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SYNTHESE

ECOPRO — EVALUATION D’UNE ECO-TECHNOLOGIE DE PROTECTION DES CULTURES DE
PLANTS DE POMME DE TERRE

Responsables des équipes impliquées :
e Faure, Denis, CNRS, Institut des Sciences du Végétal, Gif-sur-Yvette

e Deveaux, Virginie, SIPRE,Comité Nord Plants de Pommes de Terre (CNPPT), Achicourt

Mots clefs : bioprotection, biocontréle, pomme de terre, pathogénes marcergenes,
biodiversité

En quelques mots ...

Le projet ECOPRO soutient les efforts de transfert et d’évaluation d’une nouvelle éco-technologie de
lutte contre le pathogéne Pectobacterium responsable des maladies de la jambe noire et de la
pourriture molle des cultures de plants de pommes de terre (et d’autres plantes d’intérét
agronomique : betterave, endives, carotte ..). Cette éco-technologie consiste en lintroduction
simultanée d’un nouvel intrant biochimique biodégradable (gamma-heptanolactone) et d’'un agent
bactérien de biocontréle (Rhodococcus erythropolis). Le projet associe comme partenaire
agronomique, le CNPPT qui est le principal regroupement de producteurs de plants de pomme de
terre en France et comme partenaire académique I'’équipe Ecologie de la Rhizosphere du CNRS (Gif-
sur-Yvette). Ce travail évalue le service agronomique rendu et I'impact environnemental liés a
I'utilisation de cette nouvelle éco-technologie.

Contexte et objectif

Les pathogenes du genre Pectobacterium sont responsables de la jambe noire et de la pourriture
molle affectant les parties aériennes et les tubercules de pomme de terre, et sont les principaux
agents bactériens incriminés lors de I'évaluation en champ de la qualité des plants de pommes de
terre en France et en Europe. Les recherches académiques ont mis a jour les mécanismes de
régulation de la virulence de Pectobacterium, et ainsi permis la proposition de nouvelles stratégies de
lutte (Faure et Dessaux 2007; Latour et al 2007). En se basant sur des essais en serres et en parcelles,
le projet ECOPRO (2010-2013) a évalué le service agronomique (phytoprotection) obtenu apreés
I'apport d’agents phytobénéfiques (appelés agents de biocontréle) de I'espéce bactérienne
Rhodococcus erythropolis associés a des agents biodégradables (des lactones appelés biostimulants)
qui favorisent I'installation de R. erythropolis dans la rhizosphére (Cirou et al 2007, 2011 et 2012).

Méthodes
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Essais en macrocosmes de sol en serres

Sous serre, des macrocosmes de sol sont semés de tubercules de pomme de terre afin de comparer
|’efficacité de colonisation racinaire des bactéries R. erythropolis selon quatre modalités : 1) absence
de traitement, 2) application d’un biostimulant, la gamma-heptanolactone (GHL) ; 3) introduction de
I’agent de biocontrole R. erythropolis R138 ; 4) un couplage du biostimulant GHL et de R. erythropolis
R138. La communauté bactérienne totale et la population de R. erythropolis sont dénombrées;
I’agent GHL est détecté par spectrométrie de masse.

Essais en parcelles en champ

Les essais sont conduits en parcelles expérimentales de 200 pieds de plants de pommes de terre. La
campagne se déroule d’avril a septembre. Afin d’assurer la présence de symtomes, le pathogeéne
Pectobacterium atrosepticum est introduit lors du semis. Dans ces essais deux types de traitements,
1) apport de I'agent biologique R138 seul et 2) apport de R138 couplé au biostimulant GHL, sont
comparés aux parcelles contréle sans traitement ou subissant I'application de sulfate de cuivre. Au
moins quatre parcelles sont analysées par condition. Les symptomes de jambe noire sont observés,
ainsi que ceux liés a la présence éventuelle d’autres pathogenes (virose, mildiou).

Analyse de la biodiversité bactérienne dans les sols

L’ADN des communautés bactériennes est extrait d’échantillons de sol issus des essais en
macrocosmes et en parcelles. Cet ADN est utilisé comme matrice pour une amplification par PCR
d’une région du gene rrs-16S, marqueur de la biodiversité bactérienne. Les amplicons obtenus sont
soumis a un séquencage a haut débit 454-Roche permettant I'analyse de la diversité des genres
bactériens.

Principaux résultats obtenus et applications envisageables,

lien au Plan Ecophyto2018

Colonisation racinaire des bactéries phytoprotectrices

Les expérimentations réalisées en macrocosmes de sol en serre montrent : 1) une biodégradation
rapide de I'agent biochimique (GHL) a un niveau 1000 fois inférieur a celui de son introduction, la
GHL atteint un niveau indétectable par les outils HPLC/MS-MS, donc ne s’accumule pas dans le sol, ni
dans la plante ou le tubercule; 2) une biostimulation faible du niveau des populations R. erythropolis
indigenes du sol dans la condition de biostimulation par la GHL ; ce traitement par la GHL seule
montre donc peu d’effet en macrocosmes de sol contrairement aux effets observés en cultures
hydroponiques (Cirou et al 2012) ; 3) une faible (ou non significative) augmentation de la population
R. erythropolis lorsque I’agent biologique R138 est introduit seul dans la rhizosphére; 4) une forte
colonisation de la rhizosphére par R. erythropolis qui atteint 40% de la communauté totale lors du
couplage des agents biologique R138 et biochimique GHL. Il est important de noter qu’en absence de
nouveaux traitements la population introduite R138 décroit en quelques semaines ; l'installation de
cette population est transitoire. Ainsi, 'introduction couplée d’un agent biologique et biochimique
est la meilleure combinaison permettant l'installation de I’agent biologique dans la rhizosphére de
plants de pomme de terre.
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En 2011, les essais en parcelles expérimentales ont

Symptdéme (%) 20
montré une diminution des symptomes dans les -

\"i-r -:."-1

conditions traitées avec l|'agent biologique R. e m |

. ; : L *
erythropolis R138 seul ou en couplage avec I'agent *
biochimique GHL. Le traitement au sulfate de cuivre
n‘a pas montré de diminution statistiquement i
significative des symptomes. Aucun symptome Pectobacterium - + + +
associé a d’autres pathogénes (virus, mildiou) n’a Traitement - - R138 RI38+GHL

été observé dans cet essai.

En 2012, les conditions climatiques exceptionnelles

n‘ont pas permis [I'exploitation des données

recueillies.

En 2013, les essais n‘ont pas montré de baisse

significative des symptoémes.

Ces essais ont permis de mettre en place une procédure d’évaluation du bénéfice agronomique de
cette éco-technologie. L'évéluation se poursuit, notamment en modulant le mode d’introduction du
pathogéne, qui dans ces essais a été tres favorable au déclanchement de la maladie a un niveau 10

fois supérieur a celui attendu en champs.

Lors des essais en macrocosmes de sol, 'analyse de la diversité bactérienne montre que les genres et
groupes dominants (Rhizobiales, Pseudomonas, Commamonas, Acidovorax ...) ne sont pas affectés
lors des différents traitements. En revanche, cette analyse a permis de confirmer I'installation dans la
rhizosphére du genre Rhodoccocus lors de la modalité couplant application de la GHL et introduction
de l'agent de biocontrole R. erythropolis R138. D’'une maniéere similaire, aucune modification
significative des communautés bactériennes n’est observée entre les modalités comparées lors des
essais en parcelles en 2011. Les traitements utilisés préservent la diversité bactérienne des sols.

Ce projet a permis de développer et de mettre en ceuvre des outils d’évaluation d’une éco-
technologie de phytoprotection des plants de pommes de terre. Cette évaluation a été réalisée en
serre et en parcelles expérimentales. Une diminution des symptémes associés au phytopathogene
Pectobacterium a pu étre mise en évidence apres I'application de traitements associant I'agent de
biocontréle R. erythropolis R138 et I'agent de biostimulation GHL.

D’autres essais en parcelles sont en cours afin de consolider cette étude et de développer des
formulations d’applications commerciales des agents de phytoprotection. Sachant que les

pathogénes Pectobacterium infectent d’autres plantes hotes, ce paradigme de phytoprotection
pourrait étre généralisé a d’autres cultures d’intérét agronomique.

Références bibliographiques
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En francais

CONTEXTE GENERAL

Ce projet s’inscrit dans le cadre du plan Ecophyto2018 répondant a la demande sociétale de
réduction des intrants chimiques en agriculture. Les pathogenes du genre Pectobacterium
sont responsables de la jambe noire et de la pourriture molle affectant les parties aériennes
et les tubercules de pomme de terre, et sont les principaux agents bactériens incriminés lors
de I'évaluation en champ de la qualité des plants de pommes de terre en France et en
Europe. Les recherches académiques ont mis a jour les mécanismes de régulation de la
virulence de Pectobacterium, et ainsi permis la proposition de nouvelles stratégies de lutte
(Faure et Dessaux 2007; Latour et al 2007).

OBJECTIFS GENERAUX DU PROJET

Les objectifs sont (1) d’évaluer en serre la capacité de la gamma-heptanolactone (GHL) a
biostimuler la colonisation de la rhizosphére par R. erythropolis ; (2) de mesurer le service
attendu de protection contre Pectobacterium lors d’essai en parcelles ; (3) d’évaluer I'impact
de ces traitements sur la diversité bactérienne de la rhizosphere.

QUELQUES ELEMENTS DE METHODOLOGIE (ET EVENTUELLES DIFFICULTES RENCONTREES)

Ce projet combine des approches expérimentales en serre et en champs. Une contrainte est
gu’a ce jour les symptdmes liés au pahtogéne Pectobacterium ne sont pas mesurables dans
un pathosystéme sol-plante-pathogéne, contrairement a ce qui est possible de faire avec un
pathogene proche du genre Dickeya. La seconde contrainte est que les essais en champ
sont des expérimentations annuelles et dépendantes des aléas climatiques. Ansi, ce projet
s’inscrit dans une dynamique de recherche a moyen et long termes qui reste indispensable
pour les filieres agromiques concernées.

RESULTATS OBTENUS

- Les expérimentations réalisées en macrocosmes de sol en serre montrent que
lintroduction couplée d’'un agent biologique R. erythropolis et biochimique GHL permet
l'installation de I'agent biologique dans la rhizosphere de plants de pomme de terre.

- Les expérimentations en parcelles ont permis de mettre en évidence un effet de
phytoprotection, mais qui ne s’est pas avéré reproductible d’'une campagne a une autre. Au-
dela de ce résultat, ces essais ont aussi permis de mettre en place une procédure
d’évaluation du bénéfice agronomique de cette éco-technologie.

- Les traitements utilisés préservent la diversité bactérienne des sols.

IMPLICATIONS PRATIQUES, RECOMMANDATIONS, REALISATIONS PRATIQUES, VALORISATION

o Implications pratiques :

- Il est possible dobtenir une limitation des symptdmes d(s au pathogéne
Pectobacterium via l'utilisation d’une approche de biocontréle.
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- Néanmoins, Pectobacterium reste un pathogene majeur en Europe dont
limprédictibilité de la déclaration des symptébmes pése sur plusieurs filiéres
agronomiques.

¢ Recommandations et limites éventuelles :

- L'utilisation d’agents bactériens de biocontrbéle est voie possible qui permettrait de
remplir certains objectifs opérationnels du plan Ecophyto2018. En revanche, cette
approche souffre d'un manque de visibilit¢é en France et d'un manque de partage
d’expertise au niveau national et international (Herth A 2012 Le bio-contrGle pour la
protection des cultures 15 recommandations pour soutenir les technologies vertes.
Rapport au premier Ministre.
http://www.ladocumentationfrancaise.fr/var/storage/rapports-
publics/114000224/0000.pdf).

e Réalisations pratiques et valorisation :

- Une évaluation en parcelles expérimentales d’'une stratégie de phytoprotection basée
sur une approche de biocontrble a été réalisée durant 3 ans. Ce processus se
poursuit en partenariat avec la filiere agronomique concernée.

- Un axe de recherche paralléle concerne le développement de supports permettant la
manipulation, l'utilisation et la commercialisation de ce nouveau produit phyto.

PARTENARIATS MIS EN PLACE, PROJETES, ENVISAGES

Un partenariat solide s’est installé entre le CNRS et le CNPPT et la filiere plants de pommes
de terre francaise.

Ce partenariat s’inscrit dans 3 axes de recherche :
- Utilisation de I'agent R. erythropolis contre Pectobacterium en ciblant le quorum-
sensing.
Ces travaux se poursuivre actuellement dans le cadre d’un projet collaboratif entre le CNRS
et le CNPPT avec le soutien du Labex SPS, en mettant 'accés sur la prise en compte des
modes d’introduction des agents pathogénes et de protection, et en mobilisant 'ensemble
des outils développés lors de projet.

- Utilisation d’autres agents biologiques contre Pectobacterium et Dickeya
Les symptdmes en champ sont causés par un complexe d’espéces des genres Dickeya et
Pectobacterium, y compris I'espéce émergente D. solani. Des travaux entrepris avec le
CNPPT et la FN3PT visent a développer des agents biologiques ayant une activité antibiose
contre Pectobacterium et Dickeya. Ces travaux ont permis d’identifier et caractériser des
agents potentiels qui ont pu étre testés en serre dans un pathosystéme sol-plant-Dickeya.

- Combinatoire avec d’autres approches de phytoprotection.
En perspective, nous souhaitons tester des approches combinatoires associant agents

biologiques et éliciteurs des défenses de la plante afin de proposer une palette d’outils de
phytoprotection compatibles avec le plan Ecophyto2018.

POUR EN SAVOIR PLUS (QUELQUES REFERENCES)
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RESUMES

En francais

RESUME

Le projet ECOPRO soutient les efforts de transfert et d’évaluation d’'une nouvelle éco-
technologie de lutte contre le pathogéne Pectobacterium responsable des maladies de la
jambe noire et de la pourriture molle des cultures de plants de pommes de terre (et d’autres
plantes d’intérét agronomique : betterave, endives, carotte ...). Cette éco-technologie
consiste en la biostimulation des populations bactériennes phytoprotectrices (Rhodococcus
erythropolis) par I'introduction d’'un nouveau intrant biodégradable (gamma-heptanolactone,
GHL). Le projet associe comme partenaire agronomique, le CNPPT qui est le principal
regroupement de producteurs de plants de pomme de terre en France et comme partenaire
académique I'équipe Ecologie de la Rhizosphére du CNRS (Gif-sur-Yvette). Ce travalil
évalue le service agronomique rendu et I'impact environnemental liés a I'utilisation de cette
nouvelle éco-technologie.

Contexte
Ce projet s’inscrit dans le cadre du plan Ecophyto2018 répondant a la demande sociétale de
réduction des intrants chimigues en agriculture.

Objectifs

Les objectifs sont (1) d’évaluer en serre la capacité de la GHL a biostimuler la colonisation
de la rhizosphere par R. erythropolis ; (2) de mesurer le service attendu de protection contre
Pectobacterium lors d’essai en parcelles ; (3) d’évaluer I'impact de ces traitements sur la
diversité bactérienne de la rhizosphere.

Méthodologie

Ce projet combine des outils de microbiologie moléculaire a des approches expérimentales
en serre et en champs. Une contrainte est qu’a ce jour les symptémes liés au pahtogéne
Pectobacterium ne sont pas mesurables dans un pathosystéme sol-plante-pathogéne en
serre, contrairement a ce qui est possible de faire avec un pathogene proche du genre
Dickeya. La seconde contrainte est que les essais en champ sont des expérimentations
annuelles et dépendantes des aléas climatiques. Ainsi, ce projet s’inscrit dans une
dynamique de recherche a moyen et long termes qui reste indispensable pour les filieres
agromigues concernées.

Principaux résultats obtenus

- Les expérimentations réalisées en en serre montrent que lI'agent biochimique GHL est
capable de stimuler l'installation de I'agent biologique R. eythropolis dans la rhizosphere de
plants de pomme de terre.

- Les expérimentations en parcelles mettent en évidence un effet de phytoprotection contre
les symptémes liés a Pectobacterium, mais cet effet ne s’est pas avéré reproductible d’'une
campagne a une autre.

- Les traitements utilisés préservent la diversité bactérienne des sols.

Sorties opérationnelles pour décideurs, applications éventuelles

15/ 28



ECOPRO — EVALUATION D’UNE ECO-TECHNOLOGIE DE PROTECTION DES
CULTURES DE PLANTS DE POMME DE TERRE

Il est possible dobtenir une Ilimitation des symptémes dds au pathogene
Pectobacterium via l'utilisation d’'une approche de biocontréle, mais des travaux
supplémentaires sont nécessaires avant la production d’un agent commercial de
phytoprotection ;

Pectobacterium reste un pathogéne majeur en Europe dont I'imprédictibilité de la
déclaration des symptdomes pése sur plusieurs filieres agronomiques.

Recommandations

l'utilisation d’agents bactériens de biocontréle est voie possible qui permettrait de
remplir certains objectifs opérationnels du plan Ecophyto2018. En revanche, cette
approche souffre d'un manque de visibilit¢ en France et d'un manque de partage
d’expertise au niveau national et international. Voir le récent rapport de M. A. Herth
en 2012 : Le bio-contrdle pour la protection des cultures 15 recommandations pour
soutenir les  technologies  vertes. Rapport  au premier Ministre.
http:/www.ladocumentationfrancaise.fr/var/storage/rapports-
publics/114000224/0000.pdf.

MOTS CLES: PECTOBACTERIUM, PLANT DE POMMES DE TERRE, JAMBE NOIRE,
BIOCONTROLE

16/ 28



ECOPRO — EVALUATION D’UNE ECO-TECHNOLOGIE DE PROTECTION DES
CULTURES DE PLANTS DE POMME DE TERRE

In English

ABSTRACT

The project ECOPRO supports the evaluation and transfer of a novel eco-technology (green-
technology) for limiting the disease-associated symptoms of the plant pathogen
Pectobacterium, the causative agent of the black leg and soft rot on potato plants and other
crops in France and Europe. The paradigm consists in the biostimulation of the native and
introduced bacterial populations (Rhodococcus erythropolis) using a novel biodegradable
treatment (gamma-heptanolactone, GHL). ECOPRO associates expertise in basic (CNRS)
and agronomical sciences (CNPPT-SIPRE). The CNPPT is the major association of potato-
seed growers in France. The project evaluated the agronomical service of the proposed eco-
technology based on biocontrol as well as its potential environmental impact on microbial
diversity.

Context

The biocontrol-based plant protection may contribute to reduce the chemical use in
agronomy that is one of the main objectives of the Ecophyto2018 national program.

Objectives

The objectives are (1) to evaluate in green house and field assays the effect of the GHL-
biostumulation on the potato root colonization by the R. erythropolis population; (2) to
measure the plant-protecting effect of this strategy in field assays, (3) to measure the impact
of these treatments on the bacterial diversity in soil.

Methodology

The project uses molecular microbial tools and required green house and filed assays. A
major constraint is that, until today, a pathosystem for evaluating of the Pectobacterium-
associated symptoms in green house condition does not exist. The second constraint is that
field assays are annual and under uncontrolled climatic changes. Hence, this project belongs
to long way work that is crucial for developing alternative plant-protection methods.

Main results

- Green house assays showed that the GHL-treatment efficiently stimulates the root
colonization of the potato plant by R. erythropolis.

- Field assays showed that the symptoms could be reduced using a combined
introduction of GHL and R. erythropolis, but the agronomical service was not
reproducible between two successive campaigns.

- The combined introduction of GHL and R. erythropolis did not alter the soil microbial
diversity.

Applications for public policies

- Reduction of the Pectobacterium-associated plant-symptoms may be obtained using
a combined introduction of the biochemical agent GHL and biocontrol agent R.
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erythropolis, but additional instigations are required for the delivery of a commercial
product.

- Pectobacterium is a major pathogen for crops in France and Europe; the
unpredictability of the Pectobacterium symptom emergence remains a dramatic
economic problem.

Recommendations

- The biocontrol-based plant protection may contribute to reduce the chemical use in
agronomy that one of the main objectives of the Ecophyto2018 national program. A
recent national report support the use and evaluation of biocontrol (A. Herth
2012 « Le bio-contrble pour la protection des cultures 15 recommandations pour
soutenir les  technologies vertes»,  Rapport au premier  Ministre.
http:/www.ladocumentationfrancaise.fr/var/storage/rapports-
publics/114000224/0000.pdf.
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