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Glossaire

Agressivité : Composante quantitative du pouvoir pathogéne. L’agressivité d’une souche d’un
agent pathogene se mesure selon différents criteres, par exemple le temps de latence avant
I’infection de I’héte, la taille des lésions, la vitesse de développement des lésions, la
sporulation.

Antagoniste : Se dit d’un agent de lutte qui s’oppose a I’action d’un agent pathogéne ou entre
en compétition avec lui.

Ascospore : Spore formée dans un asque.

Asque : Cellule reproductrice caractéristique des champignons Ascomycetes, a I’intérieur de
laquelle se forment en général huit spores (ascospores).

Biosurfactants : Molécules produites par certains microorganismes qui vont modifier la
tension superficielle a la surface des feuilles de la plante hdte. Leur nature et leur pouvoir
tensioactif sont fortement dépendants du type de microorganismes utilisés (bactéries, levures,
champignons). Ces molécules peuvent par exemple avoir des propriétés émulsifiantes,
moussantes, mouillantes ou encore dispersantes.

Cluster (de genes) : Groupe de genes qui codent pour des protéines de mémes fonctions.

Conidie : Spore assurant la reproduction asexuée d’un champignon, formée a I’extrémité d’un
conidiophore.

Conidiophore : Hyphe spécialisé sur lequel une ou plusieurs conidies sont produites.

Ectotrophique : Se dit d’un champignon dont le mycélium ne pénétre pas a I’intérieur des
tissus du matériel végétal hote.

Entomopathogéne : Se dit d’un microorganisme ou d’une substance luttant contre les
insectes.

Fitness : Capacité d’un agent pathogéne a survivre et a se reproduire. Dans notre étude, nous
considérons que la germination des spores, la croissance myceélienne, la sporulation et
I’agressivité sur plantes sont des mesures de fitness pour un champignon phytopathogéne.

Hétérocaryotique: Se dit d’une cellule possédant au moins deux noyaux d’origines
différentes.

Hydatode : Stomate aquifére: pore spécialisé dans I’excrétion d’eau sous forme de
gouttelettes.

Hyphes : Filaments cellulaires qui constituent I’appareil végétatif d’un champignon.

Inoculer : Mettre un agent pathogéne en contact d’une plante ou d’un organe héte.



Inoculum : Agent pathogéne (ou partie d’un agent pathogene) qui, mis au contact d’un hote,
peut provoguer une infection.

Isolat : Microorganisme fongique ou bactérien, échantillonné a partir d’un héte infecté et qui
n’a pas été caractérisé.

Microsatellite : Répétition un certain nombre de fois dans le génome d’un motif court,
constitué de nucléotides d’ADN. Selon les individus, un microsatellite peut comporter un
nombre différent de répétitions de ce motif.

Monospore : Un isolement monospore consiste a obtenir une culture pure d’un champignon a
partir d’une seule spore issue d’un échantillon contaminé.

Mouillabilité : Aptitude de la surface d’un matériau (par exemple une feuille) a se laisser
mouiller par un liquide.

Mycélium : Appareil végétatif d’un champignon, constitué d’un assemblage d’hyphes.
Nécrotrophe : Se dit d’un microorganisme se nourrissant exclusivement de tissu mort.

Particule « virus-like » : Particule virale sans génome (doubles brins d’ARN) acquise lors de
I’infection d’un organisme par un virus mais non infectieuse et non transmissible.

Phyllosphere : Ensemble formé par les différentes composantes aériennes de la plante et par
la microflore et la faune microscopique présentes a la surface des feuilles.

Phytoalexines : Métabolites secondaires toxiques synthétisés par une plante en réponse a
I’attaque d’un agent pathogéne.

Phytoanticipines : Métabolites secondaires toxiques antimicrobiens préexistants dans la
plante hote ; certains de ces composés peuvent n’étre actives que suite a I’attaque d’un agent
pathogéne mais I’attaque en elle-méme n’induit pas leur synthése.

Phytopathogene : Se dit d’un microorganisme capable d’infecter des végétaux et d’y
développer une maladie.

Pouvoir pathogeéne : Capacité d’un agent pathogéne a provoquer une maladie. L’agressivité
et la virulence sont les deux composantes du pouvoir pathogéne.

Prophylaxie : Ensemble des mesures visant a empécher I’apparition et la propagation d’une
maladie.

Pycnide : Fructification asexuée de certains champignons, constituée de conidiophores et
produisant des conidies.

Réaction d’hypersensibilité : Sensibilité excessive des tissus végétaux a certains agents
pathogeénes. Les cellules affectées meurent rapidement, bloguant ainsi la progression des
parasites obligatoires.



Résistance multiple (MDR) : Résistance simultanée d’un organisme a plusieurs composes
toxiques.

Rhizosphére : Ensemble comprenant la partie du sol pénétrée par les racines des plantes et les
microorganismes associes.

Saprophyte : Se dit d’un organisme capable de se nourrir de matiére organique morte. Sa
survie et son développement ne dépendent alors pas d’un autre organisme vivant.

Sidérophore : Molécule chélatrice du fer, synthétisée notamment par les microorganismes,
capable de former des complexes avec I’ion ferrique et ainsi d’internaliser le fer nécessaire au
fonctionnement des cellules.

Souche : Microorganisme fongique ou bactérien échantillonné sur un héte infecté et qui a été
caractérisé génétiquement et/ou phénotypiquement.

Transposon (ou élément transposable) : Segment d’ADN qui peut se déplacer dans le
génome et s’insérer a différents endroits sur les chromosomes.

Virulence : Composante qualitative du pouvoir pathogene, c’est I’aptitude ou non d’un agent
pathogéne a infecter un hote.



Liste des abreéviations
AUDPC : Area Under the Disease Progress Curve (Aire en dessous de la courbe de
progression de la maladie)
ABC : ATP-Binding Cassette
ADE : Autorisation de Distribution pour Expérimentation
ATP : Adénosine Tri-Phosphate
cfu : colonie formant unité
DON : Déoxynivalénol
EC50 : Concentration efficace a 50%
FR : Facteur de résistance
HCN : Cyanure d’hydrogéne
la : Indice d’attaque
MDR: MultiDrug Resistance
MSF: Major Facilitators Superfamily
PCA : Phénazine-1-Acide Carboxylique
PCN : Phénazine-1-carboxamide
PDA : Potato Dextrose Agar
P13 : Taux de protection conféré par Microdochium dimerum souche L13
UV : Ultraviolets

2,4-DAPG : 2,4-DiAcétylPhloroGlucinol
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Contexte scientifique de I’étude

Depuis quelques années la protection biologique connait un regain d’intérét, de par une prise
de conscience généralisée de la nécessité d’une meilleure protection de I’environnement et en
raison d’un souci croissant de la qualité des produits imposée par les consommateurs.
Le parlement européen a approuvé en janvier 2009 une nouvelle Iégislation’ en matiére de
pesticides pour la protection des cultures en Europe, en remplacement de la directive EC-
91/414. Ces directives vont conduire a des réductions marquées du type de produits
phytosanitaires utilisables et a des restrictions séveres sur la facon de les utiliser.
Parallélement, le ministére francais de I'agriculture a lancé le plan Ecophyto-2018 visant &
promouvoir une agriculture plus durable, en particulier en réduisant de 50% I'utilisation des
produits phytosanitaires dans les cultures d’ici 2018.

Une des conséquences de cette demande pour une réduction des pesticides est une
augmentation des besoins en outils ‘non chimiques’ de protection des cultures. Compte tenu
de I’importance des investissements nécessaires pour le développement de ces méthodes de
protection dites ‘non chimiques’, une connaissance de leur durabilité potentielle constitue un
élément clé a leur développement afin de limiter les risques d’apparition rapide de résistances
chez les agents pathogeénes.

Ainsi la durabilité de la protection biologique, méthode de lutte qui utilise des organismes
vivants ou leurs produits pour lutter contre les insectes ravageurs ou les agents pathogenes,
doit étre étudiée.

L’érosion de I’efficacité de la protection biologique pourrait résulter de I’émergence, sous
pression de sélection, de mutants résistants et/ou de la préexistence d’isolats moins sensibles
de I’agent pathogéne dans les populations naturelles.

Au niveau scientifique, malgré la grande quantité d’articles publiés sur la protection
biologique contre les maladies des plantes, la diversité de sensibilité et le potentiel évolutif
des agents pathogénes vis-a-vis des agents de lutte biologique restent des domaines de
connaissance tres parcellaires. La plupart des études réalisées sur le domaine concernent des
agents de lutte biologique producteurs d’antibiotiques. A notre connaissance, la durabilité de
I’efficacité d’agents de protection biologique agissant par d’autres modes d’action (tels que la
compétition nutritive ou I’induction des mécanismes de défense des plantes) n’a pas encore
réellement été étudiée.

Dans ce contexte, I’objectif de la présente étude est d'estimer le potentiel de contournement
d’agents de lutte biologique au sein des populations naturelles d’un agent pathogene. Le
modele d’étude est le champignon phytopathogéne Botrytis cinerea, qui constitue une menace
économique récurrente sur de nombreuses cultures et pour lequel un manque ou des pertes
d'efficacité des méthodes de lutte utilisées en pratique sont régulierement observés.

Ainsi, I’évaluation de la sensibilité de B. cinerea a des agents de lutte biologique agissant
selon d’autres modes d’action que I’antibiose sera menée afin d’estimer les risques de perte de
leur efficacité. L’objectif spécifique majeur de ce travail est d’évaluer si le niveau de
protection conféré par un agent de lutte biologique agissant par compétition nutritive dépend
du niveau d’agressivité des souches de B. cinerea. L’agent de lutte biologique étudié est le
champignon Microdochium dimerum. Pour ce faire, I’agressivité des souches de B. cinerea
sera étudiée afin de voir si toutes les souches considérées appartiennent a la méme gamme
d’agressivité. Un second objectif est d’évaluer si une moindre sensibilité a un agent de lutte
biologique confere une moindre sensibilité a un autre agent de lutte biologique. Pour ce faire,
un produit a base de Bacillus subtilis, dont I’activité est liée a une combinaison de
mécanismes d’action sera testé.

Directives 2009-127-EC and 2009-128-EC, and Regulations EC-1107-2009 and EC-1185-EC
Ministére de I’ Agriculture et de la Péche. PLAN ECOPHYTO 2018 de réduction des usages de pesticides 2008-2018



Synthese bibliographique

Chapitre 1 : La protection biologique contre les maladies des plantes

La protection biologique, ou ‘lutte’ biologique, est définie par I’OILB (Organisation
Internationale de Lutte Biologique et intégrée contre les animaux et les plantes nuisibles)
comme ‘I’utilisation d’organismes vivants ou de leurs produits pour prévenir ou réduire les
dégats causés par des ravageurs aux productions végétales’ (1971). Nous élargirons ici cette
définition en considérant comme agents de lutte biologique les microorganismes (bactéries,
champignons, virus), les composés organiques tels que les extraits de plante ainsi que les
substances minérales d’origine naturelle qui permettent le contrdle d’agents pathogenes. Le
contréle biologique offre une alternative prometteuse pour suppléer ou compléter les
méthodes conventionnelles de lutte contre les maladies des plantes. En effet le recours aux
agents de lutte biologique semble peu nocif pour I’environnement et leurs modes d’action
complexes devraient réduire les risques d’apparition de résistances (Duffy et al., 2003).

) Modes d’action des agents de lutte biologigue

Les modes d’action impliqués dans la protection biologique des plantes contre I’attaque
d’agents pathogenes par des agents de lutte biologique sont divers. L’implication de plusieurs
de ces mécanismes est souvent observée chez les agents de lutte biologique dont les modes
d’action sont connus.

1) Antibiose

L’antibiose est I’un des modes d’action les plus étudiés chez les agents de lutte biologique
microbiens, notamment chez les bactéries et les champignons (Jacobsen, 2006). 1l s’agit de la
production par un microorganisme de métabolites secondaires toxiques pour I’agent
pathogene qui vont inhiber la germination, la croissance mycelienne et/ou la sporulation des
agents pathogenes. Certaines de ces substances ont été précisément identifiees et
caractérisees, comme la gramicidine secreétée par Brevibacillus brevis qui inhibe la
germination et la croissance mycélienne de Botrytis cinerea (Edwards & Seddon, 2001). La
pyrrolnitrine, antibiotique isolé chez plusieurs bactéries et notamment chez Pseudomonas
cepacia, inhibe la croissance de B. cinerea et de Penicillium expansum en bloquant le systeme
respiratoire de ces champignons responsables de pourritures post-récolte sur pommes et poires
(Janisiewicz et al., 1991).

2) Hyperparasitisme

Le parasitisme des agents pathogénes par d’autres microorganismes repose sur la production
d’enzymes dégradant les parois cellulaires des agents pathogénes. Le parasite pénetre dans les
cellules de sa cible et le détruit via la colonisation de ses organes. Le parasitisme des
champignons a été largement étudié, notamment avec Trichoderma, Gliocladium et Pythium
spp. qui figurent parmi les principaux parasites reconnus. Le champignon Coniothyrium
minitans parasite I’agent pathogéne Sclerotinia sclerotiorum en produisant des enzymes qui
dégradent les parois cellulaires de I’agent pathogéne cible. Cette méthode de protection s’est
avéree efficace au champ sur tournesol et en serre sur laitue aprés incorporation dans le sol de
C. minitans avant plantation (Whipps & Gerlagh, 1992). Gliocladium roseum colonise les
hyphes et les conidies de B. cinerea (Yu & Sutton, 1997). Pythium periplocum s’avere
efficace pour parasiter le mycélium de B. cinerea (Elad & Stewart, 2004). Le parasitisme des
oidiums par Ampelomyces quisqualis est un exemple trés classique de contrdle biologique par
parasitisme (Jacobsen, 2006). Etant donné le cycle principalement ectotrophique des oidiums,
on peut penser qu’ils sont des cibles faciles pour les hyperparasites : A. quisqualis est capable
de coloniser les hyphes et les conidiophores de nombreuses espéces d’oidium, formant des
pycnides dans les conidiophores de I’hdte (Hashioka and Nakai, 1980).




3) Compétition nutritive

Les microorganismes peuvent inhiber les agents pathogénes en entrant en compétition pour
les nutriments du milieu. La compétition pour le fer est un exemple de compétition nutritive
bien connu (Handelsman & Stabb, 1996), qui serait notamment un facteur clé du contrdle de
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici par Trichoderma asperellum T34. En effet, dans un
milieu pauvre en fer P. asperellum T34 produit des sidérophores, chélateurs du fer, et entre
ainsi en compétition ferrique avec F. oxysporum (Segarra et al., 2010).

La réduction de la concentration en nutriments dans le milieu conduit généralement a un taux
réduit de spores germées de I’agent pathogene et a un ralentissement de sa croissance
mycélienne, limitant ainsi I’infection et I’expansion des lésions (Elad & Stewart, 2004).
Plusieurs études démontrent que des levures appliquées en post-récolte agissent par
compétition nutritive pour protéger les blessures sur fruits. C’est le cas de Cryptococcus
laurentii, Sporobolomyces roseus et Candida spp., dont Candida oleophila, qui protegent les
pommes principalement contre B. cinerea et Penicillium expansum (Elad & Stewart, 2004).
La bactérie Pseudomonas sp. utilise les acides aminés plus vite que les conidies de B. cinerea.
Il a été montré que I’inhibition de la germination des conidies de ce champignon est corrélée a
la quantité d’acides aminés prélevés par la bactérie (Brodie & Blakeman, 1975).
Le champignon Trichoderma harzianum T39 inhiberait également la germination des conidies
de B. cinerea en entrant en compétition nutritive avec ce dernier (Elad & Stewart, 2004).
Le champignon Ulocladium atrum agirait par compétition nutritive pour lutter contre les
agents pathogénes nécrotrophes tels que B. cinerea. Il permet de réduire de 90% la
sporulation de B. cinerea sur feuilles nécrotiques de lys (Kohl et al.,, 1995). De plus,
I’application de spores d’U. atrum sous serre sur plants de tomate, cyclamens, géraniums et
roses réduit significativement I’infection par B. cinerea (Paulitz & Belanger, 2001). Le
champignon Microdochium dimerum qui utilise efficacement les ressources nutritives du
milieu permettrait également de lutter contre B. cinerea par compétition nutritive, notamment
pour protéger les plaies d’effeuillage des plants de tomate (Decognet et al., 1997). Dans le sol
une compétition nutritive pour le carbone peut étre observée ; c’est le cas entre les souches
pathogénes et non pathogénes de Fusarium oxysporum. C’est un des modes d’action
principaux de I’agent de lutte biologique F. oxysporum contre la flétrissure provoquée par les
souches pathogenes de cette méme espéce (Alabouvette et al., 2009).

4) Interférence avec le pouvoir pathogéne
Les agents de lutte biologique peuvent interférer avec les facteurs du pouvoir pathogene en
inhibant ou en dégradant certaines enzymes hydrolytiques (cutinases, pectinases) produites
par les agents pathogénes. Ainsi I’activité de nombreuses enzymes impliquées dans le pouvoir
pathogéne de B. cinerea est réduite en présence de T. harzianum, entrainant une pénétration
réduite du champignon dans les tissus de I’h6te et donc une infection réduite (Kapat et al.,
1998). Certains microorganismes peuvent avoir un effet indirect sur la mise en place de la
pathogénese, par exemple en modifiant le pH du milieu ; c’est le cas de Bacillus pumilus et
Pseudomonas fluorescens (Swadling & Jeffries, 1998) qui limitent le pouvoir pathogéne de
B. cinerea sur fraise en élevant le pH du milieu de 6 a 8,5. Des pH alcalins entrainent en effet
une réduction de I’efficacité des enzymes de dégradation des tissus de la plante produites par
B. cinerea, en particulier des pectinases (Schoonbeek et al., 2007).
Schoonbeek et al. (2007) ont étudié le potentiel de bactéries a dégrader I’acide oxalique afin
de contrbler B. cinerea et Sclerotinia sclerotiorum, deux agents pathogenes sécrétant de
I’acide oxalique pour infecter leurs plantes hétes. La dégradation de ce composé permet
d’interférer avec le processus d’infection. L’étude mentionne quatre souches bactériennes
capables de dégrader I’acide oxalique et qui permettent une protection de 30 a 70% contre
B. cinerea sur Arabidopsis thaliana, concombre, tomate et vigne.




5) Modification des propriéetés de surface des feuilles de la plante

Certains microorganismes peuvent changer les propriétés de surface des feuilles en produisant
des biosurfactants. Ainsi, la bactérie Pseudomonas spp. est capable de modifier la
mouillabilité de la surface des feuilles du blé Triticum aestivum (Bunster et al., 1989). La
production de biosurfactants entraine un assechement de la surface foliaire et génerait le
processus d’attachement et la croissance des agents pathogenes sur les feuilles. La bactérie
Brevibacilluss brevis produit un biosurfactant isoforme de la surfactine (Wang et al., 2010)
qui stimule I’étalement et donc le séchage des gouttes d’eau sur feuilles de chou. Cette
propriété permet de réduire la période d’humidité des feuilles, ce qui est défavorable au
développement du champignon pathogéne B. cinerea (Edwards & Seddon, 1992).

6) Stimulation des défenses de la plante

Les agents de lutte biologique tels que les microorganismes, les composés organiques et les
substances minérales d’origine naturelle peuvent induire une résistance chez la plante hote par
I’activation de ses systemes de défense. Ces défenses peuvent entre autres impliquer la
production de substances antibiotiques par la plante (type phytoalexines) ou le renforcement
des parois cellulaires pour ralentir la progression de I’agent pathogene (Jacobsen, 2006).

Des composés organiques tels que certains extraits de plante peuvent étre inducteurs de
défenses. C’est le cas de I’extrait de feuilles de la renouée géante Fallopia (Reynoutria)
sachalinensis qui, pulvérisé a une concentration de 2% sur des plantes de concombre, permet
le contrble de I’oidium, Podosphaera xanthii, en réduisant la sevérité de I’attaque sur feuilles
de 50% a 100%. Cet extrait de plante induit I’accumulation de composés phénoliques
fongitoxiques dans les feuilles soumises au traitement (Daayf et al., 1995). Le composé
chitosan, forme soluble de chitine issue des coquilles de crustacés, s’avere avoir des
propriétés d’induction des reactions de défense chez de nombreuses espéces horticoles et
permet le contréle de nombreuses maladies de pré ou post-récolte dont notamment B. cinerea.
Le chitosan entraine I’accumulation de chitinases, de glucanases, de composés phénoliques et
induit la lignification et la synthése de phytoalexines dans les tissus infectés (Bautista-Banos
et al., 2006). Le silicium soluble est utilisé en productions de concombres et de roses pour
offrir une meilleure protection notamment contre I’oidium. Cet élément agit dans les tissus du
concombre en affectant les signaux entre I’hdte et I’agent pathogéne, ce qui entraine une
activation rapide et intense des mécanismes de défense de la plante (Belanger et al., 1995).

7) Combinaison de mécanismes d’action

Ces différents modes d’action ne sont pas incompatibles, ils peuvent au contraire étre
complémentaires et une méme espéce voire une méme souche d’un agent de lutte biologique
peut posséder plusieurs de ces modes d’action. Ainsi, chez les espéces de Trichoderma, tous
les modes d’action précédemment cités seraient impliqués (Jacobsen, 2006). La bactérie
Bacillus subtilis souche QST713, formulée dans le produit Serenade®, est présumée agir par
antibiose, parasitisme, compétition et par induction de défenses chez la plante héte pour
contréler de nombreux agents pathogénes tels que B. cinerea, Pythium ultimum, Rhizoctonia
solani et les agents pathogenes responsables de I’oidium (Paulitz & Belanger, 2001). Dans
certains cas les agents de lutte biologique ont néanmoins un mode d’action dominant.
Pseudomonas cepacia, et Pseudomonas fluorescens agissent principalement par antibiose
mais peuvent occasionnellement agir par compétition et parasitisme (Guetsky et al., 2002).
Pichia guilermondii et Candida famata agissent surtout par compétition nutritive et spatiale
mais aussi par I’induction de défenses en stimulant la synthese de phytoalexines par la plante
hote (Guetsky et al., 2002). L’extrait de feuilles de F. sachalinensis, dont le mode d’action
principal est I’induction de défenses de la plante, a également un effet direct contre I’oidium
du blé, Blumeria graminis, en inhibant la germination de ses spores (Randoux et al., 2006).




11) Utilisation en pratique du controle biologigue
Dans cette partie, nous nous concentrerons sur les agents de lutte biologique utilisés contre les

agents phytopathogénes a dissémination aérienne, auxquels appartient B. cinerea qui est
I’objet principal de notre étude.

1) Produits commercialisés
La majorité des succeés de protection biologique qui ont été rapportés met en jeu des
microorganismes tels que des bactéries, des champignons ou des virus antagonistes.
Cependant de plus en plus de publications font référence a I’utilisation d’autres types d’agents
de lutte biologique, par exemple des extraits de plante ou des substances minérales. Une étude
bibliographique menée dans le cadre du projet européen ENDURE (European Network for
Durable Exploitation of crop protection strategies) fait référence a 157 especes de
microorganismes permettant un contréle significatif d’agents pathogenes. Ils appartiennent a
36 genres de champignons ou oomycetes, 13 de levures et 25 de bactéries. Parmi ces micro-
organismes référencés, 29 especes de champignons/oomycetes et 18 especes de bactéries se
sont avérees efficaces en plein champ pour controler au moins I’'une des cing maladies
aériennes principales faisant I’objet de I’étude (Botrytis, oidiums, rouilles, mildious dont
Phytophtora infestans, Moniliose) (Nicot et al., 2011).

Aux USA, les substances autorisées dans le cadre du contrdle biologique sont trés
nombreuses (US Environmental Protection Agency) et depuis 2006 plusieurs nouveaux
produits sont homologués chaque année, dont onze en 2011 (annexe I).

Les substances autorisées pour le contréle biologique au sein de I’Union Européenne sont
répertoriées a I’annexe 1 de la directive européenne 91/414. Parmi ces substances, 15 micro-
organismes et 4 extraits de plante sont homologues pour contrdler des agents phytopathogenes
(tab. 1, p 6). A ce jour, seulement douze produits sont homologués en France pour lutter
contre des agents phytopathogénes et la plupart fait intervenir des microorganismes comme
agents de lutte biologique (tab. 1, p 6). Un autre produit est actuellement en cours
d’homologation par la société Agrauxine qui dispose d’une ADE (Autorisation de
Distribution pour Expérimentation) afin de développer le produit AntiBot a base du
champignon Microdochium dimerum pour lutter contre la pourriture grise de la tomate.

2) Difficultés identifiées liees a la fluctuation d’efficacité des agents de lutte biologique

La protection biologique contre les maladies des plantes a I’aide d’agents de lutte biologique
appliqués dans la phyllosphere est assez difficile, en premier lieu car la surface des feuilles est
un environnement hostile pour les microorganismes introduits. En effet les ressources en
nutriments y sont pauvres, les agents de lutte biologique sont soumis a des flux d’eau, des
fluctuations de température et de pression de vapeur, une exposition directe aux radiations UV
et infrarouges, et sont en compétition avec d’autres microorganismes de la phyllosphére
(Jacobsen, 2006). Tous ces facteurs varient selon I’4ge de la feuille, les flux de
I’environnement physique et la génétique de la plante hote et vont affecter la survie,
I’établissement et I’activité des microorganismes introduits. Etant données ces inconstances
de I’environnement biologique et physique, la recherche d’agents de lutte biologique
introduits dans la phyllosphére a été privilégiée pour les cultures sous serres ou en conditions
de stockage post-récolte ou I’environnement peut étre contrélé. Ainsi la plupart des études qui
rapportent une bonne efficacité d’agents de lutte biologique ont été réalisées en conditions
contrlées. L’efficacit¢é a [I’échelle commerciale de ces microorganismes est plus
problématique et certains microorganismes ayant une bonne efficacité en conditions
contrblées peuvent s’avérer moins efficaces voire totalement inefficaces lorsqu’ils sont
introduits dans la phyllosphere en conditions commerciales (Guetsky et al., 2001).




Tableau 1 : Substances actives autorisées dans certains pays de I’Union Européenne pour lutter contre des agents
phytopathogénes (a partir de EU Pesticide Database ; Ministére de I’Agriculture et de la Péche).

Micro- Date Produit Agents pathogénes Modes
. : . Pays s Cultures : "ot
organisme | d’inclusion (société) cibles d’action
Ampelomyces BG, CY, Vigne, cultures
quisqualis 01/04/2005 DE, EL, | AQ10 maraicheres et D’lf_ferentes especes HYP
souche ES, FR, florales d’oidium
AQ10 IT, Sl
COMP, ISR,
fongistatique
s et
Bacillus B_Ie, triticale, Venturia inaequalis, | fongitoxique:
1 DE, FR, vigne, cultures L .
subtilis Serenade WP A Erwinia amylovora, | perturbation
01/02/2007 | IE, IT, maraichéres et - .
souche QST Monilia, Septoria, des hyphes
SI, UK florales, arbres Y N
713 - Botrytis cinerea apres contact
fruitiers
avec le
champignon
pathogéne
Candida Traitement post- | Penicillium
oleophila 15/11/2008 | FR Nexy récolte des expansum, Botrytis
souche O Pomaceae cinerea
AT, BE,
CZ, DE, Colza, laitue
DK, EL RN Sclerotinia
. . ' | Contans WG décontamination .
Cc_)n_lothyrlum 01/01/2004 ES, FR, du sol Sclerot!orum, HYP
minitans IE, IT, Sclerotinia
LU, NL, minor
PL, SE,
SK, UK
Pythium,
: : Semences : Rhizoctonia, HYP, C.OMP
Gliocladium BE, EE, . ; . Production
PreStop Mix légumes, plantes | Alternaria, ,
catenulatum | 01/04/2005 | FI, SE, - d’enzymes
souche J1446 UK ornementales, Fusgr.lu_m, lytiques
aromates Penicillium,
Cladosporium
Tomate, tabac,
o e | e
lilacinus 01/08/2008 | BG, IT | 01001-I S ; ' HYP
carotte, vigne, Meloidogyne
souche 251
plantes
ornementales
DK, EE, Heterobasidion
Phlebiopsis FI, LV, | Rotstop . -~ annosum, COMP
gigantea 01/01/2009 PL, SE, Pins et épiceas Heterobasidion
UK parviporum
AT, BE,
Pseudomonas ESEFDIK Monocotyledones Tilleria  caries
chlororaphis 01/10/2004 | FR,IT, Cedomon, Cerall | : se|gle,,avome, Tilletia foetida. COMP,
souche orge, ble, ; : HYP, ATB
MA342 LT, LU, triticale Fusarium nivale
NL, SE,
UK
Pythium 7 pL | Polyversum ggl'::;’tti'g:ﬁm HYP, ATB,
oligandrum 01/01/2009 T Colza L COMP, ISR
SK Leptoshaeria
souche M1
maculans
BE, EE, ngences de HYP o
légumes, Colonisation
Streptomyces EL, ES, . . -
Mycostop aromates, plantes | Fusarium, Pythium, | des racines
K61 (ex- S. 01/01/2009 | FI, HU,
X S ornementales, Phytophthora
griseoviridis) IT,LT, bulbes. fl
NL, SE ulbes, fleurs

coupées




Verticillium

albo-atrum DutchTrig ISR
(ex-V. 01/01/2009 | FR, NL Orme Ophiostoma novo-
dahliae) (Ulmus sp.) ulmi
souche
WCS850
Virus AgroguardZ Parties aériennes _
ZYMV-WK | 22/06/2006 | FR du concombre, Virus ZYMV
melon, courgette
ZE'@QSS'?ST Binab TFWP | Arbres Botrytis cinerea, HYP, ATB,
souche IMI 01/01/2009 | SE d’o_rnement, Chondrostereum ISR COMP
206039 fraises purpureum
Trichoderma COMP, HYP,
gamsii (ex- Pythium, ISR Sécrétion
T. viride) . Rhizoctonia, d’enzymes
souche 01/01/2009 (S:IY . ES, g;”r::gi’er Tomate Phytophthora, lysant les
ICC080=T Phoma, Verticillium, | parois
asperellum Fusarium cellulaires, de
TlletTV1 substances
Trichoderma antifongiques,
atroviride Trianum Cultures stimulation
(ex-T. ES IT légumidres et Pythium, croissance,
harzianum) 01/01/2009 SE, FF’Q florales / Rhizoctonia, . solubilisation
souche T11 = ' Esquive Vigne Fusarium des .
T. asperellum nutriments
ICC012
. . Différentes especes
Extralt | 01/09/2009 | LV Timorex Cultures doidium, Alternaria
d’arbre & thé maraichéres solani
Extrait de 15/04/2010 | FR Stifenia Parties_ aeriennes Erysiphe necator
enugrec de la vigne
' . DK_IE o _ Puccinia graminis,
Extrait d’ail 01/09/2009 PL ’UK’ Non défini Bé, seigle, orge Pyrenophora teres,
' Erysiphe graminis,
Northern
Huile de clou 01/09/2009 and Bioxeda Pommes, poires, | Gloeosporium,
de girofle Southern péches Penicillium
Europe
Acibenzolar- Bion 50 WG Blé; Erysiphe graminis,
s-méthyl 01/09/2010 | FR Tomate Diverses bactérioses
Septoria tritici,
Septoria  nodorum,
Parties aériennes| Pyrenophora tritici-
Laminarine 28/07/2008 FR lodus 2 du blé, de I'orge,| repentis,  Erwinia
fraises, amylovora, Erysiphe
Pomaceae graminis,
Pseudocercosporella
herpotrichoides
LBG-01F34
Phosphonates 15/06/2010 | FR Vigne Plasmopara viticola

de potassium

M=Muicroorganisme, P = Extrait de Plante, A = Autres
AT: Autriche ; BE: Belgique ; BG : Bulgarie ; CY : Chypre ; CZ : République Tcheque ; DE : Allemagne ; DK : Danemark ; EE: Estonie ;
EL: Grece ; ES : Espagne ; FI : Finlande ; FR : France ; HU : Hongrie ; IE : Irlande ; IT : ltalie ; LT : Lituanie ; LU: Luxembourg ; LV :
Lettonie ; NL: Pays-Bas ; PL: Pologne; SE: Suéde ; SI: Slovénie ; SK: Slovaquie ; UA : Ukraine ; UK : Royaume-Uni.
COMP: competition nutritive, HYP: hyperparasitisme, ATB: antibiose, ISR: Induction des défenses de la plante
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Figure 1 : Evolution du nombre de nouveaux microorganismes homologués aux
USA contre les agents phytopathogénes, entre 1996 et 2011 (a partir de US
Environmental Protection Agency).




Cette efficacité variable au champ pourrait étre due en partie a une différence de
sensibilité des agents pathogenes aux agents de lutte biologique, avec I’existence d’isolats
moins sensibles au sein des populations naturelles d’agents pathogenes. Souvent, lors des
étapes de sélection des agents de lutte biologique, un nombre trés restreint de souches de
I’agent pathogene est testé. La variabilité de sensibilité, observable au champ, des agents
pathogénes aux agents de lutte biologique n’est alors pas prise en compte.

3) Risques liés a I’intensification de I’utilisation des agents de lutte biologique
Depuis ces derniéres années, de nombreuses recherches ont été menées afin d’identifier de
nouveaux agents de lutte biologique et le nombre de produits & base de microorganismes
homologués est en constante augmentation, par exemple aux USA (fig. 1), pour atteindre onze
nouveaux microorganismes homologués en 2011. On pourrait craindre que la généralisation
du contrdle biologique, en particulier dans le cas d’une application massive d’agents de lutte
biologique de méme mode d’action, puisse nuire a leur efficacité en favorisant I’apparition de
souches pathogenes résistantes comme dans le cas de I’utilisation massive de fongicides.

Notons qu’actuellement les microorganismes homologués comme agents de lutte
biologique semblent étre relativement variés en termes de modes d’action, ce qui devrait
limiter les risques de pressions de sélection trop fortes sur les populations d’agents
pathogenes (tab. 1, p 6). En effet, d’aprés Duffy et al. (2003) I’apparition de résistances aux
agents de lutte biologique est moins probable que I’apparition de résistances aux fongicides
du fait de I’intervention de plusieurs modes d’action; or la résistance multiple a divers
caractéres d’un microorganisme devrait étre peu fréquente.
De plus, lorsque I’acquisition de résistance a un agent de lutte biologique est associée a un
colt de fitness important des souches de I’agent pathogéne, le risque de perte totale
d’efficacité de I’agent de lutte biologique reste limité. Ainsi la résistance de B. cinerea a la
pyrrolnitrine, antibiotique produit par divers agents de lutte biologique, est systématiquement
associée a une réduction de la croissance mycélienne des souches et de leur sporulation ainsi
qu’a une diminution de leur agressivité sur plantes et fruits (Ajouz et al., 2010). Cependant
I’acquisition d’une résistance n’entraine pas toujours un colt de fitness chez I’agent
pathogene. Schoustra et al. (2005) ont mis en évidence chez des mutants d’Aspergillus
nidulans résistants au fludioxonil, analogue structural de la pyrrolnitrine, des mutations
compensatoires qui permettent aux souches mutées de restaurer leur fitness en absence de
pression de sélection sans perdre leur résistance au fongicide. Etant donné que le fludioxonil
possede une structure et un mode d’action semblables a ceux de la pyrrolnitrine, on peut
imaginer qu’un tel phénomene puisse exister dans le cas de I’utilisation d’agents de lutte
biologique producteurs de pyrrolnitrine.

4) Vers une protection biologique durable ?
Le choix des agents de lutte biologique doit prendre en compte leurs mécanismes d’action,
afin de veiller a varier les pressions de sélection et ainsi améliorer leur durabilité.
Il est également indispensable de prendre en compte la diversité de sensibilité aux agents de
lutte biologique pour assurer une protection biologique efficace et durable. Dans la plupart
des travaux qui étudient I’efficacité du controle biologique, une seule souche de I’agent
pathogene est testée. Ces études ne tiennent pas compte de la diversité naturelle des agents
pathogénes pour évaluer I’efficacité des agents de lutte biologique sélectionnés. Sur
251 références, résultats d’une recherche bibliographique sur le contrdle biologique de
B. cinerea, seulement une publication mentionne une étude sur différentes souches de I’agent
pathogeéne.




Or, comme le soulignent Schouten et al. (2008) ainsi que Buck et Jeffers (2004), les
variations de sensibilité aux agents de lutte biologique et I’observation que certains isolats n’y
sont pas sensibles indiquent que le test d’une seule souche est inadapté pour déterminer
I’efficacité de cette méthode de lutte. L’établissement d’une gamme de sensibilité d’un agent
pathogéne cible a un nouveau fongicide est essentiel pour estimer le risque d’apparition de
résistance a ce fongicide ; il devrait en étre de méme dans le cas d’agents de lutte biologique.
Yang et al. (2008) présentent la démarche a suivre pour évaluer les risques de moindre
sensibilité a un agent de lutte biologique en établissant une gamme de sensibilité au physcion
(composé actif de I’extrait de rhubarbe) parmi 262 isolats de Sphaerotheca fuliginea et 116
isolats de Pseudoperonospora cubensis, agents responsables respectivement de I’oidium et du
mildiou des cucurbitacées. Leurs résultats montrent trés peu de variabilité de la sensibilité des
isolats de ces deux champignonsa cet extrait de plante. D’autre part, la réalisation de
générations successives de ces agents pathogenes en présence de physcion ne révele pas de
perte de sensibilité : les valeurs d’EC50 (concentration en physcion efficace pour réduire de
50% la germination des spores des agents pathogénes, par rapport au témoin) restent stables
apres quinze générations. D’aprées les auteurs, malgré le taux de reproduction élevé de ces
agents pathogenes, le risque de développement de résistance au physcion semble relativement
faible. Inversement, Ajouz et al. (2011) ont montré I’existence parmi 204 isolats de B. cinerea
de souches significativement moins sensibles a la pyrrolnitrine, antibiotique produit par la
bactérie Pseudomonas chlororaphis. La réalisation de générations successives de cet agent
pathogéne en présence de I’antibiotique aboutit & une résistance forte (FR > 1000) a
I’antibiotique et a une moindre sensibilité a P. chlororaphis (Ajouz et al., 2010).

Une telle démarche doit étre menée dans le cas de I’utilisation d’agents de lutte biologique et
notamment de microorganismes antagonistes, afin d’évaluer le risque d’apparition de
résistance ou de moindre sensibilité, qui sera d’autant plus important que la variation de
sensibilité au sein de la population d’agents pathogénes est élevée.

Chapitre 2 : Durabilité de la protection biologique

La durabilité d’une méthode de protection des plantes se définit comme la persistance dans le
temps et I’espace de son efficacité. Elle dépend de la pression de sélection exercée par la
méthode de lutte sur les populations d’agents pathogenes et également de la capacité de ces
agents pathogenes a s’adapter a cette méthode de lutte.

L’érosion de I’efficacité des méthodes de protection des plantes est une problématique
déja étudiée, par exemple dans le cas de la lutte génétique. McDonald et Linde (2002)
estiment que les populations d’agents pathogénes ayant un fort potentiel d’évolution sont plus
a méme de contourner une résistance variétale. Ils précisent que les agents pathogénes ayant
le plus de risques de contourner un géne de résistance sont ceux ayant un systeme de
reproduction mixte (sexué et asexué), un flux de génes important, une grande taille de
population et un fort taux de mutations.

La durabilité de la lutte chimique a également été largement étudiée du fait de I’apparition
fréquente et récurrente de résistances des agents pathogénes en particulier aux fongicides.
Parmi le nombre limité des produits antifongiques existants, tous seraient compromis par
I’émergence de résistances chez les champignons pathogénes, notamment dans le domaine
médical (Cowen, 2001).

Face aux cas reconnus d’acquisition de résistance a des méthodes de lutte, on peut
s’interroger sur la durabilité de la protection biologique et précisément sur les risques de perte
d’efficacité des agents de lutte biologique. Notons qu’a ce jour, tres peu d’études existent sur
I’érosion de I’efficacité de cette méthode de protection des plantes.



1) Cas de perte d’efficacité en pratique de la protection biologique
Le recours a des microorganismes entomopathogénes pour réguler les populations d’insectes

ravageurs a été proposé par plusieurs scientifiques dés la fin du 19°™ siécle et depuis les
agents de lutte biologique utilisés contre ces ravageurs ont été largement utilisés (Sanchis &
Bourguet, 2008). Des cas de résistance a Bacillus thuringensis, le bio-insecticide microbien
le plus largement utilisé, ont pu étre observés plusieurs années aprés sa mise sur le marché
(Tabashnik, 1994). Le premier cas de résistance a B. thuringensis a été constaté par
McGaughey (1985) chez le lépidoptére Plodia interpunctella, la teigne des fruits secs,
ravageur majeur des grains en stockage. Apres plusieurs générations soumises au traitement,
le niveau de résistance augmente de trente fois aprés seulement deux générations et il est cent
fois plus elevé par rapport a celui du témoin aprés quinze générations. Tabashnik (1994) a
également montré des cas de résistance a cette bactérie chez de nombreux insectes et des
pertes d’efficacité au champ ont été observées apres son utilisation massive pendant plus de
20 ans.

D’autres cas de résistance d’insectes ravageurs a des agents de lutte biologique ont été mis
en évidence. Par exemple, le virus de la granulose du carpocapse a été utilisé pendant 15 ans
comme bio-insecticide contre le carpocapse des pommes, Cydia pomonella, avec deux a trois
millions d’hectares de vergers traités chaque année a travers le monde. En 2004, les premiers
cas de populations de carpocapses résistantes au champ a ce virus ont été rencontrés en
France et en Allemagne dans des vergers de Pomaceae (Berling et al., 2009 ; Asser-Kaiser et
al., 2007)

Contrairement au cas des ravageurs invertébrés, la durabilité de la protection biologique
contre les agents phytopathogenes a jusqu’ici été trés peu étudiée et il n’existe pas de
publication démontrant leur perte d’efficacité en pratique. Cependant plusieurs travaux
mettent en evidence des différences de sensibilité aux agents de lutte biologique et a des
composés qu’ils synthétisent ou qui sont synthétisés lors de leur interaction avec les plantes.

I1) Risques d’erosion de ’efficacité des agents de lutte biologigue
1) Différence de sensibilité aux agents de lutte biologique dans les populations naturelles

d’agents pathogenes
Dans la littérature, plusieurs études mentionnent une variabilité de la sensibilité des agents
pathogénes aux agents de lutte biologique ou a des composés qu’ils synthétisent. Cette
variabilité de sensibilité est, selon les études, inter ou intra spécifique. La quasi-totalité des
études réalisées dans ce domaine concerne des agents de lutte biologique agissant par
antibiose, avec une sensibilité variable des agents pathogénes aux antibiotiques produits par
I’antagoniste.
1.1) Spécificité d’action des agents de lutte biologique

La variabilité interspécifique de sensibilité des agents pathogénes a des composés
antibiotiques produits par des agents de lutte biologique va dicter leur spectre d’efficacité.

Gurusiddaiah et al. (1986) ont étudié la sensibilité a la phénazine-1-acide carboxylique
(PCA) produite par la bactérie Pseudomonas spp. chez plusieurs champignons et oomycetes,
notamment parmi plusieurs espéces de Pythium. Certaines telles que P. ultimum var.
sporangiferum s’averent relativement peu sensibles a cet antibiotique. Des résultats
comparables, obtenus par De Souza et al. (2003), montrent une diversité de sensibilité au 2,4-
diacétylphloroglucinol (2,4-DAPG) parmi treize especes de Pythium, P. volutum étant tres
sensible tandis que P. deliense est relativement résistante. La variation de sensibilité parmi les
espéces du genre Pythium ainsi que le fait que différentes espéces pourront se trouver
simultanément au méme endroit vont avoir un fort impact sur le succés ou du moins sur la
régularité du contréle biologique conféré par les souches de Pseudomonas productrices de
2,4-DAPG.




Milner et al. (1996) rapportent également une variation in vitro de la sensibilit¢ a la
kanosamine, antibiotique produit par Bacillus cereus, chez trois espéces de Pythium.

Enfin, Belanger et Deacon (1996) et Benyagoub et al. (1996) ont montré que les croissances
de Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici et d’Idriella bolleyi ne sont pas inhibées par
le champignon antagoniste Sporotrix flocculosa, alors que cet agent de lutte biologique
s’avere tres efficace contre B. cinerea et Cladosporium cucumerinum. Cela suggére que la
sensibilité aux antibiotiques produits par cet agent de lutte biologique, identifiés comme étant
des acides gras, dicte la gamme cible de I’antagoniste. Les antibiotiques ainsi produits par
S. flocculosa ne sont pas des composés génériques et affectent de fagon sélective un nombre
restreint de champignons.

1.2) Diversité intra-spécifique de la sensibilité des agents pathogenes aux agents
de lutte biologique

La diversité intra-spécifique de sensibilité des agents pathogenes aux agents de lutte
biologique risque d’entrainer I’émergence de génotypes moins sensibles a ces agents de lutte
biologique au sein des populations naturelles d’agents pathogenes. Mazzola et al. (1995) ont
montré une sensibilité variable de 71 isolats de Gaeumannomyces graminis var. tritici aux
antibiotiques PCA et 2,4-DAPG produits par Pseudomonas spp, bactéries reconnues comme
potentiellement efficaces comme agents de lutte biologique. Schouten et al. (2004) ont montré
que 17% des souches de F. oxysporum testées sont naturellement tolérantes au 2,4-DAPG
produit par Pseudomonas fluorescens ; cette tolérance pouvant étre de dix fois la dose létale
pour les souches sensibles. Ces résultats suggerent une possible résistance des souches aux
antagonistes producteurs de cet antibiotique, d’autant plus que la tolérance au 2,4-DAPG est
largement distribuée dans le monde au sein de différentes populations de F. oxysporum. Ajouz
et al. (2011) ont étudié 204 isolats de B. cinerea et ont montré que ce champignon possede un
large spectre de sensibilité in vitro a la pyrrolnitrine, antibiotique produit par diverses
bactéries antagonistes, et que certaines souches de I’agent pathogéne ont une sensibilité
significativement moindre a cet antibiotique. Buck et Jeffers (2004) ont montré que 29 isolats
de B. cinerea ont une sensibilité variable a Rhodotorula glutinis PM4, levure agissant par
compétition nutritive et productrice d’acide rhodotorulique (Sansone et al., 2005). Les
diamétres des lésions causées par différents isolats de B. cinerea sur disques foliaires de
géranium varient de 0,2 a 13,1 mm en présence de la levure antagoniste. Certains isolats sont
totalement insensibles a cet agent de lutte tandis que d’autres sont significativement moins
agressifs en sa présence, ce qui se traduit par un moindre développement des lésions sur
disques foliaires.

Cette variation de sensibilité intra-spécifique aux composés produits par des agents de
lutte biologique pourrait contribuer a une moindre efficacité de ces antagonistes au champ, de
part I’existence de génotypes relativement moins sensibles de I’agent pathogene. D’autre part,
Mazzola et al. (1995) suggerent que [I’utilisation massive d’agents de lutte biologique
producteurs d’antibiotiques pourrait sélectionner une population d’agents pathogenes
résistante a cette méthode de lutte.

2) Capacité d’adaptation des agents pathogeénes a la protection biologique
Par des expériences d’évolution expérimentale en conditions de laboratoire, Ajouz et al.
(2010) ont démontré que B. cinerea peut devenir moins sensible a la pyrrolnitrine en
développant une résistance a cet antibiotique. Cette acquisition de résistance est accompagnée
d’une perte d’efficacité in vitro de I’antagoniste producteur de pyrrolnitrine. Cette adaptation
a été observée apres vingt générations successives sous pression de sélection in vitro avec des
doses sub-létales et croissantes de pyrrolnitrine.
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Des résultats similaires ont été observes pour cing souches de B. cinerea, quel que soit leur
phénotype initial. Cependant, I’acquisition de cette résistance est accompagnée d’un fort codt
de fitness, qui réduit la croissance mycélienne et la sporulation du champignon.

Les travaux de Li et Leifert (1994) suggeérent que B. cinerea est capable de développer une
résistance a la bactérie Bacillus subtilis aprés traitements répétés sur plantes d’Astilbe
hybrida. Cet agent de lutte biologique produit différents composés, dont un antibiotique qui
semble efficace contre B. cinerea. L’efficacité de I’agent de lutte biologique a fortement chuté
apres huit traitements successifs et cette méthode de lutte est devenue totalement inefficace a
I’issue du dixiéme traitement.

Ces deux exemples illustrent la capacité des agents pathogenes, et de B. cinerea en
particulier, a contourner I’effet d’un agent de lutte biologique agissant par antibiose. On peut
donc craindre qu’en cas de forte pression de sélection due a la généralisation de cette méthode
de lutte il y ait apparition de résistances, comme dans le cas de I’application de fongicides.

D’autres pressions de sélection entrainent des résistances aux agents de lutte biologique.
En particulier, I’utilisation de pesticides pourrait nuire a I’efficacité des agents de lutte
biologique. Ainsi, Ajouz (2009) a mis en évidence que la pression exercée par le fongicide
iprodione (dicarboximide) sur la population de B.cinerea entraine I’apparition d’une
résistance de cet agent pathogéne a la pyrrolnitrine produit par un agent de lutte biologique et
analogue structural des phénylpyrroles. Ces résultats suggerent que I’utilisation en paralléle
des méthodes de lutte chimique et biologique peut avoir un impact sur la durabilité d’un agent
de lutte biologique.

111) Mécanismes impliques dans la résistance aux agents de lutte biologique
Bien que peu d’études mentionnent I’existence de résistances a des agents de lutte biologique

chez les agents pathogénes, les mécanismes de résistance a des composes toxiques synthétisés
par des microorganismes ou par des plantes ont été assez largement étudiés. Ainsi dans la
littérature scientifique, plusieurs mécanismes de résistance sont mentionnés. Ces mécanismes
sont variés et correspondent aux différents modes d’action des agents de lutte biologique.

1) Résistance des agents pathogénes aux composés toxiques produits par des agents de
lutte biologique

Les champignons possederaient comme premiere ligne de défense contre des composés
toxiques des transporteurs membranaires ABC (ATP-Binding Cassette) dont I’énergie
provient de I’hydrolyse d’ATP, ou des transporteurs MSF (Major Facilitators Superfamily)
qui utilisent pour leur fonctionnement le gradient électrochimique des membranes. Ces
protéines membranaires peuvent transporter une grande variété de composes, naturels ou
synthétiques et permettent d’excréter hors de la cellule divers métabolites toxiques (Van
Baarlen et al., 2007). La tolérance conférée par ces transporteurs est en général relativement
faible mais non négligeable puisqu’elle donne a I’agent pathogéne le temps nécessaire a
I’activation des mécanismes de détoxification (Schouten et al., 2008). Il semblerait que les
transporteurs ABC soient davantage impliqués que les MSF dans la protection des
champignons a I’égard des composés antifongiques (De Waard et al., 2006).
Le phénomene de résistances multiples (MDR) qui pose des problémes majeurs en médecine
en nuisant a I’efficacité de certains traitements anti-cancer, a souvent été corrélé a I’activité de
tels transporteurs membranaires a faible spécificité de substrat. Ce phénomene est émergeant
chez les champignons phytopathogenes soumis a de fortes pressions de sélection et entraine le
développement d’individus résistants a des composés treés variés, par surexpression des
transporteurs membranaires (Kretschmer et al., 2009).
Schoonbeek et al. (2002) ont démontré le réle de pompes a efflux dans la résistance de
B. cinerea a des antibiotiques produits par Pseudomonas. Les résultats indiquent que plusieurs
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antibiotiques du type phenazines (PCN) induisent I’expression du géne BcatrB qui code pour
un transporteur ABC. Cette étude démontre pour la premiére fois le réle d’un transporteur
ABC dans les interactions microbiennes, en particulier pour protéger un agent pathogéne
contre un antibiotique produit par un agent de lutte biologique. La surexpression de
transporteurs membranaires pourrait étre I’un des mécanismes majeurs de résistance aux
antagonistes agissant par antibiose. Burse et al. (2004) ont découvert un transporteur
membranaire (NorM) qui confere a Erwinia amylovora une résistance a des toxines produites
par les bactéries antagonistes P. fluorescens et Panthoea agglomerans, grace a un efflux actif.

D’autres mécanismes de résistance a des agents de lutte biologique ont été mis en
évidence. Certains mécanismes vont empécher [’action des microorganismes, par la
dégradation ou I’inhibition de la synthese des composés qu’ils produisent et qui sont toxiques
pour I’agent pathogéne. Par exemple Levy et al. (1992), qui sont les premiers a étudier les
mécanismes de résistance des agents pathogénes aux antibiotiques produits par la bactérie
Pseudomonas, montrent qu’une dose létale de 1-hydroxyphenazine chez Mycosphaerella
graminicola entraine une augmentation des catalases, peroxidases, et superoxyde-dismutases
et la synthése accrue de mélanine, permettant une protection de I’agent pathogene ainsi que la
dégradation de I’antibiotique. Crowe et Olsson (2001) ont montré que lorsque la bactérie
P. fluorescens est utilisée comme agent de lutte biologique contre Rhizoctonia solani, la
synthése de laccases est induite en réponse aux métabolites bactériens. Ces laccases agissent
sur les parois cellulaires du champignon en les rendant moins perméables aux composés
toxiques et peuvent détoxifier les composés antifongiques émis par la bactérie. L’acide
fusarique, toxine produite par des souches de F. oxysporum, inhibe la production de 2,4-
DAPG chez P. fluorescens CHAO utilisée comme agent de lutte biologique. Cet effet
suppressif de I’acide fusarique peut affecter la performance des bactéries sensibles a ce
composé pour lutter contre certains agents pathogénes, en particulier dans un environnement
ou des producteurs d’acide fusarique seraient présents (Notz et al., 2002).

Un autre mécanisme vise a inhiber la synthese des enzymes produites par I’agent de lutte
biologique, qui peuvent attaquer les cellules de I’agent pathogene. Ainsi Lutz et al. (2003) ont
constaté que la mycotoxine DON, produite par les espéces Fusarium culmorum et Fusarium
graminearum, inhibe I’expression de génes codant pour des chitinases chez I’agent de lutte
biologique Trichoderma atroviridae P1.

Un agent pathogéne peut également agir pour diminuer la production d’antibiotiques par
un agent de lutte biologique en altérant I’environnement physique des microorganismes. Ainsi
I’oxalate sécrété par Sclerotinia sclerotiorum acidifie le milieu, ce qui nuit notamment a
I’activité de la bactérie antagoniste P. fluorescens en diminuant significativement sa
production d’antibiotiques (Duffy et al., 2003).

Stockwell et al. (1996) mentionnent un cas particulier de perte d’efficacité de la protection
biologique. Ils montrent que le transfert du plasmide pAgK84 de I’agent de lutte biologique
Agrobacterium radiobacter K84 vers I’agent pathogéne Agrobacterium tumefaciens entraine
I’échec de la protection par I’agent de lutte biologique car I’agent pathogene A. tumefaciens
devient résistant a I’antibiotique agrocin 84 produit par la bactérie antagoniste. En effet le
plasmide transféré contient le géne contrdlant la production d’agrocin 84 et également le géne
de résistance a cet antibiotique. L’établissement de larges populations d’Agrobacterium
portant le plasmide pAgK84 pourrait menacer I’efficacité d’A. radiobacter K84 comme agent
de lutte biologique. Pour minimiser le risque d’acquisition de ce plasmide par A. tumefaciens,
un dérive de K84 (K1026) qui produit de I’agrocin84 mais ne possede pas la région
permettant le transfert du plasmide pAgK84 a été développé. L’utilisation judicieuse des
agents de lutte biologique et notamment de cette nouvelle souche devrait diminuer le
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risque de transfert de plasmide dans les souches pathogenes d’Agrobacterium et ainsi
préserver I’efficacité d’A. radiobacter comme agent de lutte biologique.

2) Résistance des agents pathogenes aux agents de lutte biologique hyperparasites
La plupart des agents de lutte biologique agissant par parasitisme produisent des enzymes
telles que des chitinases et des glucanases. La capacité de ces enzymes a lyser les cellules des
agents pathogenes est moindre en cas de fort contenu cellulaire de I’agent pathogéne en
mélanine. En effet, la mélanine confére une protection contre ces enzymes microbiennes. Par
exemple, la présence de mélanine chez Aspergillus nidulans inhibe I’activité in vitro des
glucanases, chitinases et cellulases (Bell & Wheeler, 1986).

La formation de structures semblables aux chlamydospores et I’apparition de portions plus
vacuolées de mycélium permettent au champignon pathogene du pois cajan, Fusarium udum,
de continuer & croitre lentement et de former des conidies en présence de la bactérie
hyperparasite Bacillus subtilis AF1 et seraient donc des moyens mis en place par le
champignon pour se protéger de I’effet de cette bactérie (Harish et al., 1998).

3) Moindre sensibilité des agents pathogénes a la compétition nutritive
D’un point de vue écologique, il est avantageux pour les agents pathogénes de réduire la
compétition avec des agents de lutte biologique potentiels. Certains agents pathogenes
peuvent réduire significativement la taille de la population de I’agent de lutte biologique en
exploitant plus rapidement les ressources du milieu et ainsi affecter I’efficacité de
I’antagoniste.

Mazzola et Cook (1991) ont étudié I’effet de plusieurs champignons phytopathogénes
racinaires sur la capacité de I’agent de lutte biologique P. fluorescens 2-79 et Q72a80 a
persister dans la rhizosphére du blé. En effet, les agents pathogeénes racinaires sont des
colonisateurs efficaces de la rhizosphere de I’hdte et entrent en compétition avec d’autres
microorganismes du milieu, telles que les bactéries introduites comme agents de lutte
biologique. 1l semblerait que la colonisation racinaire du blé par P. fluorescens puisse étre
favorisée par la disponibilité accrue en nutriments suintant des Iésions causées par la présence
des agents pathogenes R. solani et G. graminis. Cependant, la population de P. fluorescens
diminue en présence d’especes de Pythium. Contrairement a R. solani et G. graminis, les
Pythium n’augmenteraient pas significativement la quantité d’exsudats disponibles et seraient
plus efficaces que P. fluorescens dans I’utilisation des ressources disponibles. De plus,
I’infection par Pythium entraine une diminution du chevelu racinaire, ce qui réduit la surface
racinaire disponible pour la colonisation bactérienne et limite donc la population
d’antagonistes potentiels de cet agent pathogene. Fedi et al. (1997) ont montré que I’agent
pathogéne P. ultimum peut altérer I’expression des génes de I’agent de lutte biologique
P. fluorescens F113, entrainant une diminution de la taille de la population de cet agent de
lutte biologique. Cette diminution de la taille de la population permet de limiter la compétition
pour les nutriments issus des lésions causées par P. ultimum sur les racines de betteraves.
Cing clusters de génes inhibés en présence de P. ultimum ont été identifiés chez
P. fluorescens.
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4) Résistance des agents pathogenes aux composés de défense produits par la plante
L’induction de résistance chez une plante implique la production ou I’activation de composés
de défense suite a I’action d’un agent de lutte biologique. Certains agents pathogénes sont
capables de dégrader ces composés de défense et ainsi peuvent étre résistants face a I’action
des agents de lutte biologique agissant par induction de défenses des plantes.

Botrytis cinerea serait ainsi capable de contourner I’alpha-tomatine, phytoanticipine
constitutivement produite par la tomate (Osbourn, 1996) en détoxifiant ce composé. Une
étude de Quidde et al. (1998) montre que sur treize isolats de B. cinerea testés, douze sont
capables de dégrader I’alpha-tomatine par une activité xylase, qui empéche cette saponine de
se complexer avec la membrane du champignon et supprime donc son activité fongitoxique.
La capacité de B. cinerea a contourner la phytoalexine resveratrol, dont la production est
induite chez la vigne, a également été démontrée par Shaghi et al. (1996), qui établissent une
corrélation entre la capacité de huit isolats de B. cinerea & détoxifier le resveratrol et leur
pouvoir pathogéne sur feuilles de vigne. Certains agents pathogénes tels que le champignon
Microcyclus ulei sont tolérants au cyanure d’hydrogéne (HCN), composé produit par la plante
en réponse a des dégats mécaniques et chimiques sur ses cellules ou a I’attaque de
microorganismes. Cette tolérance peut étre liée a un métabolisme respiratoire résistant au
cyanure. Les champignons pourraient également détoxifier ce composeé par transformation en
formamide via des cyanure-hydratases (Osbourn, 1996). Denny et al. (1987) estiment que
I’activité des transporteurs ABC peut expliquer la tolérance a la pisatine, une phytoalexine de
Pisum sativum, chez Nectria haematococca, sur la base d’un efflux dépendant d’énergie. La
pisatine induirait également un fort niveau de transcription du gene BcatrB (géne codant pour
un transporteur ABC) chez des isolats sauvages de B. cinerea.

Des recherches récentes ont montré que les transporteurs ABC contribuent a la virulence des
champignons phytopathogenes en réduisant I’effet toxique des phytoalexines (Del Sorbo et
al., 2000). Schoonbeek et al. (2001) ont montré chez B. cinerea que des mutants BcatrB sont
plus sensibles au resveratrol. 1l semblerait que le transporteur membranaire serve de ‘premiére
aide’ pour conférer une protection immédiate contre la toxine, laissant ainsi le temps a
I’activation des laccases qui vont dégrader cette molécule. Fleissner et al. (2002) ont montré
que le transporteur Gpabcl chez Giberrella pulicaris est indispensable pour la tolérance a la
phytoalexine rhisitin et que cette tolérance est nécessaire a la virulence de G. pulicaris sur
tubercules de pommes-de-terre.

Govrin et Levine (2000) ont montré que la réaction d’hypersensibilité induite par la
présence de microorganismes tels que P. syringae, qui peuvent étre utilisés comme agents de
lutte biologique, faciliterait la colonisation de la plante par des agents pathogénes
nécrotrophes comme B. cinerea ou S. sclerotiorum. Ces champignons pourraient donc
exploiter un mécanisme de défense particulier de la plante et le contourner pour leur propre
pouvoir pathogene.
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Figure 2 : Cycle de développement (production asexuée) de Botrytis cinerea sur différentes cultures
(Source : Agrios, 2005).
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Figure 3: Dégats causés par B. cinerea dans une serre de tomate et chancre
développé sur tige de tomate suite a un effeuillage (Source : INRA, 2010).



Chapitre 3 : Modeéle d’étude : protection biologique contre Botrytis cinerea

L’objectif genéral de ce travail est d’évaluer la durabilité de I’efficacité des agents de lutte
biologique utilisés pour lutter contre les maladies des plantes. L’étude est focalisée sur le
champignon phytopathogéne Botrytis cinerea, agent de la pourriture grise, responsable de
lourdes pertes de rendement sur de nombreuses cultures d’importance économique et contre
lequel les moyens de lutte actuels sont insuffisants pour garantir une protection totale des
cultures.

1) Présentation de Botrytis cinerea, agent de la pourriture grise
Botrytis cinerea appartient a la classe des Deutéromyceétes, a I’ordre des Moniliales et a la

famille des Moniliaceae. Cette espéce posséde une forme sexuée classée dans les
Ascomycetes, connue sous le nom de Botryotinia fuckeliana (Farr et al., 1989). Cette forme
sexuée est rarement observée dans le milieu naturel mais peut étre obtenue au laboratoire.
C’est la forme asexuée, B. cinerea, qui est prédominante et associée a la pourriture grise.
Botrytis cinerea est un champignon parasite saprophyte qui se conserve I’hiver sur les débris
vegétaux sous forme de conidies, de mycélium ou de sclérotes (fig. 2). Lorsque les conditions
climatiques deviennent favorables (humidité relative proche de 95% et température de 20 a
22°C), ces formes de conservation vont constituer I’inoculum primaire. Les conidies vont
alors étre disséminées par le vent, la pluie ou les insectes et les spores vont germer :
I’infection va se propager (Holz et al., 2004).

Le champignon dispose de plusieurs voies pour entrer dans le vegétal : les ouvertures
naturelles (hydatodes, stomates) ou les blessures au niveau des feuilles, les plaies
d’effeuillage sur tige, les sépales des fleurs ou des fruits, qui servent de bases nutritives au
champignon (Holz et al.,, 2004). L’entrée par les plaies d’effeuillage reste la voie
prépondérante, notamment sur cultures de tomates sous serres (Nicot & Baille, 1996). Une
fois pénétré a I’intérieur des tissus veégétaux, B. cinerea va lyser les parois végétales par
I’intermédiaire d’enzymes pectinolytiques et induire la mort des cellules. Cette mort cellulaire
entraine I’apparition des différents symptémes de la maladie, que sont les Iésions nécrotiques
sur feuilles, le développement de chancres sur tige, I’avortement des fleurs ou la chute
prématurée des jeunes fruits, la formation sur fruits de halos jaunatres en « taches fantdmes »
ou de pourriture molle. Le développement de chancres sur tiges peut entrainer la mort de la
plante, ce qui engendre d’importantes pertes de rendement (fig. 3).

Le développement de B. cinerea est dépendant des conditions environnementales. De
facon générale, les fortes humidités relatives, la présence d’eau a la surface des feuilles et des
températures modérées sont les principaux facteurs reconnus comme favorisant le
développement de la pourriture grise (Blakeman, 1980). Outre ces conditions climatiques, le
développement de B. cinerea dépend notamment de la disponibilité en nutriments dans le
milieu et de la qualité de la lumiére pour la sporulation (Jarvis, 1992).

1) Gamme d’hét Botrytis ciner

Botrytis cinerea posséde une large gamme d’hétes et peut infecter plus de 230 espéces
végétales dont la majorité serait des dicotylédones (Farr et al., 1989). Parmi ces espéces,
certaines comme les cultures maraicheres, horticoles et viticoles ont une importance
économique. Ce champignon est donc responsable de lourdes pertes économiques puisqu’il
peut entrainer la destruction partielle ou totale de la plante hote et donc dans certains cas de la
récolte. Par exemple, les risques d’attaque sont permanents pour les cultures sous abris telles
que tomate, poivron, laitue, fraise (Jarvis, 1992). La pourriture grise est d’ailleurs I’une des
maladies causant le plus de dommages en production de tomates sous serres (Jarvis, 1992).

15



Tableau 2 : Produits homologués dans le monde pour le contrdle de B. cinerea dans le cadre de la protection
biologique (Source : Ajouz, 2009).

Produit Antagoniste Utilisation
Trichodex Trichoderma harzianum Vigne et cultures sous serres
Binab Trlf:hoderma harzianum et Cultures de fraises
Trichoderma polysporum
En serre sur concombre, tomate,
Mycostop Streptomyces griseoviridis poivron, laitue, plantes
ornementales
Plantshield Trichoderma harzianum Cultures sous serre
Botry-Zen Ulocladium oudemansii Vigne
Aspire Candida oleophila Fruits aprés récolte
Yield Plus Cryptococcus albidus Fruits apres récolte
Bio-Save Pseudomonas syringae Fruits apres récolte
Serenade Bacillus subtilis Cultures sous serre et plein
champ

Implant de gélose déposé lors
du repiquage de M. dimerum

Figure 4 : Culture de Microdochium dimerum souche L13 sur milieu LPGA en boite de
Pétri (stade de développement 15 jours apres repiquage par dépdt d’un implant mycélien)
et présentation du futur produit commercial AntiBot (Source : INRA, 2011).



Cependant la question de la speécificité d’hote demeure car on ignore si les souches de
B. cinerea attaquent de la méme maniere tous les hotes. On peut se demander si la virulence
d’une souche, c'est-a-dire sa capacité a parasiter un grand nombre d’especes végétales, est
proportionnelle a son agressivité ; en particulier les niveaux d’agressivité d’une souche sont-
ils identiques sur des hotes différents ? Des études de génétique des populations ont montré
qu’il existe une différenciation génétique entre les souches de B. cinerea prélevées sur des
hotes différents (Decognet et al., 2007; Fournier & Giraud, 2008). Cela suggere que des
souches de B. cinerea auraient une préférence pour certains hdtes, mais a notre connaissance
aucune étude n’a été réalisée pour identifier la gamme d’héte précise d’une souche donnée de
ce champignon.

111) Méthodes de lutte contre Botrytis cinerea
Aucune variété commerciale de plante résistante n’existe a ce jour pour lutter contre

B. cinerea. La lutte repose principalement sur I’utilisation de traitements chimiques mais
également sur des stratégies de lutte culturale dont les principales sous abris sont la lutte
climatique (contréle de I’humidité et de la température pour éviter la formation de film d’eau
a la surface des plantes, défavoriser B. cinerea en gardant une température constante
relativement élevée de 20°C) et la prophylaxie (toutes les mesures permettant de réduire la
source d’inoculum: retirer les plantes malades, réduire la densité des cultures etc....).
Aujourd’hui aucune de ces méthodes ne permet de garantir une protection totale des cultures
contre cet agent pathogéne.

De nombreux travaux sont menés pour développer des méthodes de lutte biologique
efficaces. Un nombre élevé d’agents de protection biologique contre B. cinerea a été identifié
au laboratoire au cours des derniéres années et actuellement neuf produits de protection
biologique sont commercialisés dans le monde pour lutter contre cet agent pathogene (tab. 2).
En France, seul le produit Serenade® dont la substance active est la souche QST 713 de
Bacillus subtilis est homologué depuis aolt 2010 comme stimulateur de défenses des plantes
sur diverses cultures dont la tomate (Ministére de I’ Agriculture et de la Péche).

Cette bactérie, isolée du sol, appartient a la famille des Bacillaceae, parmi le groupe des
Eubactéries Gram+. Son mode d’action est peu connu. Elle aurait des fonctions bactéricides et
fongicides et agirait par compétition nutritive et spatiale par colonisation du milieu, par
sécrétion de lipopeptides ayant une action antagoniste vis-a-vis des agents pathogeénes et
induirait des résistances systémiques chez la plante, se traduisant par une synthese accrue de
peroxidases (Paulitz & Bélanger, 2001 ; Levasseur et al., 2005). Le risque d’apparition de
résistance a cette bactérie est actuellement considéré comme relativement faible. En effet
I’intervention de différents modes d’action, qui impliquent plusieurs sites d’action cibles,
rendrait plus difficile le contournement de cet agent de lutte par des agents pathogenes.

Un autre agent de lutte biologique, le champignon Microdochium dimerum, est en cours
d’homologation sous la spécialit¢ commerciale AntiBot (Agrauxine, fig. 4) qui dispose
actuellement d’une Autorisation de Distribution pour Expérimentation (ADE) et serait le
deuxiéme bio-fongicide homologué sur le marché francais pour lutter contre B. cinerea sur
cultures de tomate, aprés Serenade®. La souche L13 de Microdochium dimerum a été isolée
de la microflore naturelle de plaies d’effeuillage saines de plants de tomate issus d’une serre
du Vaucluse infestée par B. cinerea (Nicot et al., 1996). Ce champignon appartient a la classe
des Deutéromycétes, a I’ordre des Moniliales et a la famille des Tuberculariaceae. 1l présente
un mycélium ras de couleur orange (fig. 4).

L’efficacité de M. dimerum pour protéger les plaies d’effeuillage contre les attaques de
B. cinerea a été mise en évidence au cours d’essais realises depuis 1995 a I’INRA d’Avignon
puis en conditions proches de situations commerciales au CTIFL de Balandran (30).
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Les resultats montrent un effet de la dose appliquee sur I’efficacité de la protection des
plaies d’effeuillage, avec une efficacité moindre de I’agent de lutte biologique lorsque sa
concentration diminue (Decognet et al., 1997). De plus, les effets du microclimat sur
I’efficacité de I’agent de lutte biologique seraient influencés par la dose appliquée sur la
plante. Lorsque la dose de M. dimerum appliquée est de dix fois supérieure a celle de
B. cinerea, la protection des plaies d’effeuillage sur plants de tomate est fortement améliorée
et la température n’influe plus sur I’efficacité de I’agent de lutte biologique (Nicot et al.,
2002).

Le mode d’action de cet agent de protection est peu connu mais les travaux menés par
I’équipe de mycologie de I’INRA d’Avignon n’ont pas permis de confirmer I’hypothése
d’hyperparasitisme vis-a-vis de B. cinerea et aucune toxine n’a pu étre mise en évidence in
vitro. L hypothese actuellement privilégiée concernant I’activité de ce champignon contre
B. cinerea est celle de la compétition nutritive. Botrytis cinerea a besoin d’une source
exogene de nutriments (tels que du glucose ou fructose) pour se développer et en particulier
pour la germination de ses spores (Blakeman, 1975). Cette dépendance nutritive laisse penser
que les microorganismes qui utilisent efficacement les nutriments et sont donc de bons
compétiteurs pourraient étre des agents de lutte biologique efficaces contre cet agent
pathogene (Elad & Stewart, 2004). Microdochium dimerum semble capable de métaboliser
plus rapidement les composés nécessaires a la germination des spores de B. cinerea, présents
par exemple au niveau des plaies d’effeuillage des plants de tomate, et ainsi d’inhiber ou de
ralentir la germination des spores de I’agent pathogéne (Ladvie, 2003).

L’alcalinisation du milieu, qui est une conséquence du métabolisme de M. dimerum, pourrait
également avoir un effet sur le pouvoir pathogene de B. cinerea et donc assurer une meilleure
protection des plaies d’effeuillage (Ladvie, 2003). En effet I’activité des enzymes du pouvoir
pathogéne de B. cinerea, telles que les endopolygalacturonases impliquées dans la
dégradation des composés pectiques des parois cellulaires, est d’autant plus faible que le pH
tend a étre basique (Prins, 2001). Une augmentation du pH en présence de M. dimerum
pourrait donc géner la progression de B. cinerea dans les tissus de la plante hote.

1V) Diversité itéd’ ion de Botrytis ciner
Les populations de B. cinerea présentent une importante diversité phénotypique et génétique.

Les niveaux de sensibilité aux fongicides et d’agressivité sur plantes sont par exemple
deux caractéristiques phénotypiques trés étudiées. Botrytis cinerea est considéré comme un
agent pathogene a haut risque en termes de résistance aux fongicides (Leroux, 2004). Des
études rapportent le développement de souches résistantes par exemple au cyprodinil
(anilinopyrimidine), aux dicarboximides et aux benzimidazoles. Le niveau d’agressivité des
souches de B. cinerea est également trés variable sur une plante hdte donnée ; ainsi une
différence d’agressivité d’isolats a été mise en évidence sur haricot vert (Tiedemann, 1997),
sur tomate (Decognet et al, 2009) et sur vigne (Martinez et al., 2003).

Diverses études ont également mis en évidence une forte diversité génétique (Beever &
Weeds, 2004). Par exemple, sur 184 isolats de B. cinerea échantillonnés sur vigne et sur
ronces dans six régions de France, 180 génotypes ont pu étre différenciés a I’aide de
marqueurs microsatellites (Fournier & Giraud, 2008). Cette grande diversité pourrait
s’expliquer par la nature multi-nucléée et hétérocaryotique du champignon, la présence de
transposons dans son génome, I’existence de particules “virus-like’ et le recours possible a la
reproduction sexuee (Beever & Weeds, 2004).

D’apres McDonald et Linde (2002), le fait d’avoir un grand nombre d’individus différents
dans la population serait un facteur clé d’érosion de I’efficacité des méthodes de lutte.
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De plus, plusieurs essais au laboratoire ont montré que ce champignon peut evoluer
rapidement sous une pression de sélection. Nicot et al. (2001) ont montré qu’une souche de
B. cinerea cultivée in vitro sous film UV-sélectif (filtrant les UV proches, ce qui inhibe la
sporulation du champignon) pendant plusieurs générations s’adapte progressivement aux
conditions d’incubation, avec une production de spores multipliée par cent aprés cing a six
générations de cette souche. Un autre exemple est celui de I’adaptation in vitro de B. cinerea a
la pyrrolnitrine au cours de générations successives sous pression de sélection (Ajouz et al.,
2010).

Objectifs spécifiques de I’étude

L’étude realisée au cours de ce stage s’inscrit dans le cadre du projet européen PURE
(Pesticide Use-and-risk Reduction in European farming systems with Integrated Pest
Management) dont I’un des objectifs est d’évaluer la durabilité de la protection biologique
contre les maladies des plantes. Le modele d’étude actuel est Botrytis cinerea. L’étude menée
jusqu’a présent sur la capacité d’adaptation de ce champignon a un antibiotique produit par
certains antagonistes bactériens est élargie a des agents de protection biologique agissant par
d’autres modes d’action que I’antibiose. L’objectif finalisé a plus long terme est de pouvoir
orienter les efforts de sélection d’agents de protection biologique vers ceux présentant des
modes d’actions les moins sujets & contournement par I’agent pathogene.

Aucune étude ne fait état de résistance en pratique aux agents agissant par compétition
nutritive ou par induction des mécanismes de défense des plantes. Or ces modes d’action sont
souvent cités dans la littérature comme des modes d’action principaux des agents de lutte
biologique, particuliérement contre B. cinerea. Le but de cette étude est donc d’évaluer le
niveau de sensibilité de B. cinerea a des agents de lutte biologique agissant selon ces modes
d’action, Microdochium dimerum et Bacillus subtilis.

Une des hypothéses de départ que nous testons est que des souches tres agressives seraient
moins sensibles a un agent de lutte biologique agissant par compétition nutritive que des
souches d’agressivité moindre. En effet, on peut supposer que ces souches trés agressives
seraient capables de métaboliser plus rapidement les nutriments du milieu et donc de se
développer plus rapidement sur leur hdte. De méme, des souches trés agressives seraient-elles
davantage capable de contourner les défenses de la plante, éventuellement induites par un
agent de lutte biologique ?

Les questions inhérentes a cette étude sont :
L’agressivité des souches de B. cinerea influe-t-elle sur leur sensibilité a ces
agents de lutte biologique ?
Existe-t-il dans les populations naturelles de B. cinerea des isolats moins sensibles
a ces agents de lutte biologique ?

Afin de répondre a ces questions, 41 souches de B. cinerea ont été caractérisées pour leur
niveau d’agressivité sur plantes de tomate. Différentes composantes de leur agressivité (temps
de latence, vitesse de progression dans la tige, niveau d’infection de la plante héte et de
sporulation sur tige) ont été évaluées. Le niveau d’agressivité sur tiges de tomate a €té
compareé a celui obtenu sur feuilles de tomate et de laitue pour 20 souches, et sur sept autres
espéces végétales pour 10 souches.

Le niveau de sensibilité des souches a M. dimerum et a B. subtilis (respectivement 41 et 20
souches) a ensuite été évalué afin d’établir une ligne de base de sensibilité (« baseline ») a ces
agents de lutte biologique et de comparer le niveau de sensibilité de B. cinerea aux deux
agents de lutte biologique ayant recours a des modes d’action différents.
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06C278

Figure 5: Sporulation des souches BC100 et 06C278 de Botrytis cinerea sur milieu
PDA (Source : INRA, 2011).



Matériel et méthodes

1) Matériel fongique et bactérien

1) Collection de souches de Botrytis cinerea
Les 41 souches de I’agent pathogene B. cinerea utilisées dans cette étude ont été
échantillonnées entre 1987 et 2010 sur différentes plantes hétes (dont tomate et vigne
principalement) et dans des écosystemes en dehors du contexte agricole (précipitations et
neige ; annexe Il). Ces souches ont été monosporées et sont conservées a -20°C sous forme de
suspensions de spores concentrées (>10° spores/ml) dans un tampon phosphate mono-
potassique contenant 20% de glycérol.

2) Production d’inoculum de Botrytis cinerea
Production d’implants myceliens
Les implants mycéliens sont obtenus par repiquage de B. cinerea sur milieu PDA (Potato
Dextrose Agar, 39 g/l, Difco) a raison de 5 pl de suspension issue de la collection de souches
déposés au centre d’une boite de Pétri. Apres trois jours d’incubation en enceinte climatisée
(21°C, photopériode de 14 h, intensité lumineuse 114 pmol.m?.s™) des implants mycéliens
calibrés (2 mm de diamétre) sont prélevés en bordure de colonie pour inoculer des feuilles
détachées ou des disques foliaires.

Production de suspensions de spores
Le repiquage des souches de la collection s’effectue par répartition de 5 pl de suspensions de
spores concentrées (>10’ spores/ml) en trois dépdts sur une boite de Pétri. Aprés incubation
des boites en enceinte climatisée pendant 14 jours (21°C, photopériode de 14 h, intensité
lumineuse 114 pmol.m?.s™), les spores produites (fig. 5) sont récupérées par ajout de 4 ml
d’eau distillée par boite de Pétri. Les boites sont ensuite raclées avec une spatule de Drigalski
afin de décrocher les spores. Chaque solution obtenue est transférée dans un flacon contenant
des billes de verre (3 mm de diametre), vortexée 10 secondes puis filtrée a I’aide d’une unité
de filtration munie d’un filtre millipore de 30 um afin de ne récupérer que les spores et
d’éliminer les fragments mycéliens et les conidiophores. Les filtrats de B. cinerea sont ajustes
a la concentration désirée apres comptage sur cellule de Malassez sous microscope (x100).
Afin de vérifier la viabilité des spores récupérees, 100 pl d’une suspension de spores dosee a
10° spores/ml sont étalés & I’aide d’une spatule de Drigalski sur un milieu de culture PDA
dans une boite de Pétri. Le pourcentage de germination est estimé sur 100 spores sous un
microscope (x100), 24 h apres étalement sur le milieu gélosé.

3) Agents de lutte biologique étudiés
La souche L13 de Microdochium dimerum a été isolée en 1992 sur des plaies d’effeuillage
saines de plants de tomate d’une serre infestée par B. cinerea dans le Vaucluse (Nicot et al.,
1996). Elle est conservée sous forme de mycélium sur rondelles de gélose LPGA (Levure
7 g/l, Difco ; Peptone 7 g/l, Difco ; Glucose D+ 7 g/l, Prolabo ; Agar 15 g/l, Difco) dans de
I’azote liquide a -196°C. Une fois sortie de I’azote, la souche est repiquée de fagon
hebdomadaire par dépdt d’un implant mycélien sur boite de Pétri contenant du milieu LPGA.
L’inoculum de M. dimerum provient de la culture de la souche L13 sur milieu LPGA, incubée
en enceinte climatisée (21°C, photopériode de 14 h, intensité lumineuse 114 umol.m?2s™)
pendant quinze jours. Les spores sont ensuite récupérées de la méme maniére que pour les
souches de B. cinerea mais sans filtration de la suspension. L’inoculum est ajusté aux
concentrations voulues aprés comptage sur cellule de Malassez sous microscope (x100).
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Tableau 3 : Caractéristiques des espéces végétales utilisées pour estimer I’agressivité des souches de B. cinerea en
absence et présence des agents de lutte biologique M. dimerum et Serenade® Max, et types de mesures effectuées.

Espece Age des Mesure de
=P Cultivar Obtenteur plantes Organes testés , Ry
vegetale N I’agressivité
utilisées
Plantes entiéres Lésions sur tige
Monalbo PV 7-10 semaines . -7 AUDPC a7
Tomate Trongons de tige jours
Raissa Syngenta | 7-10 semaines | Disques foliaires | Surface Iésée a 48 h
Laitue Mantilia PV 5 semaines F(_aunles ent_|e'res Surface I(,ese,:e a 72h
Disques foliaires | Surface Iésée a 48 h
Tabac Benthamiana PV 5-7 semaines Disques foliaires | Surface Iésée a 48 h
POTQ:féde' King Edward | Baumaux 12 semaines Disques foliaires | Surface lésée a48 h
Basilic Latino Gauthier 5-7 semaines Feuilles entieres | Surface lésée a 48 h
15 semaines Disques foliaires | Surface Iéséea 72 h
. . . Lésions sur fruits
F M .
raise Gariguette arionnet 2 stade§ c,je Eruits 7 AUDPC 3 5
maturité )
jours
Golden Lésions sur fruits
Pomme - - - Fruits -7 AUDPC a7
delicious )
jours
Cerisier Hedelfingen - - Pétales Surface lésée a48 h
S8533, R
Pécher p?cher JaUNE ) fonteux- - Pétales Surface lésée a 24 h
a floraison .
. Caillet
tardive

PV : Pathologie végétale (INRA Avignon).




Comme dans le cas de B. cinerea, la viabilité des spores de M. dimerum est Vvérifiée en
réalisant un test de germination sur milieu LPGA a 24 h.

La souche QST 713 de Bacillus subtilis est utilisée sous forme du produit formulé Serenade®
Max (AgraQuest) distribué par Intrachem (ltalie). Des solutions a 0,2% (masse/VVolume) et a
0,8% (m/V) sont préparées a partir du produit formulé Serenade® Max, utilisé sous forme de
poudre hydrosoluble contenant 100 g/kg (soit 5.10° cfu/g) de I’agent de lutte biologique. Les
doses utilisées correspondent aux doses homologuées sur tomate et laitue en France (2 kg/ha)
et en Italie (4 kg/ha) pour des volumes pulvérisés compris entre 500 I/ha et 1000 I/ha (gamme
de volumes classiqguement utilisée en serre).

I1) Matériel vegétal
Les graines des espéces végétales utilisées dans cette étude (tab. 3) sont semées dans du

terreau (Klasmann, spécial semis 0,80) en serre de production puis repiquées au bout d’une
semaine dans un autre terreau (Klasmann, TS3-404) en pots individuels (9x9x8 cm) et
transférées en serre de culture. Les tubercules de pommes-de-terre et les micro-plants de
fraisiers sont plantés dans du terreau (Klasmann, TS3-404), dans des pots respectivement de
17 cm de diamétre et de 11x11x12 cm. En serre de culture, toutes les plantes sont fertilisées
avec une solution nutritive N, P, K (équilibre 1-1,6-0,66) et I’arrosage est manuel, soumis a
I’appréciation de I’opérateur, en général une fois par jour et deux fois par jour en période trés
chaude.

Les pommes utilisées sont achetées dans le commerce. Les fraises sont produites a I’unité de
pathologie végétale (INRA Avignon). Les cerisiers et péchers proviennent de vergers non
traités, respectivement de Venasque (84) et Montfavet (84).

I11) Mesure de la croissance myceélienne et de la sporulation des souches de B. cinerea
in vitro

La mesure de la croissance mycélienne des souches de B. cinerea est réalisée a partir de 10 pl
d’une suspension de spores dosée & 10° spores/ml déposés au centre de boites de Pétri avec
milieu PDA (trois boites sont utilisées par souche), incubées en enceinte climatisée (21°C,
photopériode de 14 h, intensité lumineuse 114 umol.m'z.s'l). La taille du développement
mycélien de chaque souche est mesurée au 3°™ et 4°™ jour aprés dépdt de la suspension de
spores sur milieu PDA (mesure du diameétre en mm, entre deux points de la boite définis au
préalable), puis une vitesse moyenne de croissance mycélienne entre le 3°™ et 4°™ jour est
calculée (en mm/jour) pour chacune des souches de B. cinerea.

Pour mesurer in vitro la sporulation des souches de B. cinerea, ces dernieres sont
repiquées sur boites de Pétri avec milieu PDA. Cing microlitres de suspensions de spores
issues de la collection de souches sont répartis en trois depdts par boite de Pétri. Aprés quinze
jours d’incubation en enceinte climatisée (21°C, photopériode de 14 h, intensité lumineuse
114 pmol.m?s™) les spores sont récupérées par ajout dans chaque boite de 4 ml d’eau
distillée stérile. Les boites sont raclées avec une spatule de Drigalski, la solution obtenue est
vortexée en présence de billes de verre puis filtrée (comme pour la préparation des
suspensions de spores) et le nombre de spores produit est compté sur cellule de Malassez sous
microscope (x100).
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Figure 6 : Schémas d’inoculation de B. cinerea et de M. dimerum sur plants de tomate pour évaluer I’agressivité des
souches de B. cinerea et I’efficacité de I’agent de lutte biologique.
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Figure 7 : Mesure quotidiennne de la taille (en mm) des chancres développés sur tiges de plants
de tomate suite a I’inoculation de B. cinerea sur plaie d’effeuillage (Source : INRA, 2011).



1V) Agressivité de B. cinerea et efficacité de M. dimerum sur plantes entiéres de
tomate

Pour évaluer I’agressivité des 41 souches de B. cinerea et I’efficacité de M. dimerum, cinq
séries de tests sont réalisées, au cours desquelles 5 ou 10 souches de B. cinerea sont
simultanément testées (annexe II).

Des effeuillages sont réalisés aux ciseaux sur plants de tomate ‘Monalbo’, au dessus de la 3°™
feuille, laissant des pétioles d’environ 1 cm sur la tige. Ces pétioles sont inoculés avec 10 ul
d’une suspension de spores de B. cinerea dosée a 10° spores/ml (fig. 6A).Trois plantes sont
utilisées par souche testée de B. cinerea, avec inoculation de trois pétioles par plante. Les
plantes sont ensuite randomisées et incubées en chambre climatique (20°C, humidité
saturante, photopériode de 16 h, intensité lumineuse 162 pmol.m?2.s™) pendant toute la durée
du test. Deux a trois répétitions indépendantes des tests sont réalisées pour chacune des
souches.

Environ cing minutes apreés I’application de B. cinerea, selon la méme procédure que pour
le test d’agressivité précédemment cité, 10 ul d’une suspension de spores de M. dimerum sont
déposés sur la plaie. Par plante, quatre pétioles sont inoculés avec M. dimerum en alternant les
deux doses de 10° et 10’ spores/ml (fig. 6B). Trois plantes par souches sont ainsi traitées. La
totalité des plantes sont randomisées et incubées en chambre climatique (20°C, humidité
saturante, photopériode de 16 h, 162 pmol.m?s™). Deux & trois répétitions indépendantes des
tests sont réalisées pour chacune des souches.

La taille quotidienne des chancres développés sur tiges est mesurée en millimétres du 3°™ au
7°™ jour aprés I’inoculation (fig. 7).

A I’issue de ces différents tests, les valeurs de I’aire sous la courbe de progression de la
maladie (AUDPC : Area Under the Disease Progress Curve) sont calculées pour chacune des
Iésions au 7°™ jour aprés inoculation. Cing observations sont donc effectuées, avec un
intervalle de temps journalier et identique entre chacune des observations. Le calcul de
I’AUDPC a 7 jours est donc le suivant :

AUDPC=Y3/2+Ys+ Y5+ Y+ Y72
OU Yj est la taille de la Iésion lors de la j*™ observation.
Pour chaque répétition du test un indice d’attaque (la) est calculé par souche a partir des
moyennes des valeurs d’AUDPC pour cette souche, de la fagon suivante:
la= (AUDPCBc/ AUDPCBCl)*].OO

Ou AUDPCgc est la valeur moyenne d’AUDPC de la souche testée et AUDPCg; la valeur moyenne d’AUDPC
de BC1 qui est la souche de référence.

Le taux de protection conféré par L13 (Pr13) est également déterminé pour chaque souche et
chaque répétition de test a partir des valeurs moyennes d’AUDPC par souche :

P|_13 = [(AU DPCBCseuI — AUDPCBc+L13) / AU DPCBCseu|]*1OO

Ou AUDPCpgcsey €st la valeur moyenne d’AUDPC pour la modalité témoin sans M. dimerum de la souche testée
et AUDPCgc. 13 €st la valeur moyenne d’AUDPC pour la modalité en présence de M. dimerum.

La vitesse de développement de chaque chancre est déterminée, comme le taux
d’accroissement journalier de la taille du chancre calculé entre I’apparition du chancre sur la
tige et jusqu’a sept jours apres I’inoculation.

Le temps de latence est également estimé pour chaque plaie inoculée. Il correspond a la durée
nécessaire avant I’apparition d’un chancre sur la tige ; il n’est donc déterminé qu’en cas
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Figure 8 : Disposition des troncons de tige de tomate dans une
boite en plexiglas pour le test d’agressivité de B. cinerea et
d’efficacité de M. dimerum in vitro (Source : INRA, 2011).

Label identifiant
la souche et la plante

Figure 9: Incubation des troncons de tige de tomate en enceinte
climatisée pour le test d’agressivité de B. cinerea et d’efficacité
de M. dimerum in vitro (Source : INRA, 2011).



d’attaque de la tige. Dans le cas ou la tige n’est pas attaquée, un temps de latence de huit jours
a été attribué afin de pouvoir réaliser les tests statistiques.

Afin de voir si les 41 souches de B. cinerea étudiees appartiennent ou non a la méme gamme
d’agressivité et si elles sont identiquement contrélées par M. dimerum, I’effet souche est testé
sur le niveau d’infection (estimé par les indices d’attaque) en utilisant le module ANOVA du
logiciel STATISTICA. L’effet souche sur les taux de protection conférés par I’agent de lutte
biologique & 10° spores/ml est également testé avec ce module ANOVA. Le test non
paramétrique de Kruskal-Wallis du logiciel STATISTICA est utilisé pour étudier I’effet du
traitement par M. dimerum sur la latence et la vitesse de développement des lésions. La
comparaison deux a deux des traitements est réalisée grace au test de Kolmogorov-Smirnov
de ce méme logiciel. A I’aide du test de corrélation par rang de Spearman, les relations entre
les différents paramétres de I’agressivité des souches de B. cinerea sont étudiées, ainsi que le
lien entre I’agressivite de ces souches et les croissances mycéliennes (tailles des colonies a 4
jours) et entre I’agressivité des souches et les taux de protection conférés par M. dimerum. La
relation entre les vitesses de développement mycélien sur plantes entieres et sur milieu PDA
est également étudiée.

V) Agressivité de B. cinerea et efficacité de M. dimerum sur troncons de tiges de
fomate

Afin de miniaturiser les tests d’agressivité de B. cinerea et d’efficacité de M. dimerum,
classiguement réalisés sur plantes entiéres, des tests sur trongons de tige sont effectués. Les
trongons sont issus de plantes provenant du méme lot que celles du test sur plantes entiéres.
La méme procédure d’inoculation que pour le test sur plantes entieres est suivie, pour
I’application de B. cinerea seul ou de B. cinerea avec M. dimerum.
Aprés I’inoculation des plantes et leur incubation pendant environ 2 h en chambre climatique,
des troncons de 4 cm sont découpés, comprenant chacun un pétiole inoculé. Aprés découpage
et pesee, chaque troncon est déposé dans un bouchon plastique désinfecté (55 mm de
diametre) puis disposé dans une boite plexiglas transparente (125x185 mm) au fond de
laguelle est placé un papier filtre imbibé de 14 ml d’eau stérile. Six troncons sont ainsi
disposés par boite (fig. 8) et deux boites sont réalisées par souche, soit quatre trongons de
chaque modalité par souche pour chaque répétition du test. Les boites sont fermées afin de
limiter les contaminations extérieures et conférer des conditions d’humidité favorables au
développement de la maladie (humidité saturante, fig. 9) et elles sont incubées en chambre
climatisée pendant toute la durée du test (21°C, photopériode de 14 h, intensité lumineuse
114 pmol.m2.s™). A chaque série de tests réalisée, cing ou dix souches de B. cinerea sont
testées. Deux ou trois répétitions indépendantes des tests sont réalisées pour chacune des
souches. \ ‘

La taille quotidienne des chancres sur la tige est mesurée en millimétres du 3°™ au 7°™
jour apres inoculation, permettant le calcul de I’AUDPC a 7 jours. L’indice d’agressivité de
chaque souche est déterming, par rapport a la souche BC1, ainsi que le taux de protection
conféré par M. dimerum, selon les formules précédemment exposées.

Afin d’obtenir des données quantitatives de sporulation pour chaque souche de B. cinerea
sur organe végétal, chaque bouchon contenant un troncon est vissé sur un flacon contenant
5 ml de solution d’eau (80%), d’éthanol (20%) et de I’agent mouillant tween 80 (300 pul pour
1 1 de solution), au 10°™ jour aprés inoculation. Les flacons sont ensuite vortexés pendant 20
S puis conservés a 4°C avant le comptage des spores sur cellule de Malassez sous microscope
(x100). Le nombre de spores produit par gramme de tissu frais peut alors étre déterminé pour
chacun des troncons.
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Figure 11: Test d’agressivité de B. cinerea et d’efficacité de
Serenade® Max sur feuilles de laitue (Source : INRA, 2011).
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Une ANOVA est réalisée pour tester I’effet souche sur les indices d’attaque. Le test de
Kruskal-Wallis est utilisé afin d’étudier I’effet souche sur la sporulation pour chacune des
cing séries de souches testées et I’effet traitement global sur la sporulation. Le test de
corrélation par rang de Spearman est utilisé pour voir s’il existe un lien entre I’agressivité des
souches de B. cinerea sur trongons de tige et sur plantes entiéres de tomate ainsi que pour
étudier les relations entre la sporulation des souches sur plantes et leur sporulation in vitro,
leur capacité d’infection des plantes et le niveau de protection conféré par M. dimerum.

detachés

Des tests d’agressivité des souches de B. cinerea et d’efficacité du biofongicide
Serenade® Max ont été réalisés sur feuilles de laitue et de tomate. Pour ces tests, 20 souches
de B. cinerea ont été évaluées parmi les 41 souches de la collection étudiées sur tiges de
tomate (annexe Il). Des traitements par pulvérisation des plantes entiéres de tomate cv.
‘Raissa’ et des laitues cv. ‘Mantilia’ sont effectues avec le biofongicide Serenade® Max selon
quatre modalités : traitement deux jours avant le test (J-2) et le jour méme (JO) avec deux
concentrations, 0,8% et 0,2% (fig. 10). Le traitement a J-2 permet d’évaluer I’effet inducteur
de défenses, Serenade® Max étant homologué comme produit stimulateur des défenses
naturelles des plantes (Ministére de I’Agriculture et de la Péche). Le traitement & JO permet
d’estimer I’effet direct du produit sur I’agent pathogéne. Un lot de plante n’est pas traite, il
permet d’évaluer I’agressivité des souches de B. cinerea.

Pour la laitue cv. ‘Mantilia’, deux morceaux de feuilles sont déposés dans une boite en
plexiglas (125 x 185 mm) fermee dont le fond est recouvert d’un papier absorbant imbibé de
10 ml d’eau stérile (fig. 11). Pour la tomate cv. ‘Raissa’, des disques foliaires (2 cm de
diametre) sont prélevés a I’emporte-piéce sur les feuilles 4 a 7 de chaque plante, puis
mélangés et tirés aléatoirement pour étre disposés dans des boites en plexiglas, a raison de
quarante disques de feuilles par boite (fig. 10).

Au centre de ces organes foliaires sont déposés les implants mycéliens des souches de
B. cinerea testées, le mycélium contre la surface de la feuille.

Pour la laitue, six feuilles sont inoculées par souche et par traitement, a raison de deux
feuilles par boite. Pour la tomate, trois boites sont réalisées par souche, avec pour chacune
quatre disques de feuilles par traitement, et deux souches sont inoculées par boite. Les boites
contenant les feuilles sont ensuite placées en chambre climatisée (21°C, photopériode de 14 h,
intensité lumineuse 114 umol.m?.s™%).

Des photographies des boites sont prises a 48 h pour la tomate et a 72 h pour la laitue. La
surface attaquée par I’agent pathogéne est mesurée (en mm?) sur chacun des organes foliaires
grace au logiciel d’analyse d’images Assess 2 (APS Press). Par souche et pour chaque
traitement, une moyenne des valeurs de surfaces Iésées est calculée. A partir de ces moyennes,
un indice d’attaque est calculé selon la formule :

Ia:loo’\‘(SI—soucheX / SI—BCl)
Ou SL = surface de Iésion nécrotique.

Pour chague souche, un taux de protection conféré par M. dimerum (P_13) est également
calculé, selon la formule précédemment exposee.

Les niveaux d’agressivité sur feuilles de tomate puis de laitue de 20 souches de B. cinerea
sont comparés a I’aide d’une ANOVA. Le test de Newman-Keuls est utilise, si besoin, pour la
comparaison deux a deux des souches de B. cinerea.

23



SRR ) Tt gosie

Figure 12 : Disposition des fraises sur des caillebottis en
plastique pour le test d’agressivité des souches de B. cinerea.
Sur chaque rangée verticale de fraises, une souche différente
est testée (Source : INRA, 2011).

Figure 13 : Disposition des pommes sur des plateaux porte-pots pour le test
d’agressivité des souches de B. cinerea. Sur chaque rangée verticale de
pommes, une souche différente est testée (Source : INRA, 2011).



Le test de Kruskal-Wallis permet d’étudier I’effet traitement par Serenade® Max sur la taille
des lésions causées par B. cinerea sur feuilles de tomate et de laitue, puis la comparaison deux
a deux des modalités de traitement est effectuée grace au test de Kolmogorov-Smirnov.

Le test de corrélation par rang de Spearman permet d’étudier les relations entre les indices
d’attaque des souches sur différents organes qui sont la tige ou la feuille de tomate d’une part
et les feuilles de tomate ou de laitue d’autre part Ce test de corrélation permet également de
tester le lien entre I’agressivité de 20 souches de B. cinerea (sur feuilles de tomate ou de
laitue) et le contrble de ces souches par le produit Serenade® Max et de comparer les taux de
protection conférés par les deux agents de lutte biologique étudiés : M. dimerum et Serenade®
Max.

VII) Agressivité de B. cinerea sur différentes especes végétales
Pour compléter les précédents tests d’agressivité nous avons comparé I’agressivité de dix

souches de B. cinerea, choisies parmi les 41 souches étudiées (annexe I1), sur différents tissus
végétaux (en plus des tiges et des feuilles de tomate) qui sont les pétales de pécher et de
cerisier, les feuilles de basilic, les disques foliaires (20 mm de diametre) de pomme-de-terre,
de tabac, de laitue et de fraise et deux fruits : la fraise et la pomme.

Les organes foliaires et les pétales sont disposés dans des boites en plexiglas transparentes
(125x185 mm) a raison de 8x5 (Longueur x largeur) disques foliaires ou pétales par boite et
5x4 (L x 1) feuilles par boite pour le basilic. Les fruits de fraise sont disposés sur des
caillebotis en plastique (5x3 fraises par souche ; fig. 12) et les pommes sur des plateaux porte-
pots (3x3 pommes par souche ; fig. 13).

Les organes foliaires sont inoculés a partir d’implants mycéliens des souches de B. cinerea.
Pour chaque souche quatre organes foliaires sont inoculés par boite et chaque souche est
inoculée dans trois boites distinctes. Les pétales et les fruits sont inoculés a partir de
suspensions de spores dosées & 10° spores/ml. Les volumes inoculés sont respectivement de
2 ul, 5 ul et 10 ul pour les pétales de fleurs, les fraises et les pommes. Avant I’inoculation des
fruits, une blessure (de 5 mm a I’extrémité des fraises et de 10 mm sur deux cOtés opposés
d’une pomme) est réalisée a I’aide d’un cbne jaune de pipette afin de favoriser I’attaque par
I’agent pathogéne. Les organes végétaux sont ensuite incubés en chambre climatisée (21°C,
photopériode de 14 h).

Pour les organes foliaires et les pétales, des photographies des boites sont prises selon les
tissus végétaux 24, 48 ou 72 h apreés I’inoculation (tab. 3). Elles sont analysées par le logiciel
Assess 2.0 (APS Press) afin de déterminer la surface attaquée par les différentes souches (en
mm?). Par souche, la moyenne des quatre valeurs de surfaces attaquées est calculée pour
chaque boite. A partir de ces moyennes un indice d’attaque est calculé, selon la formule
précédemment exposée pour I’agressivité des souches de B. cinerea sur feuilles de tomate et
de laitue.

Pour les fruits, la taille de la Iésion (en mm) est mesurée quotidiennement jusqu’a cing ou
sept jours apres inoculation. L’aire sous la courbe de progression de la maladie (AUDPC) est
ensuite calculée et permet d’estimer un indice d’attaque selon la formule suivante :

Pour chaque souche et chaque espece végétale, trois répétitions indépendantes du test sont
réalisées. Des moyennes des indices d’attaque sont donc calculés.

Le test de Kruskal-Wallis permet de comparer les niveaux d’agressivité des 10 souches de
B. cinerea sur différents organes vegétaux, en considérant la composante “ niveau d’infection’
de I’agressivité, estimée par les indices d’attaque des différentes souches. La concordance
entre les niveaux d’agressivité de ces 10 souches sur tous les organes végétaux est étudiée par
le test de concordance de rang de Kendall (STATISTICA).
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Résultats

1) Etude de I’agressivité des souches de Botrytis cinerea

1) Agressivité de B. cinerea sur plantes de tomate
L’agressivité de 41 souches de B. cinerea est étudiée en considérant quatre composantes qui
sont le temps de latence avant I’infection de I’hbte, le niveau d’infection causé par la souche,
la vitesse de développement des Iésions sur plante et la sporulation.

1.1) Infection des tiges

Le niveau d’infection des tiges par une souche donnée est estimé par un indice d’attaque
(1a). Cet indice d’attaque est calculé a partir des valeurs d’AUDPC obtenues pour chaque
souche testée lors de deux ou trois répétitions indépendantes, en utilisant BC1 comme souche
de référence (lagc1 = 100%).

La distribution des indices d’attaque, sur plantes entiéres, des 41 souches étudiées suit une loi
normale (test de Shapiro-Wilks, W = 0,96, p = 0,16) et I’égalité des variances est respectée
(test de Bartlett, p = 0,39). Une analyse de variance révele que les souches de B. cinerea
étudiées ont des capacités tres variables d’infection des tiges des plants de tomate (fig. 14 ;
ANOVA sur les indices d’attaque, p = 3,56.10"%). Leurs indices d’attaque varient de 1 &
96,6% en couvrant de fagcon continue toute la gamme d’agressivité. Certaines souches ont une
agressivité proche de BC1, qui reste cependant la souche la plus agressive.

En paralléle a ces tests sur plantes entiéres, des tests sur trongons de tiges détachés ont été
réalisés. Les souches de B. cinerea ont des indices d’attaque significativement différents
également sur trongons de tige (ANOVA sur les indices d’attaque, p = 1,27.10™"). Les
niveaux d’infection sur plantes entieres et sur trongons de tiges sont fortement corrélés (fig.
15 ; test de corrélation par rang de Spearman, R = 0,92 ; p < 0,0001), suggérant que le
classement des souches selon leurs niveaux d’agressivité est équivalent entre ces deux tests.
Ainsi le test sur troncons de tiges de tomate peut également étre utilisé pour tester
I’agressivité des souches de B. cinerea.

la trongons de tige (%BC1)

0 20 40 60 80 100

la plantes entiéres (%BC1)

Figure 15 : Corrélation entre les indices d’attaque sur trongons de tiges et sur plantes entieres de tomate
de 41 souches de B. cinerea. Chaque point correspond a la moyenne des indices d’attaque obtenus par
souche avec 2 ou 3 répétitions indépendantes. Les points sont distribués autour d’une droite de
régression avec un coefficient de corrélation Rz = 0,84.

L’indice d’attaque d’une souche se calcule a partir d’une valeur moyenne de I’aire sous la
courbe de progression de la maladie obtenue pour cette souche et traduit donc plusieurs
composantes simultanément, telles que le temps de latence avant I’infection de la plante et la
vitesse de deéveloppement des lésions. En étudiant séparément ces deux composantes, on
constate que le temps de latence avant I’apparition des symptdmes sur tiges de tomate varie
selon la souche de B. cinerea considérée (fig. 16). On obtient deux groupes distincts de
souches homogeénes pour leurs temps de latence. Les souches BC25, BC26 et H6 forment
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Figure 17 : Vitesses de développement des lésions sur tiges de tomate de 37 souches de B. cinerea,
exprimées en millimétres par jour. Chaque barre de I’histogramme correspond a la moyenne de 2 ou 3
répétitions indépendantes pour une souche. Les barres verticales associées correspondent a I’erreur standard.
Chaque série de tests est représentée par une couleur différente. La souche BC1 g est testée dans chaque
série de tests.
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Figure 18: Sporulation sur trongons de tiges de tomate de 41 souches de B. cinerea, exprimée en nombre de
spores produit par gramme de tissu frais. Chaque barre de I’histogramme correspond a la moyenne de 2 ou 3
répétitions indépendantes pour une souche. Les barres verticales associées correspondent a I’erreur standard.
Chaque série de tests est représentée par une couleur différente. La souche BC1 [ est testée dans chaque
série de tests.
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Figure 19: Corrélation entre I’agressivité de 41 souches de B. cinerea sur trongons de tiges de tomate
(représentée par I’indice d’attaque, exprimé en pourcentage) et leur niveau de sporulation, exprimé en
nombre de spores produit par gramme de tissu frais. Chaque point correspond a la moyenne de 2 ou 3
répétitions indépendantes pour une souche. Les points sont distribués autour d’une droite de régression avec
un coefficient de corrélation R2 = 0,66.



un groupe et se distinguent des autres souches par un fort temps de latence. Notons que ces
trois souches possédent une faible capacité d’infection de la tige (fig. 14). On observe
effectivement une corrélation négative hautement significative entre I’indice d’attaque des
souches et leur temps de latence avant I’infection des plants de tomate (test de corrélation par
rang de Spearman, R = -0,89 ; p < 0,0001), suggérant que les souches ayant un fort temps de
latence sont celles qui attaquent le plus difficilement leur héte. Les autres souches ont des
temps de latence trés proches.

On observe également des différences entre les souches de B. cinerea au niveau de la vitesse
de développement des Iésions provoquées sur plantes entiéres de tomate (fig. 17), qui varie de
0,1 mm/j pour la souche BC25, a 18 mm/j pour la souche CVW17-1. Les souches ayant une
vitesse élevée de développement des chancres sur tiges sont celles globalement qui ont un
temps de latence court (test de corrélation par rang de Spearman, R =-0,85 ; p < 0,0001) et un
fort niveau d’infection des tiges (R = 0,96 ; p <0,0001).

1.2) Sporulation des souches de B. cinerea sur tiges de tomate
Il existe une forte diversité de la capacité de sporulation des souches de B. cinerea sur
trongons de tige de tomate (fig. 18). La distribution des données de sporulation n’étant pas
normale, nous ne pouvons pas effectuer de test paramétrique d’analyse de variance. Un test de
Kruskal-Wallis de comparaison des moyennes est donc effectué afin de détecter un éventuel
effet souche sur la sporulation. En raison de la limite imposée par I’outil statistique, les
41 souches de B. cinerea ne peuvent étre analysées conjointement, le test de comparaison des
moyennes est donc realisé pour chacune des cing séries de tests au cours desquelles
différentes souches de B. cinerea sont testées.

Nous observons des différences significatives de sporulation parmi les souches de
B. cinerea pour les cing séries de souches testées (tab. 4), ce qui suggére I’existence d’un effet
souche global sur le niveau de sporulation de cet agent pathogene.

Tableau 4 : Résultats de la statistique de Kruskal-Wallis réalisée pour
étudier I’effet souche sur le niveau de sporulation de B. cinerea, pour
chaque série de tests. L’effet souche est significatif au seuil de 5%.

Séries de Nombrede  Significativité du test de

tests souches Kruskal-Wallis
1 10 p <0,0001
2 10 p <0,0001
3 10 p < 0,0001
4 10 p <0,0001
5 5 p = 0,0002

D’autres parts, les souches de B. cinerea ayant une forte sporulation sont celles qui ont les
indices d’attaque les plus élevés sur tiges de tomate (fig. 19 ; test de corrélation par rang de
Spearman, R = 0,87 ; p < 0,0001).

Nous observons donc une grande diversité de comportements des souches de B. cinerea sur

plantes de tomate. Ces souches présentent-elles également une diversité de développement in
vitro sur milieu PDA, en absence de I’effet lié a I’interaction avec la plante ?
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Figure 20: Corrélation entre la taille du développement mycélien in vitro des souches de B. cinerea, exprimée
en millimétres, et leur agressivité (représentée par les indices d’attaque, exprimés en pourcentage). Chaque
point correspond a la moyenne de 2 ou 3 répétitions indépendantes pour une souche. Les points sont
distribués autour d’une droite de régression avec un coefficient de corrélation R2 = 0,42,

200 -

180 1 I
agleo— e
E 140+ 1} Ea
2 120 1 {_ = ]I_

J B
g 100 T { ‘|i
9 80+
©
@ 60 4
T_G
S 40
20 1 ’_h
0 I%I\ 1 1 T T T T T T T T T T T T T T T 1
e & ®m 8 B 52 F 75838 88 YB3 3R
~ o~
2 2 a9 8 2 < g 8 0 < 2 8 & o & @ g 12
< 0 Ire) = & by = & m e I
5 S o < S o o 5z
(@]

Souches de B. cinerea

Figure 21: Tailles des lésions, a 48 h apres inoculation, occasionnées sur feuilles de tomate par 20 souches de
B. cinerea et exprimées en mm2. Chaque barre de I’histogramme correspond a la moyenne de 3 répétitions
indépendantes pour une souche. Les barres verticales associées correspondent a I’erreur standard.



1.3) Lien entre le niveau d’agressivité sur plantes des souches de B. cinerea et leur
capacité de croissance et de sporulation in vitro sur milieu PDA
Les indices d’attaque des souches de B. cinerea sur tiges de tomate sont corrélés a la taille des
colonies a 4 jours sur milieu PDA : les souches se développant le plus in vitro sont celles qui
ont les indices d’attaque les plus élevés sur plantes (fig. 20 ; test de corrélation par rang de
Spearman, R = 0,67; p < 0,0001). On observe une corrélation moins bonne, quoique
significative, entre les vitesses de croissance des souches in vitro sur milieu PDA et la vitesse
de développement des lésions sur tiges de tomate (test de corrélation par rang de Spearman,
R= 044; p = 0,007), suggérant que certaines souches ne sont pas affectées dans leur
croissance par le passage sur plante.
Une corrélation significative entre le niveau de sporulation sur milieu PDA et sur les

troncons de tige est egalement mise en évidence (R = 0,49 ; p=0,002).

Les 41 souches de B. cinerea testées présentent des niveaux d’agressivité tres divers sur tiges
de tomate ; les souches considérées comme les plus agressives ont un temps de latence court,
des indices d’attaque élevés ainsi qu’une vitesse élevee de développement des Iésions sur tiges
et une forte sporulation sur tissu végétal. De plus, ces souches sont celles qui se développent
le plus rapidement sur un milieu de culture riche. Une telle diversité d’agressivité entre
souches de B. cinerea est-elle également observée sur feuilles de tomate ?

2) Agressivité de B. cinerea sur feuilles de tomate

L’agressivité de B. cinerea sur feuilles de tomate est étudiée sur un sous échantillon de
20 souches parmi les 41 souches testées sur tiges. Sur feuilles de tomate les 20 souches ont
des niveaux d’agressivité proches (fig. 21). Le niveau d’infection des feuilles est estimé par la
mesure de la surface attaquée 48 h aprés I’inoculation et un indice d’attaque par rapport a la
souche BC1 est calculé. On observe une forte corrélation entre I’agressivité de ces 20 souches
sur tiges et sur feuilles de tomate : plus la souche est agressive sur plante et plus elle I’est sur
feuille (fig.22; test de corrélation par rang de Spearman, R = 0,83 ; p < 0,0001). Comme sur
tiges de tomate, on observe une grande diversité d’agressivité entre les souches (ANOVA sur
la taille des lésions, p < 0,0001).

la feuilles (%BC1)

20 4

0 20 40 60 80 100

la plantes (%BC1)

Figure 22: Corrélation entre I’agressivité de 20 souches de B. cinerea (représentée par les
indices d’attaque, exprimés en pourcentage) sur feuilles et sur tiges de tomate. Chaque point
correspond a la moyenne de 2 ou 3 répétitions indépendantes pour une souche. Les points sont
distribués autour d’une droite de régression avec un coefficient de corrélation R2 = 0,56.

Les souches les plus agressives sur tomates sont-elles également les plus agressives sur
d’autres especes végétales ? Pour répondre a cette question, nous avons dans un premier
temps testé 20 souches de B. cinerea sur la laitue et dans un deuxiéme temps 10 souches sur
sept autres especes vegétales.
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Figure 23: Tailles des lésions, a 72 h aprés inoculation, occasionnées sur feuilles de laitue par 20 souches de
B. cinerea et exprimées en mm2. Chaque barre de I’histogramme correspond a la moyenne de 3 répétitions
indépendantes pour une souche. Les barres verticales associées correspondent a I’erreur standard.
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Figure 24: Corrélation entre les tailles des Iésions (exprimées en mm?2) occasionnées par 20 souches de
B. cinerea a 72 h apres inoculation sur feuilles de laitue et a 48 h sur disques foliaires de tomate. Chaque
point correspond a la moyenne de 2 ou 3 répétitions indépendantes pour une souche. Les points sont
distribués autour d’une droite de régression avec un coefficient de corrélation R2 = 0,48.



3) Lien entre I’agressivité des souches de B. cinerea sur plantes de tomate et sur d’autres
espéces végeétales
3.1)  Agressivité de B. cinerea sur feuilles de laitue

L’ agressivité sur feuilles de laitue est estimée pour 20 souches de B. cinerea par la taille des
Iésions (en mm?2) a 72 h.
Remarquons que sur feuilles de laitue les 20 souches ont également des niveaux d’agressivite
trés proches (fig. 23), on obtient cependant un effet souche significatif (ANOVA sur la taille
des lésions, p = 1,51.10™°). Deux groupes de souches se distinguent et le test de Newman-
Keuls indique que les souches H6, BC25, 05A590 et BC26 forment un groupe
significativement distinct des autres souches. Globalement, les souches les plus agressives sur
feuilles de tomate le sont également sur feuilles de laitue (fig. 24 ; test de corrélation par rang
de Spearman, R = 0,69 ; p = 0,0098).
Cependant cette corrélation est plus faible et non significative (R = 0,26 ; p = 0,24) si on ote
de I’analyse les souches BC25, BC26 et H6 qui sont des souches trés peu agressives.
Cela suggere que I’agressivité des souches est moins différenciée sur feuilles de laitue que sur
feuilles de tomate.

3.2) Agressivité de B. cinerea sur différentes especes vegeétales
L’ agressivité de 10 souches de B. cinerea est estimée sur sept especes végétales en plus de la
tomate et de la laitue. Pour la fraise, deux organes sont testés : feuille et fruit.
Les 10 souches testées présentent des niveaux d’agressivité significativement différents sur
chacun des tissus végétaux testés (tab. 5). Leurs niveaux d’agressivité sont plus semblables
sur certains organes, notamment sur fruits (fraises et pommes) et sur pétales (cerisier et
pécher) (fig. 25, p 29). Remarquons que ces quatre organes sont globalement plus sensibles
aux souches de B. cinerea testées, avec des niveaux d’agressivité relativement plus élevés que
sur les autres organes.
On observe également un effet significatif du tissu végétal hote sur le niveau agressivité d’une
souche donnée (la mesuré par rapport a BC1), quelque soit la souche (tab. 5), suggérant que la
capacité d’infection d’une souche différe selon la plante héte.
Une association significative des niveaux d’agressivité des 10 souches de B. cinerea sur les
différents tissus hotes est mise en évidence (test de concordance de rang de Kendall entre les
niveaux d’agressivité des 10 souches sur les différents tissus vegétaux : Rmoyen = 0,66,
W =0,69; p <0,001). Cela suggere que la distribution des niveaux d’agressivité des souches
est globalement équivalente sur tous les tissus végétaux testés. On observe en effet que les
souches tres agressives sur un organe donné le sont également sur un autre organe (ex. BC1,
B0510). De méme, les souches peu agressives le sont sur tous les organes (ex. H6, BC25,
BC26) (fig. 26, p 29).

Les souches de B. cinerea étudiées ont donc des niveaux d’agressivité trés variables sur les

différents hotes testés. Le niveau de protection conféré par des agents de lutte biologique est-
il variable selon les souches et corrélé a leur niveau d’agressivité ?
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Tableau 5 : Mesure de I’agressivité par rapport a BC1 (1a%) de 10 souches de B. cinerea, sur différents tissus végétaux et résultats de la statistique de Kruskal-
Wallis de I’effet souche par plante (en vertical) et de I’effet plante par souche (en horizontal) sur ces mesures d’agressivité (significativité au seuil de 5%)

Tomate Tomate Pomme . Fraise Fraise . .. Kruskal-

tige feuille Tabac deterre Laitue feuilles fruits Basilic Pomme Pécher Cerisier Wallis p =
BC1 1000 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0
BC21 34,8 56 92.5 91,6 74.5 382 91 73,3 88,2 72 88,7 0
BC25 10 203 168 157 169 107 607 20 512 644 47 0
BC26 3.6 73 69 124 167 79 683 78 82 371 511 0
H6 1.5 56 5.5 L5 3.3 0,5 30 25 294 72 444 0
SAS56 605354 367 657 81,5 482 391 943 1099 957 812 868 0
SAS405 16.8 302 304 77.1 52.9 3,2 109,6 60,1 89,6 1124 86,5 0
B0510 301200 92 82 128 57 6L1 1147 1068 743 1176 895 0
T4 33,7957 47.7 56,2 84,7 76.1 674 62,7 72,8 97,7 98.6 559 0
05A590 227502 562 58,1 106,9 12,6 246 111,1 1123 103,7 935 79 0

Kruskal-
Wallis p = 0 0 0 0,0001 0 0 0 0 0 0 0
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Figure 26: Distribution des niveaux d’agressivité (valeurs minimum, maximum et médiane) par souche de
B. cinerea pour les espéces végétales testées. Les « moustaches » représentent les valeurs maximales et
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boite. La valeur médiane (50% des effectifs) est représentée par un carré a I’intérieur de la boite. La valeur du

3°™ quartile correspond au trait supérieur de la bofte.
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Tableau 6 : Effet du traitement avec M. dimerum sur la latence, la vitesse de développement des Iésions et la
sporulation des souches de B. cinerea. Des lettres différentes indiquent des différences significatives au seuil
de 5% (test de Kolmogorov-Smirnov). Le test de Kruskal-Wallis est également significatif au seuil de 5%.

Sporulation (spores/g de tissu

Latence (jours) Vitesse (mm/j) frais)
T 41 a 89 a 6,9.10° a
6 6
L1310 45 b 77 b 58.10° b
7 6
L1310 5¢ 35 ¢ 2,9.10° ¢
Kruskal-
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Figure 27: Taux de protection conférés par M. dimerum & 10° spores/ml (A) et 10 spores/ml (B) contre les
souches de B. cinerea et exprimés en pourcentage. Chaque barre de I’histogramme correspond a la moyenne
de 2 ou 3 répétitions indépendantes pour une souche. Les barres verticales associées correspondent a I’erreur
standard. Chaque série de tests est représentée par une couleur différente. La souche BC1 [Test testée dans



1) Efficacité de la lutte biologique

1) Sensibilité des souches de B. cinerea a M. dimerum
Quarante et une souches de B. cinerea sont étudiées pour leur sensibilité a M. dimerum. Deux
concentrations de cet agent de lutte biologique sont testées: 10° et 10’ spores/ml (soit
respectivement des rapports de concentrations de 1/1 et 1/10 entre I’agent pathogene et I’agent
de lutte biologique).

1.1) Diversité de la protection conférée par I’agent de lutte biologique
A partir des valeurs d’AUDPC obtenues pour chaque souche de B. cinerea en présence de
M. dimerum & 10° et 10 spores/ml, des taux de protection ont été calculés, qui reflétent
I’efficacité de I’agent de lutte biologique a contréler les souches de I’agent pathogene. Cette
protection de 1’hdte conférée par M. dimerum est étudiée uniquement dans le cas des souches
suffisamment agressives pour attaquer la plante ; ainsi les souches BC25, BC26 et H6 sont
retirées des analyses car elles sont trés peu agressives, quelque soit leur hote.

Microdochium dimerum permet d’augmenter de maniére significative le temps de latence
avant I’infection des plantes de tomate et de réduire la vitesse de développement des Iésions et
la sporulation des souches de B. cinerea par rapport a la modalité témoin, sans application de
I’agent de lutte biologique (tests de Kruskal-Wallis de I’effet global du traitement, p < 0,0001
pour les trois composantes de I’agressivité citées). L’application de M. dimerum a
107 spores/ml permet un contrdle significativement plus efficace des souches de B. cinerea
(tab. 6) qu’a la dose de 10° spores/ml.

Dans le cas de I’application de M. dimerum, sur plantes entieres de tomate, a une

concentration de 10° spores/ml on observe une distribution normale des taux de protection
(test de Shapiro Wilks, W = 0,97 ; p = 0,31) et I’égalité des variances est respectée (test de
Bartlett, p = 0,90). Une analyse de variance sur les taux de protection révele un effet souche
significatif (ANOVA, p = 0,0001). Les taux de protection varient de -1,2% pour la souche
BC73, a 100% pour les souches 06C111 et 05A550 (fig. 27A). La médiane se situe a 45% et
la moyenne des taux de protection pour I’ensemble des souches est de 47+12%.
Notons qu’a cette concentration il existe parfois une trés forte variabilité intra-souche de
I’efficacité de I’agent de lutte biologique. Cette diversité d’efficacité pourrait étre due a une
forte variabilité entre les différents tests réalisés notamment d’un point de vue de I’agressivité
globale de ces tests, mesurée a partir de la souche de réference BC1, utilisée a chaque
répétition des tests. En effet les valeurs d’AUDPC de BC1lvarient de 85 & 230 selon les tests
effectues.

Lorsque M. dimerum est appliqué & une concentration de 10" spores/ml (dose prévue pour
I”’homologation du produit AntiBot) on distingue des différences de protection de la tomate
conférée par I’agent de lutte biologique moins marquées entre les 41 souches de B. cinerea
(fig. 27B). On observe globalement une bonne protection par M. dimerum avec des taux de
protection des plantes qui varient de 60 a 100%. La médiane se situe a 90% et le taux de
protection moyen pour I’ensemble des souches est de 86,8+8,1%.

Remarquons que la souche BC73 est également la moins bien contrblée & cette concentration
de I’agent de lutte biologique.
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Figure 28: Inhibition de la sporulation de 40 souches de B. cinerea en présence de M. dimerum & 10’
spores/ml, exprimée en pourcentage. Chaque barre de I’histogramme correspond a la moyenne de 2 ou 3
répétitions indépendantes pour une souche. Les barres verticales associées correspondent a I’erreur standard.
Chaque série de tests est représentée par une couleur différente. La souche BC1 =3 est testée dans chaque
série de tests.
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Figure 29: Corrélation entre I’agressivité par rapport a BC1 des souches de B. cinerea et le niveau de
protection conféré par M. dimerum appliqué & 10° spores/ml sur trongons de tiges de tomate. Chaque point
correspond a la moyenne de 2 ou 3 répétitions indépendantes pour une souche. Les points sont distribués
autour d’une droite de régression avec un coefficient de corrélation R2 = 0,13.

Tableau 7 : Effet des différents traitements de Serenade® Max sur I’infection des feuilles de tomates par 19
souches de B. cinerea et sur les taux de protection conférés par I’agent de lutte biologique. Des lettres
différentes indiquent des différences significatives au seuil de 5% (test de Kolmogorov-Smirnov). Le test de
Kruskal-Wallis est également significatif au seuil de 5%.

Traitement | Surface lésée a 48 h _ Taux d: protection ( )
(mm2) Min. Max. Médiane  Moyenne + ES
T 102 a - - - -
Ser 0,2 J-2 63 b 8 59 40 37+3
Ser 0,20 53 b 20 70 51 47+3
Ser 0,8 J-2 34 ¢ 41 85 66 65+3
Ser 0,8 J0 41 ¢ 37 86 60 60+3

Kruskal-Wallis p=0




Malgré des bons taux de protection des plantes, certaines souches de B. cinerea sporulent
10 jours aprés I’inoculation en présence de M. dimerum & 10’spores/ml. L’inhibition de la
sporulation de B. cinerea varie selon les souches de 34 a 100% d’inhibition par rapport a la
présence de B. cinerea seul, suggérant que des souches dont le developpement est
partiellement inhibé par I’agent de lutte biologique sont capables de produire d’importantes
quantités de spores (fig. 28).

Les 41 souches de B. cinerea étudiées ont une sensibilité variable a I’agent de lutte biologique
M. dimerum. Cette différence de sensibilité est-elle liée aux différences d’agressivité
constatées parmi les souches de I’agent pathogene ?

1.2) Lien entre I’agressivité des souches de B. cinerea et la protection conférée
par M. dimerum
Les souches de B. cinerea qui sont peu agressives (faibles la) sont mieux contrblées par
M. dimerum appliqué & 10° spores/ml que des souches plus agressives. Ceci est Vérifié sur
trongons de tige pour lesquels on obtient une corrélation nettement significative (fig. 29 ; test
de corrélation par rang de Spearman, R = - 0,69; p < 0,0001); cette corrélation n’est
cependant pas significative sur plantes entiéres de tomate (R =-0,32 ; p = 0,051).

De méme, les souches qui sporulent beaucoup sur troncons de tiges de tomate sont
significativement moins bien contrélées par M. dimerum que celles qui sporulent peu
(R=-0,66; p <0,0001).

Enfin, le niveau de protection conféré par M. dimerum & 10° spores/ml contre les souches
de B. cinerea ne semble pas lié a la vitesse de développement des lésions sur tiges de tomate
(R = -0,15; p =0,396), suggérant que les souches provoquant rapidement d’importantes
Iésions ne seraient pas moins bien contr6lées que les autres par I’agent de lutte biologique.

Les résultats obtenus montrent que les souches de B. cinerea ont des niveaux de sensibilité
variables a I’agent de lutte biologique M. dimerum et que la moindre sensibilité de B. cinerea
a cet agent de lutte biologique est liée a I’agressivité de la souche considérée. Les souches de
B. cinerea présentent-elles également une sensibilité variable a Serenade® Max, dont le mode
d’action est différent ? Existe-t-il un lien entre la sensibilité a cet agent de lutte biologique et
I’agressivité des souches de B. cinerea ? Enfin, les souches moins sensibles a M. dimerum
sont-elles également moins sensibles a Serenade® Max ?

2) Sensibilité de B. cinerea au produit a base de B. subtilis, Serenade® Max
Pour répondre a la précédente question, le produit Serenade® Max est testé sur deux hotes
différents, en prenant un sous échantillon de 20 souches parmi les 41 souches de B. cinerea
précédemment étudiées. Deux concentrations et deux dates d’application du produit sont
testées, soit cing modalités en comptant la modalité témoin non traité.

2.1) Agressivité de B. cinerea sur feuilles de tomate et sensibilité au produit
Serenade® Max
Nous observons un effet significatif du produit Serenade® Max sur la taille des lIésions
causées par les souches de B. cinerea (test de Krsuskal-Wallis sur I’effet traitement,
p < 0,0001).
Le traitement est plus efficace contre les souches de B. cinerea lorsqu’il est appliqué a la
concentration forte de 0,8%, les taux de protection étant alors meilleurs (tab. 7).
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Figure 30: Distribution des niveaux d’agressivité sur feuilles de tomate (A) et de laitue (B), estimés par la
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On ne distingue par contre pas d’effet du moment d’application du produit sur I’efficacité de
I’agent de lutte biologique, quelle que soit la dose utilisée (fig. 30A, tab. 7).
Pour chaque traitement, on observe des différences significatives de niveaux d’attaque selon
les souches (fig. 30A : ANOVA sur la taille des Iésions a 48h, p < 0,0001).

La protection conférée par le produit Serenade® Max n’est pas corrélée a I’agressivité des
souches de B. cinerea, quelle que soit la modalité de traitement (test de corrélation par rang de
Spearman, K< 0,2 ; p > 0,05). En est-il de méme sur feuilles de laitue ?

2.2) Agressivité de B. cinerea sur feuilles de laitue et sensibilité au produit
Serenade® Max
Les résultats sont globalement similaires & ceux obtenus sur feuilles de tomate. L’effet du
traitement sur la taille des lésions est significatif (test de Kruskal-Wallis sur I’effet traitement,
p < 0,0001); on observe pour chaque traitement un effet souche sur la taille des lésions
(fig. 30B : ANOVA sur la taille des Iésions, p < 0,0001). Le traitement confére une meilleure
protection contre les souches de B. cinerea a la dose de 0,8% mais on n’observe pas d’effet de
son moment d’application (tab. 8). On observe cependant une distribution plus étalée des
niveaux d’agressivité sur feuilles de laitue, avec un effet souche moins marqué que sur
feuilles de tomate.
Comme sur feuilles de tomate, la corrélation entre I’agressivité des souches et la
protection conférée par I’agent de lutte biologique n’est pas significative, quelle que soit la
modalité de traitement.

Tableau 8 : Effet des différents traitements de Serenade® Max sur I’infection des feuilles de
laitues par 20 souches de B. cinerea et sur les taux de protection conférés par I’agent de lutte
biologique. Des lettres différentes indiquent des différences significatives au seuil de 5% (test
de Kolmogorov-Smirnov). Le test de Kruskal-Wallis est également significatif au seuil de 5%.

Traitement Surface lésée a 72 h Taux de protection
(mm?2) Min. Max. Médiane Moyenne + ES
T 456 a - - - -
Ser 0,2 J-2 360 b -25 64 21 23+6
Ser 0,2 JO 324 b -17 73 30 29+5
Ser 0,8 J-2 256 ¢ -7 80 46 45+5
Ser 0,8 JO 230 ¢ 10 90 52 49 +6
Kruskal-Wallis p=0

2.3) Relation entre le niveau de protection conferé par M. dimerum et celui
conféré par Serenade® Max vis-a-vis de B. cinerea

On n’observe pas de corrélation significative entre les taux de protection conférés par
M. dimerum sur plantes entiéres de tomate et ceux conférés par Serenade® Max sur feuilles
de tomate, quelle que soit la dose des agents de lutte biologique appliquée et quel que soit le
moment d’application du produit Serenade® Max (tests de corrélation par rang de Spearman,
p > 0,05). Parmi les souches de B. cinerea bien contrélées sur tiges de tomate par M. dimerum
a 107 spores/ml, on observe une grande diversité de la protection des feuilles par Serenade®
Max, quelles que soient ses modalités d’application (J-2 ou JO ; 0,2% ou 0,8%).
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Figure 31 : Etat a 4 jours de la confrontation entre Botrytis cinerea (souche
BC1) et M. dimerum (souche L13) sur milieu PDA. Aucune zone
d’inhibition de la croissance de BC1 n’est observée (Source : INRA, 2011).



Discussion

Cette étude met en évidence une différence de sensibilité a des agents de lutte biologique
agissant par d’autres modes d’action que I’antibiose, parmi différentes souches de I’agent
pathogéne B. cinerea. En effet, I’évaluation de 41 souches de B. cinerea de diverses origines
géographiques a révélé qu’elles ne sont pas toutes affectées de la méme maniére par
M. dimerum, champignon antagoniste dont le mode d’action probable est la compétition
nutritive (Ladvie, 2003). Certaines souches présentent une sensibilité moindre a cet agent de
lutte biologique. C’est le cas en particulier de la souche BC73, qui s’avére la moins bien
contr6lée aux deux concentrations testées de M. dimerum et dont la sporulation est peu
inhibée par la présence de I’agent de lutte biologique. Ces résultats suggerent qu’il existe des
isolats naturellement moins sensibles a M. dimerum dans les populations naturelles de I’agent
pathogéne B. cinerea. Au cours de cette étude, nous avons également mis en évidence une
diversité de la sensibilité de B. cinerea a la bactérie Bacillus subtilis, substance active du
produit Serenade® Max et dont le mode d’action serait multiple (Paulitz & Bélanger, 2001 ;
Levasseur et al., 2005).

Trés peu d’études ont mis en évidence une telle diversité de la sensibilité de différents
isolats d’un agent pathogene a un agent de lutte biologique. Les quelques études qui existent
sur ce sujet concernent principalement des différences de sensibilité a des antibiotiques
produits par des microorganismes (Ajouz et al., 2011 ; Mazzola et al., 1995 ; Schouten et al.,
2004). La seule étude comparable, sur la sensibilité a un agent de lutte biologique agissant par
compétition nutritive, est celle de Buck et Jeffers (2004) qui ont montré des différences de
sensibilité a la levure antagoniste Rhodotorula glutinis PM4, parmi 29 isolats de B. cinerea.
Cependant, méme si cette levure semble agir par compétition nutritive (Buck & Jeffers,
2004), elle produit des sidérophores (acide rhodotorulique) qui ont un effet direct sur la
germination des spores de B. cinerea (Sansone et al., 2005). La différence de sensibilité a
cette levure est-elle liée a une différence de la capacité germinative des souches de B. cinerea
en présence de I’acide rhodotorulique ?

La sensibilité de diverses souches d’oidium du melon a un extrait de plante agissant par
induction des mécanismes de défense des plantes a également été étudiée (Bardin et al.,
2011). Les auteurs ont mis en évidence une différence de sensibilité a I’extrait de Fallopia
sachalinensis parmi 52 isolats de Podosphaera xanthii et 5 isolats de Golovinomyces
cichoracearum. Le niveau de sporulation de ces nombreux isolats est differemment affecté
par le traitement des feuilles de melon avec I’inducteur des mécanismes de défense des
plantes. En plus d’induire les mécanismes de défense des plantes (Daayf et al., 1995), cet
extrait de plante a un effet direct sur la germination des spores de certains agents pathogenes
(Randoux et al., 2006). La différence de sensibilité observée est-elle liée a une moindre
sensibilité de certains isolats aux molécules de défense produites suite a I’application de
I’agent de lutte biologique ou est-elle due a I’effet direct de I’extrait de plante qui affecte
differemment les souches de I’agent pathogene ?

Dans le cas étudié ici, le champignon antagoniste M. dimerum ne présente pas d’effet direct
vis-a-vis de B. cinerea (fig. 31). La différence de sensibilité a M. dimerum, observée parmi les
souches de B. cinerea, est donc probablement due a une capacité différente de ces souches a
utiliser les nutriments présents sur la plante, au niveau des plaies d’effeuillage qui sont les
cibles préférentielles de I’agent pathogene sur la tomate.

Les résultats obtenus dans cette étude indiquant qu’il existe une corrélation entre I’agressivité
des souches de B. cinerea et leur sensibilitt a M. dimerum vont dans le sens de cette
hypothése. Nos résultats suggérent en effet que plus une souche est agressive (fort indice
d’attaque, forte sporulation) et plus elle est capable de contourner I’effet de M. dimerum et
donc moins la plante hote est protégée. On peut donc penser que plus une souche est
agressive, plus elle se développera rapidement sur plante, et donc plus elle pourra utiliser
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Figure 32 : Etat a 4 jours de la confrontation entre Botrytis cinerea (souche
BC1) et Serenade® Max sur milieu PDA. On observe une zone d’inhibition
de la croissance de BC1, au contact de la bactérie (Source : INRA, 2011).



efficacement les nutriments du milieu. Plus une souche est agressive et moins elle devrait
donc étre affectée par un éventuel agent de lutte biologique agissant par compétition nutritive.
Cependant, méme si la corrélation globale que nous avons obtenue entre I’agressivité de
B. cinerea et la protection conférée par M. dimerum sur trongcons de tige est tres significative
(R=-0,69; p<0,0001), nous devons nuancer nos resultats. Tout d’abord, cette corrélation
n’est pas vérifiée sur plantes entiéres de tomate (R = -0,32; p = 0,051). De plus la souche
BC73, qui comme nous I’avons vu est la moins bien contr6lée par M. dimerum, n’est pas la
souche la plus agressive parmi les 41 souches de B. cinerea étudiées (lagc7z = 59,3). Cela
suggere que d’autres facteurs que la capacité d’infection d’une souche ont un effet sur la
sensibilité de B. cinereaa M. dimerum.

Par contre, aucune corrélation entre I’agressivité des souches de B. cinerea et la sensibilité a
Serenade® Max n’a été observee. Ce résultat n’est pas surprenant étant donné le mécanisme
d’action assez complexe de cette bactérie (Paulitz & Belanger, 2001 ; Levasseur et al., 2005).
En effet, en plus d’une possible implication de la compétition nutritive, cette bactérie agirait
par induction des mécanismes de défense des plantes mais également par antibiose (fig.32).
Etant donne que B. cinerea est capable de contourner I’effet de molécules toxiques, naturelles
ou synthétiques (voir synthése bibliographique, p 11), on peut se demander si la moindre
sensibilité de I’agent pathogéne a cette bactérie est liée a une moindre sensibilité aux
molécules de défense produites par la plante ou a des antibiotiques synthétisés par I’agent de
lutte biologique.

Dans une précédente étude, Ajouz et al. (2011) ont déterminé les niveaux de sensibilité a la
pyrrolnitrine de 204 souches de B. cinerea, dont les 41 souches présentées ici ; I’émergence
chez B. cinerea d’une résistance a cet antibiotique produit par un agent de lutte biologique a
été observée. Par contre, on n’observe pas de corrélation entre la sensibilité des souches de
B. cinerea a Serenade® Max et a la pyrrolnitrine. Ajouz et al. (2011) ont montré qu’il n’y a
pas non plus de lien entre I’agressivité des souches de B. cinerea et leur sensibilité a la
pyrrolnitrine. Les mécanismes de résistance de B. cinerea a cet antibiotique et aux toxines
produites par Bacillus subtilis sont donc probablement différents.

En outre, nous n’avons pas mis en évidence de corrélation entre la sensibilité de 41 souches
de B. cinerea a M. dimerum et a la pyrrolnitrine (R = 0,46 ; p = 0,06 et R = 0,22 ; p = 0,40
dans le cas de I"application de M. dimerum respectivement & 10° et 10" spores/ml). La réponse
des souches de B. cinerea aux différents mécanismes d’action mis en place par ces agents de
lutte biologique semble donc différente.

De plus, nous avons montré que les niveaux de protection conférés par chacun des deux
agents de lutte biologique M. dimerum et Serenade® Max ne sont pas corrélés.

L’ensemble de de ces resultats est intéressant du point de vue de la durabilité du contréle
biologique, puisqu’ils semblent indiquer que le fait pour un agent pathogéne d’étre moins
sensible envers un antagoniste ne le rend pas moins sensible a un autre agent de lutte
biologique de mode d’action différent.

L’effet de I’agressivité d’un agent pathogene sur I’efficacité du contréle biologique a éeté
tres peu étudié. La seule étude réalisée sur le sujet est celle de Buck et Jeffers (2004) qui
étudient le controle de B. cinerea par la levure Rhodotorula glutinis. Ces auteurs n’ont pas
établi de corrélation significative entre I’agressivité des souches de B. cinerea et I’efficacité
de la protection conférée par R. glutinis sur géraniums. Rhodotorula glutinis s’avere capable
de contréler des isolats ayant des niveaux d’agressivité trés variés, et parmi les isolats de
B. cinerea les moins bien contrélés par I’agent de lutte biologique certains sont tres peu
agressifs. Cela corrobore le fait que cette levure n’agit pas seulement par compétition nutritive
sensu stricto, et que I’acide rhodotorulique a probablement un effet direct sur son efficacité in
planta (Sansone et al., 2005). Il serait d’ailleurs intéressant d’évaluer s’il y a un lien entre le
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niveau de sensibilité de B. cinerea a cette levure et son niveau de sensibilité a d’autres agents
de lutte biologique producteurs de toxines.

Nos travaux ont également mis en évidence une importante diversité des composantes de
I’agressivité parmi les 41 souches de B. cinerea testées; ce champignon phytopathogéne
présente donc une gamme d’agressivité tres étendue. Une telle différence d’agressivité des
souches de B. cinerea a déja été montrée dans de précédentes études sur vigne, tabac, tomate
et haricot vert (Tiedemann et al., 1997 ; Martinez et al., 2003 ; Decognet et al., 2009). Les
souches les plus agressives sont celles qui ont les indices d’attaque les plus élevés, associés a
un temps de latence court, une vitesse élevée de développement des Iésions et qui sporulent
beaucoup. Des résultats similaires ont été obtenus par Miller et al. (1998) qui ont mis en
évidence des niveaux d’agressivité tres variés parmi 22 isolats de Phytophtora infestans. Ils
ont montré que les isolats les plus agressifs sont ceux ayant des fortes valeurs d’AULEC
(Area Under the Lesion Expansion Curve) et de taille de Iésions, un niveau de sporulation
élevé, et un temps de latence court.

Nos résultats montrent que les souches de B. cinerea les plus agressives sur plants de tomate
(la élevés) sont celles dont la croissance mycélienne sur milieu PDA est la plus importante.
Cela va a I’encontre des résultats obtenus par Martinez et al. (2003), qui ont mis en évidence
une corrélation négative significative entre la croissance mycélienne de B. cinerea sur milieu
PDA et son pouvoir pathogéne sur vigne et tabac, suggérant que les souches trés agressives
ont une vitesse de croissance mycélienne plus faible que des souches moins agressives. Ces
résultats contradictoires ont cependant été obtenus avec des systemes de test et des hotes tres
différents. Martinez et al. (2003) ont étudié I’agressivité des souches de B.cinerea a partir
d’implants mycéliens déposés sur feuilles de vigne et tabac, tandis que pour notre étude, des
plaies sur tiges de tomate ont été inoculées avec des suspensions de spores de I’agent
pathogene. La capacité a infecter ces différents hotes nécessite peut-étre la mise en place de
mécanismes d’infection différents chez B. cinerea. Le test de I’ensemble de nos souches sur
ces plantes hotes permettrait de veérifier cette hypotheése.

Nos résultats indiquent que le niveau d’agressivité d’une souche peut varier selon la plante
hote testée. Ainsi on observe moins de différences d’agressivité des souches sur feuilles de
laitue que sur feuilles de tomate, et le spectre d’agressivité est encore plus réduit sur pétales
de fleurs ou sur fruits de pommes et fraises. On peut supposer que ces différences
d’agressivité des souches selon I’héte sont liées a des barriéres physiques qui different selon
la nature de I’organe végétal. Ainsi sur feuilles de tomate, dont la cuticule est plus épaisse que
celles de laitue, on observe davantage de différences d’agressivité entre les souches puisque
les souches moins agressives sont moins capables d’infecter ces organes. Sur feuilles de laitue
on observe peu de différences entre les souches, car méme les souches les moins agressives
sont capables de franchir les barriéres physiques de ces feuilles semblant plus fragiles. 1l en
est probablement de méme sur les pétales.
Les mécanismes de défense de la plante pourraient également jouer un role lors de son
infection par I’agent pathogéne. En effet, on observe une différence de mise en place des
mécanismes de défense selon I’état physiologique de la plante (Whalon, 2005). On peut donc
supposer que des différences de mise en place de ces mécanismes existent entre organes
différents (feuille vs. tige vs. pétale vs. fruit), d’ou une plus ou moins grande homogénéité de
I’agressivité des souches de B. cinerea selon I’organe végétal attaqué.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Miller et al. (1998) qui ont mis en évidence une
difference d’agressivité entre cinq isolats de Phytophtora infestans selon I’organe végetal
hote. Ils ont montré une différence significative de sporulation entre les cing isolats lorsque
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Tableau 9 : Niveaux d’agressivité, estimés par I’indice d’attaque (la en % par rapport a la souche de
référence BC1) sur plantes de tomate de 229 souches de B. cinerea selon leur hote d’origine. Des lettres
différentes indiquent des différences significatives au seuil de 5% (test de Newman-Keuls de comparaison
des moyennes).

Nombre de Moyenne £ ES Minimum maximum médiane
souches

Total 229 498+ 1,7 0 120 51,3
Tomate 96 60,2+2,4 a 1 111 62,4
Non plante 69 49,731 b 0 120 49,2
Autres plantes* 32 442+37 b 0 98 41,4
Vigne 32 244+19 ¢ 3 46 26,1

ANOVA p=4.10"

* Autres plantes : Fraise, Primula, Cerise, Poinsettia, Rose, Gerbera, Hortensia



ces derniers sont inoculés sur plantes entieres de pomme-de-terre alors que les niveaux de
sporulation ne sont pas significativement différents sur folioles détaches.

Malgré cette différence d’agressivité des souches selon le matériel végétal hote, nos résultats
indiquent que globalement des souches tres agressives sur un hote le sont également sur un
autre (cas de la souche de référence BC1) et inversement des souches peu agressives auront
tendance a I’étre vis-a-vis de tous les hétes (cas de la souche H6). Ces résultats suggerent que
plus une souche est agressive plus elle semble capable d’infecter un grand nombre de plantes
hotes et donc que I’agressivité d’une souche serait liée a sa capacité d’infection de différentes
especes végétales.

Cette hypothese ne va pas dans le sens d’études récentes de génétique des populations qui

suggerent une préférence d’hdte chez B. cinerea. Par exemple, les souches échantillonnées sur
vigne sont génétiquement différentes de celles échantillonnées sur ronces (Fournier & Giraud,
2008), de méme des souches prélevées sur plantes de tomate sous serre sont genétiquement
différentes des souches prélevées sur ronces et vigne (Decognet et al., 2007). De plus, en
compilant les résultats issus de ce travail et ceux obtenus précédemment par I’équipe de
mycologie de I’INRA d’Avignon, il apparait que les niveaux d’agressivité des souches de
B. cinerea dont I’hdte d’origine est la tomate sont les plus agressives une fois inoculées sur
plantes de tomate (tab. 9). Les souches issues de plantes de tomate seraient donc mieux
adaptées que les autres pour infecter cet hote. Les souches provenant de substrats non
agricoles s’averent également significativement plus agressives sur plantes de tomate que
celles échantillonnées sur vigne. De plus, ces souches présentent un niveau moyen
d’agressivité équivalent a la moyenne d’agressivité de I’ensemble des 229 souches testées (la
proche de 50%). Cela suggere que ces souches collectées essentiellement dans I’air et dans
des précipitations (pluie, neige) sont probablement issues d’une population de spores
d’origines tres diverses (hétes et substrats différents). Des études de phylogénie moléculaire
sont en cours au laboratoire pour déterminer le niveau de ressemblance génétique entre ces
souches et celles isolées a partir de plantes.
Toutefois notre étude ne permet pas de conclure définitivement concernant I’existence ou non
d’une préférence d’hote selon I’origine des souches ; d’autres études doivent étre menées, en
considérant un plus large échantillon de souches provenant d’un méme habitat avec des tests
d’inoculation sur d’autres plantes que la tomate.
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Conclusion et perspectives

Au cours de ces dernieres années, beaucoup d’efforts ont été réalisés pour la recherche
d’agents de lutte biologique contre les agents phytopathogenes. De nombreuses études sont
menées sur les facteurs d’efficacité de ces agents de lutte biologique et pour la compréhension
de leurs modes d’action. Cependant, les études concernant la durabilité de cette méthode de
lutte sont trés rares.

L’étude présentée ici a permis de mettre en évidence une importante diversité de sensibilité
aux agents de lutte biologiques Microdochium dimerum, qui agit par compétition nutritive, et
Bacillus subtilis (Serenade® Max), qui agit selon un mode d’action complexe, incluant
I’induction des mécanismes de défense de la plante héte, parmi respectivement 41 et 20
souches de B. cinerea. Cette diversité de sensibilité pourrait étre un facteur clé de I’érosion de
I’efficacité de la protection biologique, puisqu’elle suggére I’existence d’isolats naturellement
moins sensibles a ces agents de lutte biologique dans les populations de I’agent pathogene.

Les niveaux d’agressivité tres variables des souches de B. cinerea pourraient expliquer la
différence de sensibilité de ces souches a M. dimerum. En effet, plus une souche est agressive,
et plus elle serait capable d’utiliser efficacement les nutriments du milieu, et donc moins elle
serait affectée par la présence d’un agent de lutte compétiteur. En outre, le niveau
d’agressivité des souches de B. cinerea ne permet pas d’expliquer leur différence de
sensibilité au produit Serenade® Max suggérant que les mécanismes de résistance de
B. cinerea aux agents de lutte biologique sont différents selon les modes d’action que ces
derniers mettent en place contre I’agent pathogéne.

Les recherches sur ces deux agents de lutte biologiques doivent se poursuivre afin d’évaluer si
des souches de B. cinerea sont capables de devenir moins sensibles sous pression de sélection,
c'est-a-dire en condition de stress nutritif ou en présence des molécules d’induction de
défense. En effet la capacité de B. cinerea a produire sous pression de sélection des mutants
résistants est un autre facteur clé de I’érosion de I’efficacité de la protection biologique. Il
faudrait également étudier si le développement chez B. cinerea d’une moindre sensibilité a
ces agents de lutte biologique est associé a une perte de fitness des souches de I’agent
pathogene, ce qui limiterait I’érosion de I’efficacité de cette méthode de lutte. Remarquons
que I’application de M. dimerum & 10’ spores/ml permet un contréle relativement efficace des
souches de B. cinerea, avec des taux de protection compris entre 60 et 100% pour la majorité
des souches. Cette dose prévue pour I’homologation du produit AntiBot (Agrauxine) serait
donc efficace contre la majorité des souches de B. cinerea et semble cohérente puisque la
majorité des études effectuées avec des microorganismes comme agents de lutte biologique, et
pour lesquelles une inoculation artificielle de B. cinerea a lieu, prévoit une dose de 10 a 1000
fois plus concentrée des microorganismes antagonistes (Fruit, 2001). Cependant I’inhibition
de la sporulation n’est que rarement de 100%, méme pour des souches bien contrélées, ce qui
pose d’importants problémes d’épidémiologie car a partir du moment ou une souche va
sporuler, un inoculum est constitué en vue d’une future infection. On peut craindre que les
spores ainsi produites sous pression de sélection soient plus résistantes aux agents de lutte
biologique. Une telle acquisition de résistance a été étudiée par Ajouz et al. (2010), qui
montrent que B. cinerea est capable d’acquérir une résistance a un antibiotique produit par un
agent de lutte biologique au cours de générations successives obtenues sous pression de
sélection. Des travaux doivent étre menés afin d’étudier la capacité de B. cinerea a devenir
résistant a des agents de lutte biologique, agissant par d’autres modes d’action que I’antibiose,
au cours de générations successives produites sous pression de sélection. Par exemple, des
générations successives de B. cinerea pourraient étre réalisées in vitro sur un milieu appauvri
en nutriments afin de mimer la pression de sélection qu’exercerait un agent de lutte
biologique agissant par compétition nutritive. Ces études, couplées a la compréhension des
modes d’action des agents de lutte biologique, devraient permettre de limiter I’apparition et le
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maintien, dans les populations naturelles d’agents pathogenes, de souches responsables de la
perte d’efficacité de la protection biologique, et ainsi améliorer la durabilité de cette méthode
de lutte.

Cette étude révele I’'importance d’une bonne représentation de la population de I’agent
pathogene, avec des isolats de sensibilité variable, lors de la recherche d’agents de lutte
biologique. La prise en compte de cette diversité de sensibilité lors des étapes de screening et
I’estimation du risque de perte d’efficacité devraient permettre d’améliorer le choix des agents
de lutte biologique pour une meilleure durabilité de cette méthode de lutte. L’établissement
d’une ligne de base de sensibilité permettra en particulier de suivre dans le temps I’évolution
de I’émergence de souches moins sensibles au champ.
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Annexe 1 : Nouvelles substances actives homologuées aux USA contre des agents phytopathogénes, par année
entre 2006 et 2011 (d’apres US Environmental Protection Agency).

Type: N = Nematicide, B = Bactericide, F = Fungicide, V = Virucide, PGR = Plant Growth Regulator.

2011: 11 substances actives homologuées

Active Ingredient Type Uses Mode of action Registrant
Aureobasidium pullulans F Citrus, pome Bio Ferm
strain DSM 14940 fruits, sugarcane, GmbH

greenway and trail
lands
Aureobasidium pullulans F Citrus, pome Bio Ferm
strain DSM 14941 fruits, sugarcane, GmbH
greenway and trail
lands
Bacillus subtilis strain CX- | F / Food crops, turf Competition for nutrients, | Certis
9060 B and ornamental growth sites on plants,
colonization and
attachment to pathogens
Bacillus pumilis strain F Food crops, seeds, | Systemic acquired Premier
GHA 181 ground cover, and | resistance ? Horticulture
ornamentals
Bacillus subtilis var. F Various food Growth enhancer and Certis
amyloliquefaciens strain crops, turf and disease suppressor
D747 ornamental through an enzyme that it
produces
Natamycin F Mushrooms DSM Food
Specialties
Pasteuria nishizawae strain | N Soybean Pasteuria
PN-1 Bioscience
Pasteuria reneformis strain | N Various food and Endospores attache to and | Pasteuria
Pr-3 non-food crops infect the host nematode Bioscience
Trichoderma asperellum F Greenhouses (non- | Competition, parasitism, Biocontrol
strain T34 food) systemic acquired Technologies
resistance
Typhula phacorrhiza strain | F Turf (golf course) | Competition for living Agrium
94671 space and nutrients Advanced
Technologies
Trichoderma virens strain F Seeds, transplant BioWorks
G41 crops, turf and
ornamental
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2010: 0 ives homol
Active Ingredient Type Uses Mode of action Registrant
Bacteriophage of B Tomato Omnilytics,
Clavibacter Inc.
michiganensis
Laminarin Syste | Food crops Systemic acquired Lab Goemar
mic resistance 83941-2
Acq ui
red
Respo
nse
induc
er
Plum Pox VCP Vv Plum USDA/ARS
Tea Tree oil F Food crops Tech Sci
Group
(Biomor
Israel)
Trichoderma F Fruit, vegetables, Competition, parasitism, Isagro S.P.A
asperellum ornamentals systemic acquired
resistance
Trichoderma gamsii F Fruit, vegetables, Competition, parasitism, Isagro S.P.A
ornamentals systemic acquired
resistance
Trichoderma hamatum | F Food crops & Sellew
strain TH 382 ornamentals
Typhula phacorrhiza B Turfgrass Agrium
strain 94671 Advanced
Technologies
Ulocladium F Fruit, vegetables, Botry-Zen
oudemansii ornamentals
2000: 9 substances actives homologues
Active Type Uses Mode of action Registrant
ingredient
Candida F Apples and Competition for nutrients, pre- BioNext
oleophila pears colonization of plant wound sites and
strain O hydrolytic enzymes production
Chitosan B/F | Food crops, Morse Enterprises
hydrolysate ornamentals,
turf
Oriental N Turf Nematrol
Mustard
Seed
Pasteuria N Manufacturing | Endospores attache to and infect the Pasteuria Bioscience
usagae use products host nematode
Plum Pox V Prunus species USDA/ARS
VCP
Salicylic B/F | Food crops, Morse Enterprises
Acid ornamentals,
turf
Trichoderma | F Manufacturing | Competition for space and nutrients Isagro S.P.A
asperellum use products and enzymes degrading cell walls
production




Trichoderma Manufacturing | Competition for space and nutrients Isagro S.P.A.
gamsii use products
Trichoderma Food crops & Competition for space and nutrients Sellew
harzianum ornamentals
strain TH
382
Active Type Uses Mode of action Registrant
ingredient
Bacillus N & | Food crops & Agrogreen
firmus strain | PGR | ornamentals
1582
Trichoderma | F Food crops & Sellew
harizatum ornamentals
strain TH
382
2007: 6 substances actives homologuées
Active Type Uses Mode of action Registrant
ingredient
Avirulentzuc | F Cucurbits Bio-Oz
chini yellow Biotechnologies
mosaic virus Ltd
Chitosan B/F | Food crops, ornamentals, turf Morse
Enterprises
Potassium F Apples, grapes, cucumbers, melons, Cal Agri
dihydrogen summer & winter squashes,
phosphate watermelons, mangoes, peaches,
nectarines, plums, cherries, peppers,
tomatoes, roses
Pythium F Food crops & ornamentals Hyperparasitism Biopreparatory
ologandrum Co. Ltd.
strain DV74
Quillaja N/F | Grapes, citrus, pome fruits, stone Desert King
extract fruits, nut crops, avocados, vegetable
crops, and ornamentals
Salicylic Acid | B/F | Food crops, ornamentals, turf Morse

Enterprises

43



2 n ives homol :
Active Ty Uses Mode of action Registrant

ingredient pe
Bacterio- B Tomatoes & Killing bacteria by rupturing cell | Omni Lytics
phages peppers walls
Oceanic F Food Crops Ironwood Clay
(chlorite) clay | and

PG
R
Oriental N Turf Nematrol
Mustard Seed
Pantoea F Apple trees and Competition NuFarm
agglomerans pear trees
strain c91 (against fire
blight)
Pantoea F Apple trees and Competition Northwest Ag
agglomerans pear trees Products
strain D325 (against fire
blight)

Potassium F /I | Food crops PQ Corporation
silicate Ornamentals
Pythium F Food crops & Parasitism Biopreparatory
oligandrum ornamentals Co. Ltd.
strain DV74
Salicyclic F Food Crops Stoller
Acid
Verticilium F Elm Trees Systemic acquired resistance Arcadis

dahliae




Annpexe 11 : Tableau récapitulatif des caractéristiques générales des 41 souches de B. cinerea utilisées et des plantes hétes
testées pour chacune des souches.

Plantes hotes testées

(NU de Feuilles Au?res
Souche Substrat/Héte  Pays Ville Année Tiges scrie tom_ate et v%sgpéigfess
tomate laitue
test) (7)
BC1 Tomate France Plougastel 29 1989 X (1-5) X X
05A550 Vigne France Hautvillers 51 2005 X (1) X
05A587 Vigne France Hautvillers 51 2005 X (1) X
05A590 Vigne France Hautvillers 51 2005 X () X X
SAS56! Rose Italie - 1987 X (1) X X
BC21 Fraise France Carpentras 84 1991 X (2) X X
BC25 Tomate France Versailles 78 1991 X (2) X X
BC26 Tomate France Versailles 78 1991 X (2) X X
H6 Tomate France Berre 13 1991 X (2) X X
B05-10° Souche monoascospore dérivée de SAS56 - X (2) X X
T4 Tomate  France - - X (2) X
NHPM9 Primula France La Clusaz 74 2008 X (2 X
SAS405 Vigne Italie - 1987 X (2) X X
NHPL2 Précipitation France Chateaurenard13 2006 X (2) X
STP12-2  Précipitation France St Saturnin 84 2010 X (3) X
CVW17-1 Eau France Vars 05 2010 X ) X
NHPL1 Précipitation France Chateaurenard13 2006 X )
CEN12-13 Neige France Ceillac 05 2010 X (3)
CEN14-1 Neige France Ceillac 05 2010 X (3)
SZP32-1  Précipitation France Sauze 05 2010 X 3)
E14 Tomate France Eyguieres 13 2003 X 3)
E349 Tomate France Eyguieres 13 2003 X 3)
E258 Tomate France Eyguieres 13 2003 X (3)
LAWS3-2 Eau France Lautaret 05 2010 X (4
CVN2-1 Neige France Vars 05 2010 X (4)
STP8-1 Précipitation France St Saturnin 84 2010 X (4)
C10 Tomate France Isle sur Sorgues 84 2003 X (4)
06C7 Vigne France Hautvillers 51 2006 X (4) X
06C12 Vigne France Hautvillers 51 2006 X (4)
06C111 Vigne France Hautvillers 51 2006 X (4)
06C163 Vigne France Hautvillers 51 2006 X (4) X
06C278 Vigne France Hautvillers 51 2006 X (4) X
BC55 Vigne France Menerbes 84 1993 X (5) X
BC73 Cerise France Montfavet 84 1994 X (5)
BC75 Fraise France Monteux 84 1995 X (5)
BC77 Poinsettia  Italie Albenga 1995 X (5)
BC82 Gerbera  France Frejus 06 1995 X (5)
BC83 Rose France Cadenet 84 1996 X (5)
BC96 Hortensia  France Angers 49 1998 X (5)
BC100 Tomate Syrie Lattaquié 2006 X (5)
E2 Tomate France Eyguieres 13 2003 X (5)

! Faretra, F., and Antonacci, E. 1987. Production of apothecia of Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz. under controlled environmental

conditions. Phytopath. medit 26: 29-35.
Battner, P., Koch, F., Voigt, K., Quidde, T., Risch, S., Blaich, R., Briuckner, B., Tudzynski, P. 1994. Variations in

ploidy among isolates of Botrytis cinerea : implications for genetic and molecular analyses. Current. Genet 25: 445-450.
3 Amselem, J., Cuomo, C.A,, Van Kan, JAL., et al. 2011. Genomic Analysis of the Necrotrophic Fungal pathogens Sclerotinia
sclerotiorum and Botrytis cinerea. Plos Genetics, 7: 1-27.
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