Barfleur (50) — champ carotte 1990

2 My " " Barfleur (50) — froid " !

3 My " " Nantes (44) — froid ! "

4 My " ! Barfleur (50) - froid " "

5 Bo  Botrytis cinerea - (22) — champ féverole 1986

6 Bo " " Barfleur (50) — froid carotte 1990

7 Bo " ! Nantes (44) - froid " 1990

8 Bo " " Barfleur (50) — froid " 1990

9 Sc  Sclerotinia sclerotiorum Francheville (51) — champ tournesol 1987
10 Sc ! ! Barfleur (50) — froid carotte 1990
11 Fr  Fusarium roseum var arthrosporioides Barfleur (50) — froid carotte 1990
12 Fr " " " Barfleur (50) — froid " 1990
13 St Stemphylium radicinum Barfleur (50) — champ carotte 1987
14 St " ! Barfleur (50) — froid ! 1990
15 Pm Phytophthora megasperma Barfleur (50) — froid carotte 1990
16 Al Alternaria sp Barfleur (50) — froid carotte 1990
17 Al " Barfleur (50) — froid ! 1990
18 Cy Cylindrocarpon sp Barfleur (50) - froid carotte 1990
19 Ph  Phoma exigua var exigua Barfleur (50) — froid carotte 1990
20 Ps  Phomopsis sp Barfleur (50) - froid carotte 1990
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gneusement lavées puis découpées en demi-trongons
d'environ 3 cm de longueur. Aprés blessure de I'épi-
derme a l'aide d'une toile abrasive, les demi-trongons
sont placés dans une chambre humide a raison de 27
par traitement. Sur 25 d'entre eux, un explantat calibré
(diametre 5 mm) d'une pré-culture du champignon a
étudier est déposé; les 2 autres demi-trongons consti-
tuant les témoins recoivent une pastille gélosée
vierge.

Les chambres humides sont ensuite placées aux
températures suivantes : 0,5, 5, 10 et 15 °C. Une no-
tation, consistant a mesurer les dimensions des né-
croses autour de chaque point d'inoculation, permet
alors d'exprimer les résultats en surface moyenne
d'attaque (mm2) aprés 6 jours d'incubation pour cha-
que température et isolat étudiés.

RESULTATS

Mise en évidence de l'incidence
des conditions de conservation
sur I'état sanitaire des carottes

Effet du type de froid

A 50 j de conservation, les carottes stockées au
froid conventionnel présentent plus d'attaques
parasitaires que celles conservées au froid hu-
mide : 15% de racines malades contre 3,5%
(fig 1). A 100 j, cette différence est nettement
confirmée avec une forte dégradation de I'état
sanitaire global, les pertes s'élevant a 20% aprés
100 j de stockage au froid humide.

% carottes maiades
100 I
60 +
50 a
40 1
30 +

20 +

50 Jours 100 Jours

durée de conservation

Fig 1. Pourcentage de carottes malades a 50 ou 100 j de
conservation au froid conventionnel | (2 °C, 85-90% d'hu-
midité relative) ou au froid humide g% (0,5-1 °C, 98% d'humi-
dité relative). Les histogrammes affectés d'une méme lettre
ne sont pas significativement différents pour p = 0,05 (Test
de Newman-Keuls).

Effet de la durée du délai «arrachage
des racines-mise en conservation»

A 50 j de conservation, I'état sanitaire global de-
meure bon (< 10% de carottes malades) quel
que soit le délai «arrachage-mise en conserva-
tion»; la réduction des attaques reste insuffisante
pour étre significative (fig 2).

Par contre, a 100 j de stockage, la situation
sanitaire se détériore nettement mais l'effet du
délai «arrachage-mise en conservation» est clai-
rement mis en évidence avec des taux d'atta-
gues voisins de 60% et 50% pour des délais res-
pectifs de 12 et 36 h contre 91% pour le témoin.

Mycocentrospora acerina :
principal constituant de la mycoflore
associée aux carottes malades

Une analyse fine des symptdmes associée a des
isolements microbiologiques nous indique que
Mycocentrospora acerina constitue le représen-
tant dominant de la flore fongique présente sur
carottes malades (fig 3). En effet, dans nos
conditions expérimentales, au moins 70% des
symptdmes sont attribués a ce champignon dont
les dégats sur carotte se manifestent par des 1é-
sions noires bien délimitées que les anglo-
saxons qualifient de «liquorice rot» (fig 4A).

Phytophthora megasperma, agent de la ma-
ladie de la bague bien connue au champ, est a
l'origine de 2-30% des symptdmes observés sur

% carottes malades

100 1
A

90+ Y
\

ot R BC
60 + NN
.\
30 1 §§\\\\
20 1 qp \\\
10 } \

0 4

délai arrachage—mise en conservation {(heures)

Fig 2. Pourcentage de carottes malades a 50 fllou 100 j {4
de conservation au froid humide (0,5-1 °C, 98% d'humidité
relative) en fonction du délai arrachage-mise en conserva-
tion. Les histogrammes affectés d'une méme lettre ne sont
pas significativement différents pour p = 0,05 (Test de New-
man-Keuls)
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Fig 3. Part relative des principales especes fongiques asso-
ciées aux symptdmes observés sur carottes a 50 et 100 j de
conservation au froid humide en fonction du délai
«arrachage-mise en conservation». Mycocentrospora acerina
%%, Phytophthora megaspermal ., Autres Il : S radicinum,
B cinerea, S sclerotiorum, R violacea, F roseumn.

carottes stockées aprés récolte; ces racines pré-
sentent des anneaux noirs caracteéristiques évo-
luant en pourriture molle (fig 4B).

Les autres champignons sont présents a une
fréquence extrémement faible, voire absente
apres 100 j de conservation : il s'agit de Botrytis
cinerea, agent de la pourriture grise (fig 4C),
Stemphylium radicinum (fig 4D), Sclerotinia scle-
rotiorumn, responsable de la pourriture blanche
(fig 4E), Fusarium roseum et Rhizoctonia viola-
cea, et enfin Cylindrocarpon sp, Phomopsis sp,
Phoma exigua, Alternaria sp.

Les différents délais entre arrachage et mise
en conservation n'ont manifesté que peu d'inci-
dence sur la répatrtition de la mycoflore fongique.
De méme, on ne note pas d'influence sensible de
la durée du stockage sur la part relative des prin-
cipales espéces fongiques, si ce n'est une légére
augmentation de la fréquence de P megasperma
et une mycoflore moins diversifiée aprés 100 j de
conservation.

Mise en évidence de I'expression

du pouvoir pathogéne de M acerina

et B cinerea dans les conditions optimales
de conservation de la carotte

L'homogénéité du comportement intraspécifique
des champignons testés sur carotte permet de

classer nos 20 isolats (tableau ) en 3 groupes
en fonction de leur agressivité (fig 5) :

— le premier (n° 16-20 : Phoma exigua, Pho-
mopsis sp, Alternaria sp et Cylindrocarpon sp) est
composé d'isolats non pathogénes sur racines de
carotte, quelle que soit la température étudiée;

— le second (n%s 9-15 : Sclerotinia sclerotiorum,
Fusarium roseum, Stemphylium radicinum, Phy-
tophthora megasperma) comprend des champi-
gnons agressifs sur carottes, mais seulement a
partir de 5 °C. A cette température, les niveaux
d'attaque de F roseum et de S radicinum restent
trés faibles (10 et 30 mm2 de surface touchée),
alors que S sclerotiorum est le plus agressif de
tous les champignons testés (110 mm2);

— le troisieme (n°s 1-8 : M acerina et B cinerea)
est le seul a provoquer des attaques dés 0,5 °C,
avec des surfaces nécrosées pouvant atteindre
50 mmZ2 au bout de 6 j. La température optimale
d'attaque de ces 2 espéces est au moins égale
a 15 °C; a 10 comme a 15 °C, elles sont moins
agressives que S sclerotiorum. Enfin, il est inté-
ressant de noter que les souches de M acerina
et B cinerea (n° 1 et n° 5) isolées au champ res-
pectivement sur carotte et sur féverole, sont
également capables de s'exprimer des 0,5 °C.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les résultats présentés apportent des informa-
tions sur la pathologie de la carotte en cours de
conservation et sur l'optimisation des techniques
de stockage au froid.

Ainsi, ce travail met en évidence la relation
existant entre les conditions de conservation et
l'intensité des attaques parasitaires : une humidi-
té relative proche de la saturation {98% HR) as-
sociée a une température voisine de 1 °C per-
met de limiter les problémes parasitaires, ce qui
est en accord avec les résultats obtenus au Ca-
nada et en Norvége dans des situations cultu-
rales tout & fait différentes (Van Den Berg et
Lentz, 1973; Apeland, 1983).

Dans ces conditions de conservation considé-
rées comme optimales (Villeneuve et al, 1992),
'aménagement d'un délai d'au moins 12 h entre
la récolte et la mise en conservation permet de
limiter significativement les pertes dues aux atta-
ques parasitaires. Selon Lewis et al (1981), ce
délai favorise la cicatrisation des blessures parti-
culierement favorables au développement de M
acerina (Davies et al, 1981). On peut penser
gu'une température ambiante plus élevée lors
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Fig 4. Symptomes des principales maladies rencontrées sur carottes conservées au froid; a : Mycocentrospora acerina; b : Phytoph-
thora megasperma; ¢ : Botrytis cinerea; d : Stemphylium radicinum; e : Sclerotinia sclerotiorum.
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de la phase transitoire arrachage-mise en cons-
ervation aurait permis d'amplifier cet effet en ac-
tivant a la surface des blessures la production de
phytoalexines (6 Méthoxymelléine, Falcarindiol)
intervenant dans les processus de cicatrisation
(Lewis et al, 1981).

L'inventaire de la mycoflore, réalisé sur ra-
cines de carottes stockees au froid humide pen-
dant 50 ou 100 j, révele la présence trés impor-
tante de M acerina. Connu a l'étranger pour son
incidence économique sur carottes conservées
au froid (Lewis et Garrod, 1983), ce champignon
n‘avait jusqu'ici été signalé qu'occasionnellement
en France en cours de culture (Breton et Rouxel,
1985a). Les inoculations réalisées au laboratoire
ont confirmé l'agressivité de M acerina dans les
conditions optimales de conservation (0,5 °C). Il
est pius surprenant de constater de fortes atta-
ques dues a P megasperma, parasite plus re-
douté pendant la phase culturale (Breton et
Rouxel, 1985b). L'absence de pathogénicité de
P megasperma a 0,5 °C suggere d'ailleurs que
les dégats observés en conservation résultent
vraisemblablement de ['évolution d'infections
contractées avant la récolte mais ne présentant
pas de symptdmes a cette date. Bien que S scle-
rotiorum et S radicinum aient été décrits comme
trés préjudiciables sur carottes stockées au froid
par de nombreux auteurs (Schwartz, 1977;
Geary, 1978), ces 2 agents pathogénes souvent
observés au champ ne se sont que trés peu ma-
nifestés dans nos conditions d'étude; les inocula-
tions réalisées au laboratoire ont mis en évi-
dence leur perte d'agressivité a 0,5 °C. D'autre
part, l'absence d'agressivité de Cylindrocarpon
sp, Phoma exigua, Phomopsis sp et Alternaria
sp confirme l'existence sur carotte de tout un
cortége de champignons déja décrits au champ
(Montfort et Rouxel, 1988) mais sans incidence
notable sur la qualité de la conservation.

Parmi les autres constituants de la mycoflore
associée aux symptdmes, F roseum apparait
egalement comme un parasite de conservation
d'importance trés secondaire, son agressivité ne
s'exprimant qu'a partir de 5 °C. Concernant B ci-
nerea, les travaux de Goodliffe et Heale (1977)
ont montré qu'une humidité relative proche de la
saturation réduisait sensiblement ses attaques
en limitant les pertes de poids, parametre trés fa-
vorable au développement de ce parasite. On
peut donc admettre que nos conditions de con-
servation n'ont pas permis a ce parasite de se
développer, bien que son agressivité a 0,5 °C ait
été mise en évidence. Enfin, nos résultats mon-
trent que les souches pathogénes isolées au

froid ne présentent pas d'adaptation a cet envi-
ronnement particulier mais semblent n'étre, au
contraire, que le reflet de la microflore racinaire
présente naturellement pendant la phase culture.

En conclusion, cette étude a permis de hiérar-
chiser l'importance des principaux agents patho-
génes susceptibles de se manifester sur carottes
stockées au froid; elle a, en particulier, montré le
role prépondérant joué par un champignon
jusqui'ici peu connu en France : Mycocentrospora
acerina. Le rble de plusieurs parameétres, liés a la
phase pré- ou post-récolte, dans I'évolution de
I'état sanitaire des racines en cours de conserva-
tion est maintenant bien établi: lintérét du sto-
ckage au froid humide et du respect d'un délai d'au
moins 12 h entre arrachage et mise en conserva-
tion est clairement démontré; enfin, les produits
issus de parcelles «a risques» se conservent mal,
méme en conditions de conservation optimisées.

Il apparait malgré tout, pour M acerina, que
méme dans ces conditions optimales de conser-
vation, les pertes demeurent élevées (20% des
racines atteintes), ce taux étant d'autant plus in-
supportable que les colts de stockage au froid
humide sont élevés. D'autres voies doivent donc
étre recherchées pour tenter de limiter ces
pertes. Si une protection chimique peut étre envi-
sagée au champ avant la récolte, c'est sans
doute a travers l'étude des relations hdte-
parasite et plus particulierement la dynamique
des réactions de défense de la carotte qu'une
solution durable et raisonnée pourra étre trou-
vée. Il est en effet établi que certains oligosac-
charides d'origine pariétale, libérés lors d'infec-
tions parasitaires, sont capables d'induire
l'accumulation de phytoalexines (Nothnagel et al,
1983) et d'autres réactions de défense chez la
plante (Hahn et al, 1989). La mise en évidence
de tels éliciteurs chez le couple Daucus carota-M
acerina devrait permettire a terme de déclencher
ces mécanismes de défense et de définir des cri-
teres de sélection pour les généticiens.
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