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Les lipopeptides
’origine microbienne

Des substances testées au laboratoire, sous serre et au champ se montrent
prometteuses comme agents de biocontrole aux multiples facettes

PARTENAIRES DU PROJET INTERREG IV PHYTOBIO (LISTE EN ENCADRE 1)

nlesait, efficacité phytosa-

nitaire de certains microor-

ganismes utilisés comme

biopesticides est liée a des
substances qu’ils produisent. Mais
que penser de ces substances si on
les extrait du microbe pour les utiliser
seules ? Voici des réponses pour une
catégorie précise, celle des lipopep-
tides d’origine bactérienne.

Un contexte

Une utilisation encore

trés minoritaire mais réelle

Certes, le marché mondial des produits phy-
tosanitaires, qui représentait 44 milliards de
dollars en 2011, est largement dominé par
les produits de synthése. Mais certains de
ces composés posent différents problemes
environnementaux et de santé humaine,
en particulier pour les agriculteurs qui les
manipulent a haute concentration. En Eu-
rope, la pression politique s’accentue pour
réduire 'utilisation de ces pesticides. En
France particulierement, suite au Grenelle
del'environnement, le plan Ecophyto a été
mis en place avec pour objectif une réduc-
tion de 50% de ces pesticides de synthese.
Parmi les options envisagées, il y a la subs-
titution de ces composés chimiques par des
produits d’origine biologique.

Certains de ces agents de biocontrole sont
des organismes vivants (plantes, insectes,
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< Feuille de laitue infestée par B. lactuca,
agent du mildiou. On a testé la mycosubtiline
contre cette maladie sur laitue sous serre.

> La mycosubtiline est un des lipopeptides
étudiés dans ce programme.

nématodes ou micro-organismes), d’autres
sont des produits inertes mais issus d’or-
ganismes vivants. Tous ont pour vocation
d’empécher ou de ralentir le développement
des bioagresseurs des cultures. Ces pro-
duits représentent encore aujourd’hui un
tres faible pourcentage de 'ensemble des

» CONTEXTE - Le développement
des produits de biocontrole pour
la protection des plantes est géné-
ralement souhaité. Parmi les bio-
pesticides actuels, on compte des
micro-organismes dont |'activité
phytosanitaire semble liée a leur
production de lipopeptides. Un pro-
gramme interrégional a cherché a
produite, purifier et étudier directe-
ment ces lipopeptides eux-mémes.

» TRAVAIL - Les participants au
programme (listés dans I'article)
ont travaillé a la fois sur I'iden-

tification, I'évaluation in vitro et
la production de lipopeptides
d'origine bactérienne. Puis ils ont
testé in vivo I'efficacité de certains
COMposés prometteurs, a savoir la
surfactine, la fengycine et lamyco-
subtiline issues de Bacillus subtilis,
et fait une évaluation préliminaire
d'écotoxicité.

» RESULTATS - Les tests in vivo
réalisés en phytotron sur grains
de raisin (contre Botrytis cinerea),
Sous serre sur laitue (contre Bremia
lactucae) et au champ sur poireau

(contre Fusarium culmorum), mon-
trent des potentialités trés inté-
ressantes de ces trois composés,
seuls ou associés entre eux.

Les résultats préliminaires d'éco-
toxicité sur Vibrio et daphnies sont
trés favorables.

» MOTS-CLES - Biocontrole, li-
popeptides, Bacillus sp., surfac-
tine, fengycine, mycosubtiline,
programme Interreg IV Phytobio,
raisin, Botrytis cinerea, laitue Bre-
mia lactucae, poireau Fusarium
culmorum.

produits phytosanitaires mais leur marché
est en nette croissange (environ 8% par an
pour 'Europe et les Etats-Unis au cours de
ces derniéres années).

Les Bacillus sp. utilisés vivants,

et trés étudiés

Les produits a base de micro-organismes
(bactéries, champignons et virus) représen-
tent environ 30% de ces biopesticides et de
nouveaux produits sont régulierement mis
sur le marché.

Parmi eux, le genre bactérien le plus re-
présenté est Bacillus. Le plus connu est
B. thuringiensis : les bioinsecticides le conte-
nant représentent pres de 70% des ventes
mondiales de biopesticides bactériens et
sont autorisés sur de nombreuses cultures
en France. Mais on trouve aussi des pro-
duits contenant Bacillus subtilis (autorisé
en France), ou encore Bacillus amylolique-
faciens, Bacillus pumilus ou Bacillus liche-
niformis, agents de contréle des maladies
du sol ou de pré ou post-récolte dues a des
champignons (Ongena and Jacques, 2008),
et plus récemment Bacillus firmus (autorisé
en France en traitement du sol contre les
nématodes).

Le mode d’action des Bacillus a été tres
étudié au cours de ces derniéres années.
Il résulte de ces travaux que la biosyntheése
de molécules lipopeptidiques est un des mé-
canismes d’action majeur de ces bactéries.

Les lipopeptides, présentation

Ces molécules sont constituées d'un cycle
peptidique lié a une chaine d’acide gras.
Elles ont été répertoriées en fonction du
nombre, de la nature et de I'isomérie des
acides aminés présents dans le cycle pepti-
dique en trois grandes familles : les surfac-
tines, les iturines (dont la mycosubtiline)
et les fengycines (Figure 1).

Ce sont des molécules amphiphiles, c’est-
a-dire qu’elles « aiment » (ont des affinités
avec) deux milieux différents, ici 'eau et
les lipides. En effet, leur partie peptidique
est plutot soluble dans I'eau (hydrophile) et
leur partie lipidique est plutdt soluble dans
I'huile (partie hydrophobe ou lipophile).
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Fig. 1: Structures de la surfactine iso C15 (A),
de la fengycine n C16 (B) et de la mycosubtiline anteiso C17(C)

On voit leur point commun : toutes ont un cycle (peptidide) et chaine (d'acide gras).
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Fig. 2 : Démarche scientifique du projet Phytobio
Du laboratoire, associé a I'ordinateur, au champ, en intégrant la production et I'écotox.

Activités biologiques
in vitro
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Tests sur des modeéles :
laitue, vigne, orge, blé,
tomate, poireau

Développement de procédés de production
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Essais aux champs

Cette particularité a des conséquences sur
les propriétés physico-chimiques de ces
molécules mais aussi sur leurs activités
biologiques. Certaines molécules telles la
surfactine sont ainsi de puissants surfactants
(agent moussant ou émulsifiant).

Publiée en 2008, la revue de Marc Ongena
et Philippe Jacques dans Trends in Micro-
biology (Ongena and Jacques, 2008) a pour
la premiere fois fait le bilan des propriétés
de ces molécules a mettre en relation avec
T'activité de biocontrole des Bacillus sp. Ces
propriétés sont de trois natures :

1) Des lipopeptides (essentiellement les
surfactines) favorisent la croissance de la
souche qui les produit donc potentiellement
la colonisation des racines et des feuilles.
2) Des lipopeptides (essentiellement les fen-
gycines etlesiturines) inhibent la croissance
et/oula germination d’'un grand nombre de
champignons phytopathogénes

3) Des lipopeptides (essentiellement les
surfactines et les fengycines) sont des stimu-
lateurs des défenses naturelles des plantes.

Bacillus sp. vivants, des conditions
pour leur efficacité

Lefficacité des Bacillus spp. vivants en tant
qu’agents de biocontréle, nécessite un cer-
tain nombre d’éveénements séquentiels :

39

I'adsorption des souches a proximité de la
plante (rthizosphere) ou ala surface de cette
derniére (rhizoplan ou surface des organes
aériens), sa croissance et enfin la production
des molécules responsables de son activité
de biocontrdle, les lipopeptides.

Ces successions d’événements constituent
un des éléments qui peut, en partie, expli-
quer une plus faible reproductibilité des
résultats obtenus avec ce type de produits
comparés a ceux obtenus avec des produits
de syntheése classique. Il était logique de se
demander s’il ne serait pas intéressant d’ap-
pliquer directement les molécules actives.

Un projet débute en 2009
Objectifs, partenaires et enjeux

du travail de recherche

Cette réflexion a été a la base du projet In-
terreg IV Phytobio. Initié en 2009, ce pro-
jet arassemblé cinq centres universitaires
dont trois en France (I'université Lille-1
Sciences et Technologies, 'université de
Reims Champagne-Ardenne et I'université
duLittoral Céte d’Opale) et deux en Belgique
('université de Gand et 'université de Liege-
Gembloux Agro-Bio-Tech), ainsi que deux
centres belges de recherche appliquée (Ina-
gro et le Centre provincial de la recherche
appliquée des cultures maraicheres, alias
PCG) et un syndicat d’agriculteurs francais
(le Gabnor).

Ce projet, qui s'inscrivait dans une démarche
de mise en place d’'une agriculture plus
durable, visait a découvrir et produire de
nouvelles molécules biopesticides et/ou
stimulatrices des défenses des plantes et
a promouvoir leur utilisation. Dans cette
optique, les chercheurs ont focalisé leurs
travaux sur les lipopeptides afin de déve-
lopper leur exploitation directe.

Démarche scientifique (Figure 2)

Par le biais de tests d’activité antimicro-
bienne in vitro et grace a des outils bioinfor-
matiques, de nouvelles molécules d’origine
bactérienne a potentiel biopesticide ont

1 - Les partenaires du programme Phytobio

Les auteurs de l'article : Philippe
Jacques, Francois Krier, Jovana Deravel,
Francois Coutte, Max Béchet, Valérie Le-
clere, Marléne Chollet, Francoise Couche-
ney, Corinne Boistel, Sébastien Lemiere,
Alain Leprétre, Monica Hofte, Nathalie Van
Hese, Jolien Daes, Ellen Pauwelyn, Marc
Ongena, Hélene Cawoy, Guillaume Henry,
Essaid Ait Barka, Stephan Dorey, Cédric
Jacquard, Christophe Clément, Giovanni
Farace, Olivier Fernandez, Philippe Rei-
gnault, Béatrice Randoux, Giang Khong,
Benoit Tisserant, Lieven Delanote, Femke

Temmerman, Aaike Bogaert, Pieter Van
Nieuwenhuyse, Nathalie Cap, Tom Beyers.

Leurs institutions : université Lille-1
(France), université de Gand (Belgique),
université de Liége (Belgique), université
de Reims Champagne-Ardenne (France),
université du Littoral COte d'Opale
(France), Inagro vzw (Belgique), PCG vzw
(Belgique). Précisions sur l'institution
d'appartenance de chaque personne, et
leurs coordonnées dans « Pour en savoir
plus » p. 43.
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Fig. 3 : Effet du mélange surfactine-fengycine sur la contamination
de baies de raisin par Botrytis cinerea.

Expérience réalisée au lycée agricole d'Avize (France). Il y a deux répétitions. Dans chacune, 40 baies
sont traitées durant 1 minute, le 26 septembre 2012, par le mélange surfactine (50 mg/litre)-fengycine
(50 mg/litre). Les baies sont inoculées par des spores de B. cinerea 1 mn ou 48 h apres ce traitement. Ci-
dessus, les photos des baies, prises le 15 octobre 2012, en fonction du traitement et du délai traitement/
inoculation. A droite, les pourcentages de baies contaminées en fonction des mémes facteurs.

Les résultats obtenus indiquent une forte réduction de la contamination par B. cinerea suite au traitement 10
par le mélange de lipopeptides. La différence entre les modalités traitées et non traitée est significative.

Les deux traitements différent significativement ?/sont statistiquement équivalents ? entre eux.

été sélectionnées. Toutes sont de nature
lipopeptidique et sont produites par des
bactéries des genres Bacillus, Paenibacillus
ou Pseudomonas.

Des souches mutantes surproductrices ou
non-productrices de ces molécules ont été
construites afin de confirmer et évaluer,
sous conditions confinées au laboratoire,
le role de ces molécules dans le biocontrole
d’agents pathogénes dans différents pa-
thosystémes (Coutte et al., 2010 ; Béchet
etal., 2013).

Des procédés de production en bioréacteurs
de ces molécules ont été développés afin
d’évaluer ces molécules en phytotron, en
serres et aux champs.

Par ailleurs, des premiers tests d’écotoxicité
ont été réalisés sur Vibrio (Test Microtox)
et daphnies. La phytotoxicité vis-a-vis de
différentes especes végétales a également
été évaluée.

Des résultats tres prometteurs
Découvertes de nouveaux lipopep-
tides issus de Pseudomonas sp.

Un nouveau lipopeptide produit par des
souches de Pseudomonas a été mis en évi-
dence par un travail collaboratif entre I'uni-
versité de Gand, Gembloux AgroBioTech et
I'université Lille-1. Ce lipopeptide linéaire
appelé cichofactine est produit par Pseudo-
monas cichorii, une souche pathogéne de la
chicorée. La cichofactine est probablement
impliquée dans la virulence de la souche
(Pauwelyn et al., 2013).

Par ailleurs, deux lipopeptides cycliques (la
sessiline et un membre de la famille des orfa-
mides) sécrétés par Pseudomonas CMR12a,
une souche potentiellement utilisable dans
le biocontroéle, ont également été identifiés.
Ces lipopeptides favorisent la croissance
invasive de Pseudomonas et la formation
de biofilms (D’aes et al., soumis).
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Etude du mécanisme d’action des
lipopeptides issus de Bacillus subtilis
L’étude du mécanisme d’action des trois
principales familles de lipopeptides pro-
duites par B. subtilis a été approfondie et
étendue a différents modeles par les cher-
cheurs de Gembloux AgroBioTech, de 'uni-
versité de Reims, de 'université de Gand et
de 'université du Littoral.

Les travaux ont confirmé les propriétés
inductrices de résistance de la surfactine
(Cawoyetal., 2014). Elle agiraiten modifiant
l'organisation de la répartition des protéines
dans la membrane cytoplasmique de la cel-
lule végétale (Henryet al.,, 2011).

Ils ont aussi démontré que la mycosubtiline
est capable d’inhiber la germination des
spores de Mycosphaerella graminicola, agent
de la septoriose du blé. Par ailleurs, elle est
capable d’induire 'expression de génesim-
pliqués dans les mécanismes de résistance

Fig. 4 : Effet de la mycosubtiline sur mildiou de la laitue sous serre

Expérience réalisée dans les serres de I'université de Gand (Belgique). Il y a trois
répétitions. Dans chacune, 40 plants de salade sont infestés par B. lactucae le 27 jan-
vier 2011.Vingt d’entre eux n’ont subi aucun traitement et les 20 autres avaient été 50—
préalablement traités (le 26 janvier) par une solution de mycosubtiline a 100 mg/litre.
Les résultats sont exprimés en fonction de la sévérité de la maladie observée le 40—
23 février 2011 (5 classes). La classe 0 est la moins sévére (aucun symptoéme visible) 30
et la classe 4 est la plus sévére.

Nombre de salades
60—

Globalement, les distributions des plants (traités et non traités) entre ces différentes 20— classe 4
classes sont significativement différentes (test du x2 d’homogénéité : P < 0,0001, test classe 3
(G? du rapport de vraisemblance : P < 0,0001). Le traitement par la mycosubtiline 10 Classe 2
permet d'augmenter le nombre de plantes saines (P < 0,0001 pour le test du x2 et o = g:g:g ;

pour le test du rapport de vraisemblance) et réduit la sévérité de la maladie aux
deux classes les moins séveres (classes 1 et 2 ; P < 0,0005 test du x2 et P < 0,0001
pour le test du rapport de vraisemblance).

Témoin Mycosubtiline
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Fig. 5 : Effet au champ de lipopeptides de Bacillus et d'autres
produits sur la contamination du poireau par Fusarium culmorum

Expérience réalisée au champ au Centre provincial de la recherche appliquée des
cultures maraicheres (PCG) a Kruishoutem (Belgique).

Les racines des poireaux ont été mises en contact pendant 10 min avec les solutions
contenant les différents produits au moment du repiquage, le 25 juillet 2012. L'in-
festation par le champignon a été réalisée le 3aolt 2012. Les résultats expriment le
pourcentage de plants infestés en fonction du traitement observés le 8 octobre 2012.
Les plants traités aux lipopeptides de Bacillus montrent un faible taux d'infestation
par rapport aux plants traités par les autres produits, qu'il s'agisse de fongicide de
synthése (Topsin, a base de thiophanate-méthyl) ou de microorganismes vivants.
Toutefois, le pourcentage de plants infestés dans le témoin (« non traité eau ») est
trop faible pour permettre une analyse statistique des résultats. Cet essai ne permet
donc pas de conclure. Il encourage cependant a poursuivre I'expérience.

Plants infestés (%)

20

15
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0
Non traité 5 g/l

0,1g/l 5g/ 7,18/ 0,1g/ 0,1g/ 0,1¢g/
eau Prestop Mycostop Trianum Topsin M Fengycine Myco-  Mélange
subtiline Surfactine
+ Myco-
Traitement subtiline

systémique chez des cellules de vigne en
culture. Ce lipopeptide est tres actif envers
d’autres pathogenes tels que Botrytis cinerea
et Fusarium oxysporum qui s’attaquent a de
tres nombreuses espéces végétales.

Production des lipopeptides,

procédé mis au point

Un procédé de production et purification
en continu des lipopeptides mis au point
par les chercheurs de 'université Lille-1
a été exploité pour produire les quantités
nécessaires aux tests en serres et aux champs
des molécules.

Ce procédé basé sur la technologie du bio-
réacteur amembrane a été mis au point pour
la premiére fois pour la production des li-
popeptides de B. subtilis. Il intégre une étape
de production utilisant un contacteur air/
liquide a membrane couplé au bioréacteur,
une étape de microfiltration permettant
de séparer les cellules des lipopeptides et
une étape d'ultrafiltration qui concentre et
purifie les lipopeptides en continu (Coutte
etal., 2013).

Ce procédé intégré innovant permet d’obte-
nir un productivité satisfaisante et un taux
de pureté des lipopeptides dépassant 90 %.
Cesrésultats encourageans laissent espérer
une exploitation a 'échelle industrielle.

Efficacité in vivo des lipopeptides de
B. subtilis sur raisin, laitue et poireau
Des essais ont été réalisés pour la premiere
fois en phytotron, en serre et au champ avec
divers pathosystémes pour évaluer in vivo
lefficacité des lipopeptides de B. subtilis.
Cesmolécules se sont montrées particuliere-
ment efficaces contre l'infection post-récolte
des raisins par Botrytis cinerea (Figure 3)
et contre le mildiou (Bremia lactucae) de
la laitue (Figure 4). Des résultats prélimi-
naires intéressants ont été obtenus contre la
fusariose (Fusarium culmorum) du poireau
(Figure 5).

Leffet du mélange surfactine-fengycine
sur l'infection post-récolte des raisins par
Botrytis cinerea a été testé en phytotron en
2012 par 'université de Reims Champagne-
Ardenne. Lexpérience a montré une forte
réduction de la contamination par B. cinerea
suite aux traitements préventifs par le mé-
lange de lipopeptides (Figure 3).

Laction de lamycosubtiline surle mildiou de
lalaitue a été étudiée en serre par 'université
de Gand etle PCG début 2011. Le traitement
préventif (effectué la veille de I'infection) a
permis d’augmenter le nombre de plantes
saines et de réduire la sévérité de la mala-
die de fagon statistiquement significative
(Figure 4).
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Enfin, différents lipopeptides ont été testés
au champ contre la fusariose du poireau,
comparés avec des pesticides chimiques
et des biopesticides a base de micro-orga-
nismes vivants.

Les expériences, réalisées par le PCG en
2012, ont consisté en applications lors du
repiquage avant insémination artificielle au
champ. Elles suggérent I'intérét en particu-
lier de la fengycine et du mélange surfactine
+ mycosubtiline (Figure 5).

Etudes de I'écotoxicité :

préliminaires prometteurs

Les tests d’écotoxicité réalisés sur Vibrio et
daphnies font apparaitre les lipopeptides
parmi les molécules fongi-
cides les moins toxiques,
comparées a différents pro-
duits de synthése, pour ce
qui est de leur toxicité aigiie
sur ces organismes.

A titre d’exemple, la sur-
factine (EC50 > 450 mg/1)
présente une toxicité aigiie
vis-a-vis de Vibrio qui est
plus de 4000 fois inférieure
a celle du dithianon (EC50
= 0,116 mg/1). De méme,
sa toxicité aigiie vis-a-vis
des daphnies apparait 85
fois inférieure a celle de la
fenamidone (EC50 17,3 mg/l et 0,2 mg/1
respectivement) (Deravel et al., soumis).
Bien entendu, il s’agit ici seulement d'évao-
luation de toxicité a court terme, pas along
terme. De plus, elle a été évaluée sur deux
organismes particuliers (bactérie et micro-
crustacé), donc pas sur des mammiferes.
Avant toute autorisation, 'écotoxicité a long
terme et la toxicité sur mammiferes (aigiie
et chronique) devront étre évaluées. Mais
ces résultats préliminaires sont tres déja
encourageants.

Conclusions et perspectives

Ce que I'on sait aujourd’hui
L'efficacité des nouveaux lipopeptides
contre différents agents phytopathogenes
testée dans des conditions controlées et non

ces lipo-
peptides
semblent
d'autant plus
Interessants
qu'ils sont
biodégradables.
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contrdlées (proches de celles rencontrées
parl’agriculteur) souligne le potentiel de ces
molécules en tant qu’agent de lutte biolo-
gique. Elles sont d'autant plus intéressantes
qu’elles sont biodégradables et semblent,
d’aprés les premiers tests réalisés, présenter
une éco-toxicité plus faible que les pesticides
chimiques utilisés couramment sur ces pa-
thosystémes.

De plus, les travaux réalisés sur le déve-
loppement de procédés de production de
ces molécules permettent d’envisager d'en
produire des quantités importantes tout en
réduisant le cofit de production.

Par ailleurs, 'étude des mécanismes d’ac-
tion de ces substances permet d’envisager
un usage plus rationnel de
celles-ci, par exemple en les
pulvérisant au moment le
plus opportun. Cela pourrait
augmenter leur efficacité
tout en réduisant les quan-
tités utilisées.

Ce qui se prépare

pour demain

Une start-up, Lipofabrik,
a été créée en novembre
2012  partir du laboratoire
ProBioGEM de l'université
Lille-1. Son objet est d'as-
surer la production de ces
molécules et leur développement en tant
que futurs biopesticides.

La suite du travail portera sur 'améliora-
tion des conditions de production de ces
molécules, ’étude de leurs formulations
afin de les rendre plus actives et efficaces,
l'étude de leur efficacité sur d’autres modeles
(pathosystemes).

Enfin, il est programmé de réaliser une pre-
miere étude de toxicité aiglie en tant que
premiére étape pour une future demande
d’autorisation d'un produit a base de li-
popeptides. (-
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< Symptomes

de fusariose

sur poireaux.
>En 2012,

on a comparé

au champ,

en Belgique,

les effets

de lipopeptides
sur cette maladie
avec ceux d‘autres
substances.
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