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1. Fiche de synthése

Nom du projet : LIPOCONTROLE

Titre du projet : Recherche de nouveaux lipopeptides utilisables comme biopesticides, par criblage

d’une collection de Pseudomonas

Année de démarrage : Décembre 2015

Année de fin : Février 2020

Responsable scientifique : Alice ROCHEX

Partenaires : ULille (porteur), INRAE, ISA (aujourd’hui YNCREA), ULCO, Lipofabrik
Financements : 100 000 euros

Mot clés: lipopeptide, Pseudomonas syringae, biocontrole, criblage haut débit, maladies
cryptogamiques, grandes cultures

En quelqgues mots :

Les membres du projet ont d’abord recherché dans une collection de 709 bactéries de Pseudomonas,
celles capables d’inhiber le développement de champignons responsables de maladies des plantes
cultivées. lls ont ensuite testé I'activité biofongicide directe des extraits (filtrats de culture) des
bactéries les plus actives. L’analyse de ces extraits a révélé la présence d’un grand nombre de
lipopeptides différents, substances d’origine bactérienne connues pour leurs propriétés antifongiques.




Enfin, ils ont évalué, sous serre, I'effet protecteur de ces substances contre différentes maladies
fongiques (septoriose, pourriture grise, sclérotiniose, oidium, mildiou).

Contexte et objectifs :

Les champignons phytopathogénes font partie des principaux bio-agresseurs des grandes cultures.
Actuellement, la protection des plantes repose essentiellement sur 'utilisation des variétés résistantes
et sur l'usage des pesticides chimiques. Le développement des produits de biocontréle pour la
protection des plantes est souhaité pour une agriculture plus durable et plus respectueuse de
I’environnement et de la santé humaine. Parmi ces produits, les substances naturelles, essentiellement
représentées par les produits soufrés ou d’origine végétale, occupent 63% du marché (en chiffre
d’affaires, IBMA France 2019). Bien que peu représentées, les substances naturelles d’origine
microbienne, telles que les lipopeptides produits par les bactéries des genres Bacillus et Pseudomonas,
ont démontré un potentiel de biocontréle des maladies fongiques. L'objectif du projet LIPOCONTROLE
est de rechercher de nouveaux lipopeptides utilisables comme agents de biocontréle, en complément
ou en substitution des pesticides chimiques, contre divers champignons responsables de maladies
cryptogamiques d’intérét économique majeur.

Principaux résultats et intéréts en lien avec le plan Ecophyto :

Le projet LIPOCONTROLE a permis d’identifier plusieurs nouveaux lipopeptides extraits de culture de
bactéries Pseudomonas, efficaces contre une large gamme d’agents pathogénes fongiques :

- Botrytis cinerea (responsable de la pourriture grise sur de nombreuses espéces végétales dont
la vigne et la tomate)

- Sclerotinia sclerotiorum (responsable de la pourriture blanche ou sclérotiniose sur de
nombreuses especes végétales dont le colza et le tournesol)

- Zymoseptoria tritici (responsable de la septoriose du blé)

- Phytophtora infestans (responsable du mildiou de la pomme de terre et de la tomate).
- Blumeria graminis f.sp. tritici (responsable de I'cidium du blé)

- Oidium neolycopersici (responsable de I'cidium de la tomate)

Ces nouveaux lipopeptides pourront devenir des matieres actives de futurs produits de biocontrole
efficaces pour protéger les grandes cultures telles que les céréales, les oléagineux et la vigne vis a vis
des principales maladies fongiques. Ces produits a activité biofongicide, entrant dans la catégorie des
substances naturelles du biocontréle, pourraient étre utilisés en complément ou en substitution des
fongicides de synthese chimique. Les résultats du projet LIPOCONTROLE, en apportant de nouvelles
substances naturelles biofongicides, contribuent a I'essor du biocontréle et a la diminution des produits
phytosanitaires conventionnels.

L'utilisation d’une molécule offre plusieurs avantages par rapport a I'utilisation d’une bactérie vivante.
Elle permet d’une part, d’éviter les contraintes liées a la conservation de la viabilité lors du
conditionnement, de la formulation et de I'application au champ et d’autre part, d’assurer une
efficacité de traitement constante. Ces molécules formulées sous forme liquide peuvent donc étre
utilisées et stockées comme un produit phytosanitaire classique sans contraintes supplémentaires par
rapport aux pratiques actuelles.



La premiére limite de ces résultats est que |'efficacité des biomolécules a été prouvée seulement in
vitro pour B. cinerea et S. sclerotiorum, et in vitro et sous serre pour Z. tritici, P. infestans, B. graminis f.
sp. tritici et O. neolycopersici. Pour B. cinerea et S. sclerotiorum, il sera nécessaire de développer un
protocole adapté a la réalisation de tests in planta. Pour tous les pathosystemes étudiés, I'efficacité des
lipopeptides identifiés devra étre validée au champ.

La deuxiéme limite de ces résultats est que les lipopeptides ont été produits uniquement a I’échelle du
laboratoire (100 mL a 2 L). Il sera nécessaire pour la suite, de concevoir et développer un procédé de
production et d’extraction a plus grande échelle de ces biomolécules pour, d’'une part étre capable de
produire suffisamment de molécules pour évaluer leur efficacité au champ et d’autre part, démontrer
la faisabilité de leur production a I’échelle industrielle.

Enfin, le développement d’'un nouveau produit de biocontrole a base de lipopeptides nécessitera
d’évaluer leur niveau de toxicité, d’écotoxicité et de durabilité et de mettre au point une formulation
assurant leur bonne conservation et efficacité de protection sur plante.

Lien avec le plan Ecophyto :

Perspective de transfert :

Les lipopeptides de Pseudomonas sont des produits de biocontréle trés prometteurs mais un important
verrou technologique limite actuellement la possibilité de leur production a I’échelle industrielle : ils
sont produits en faible quantité par les bactéries. Lorsque le procédé de production et de purification
sera mis au point, les résultats du projet pourront étre transférés a I’entreprise Lipofabrik, spécialisée
dans la production de lipopeptides.

Perspective de recherche :

Un prolongement de LIPOCONTROLE est envisagé dans le projet ANR-19-ECOM-0007 CERES (27 avril
2020-27 octobre 2023), projet porté par ULille et financé par I’APP ANR Ecophyto Maturation 2019. Le
projet CERES a pour objectif de démontrer a un niveau terrain que des produits a base d’extraits de
culture de bactéries Pseudomonas contenant des lipopeptides constituent une solution fonctionnelle
de biocontréle contre la septoriose du blé.

Publications scientifiques et autres valorisations du projet :

Bricout A. (2020), Mise en évidence d’une forte diversité structurale de lipopeptides chez P. syringae,
un complexe bactérien aux activités antifongiques prometteuses. Thése de Doctorat. ADEME-
Université de Lille.



2. Rapport d’activité

e Exécution des taches et moyens mis en oeuvre

Les taches annoncées dans le projet initial sont reportées dans le diagramme ci-dessous (Figure 1).

Potentiel de synthese

Potentiel de croissance et de Activité antifongique Souches séquencées Souches
production sur milieu simple in vitro par bicinformatique non séquencées par
(haut-débit) (Tache 1) (Tache 2) (Tache 3) PCR (Tache 4)

853 souches —=-tulE.........————

Détection de lipopeptides par spectrométrie de masse
(MALDI-TOF) (Tache 5)

—

Caractérisation de la structure des molécules responsables de
l'activité antifongique (Tache 6)

—

Sélection des molécules en fonction des perspectives
d’exploitation (Tache 7)

~
Production et purification des molécules(Tache 8)
~B-
Tests sur organes détachés/plantes (Tache 9)

s =
Toxicité / Ecotoxicité (Tache 10)
S o

Formulation (Tache 11)
L 2

2/3 molécules Tests sur plantes des formulations (Tache 12)

Figure 1 : Crible de sélection des lipopeptides annoncé dans la réponse a I’appel a projet
Tache 1 (ULille) : Evaluer le potentiel de croissance des souches en milieu simple

L’objectif était de sélectionner les souches de Pseudomonas syringae présentant une aptitude a la
production de masse, pour une utilisation a I’échelle industrielle. Cette tache a été réalisée a
I’'Université de Lille pour toutes les souches a propriétés antifongiques au moyen du Biolector sur la
plateforme RealCAT, adossée a I'Institut Charles Viollette. Le Biolector est un appareil qui permet
d’étudier, a haut débit, les profils de croissance des bactéries et les données de fermentation associées
(pH, oxygene dissous, etc.).

Tache 2 (ULille, INRAE, ULCO, ISA) : Evaluer I'activité antifongique des surnageants de cultures in vitro

L'objectif était de sélectionner des bactéries ou des extraits de culture a propriétés antifongiques
contre un panel d’agents pathogenes cryptogamiques d’intérét économique majeur. Six cibles étaient
visées : Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Mycosphaerella graminicola (= Zymoseptoria tritici),
Phytophtora infestans, Blumeria graminis f. sp. tritici, Oidium neolycopersici. Les trois derniers, n’ont
pas été testés car difficiles (P. infestans) ou impossibles (B. graminis f. sp. tritici, O. neolycopersici) a
cultiver in vitro. Pour ces 3 espéces, des tests d’efficacité in planta ont été réalisés (Tache 9).



Les tests d’activités antifongiques ont été réalisés par I'Université de Lille a partir de 709 souches de la
collection de P. syringae, fournies par INRAE. Il était initialement prévu de tester 853 souches mais
étant donné I'important nombre de souches antifongiques mises en évidence sur les premiers lots
testés, ce nombre a été réduit a 709.

Tache 3 (ULille, INRAE): Détecter le potentiel de synthese de lipopeptides des souches par
bioinformatique

L'objectif de cette tache était de rechercher dans les génomes de Pseudomonas syringae déja
séquencés et disponibles sur les banques de données publiques des génes de synthétases de nouveaux
lipopeptides. Aprés analyse par bioinformatique de la quarantaine de génomes disponibles, il s’est
avéré que leur qualité ne permettait pas de détecter de maniere efficace le potentiel de synthese de
lipopeptides. En revanche, les génomes d’une vingtaine de souches antifongiques, appartenant a la
collection de I'unité Pathologie Végétale d'INRAE étudiée, ont été séquencés entierement et analysés
au cours du projet.

Tache 4 (ULille, INRAE) : Détecter le potentiel de synthése de lipopeptides des souches par PCR

L'objectif était de sélectionner les souches, dont les génomes n’étaient pas séquencés, sur leur
potentiel génétique a synthétiser des lipopeptides. Cette tache a été abandonnée au profit de la tache
5 qui s’est avérée bien plus efficace pour mettre en évidence la production de lipopeptides chez les
souches de la collection étudiée.

Tache 5 (ULille) : Rechercher et identifier les lipopeptides produits par spectrométrie de masse

L'objectif était de rechercher la présence de lipopeptides parmi les métabolites produits par les
bactéries. Cette tache a été réalisée a haut débit, a I'Université de Lille sur le spectrometre de masse
MALDI-ToF de la plateforme REAICAT (ANR-11-EQPX-0037), adossée a I'Institut Charles Viollette, sur les
709 souches fournies par INRAE-Avignon.

Tache 6 (ULille) : Caractériser la structure précise des molécules responsables de I'activité antifongique

L'objectif était de caractériser la structure chimique des lipopeptides produits par les souches de la
collection étudiée. Cette tache a été réalisée par I’Université de Lille, sur le MALDI-ToF et I'HPLC-MS-
MS (spectrometres de masse), de la plateforme REALCAT, adossée a I'Institut Charles Viollette, pour
chaque lipopeptide détecté lors de la tache 5.

Tache 7 (ULille, INRAE, ULCO, ISA) : Sélection des molécules sur base des résultats des taches 1 a 6

L'objectif était de retenir un nombre restreint d’extraits de culture (5 a 7) contenant des lipopeptides
intéressants pour la réalisation des tests sur plantes. Cette tache a été réalisée par tous les partenaires
impliqués dans le projet (a I'exception de Goemar dont le représentant était absent) lors de la réunion
du comité scientifique du 6 avril 2018. La discussion a permis de sélectionner 6 extraits de culture en
fonction des perspectives d’exploitation : aptitude a la production de masse, activité antifongique in
vitro vis-a-vis des bioagresseurs les plus préoccupants sur des cultures d’importance économique,
diversité des lipopeptides produits.



Tache 8 (ULille, Lipofabrik) : Production et purification des molécules

L'objectif était de produire des extraits de culture contenant des lipopeptides en quantités suffisantes
pour réaliser des tests de protection sur plantes cultivées en serre. Le partenaire ULille a réalisé des
cultures en fioles et en fermenteurs de 500 mL et 2 L. Le partenaire Lipofabrik a réalisé des cultures en
fermenteur de 400 mL.

Tache 9 (INRAE, ULCO, ISA) : Evaluer I'efficacité protectrice des molécules in planta contre des maladies
d’importance économique. L’'objectif était de démontrer que les extraits de culture actifs in vitro
étaient bien capables de protéger les plantes. Les extraits produits au cours de la tache 8 ont été testés
sur différents pathosystemes. L'unité Pathologie Végétale d’'INRAE a évalué l'efficacité des extraits
sélectionnés sur les pathosystémes B. cinerea/Vigne, B. cinerea/tomate, B. cinerea/laitue, S.
sclerotiorum/colza, S. sclerotiorum/laitue, P. infestans/tomate et O. neolycopersici/tomate. L’ISA a
évalué l'efficacité des extraits sur le pathosysteme Z. tritici/blé et 'ULCO sur la pathosysteme B.
graminis/Blé.

Tache 10 (ULille) : Evaluer I'écotoxicité et la toxicité des molécules

L’ objectif était de sélectionner les molécules a faible toxicité. Cette tache n’a pas pu étre réalisée car il
n’a pas été possible de purifier et concentrer les molécules d’intérét a un niveau suffisant pour obtenir
des résultats interprétables.

Tache 11 (Goemar): Essais de formulation pour obtenir une efficacité optimale, Criblage des
formulations en conditions contrdlées

L’objectif était de mettre au point une formulation facilitant I’application et I'adhésion des lipopeptides
au niveau des feuilles.

Tache 12 (INRAE, ULCO, ISA, Goemar) : Evaluer I'efficacité protectrice des molécules formulées in
planta contre des maladies d'important économique

L’objectif était de valider la formulation mise au point, in planta.

Les taches 11 et 12 n’ont pas été réalisées car le partenaire Goemar, en charge de la formulation, n’a
participé a aucune des différentes réunions du projet. Jean-Marie JOUBERT, le représentant de
Goemar a pris sa retraite au cours du projet sans que sa société n’avertisse les partenaires du projet
LIPOCONTROLE, ni ne désigne un remplagant. Ce départ n’a été détecté que dans les dernier mois
du projet quand la société Goemar n’a pas répondu a l'invitation a assister a la réunion de pilotage,
ni aux demandes du coordinateur du projet a réaliser les essais prévus.

e Contributions apportées par les différents partenaires du projet

Le partenaire Université de Lille a apporté son expertise des techniques de criblage de souches
productrices de lipopeptides et a réalisé les expérimentations liées aux taches 1 a 6 et 8. Ce partenaire
a obtenu une bourse de these sur le criblage de la collection de Pseudomonas d’INRAE pour la sélection
de nouvelles solutions de biocontréle. Son financement a été assuré par I’ADEME dans le programme
Agriculture Forét, Sols et Biomasse et par I’école doctorale SMRE de I'Université de Lille. La these



d’Alexandre BRICOUT (Mise en évidence d’'une forte diversité structurale de lipopeptides chez P.
syringae, un complexe bactérien aux activités antifongiques prometteuses) a été soutenue le 30 juin
2020 a I'Université de Lille (Jury: Philippe Jacques (Président), Nicole Orange et Claire Prigent-
Combaret (Rapportrices), Marc Bardin, Alice Rochex (Co-encadrante) et Valérie Leclere (Directrice)).

Le partenaire Lipofabrik a mis a disposition son équipement et son personnel lors de la tache 8.

Les partenaires INRAE, ISA et ULCO ont fourni les souches de champignons nécessaires a la réalisation
des expérimentations in vitro de la tache 2 et réalisé les expérimentations sur plantes de la tache 9.

Le partenaire INRAE a mis a disposition du projet sa collection de bactéries du genre Pseudomonas, sa
collection de champignons phytopathogénes (B. cinerea, S. sclerotiorum, O. neolycopersici, P. infestans)
et son expertise sur le screening in vitro et in planta d’agents de biocontrole pour présélectionner les
souches les plus prometteuses pour la production de lipopeptides antifongiques. Il a mis en place les
tests de protection sur plante pour les pathosystémes B. cinerea / vigne, tomate, laitue, S. sclerotiorum
/ colza, laitue, P. infestans / tomate et O. neolycopersici / tomate. Pour effectuer les analyses, les
chercheurs d’INRAE ont également fourni des protocoles de préparation de milieux de culture et des
protocoles de biologie moléculaire en vue du séquencage de certaines souches bactériennes.

Le partenaire ISA (aujourd’hui Yncréa Hauts-de-France) a apporté sa maitrise du pathosysteme blé-
septoriose, en particulier pour I’étude de I'efficacité de produits de biocontréle, et a contribué a la mise
en place des tests d’activité antifongique in vitro et des essais de protection in planta en serre contre
Z. tritici, 'agent responsable de la septoriose, principale maladie du blé. L'ISA a notamment fourni une
souche de Z tritici et des protocoles de tests d’activité antifongique a ULille.

Le partenaire ULCO a apporté sa maitrise du pathosysteme blé-oidium. Il a mis en place les tests de
protection sur plante contre B. graminis.

Le partenaire Goemar n’a pas exécuté les taches prévues (11 et 12), n’a pas mis en ceuvre les moyens
humains et techniques prévus et n’a pas participé aux comités scientifiques et de pilotage.

Tous les partenaires a I'exception de Goemar ont réfléchi ensemble a la meilleure stratégie de criblage
et ont sélectionné ensemble les meilleurs extraits de culture (Tache 7) lors des réunions du comité
scientifique.

e Communications

Le projet LIPOCONTROLE a été présenté au cours du séminaire intermédiaire de I'appel a projets PSPE2
les 14 et 15 décembre 2017, a Paris. Des contacts ont également été établis avec d’autres acteurs du
biocontréle (chercheurs, industriels, etc.) au cours de journées scientifiques et thématiques sur le
biocontrole ol des communications orales et des posters ont été présentés :

Communications orales :
- Bricout A., Morris C.E., Bardin M., Nicot P., Chataigné G., Lecouturier D., Jacques P., Leclére V., Rochex A.

(2020). Deciphering the structural diversity of lipopeptides produced by strains of the P. syringae
complex. P. syringae online conference, june 16, 2020, Akureyri, Iceland



- Bricout A., Morris C.E., Bardin M., Nicot P., Chataigné G., Siah A., Lecouturier D., Jacques P., Leclere V.,
Rochex A. (2019). Screening of Pseudomonas sp. strains for the biocontrol of septoria tritici blotch of
wheat. 14th IUPAC International Congress of Crop Protection Chemistry, may 19-24, 2019, Ghent,
Belgium

- Bricout A., Morris C.E., Bardin M., Nicot P., Chataigné G., Siah A., Lecouturier D., Jacques P., Leclére V.,
Rochex A. (2019). Stratégies de criblage pour la découverte et la caractérisation de lipopeptides
antifongiques utilisables comme agents de biocontrdle. Conférences autour du Biocontréle, 4 Avril 2019,
Reims, France

- Bricout A., Morris C.E., Bardin M., Nicot P., Chataigné G., Jacques P., Leclere V., Rochex A. (2018).
Développement de stratégies de criblage pour la recherche de lipopeptides antifongiques utilisables
comme biopesticides. Journées Jeunes Chercheurs Condorcet, 18-19 Janvier 2018, Amiens, France

Posters :

- Bricout A., Morris C.E., Bardin M., Nicot P., Chataigné G., Siah A., Jacques P., Leclere V., Rochex A. (2018).
Screening strategies for discovery and characterization of antifungal lipopeptides usable as biocontrol
agents. 4th international congress Natural Products and Biocontrol, 25-28 septembre 2018, Perpignan,
France

- Bricout A., Rochex A., Morris C.E., Bardin M., Nicot P., Chandeysson C., Lecouturier D., Chataigné G.,
Arnauld S., Boistel C., Chollet M., Krier F., Randoux B., Reignault P,, Siah A., Halama P., Jacques P., Leclére
V. (2017). Recherche de nouveau lipopeptides a activité antifongique utilisables comme biopesticides,
par criblage d’une collection de bactéries du genre Pseudomonas. Journées SFR Condorcet (Structure
Fédérative de Recherche Agro-Sciences, Environnement et Développement Durable, CNRS3417 en
région Champagne-Ardennes, Hauts de France et Wallonie), 8-9 juin 2017, Villeneuve d’Ascq, France

- Bricout A., Morris C.E., Bardin M., Nicot P., Chataigné G., Lecouturier D., Jacques P., Leclere V., Rochex A.
(2018). Screening strategies for the discovery of new antifungal lipopeptides usable as biocontrol agents.
Smartbiocontrol Symposium, january 24, 2018, Ghent, Belgium

® Les produits du projet

Le projet LIPOCONTROLE a permis d’obtenir les produits suivants :

(1) plusieurs nouvelles biomolécules, des lipopeptides extraits de culture de bactéries
Pseudomonas, efficaces contre une large gamme d’agents pathogéenes cryptogamiques :

- Botrytis cinerea (responsable de la pourriture grise sur de nombreuses espéces végétales
dont la vigne et la tomate)

- Sclerotinia sclerotiorum (responsable de la pourriture blanche ou sclérotiniose sur de
nombreuses espéces végétales dont le colza et le tournesol)

- Zymoseptoria tritici (responsable de la septoriose du blé)
- Phytophtora infestans (responsable du mildiou de la pomme de terre et de la tomate).
- Blumeria graminis f.sp. tritici (responsable de I'oidium du blé)

- Oidium neolycopersici (responsable de I'cidium de la tomate)



(2) une nouvelle méthode de criblage haut débit de lipopeptides utilisables en biocontréle qui
pourrait étre transposée pour explorer d’autres bactéries ou rechercher d’autres molécules
d’origine microbienne.

(3) des nouvelles connaissances sur les bactéries du complexe Pseudomonas syringae : mise en
évidence de la tres grande diversité et de I'activité de biocontrole des lipopeptides de ce
groupe taxonomique.

Les résultats obtenus sont donc bien ceux annoncés dans la réponse a I’appel a projet PSPE 2 - Edition
2014. Cependant, si les objectifs correspondant a ceux des taches 1 a 9 ont tous été atteints ceux
correspondant aux taches 10 a 12 n’ont pu étre réalisés. Comme expliqué plus haut dans le rapport
d’activité, I’évaluation de la toxicité des nouvelles molécules (tache 10), la formulation (tache 11) et
|’évaluation de I'efficacité des molécules formulées (tache 12) n’ont pas été réalisées. La plus faible
toxicité de ces molécules par rapport aux fongicides conventionnels reste a prouver mais le risque que
ces substances soient toxiques est plut6t faible, car les études réalisées sur les lipopeptides de Bacillus
montrent une assez faible toxicité (Deravel, et al., 2014). L’efficacité des molécules formulées n’a pas
pu étre démontrée sur plante, mais cela n’'empéche pas d’affirmer que les nouvelles molécules sont
des candidats prometteurs utilisables en tant que produits de biocontréle puisqu’elles sont déja
efficaces non formulées.

3. Rapport scientifique

Problématique, enjeux et état de I’art

Les grandes cultures sont en proie a de nombreux bio-agresseurs, les principaux étant les champignons
phytopathogenes qui peuvent engendrer de séveres pertes économiques. Aujourd’hui, la lutte contre
les maladies cryptogamiques repose essentiellement sur I'utilisation de pesticides conventionnels dont
I'utilisation excessive génére d'importants risques pour I’environnement (dissémination dans les airs,
les eaux, les sols) et la santé humaine (agriculteurs, producteurs, consommateurs). Il est donc devenu
essentiel de proposer de nouvelles solutions plus respectueuses de I’environnement et adaptées a la
demande croissante de produits plus sains par les producteurs et les consommateurs. C’est dans ce
contexte qu’a été mis en place le plan Ecophyto, adopté en 2008, visant a réduire I'utilisation des
produits phytosanitaires chimiques de 50% d’ici 2025 en proposant des méthodes de culture et des
traitements alternatifs.

L'une des solutions envisagées, en remplacement ou en complément des pesticides de synthese, est
I'utilisation d’agents de biocontréle (i.e. biopesticides) tels que les microorganismes et les substances
naturelles qui utilisent des interactions ou des mécanismes naturels, dans le but de lutter contre les
ennemis des cultures. lls ont I'avantage d’étre généralement moins toxiques et de présenter une
meilleure biodégradabilité que les pesticides chimiques de synthese. Il existe toutefois peu de bio-
fongicides homologués et disponibles pour lutter contre les maladies cryptogamiques des grandes
cultures.

Les lipopeptides sont des molécules amphiphiles composées d’un acide gras hydrophobe lié a une
chaine peptidique hydrophile. Produits par voie non ribosomique par des complexes
multienzymatiques appelés NRPS (Non Ribosomal Peptide Synthetase), ces molécules ont une grande



diversité structurale liée a une grande diversité d’activités biologiques. Ce sont les principales
molécules impliquées dans I’activité de biocontrole des bactéries du genre Pseudomonas et Bacillus.
Plusieurs de ces bactéries sont déja homologuées dans la catégorie microorganismes des produits de
biocontrole (D’aes et al., 2009; Ongena & Jacques, 2008). Les lipopeptides limitent le développement
de la maladie directement par un effet biocide sur la pathogéne ou indirectement par la stimulation
des mécanismes de défense de la plante. Chez Bacillus, certains lipopeptides, notamment la
mycosubtiline, ont par exemple montré d’intéressantes activités de biocontrble sur laitue, contre
Bremia lactucae (Deravel et al., 2014) et sur blé, contre Zymoseptoria tritici (Mejri et al., 2017).

Chez Pseudomonas, plus de 120 lipopeptides répartis dans 16 familles sont référencés. Plusieurs sont
connus comme ayant des activités antifongiques contre de nombreux champignons tels que Botrytis
cinerea, Pythium ultimum, Phytophtora infestans, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, etc.
(D’aes et al., 2009; Geudens & Martins, 2018). Pour certains d’entre eux, des activités de biocontrole
intéressantes ont déja été observées in planta, contre divers champignons du sol tels que Rhizoctonia
solani : poeamides sur betterave (Zachow et al., 2015), nunamycine et nunapeptine sur pomme de
terre (Michelsen et al., 2015).

Les Pseudomonas syringae, choisis dans ce projet, sont connus pour produire divers lipopeptides dont
les syringomycines (9 acides aminés) et les syringopeptines (22 ou 25 acides aminés), aux activités
antifongiques intéressantes contre plusieurs champignons dont B. cinerea et S. sclerotiorum (De Lucca
et al., 1999; Fiore et al., 2008; Kawasaki et al., 2016; Lavermicocca et al., 1997; Woo et al., 2002). Deux
souches productrices de lipopeptides, P. syringae ESC-10 et ESC-11 sont d’ailleurs commercialisées aux
Etats-Unis, sous forme de cellules vivantes, pour lutter contre le développement des champignons sur
les fruits et tubercules aprés récolte (Bull et al., 1998). En revanche, les lipopeptides, ne sont pas
encore homologués en tant que biopesticides.

C’est dans ce contexte et en réponse au plan Ecophyto que le projet LIPOCONTROLE a été mis en place.
Son objectif était de rechercher et sélectionner de nouveaux lipopeptides utilisables comme agents
de biocontrole, en complément ou en substitution des pesticides chimiques, contre divers
champignons responsables de maladies cryptogamiques d’intérét économique majeur.

Approches scientifiques et techniques utilisées

Pour répondre a I'objectif du projet LIPOCONTROLE, le criblage d’une collection de 709 souches de
Pseudomonas syringae, fournie par I'équipe MISTRAL d’INRAE a Avignon, a été réalisée. L'approche
globale utilisée pour ce criblage se résume en 4 étapes :

1. L'évaluation de I'activité antifongique, in vitro, des souches de la collection
L’évaluation du potentiel de croissance des souches antifongiques en milieu simple
La détection de la production de lipopeptides et leur identification, chez les souches ayant des
propriétés antifongiques

4. |'évaluation de I'efficacité de protection in planta, d’extraits de culture bruts et semi-purifiés

Le détail de chaque étape est présenté ci-apres.

1. Lactivité antifongique des 709 souches de la collection, a été évaluée in vitro sur boites de Petri,
au moyen de tests d’antagonismes opposant les colonies bactériennes aux champignons ciblés.
Trois champignons responsables de maladies cryptogamiques d’intérét économique majeur ont
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été ciblés lors de ces tests : Z. tritici, responsable de la septoriose du blé, B. cinerea, responsable
de la pourriture grise sur plus de 200 especes végétales et S. sclerotiorum, responsable de la
pourriture blanche ou sclérotiniose sur plus de 400 espéeces végétales.

A la suite de ces tests, les souches ayant présenté les meilleures activités antifongiques ont été
cultivées en milieu liquide, puis les extraits de culture exempts de bactéries ont été testés pour
leur activité antifongique contre Z. tritici et B. cinerea.

2. L’évaluation du potentiel de croissance des souches antifongiques en milieu simple a été réalisée

a haut débit au moyen du Biolector, un appareil disponible sur la plateforme RealCAT, adossée a
I'Institut Charles Viollette.
Le Biolector est un microfermenteur qui permet de réaliser des tests de croissance en microplaques
de 24 puits ol chaque puits représente une culture distincte, se faisant dans les mémes conditions
qgue dans un fermenteur de laboratoire. Il est permet d’analyser de nombreux profils de croissance
de maniére rapide.

3. La détection de la production de lipopeptides et leur identification a été réalisée en utilisant une
approche combinée et complémentaire de bioinformatique et de spectrométrie de masse.

e Les analyses bioinformatiques des séquences d’ADN génomique permettent de détecter
les génes de synthétases des lipopeptides et de prédire leur structure chimique. Ces
analyses bioinformatiques ont été réalisées a partir d’'une vingtaine de génomes de P.
syringae de la collection séquencés au cours du projet.

e Les analyses de spectrométrie de masse, réalisées a haut débit avec un spectrométre de
masse MALDI-ToF, permettent, quant a elles, de détecter, in vitro, les lipopeptides produits
par les bactéries. Ces derniers peuvent ensuite étre fragmentés pour en connaitre leur
structure.

Cette méthode de détection s’étant avérée particuliéerement rapide et efficace, elle a été
utilisée pour toutes les souches de la collection, y compris pour les souches ne présentant
pas d’activité antifongique directe.

En combinant ces deux approches, il est possible d’identifier les structures des lipopeptides produits
et ainsi déterminer s’il s’agit de molécules connues ou de nouvelles molécules.

4. L'évaluation de I'efficacité de protection in planta, d’extraits de culture bruts et semi-purifiés a été
réalisée a partir des souches les plus prometteuses, a savoir celles présentant les meilleures
activités antifongiques, ayant une aptitude a la production de masse et synthétisant divers
lipopeptides (nouveaux et connus).

Les bactéries ont été cultivées en fiole et en fermenteur (100 mL a 2L) pour préparer des extraits de
culture bruts. Les extraits de culture semi-purifiés ont été obtenus par ultrafiltration, un procédé
permettant de séparer les molécules d’'un mélange en fonction de leur taille, adapté a la purification
des lipopeptides. Les extraits ont été appliqués par pulvérisation sur différentes cultures. Leur efficacité
de protection a été évaluée contre différents champignons phytopathogenes (Tableau 1).
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Tableau 1 : Pathosystémes étudiés pour |’évaluation in planta, de I'efficacité des extraits de culture sélectionnés

Champignon Mode d’inoculation Plante Age des végétaux
Botrytis cinerea Implant mycélien sur feuille Vigne -
Implant mycélien sur feuille Laitue 4 semaines
Dépot de spores sur plaie Tomate 6-8 semaines
d’effeuillage
Sclerotinia Implant mycélien sur tige Colza 4-6 semaines
sclerotiorum blessée
Implant mycélien sur feuille Laitue 4 semaines
Oidium neolycopersici | Dépot de spores sur feuilles Tomate 6-8 semaines
Phytophtora infestans | Dépobt de spores sur feuille Tomate 6-8 semaines
Zymoseptoria tritici Pulvérisation de spores sur Blé 3 semaines
feuilles
Blumeria graminis Pulvérisation de spores sur Blé 10 jours
feuilles

Résultats obtenus

1. Evaluation de |'activité antifongique des souches de la collection, in vitro

Dans un premier temps, les 709 souches de P. syringae de la collection, ont été soumises a des tests
d’antagonisme in vitro (sur boite en milieu solide). Les résultats, illustrés dans la figure 2, montrent :

- 107 souches actives contre Z. tritici
- 70 souches actives contre B. cinerea
- 75 souches actives contre S. sclerotiorum

Colonies actives/antifongiques

Zymoseptoria Botrytis Sclerotinia
tritici cinerea sclerotiorum

Figure 2 : Exemples d’activités antifongiques de colonies bactériennes observées contre Z. tritici, B. cinerea et S.
sclerotiorum
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Au total, 158 souches soit 22,3% de la collection étudiée, ont montré une activité antifongique contre
au moins un des trois champignons testés, révélant ainsi le fort potentiel de ces souches pour une
utilisation en biocontréle. Ces résultats sont tres positifs puisque nous attendions moins de 10% de
souches actives.

Dans un deuxieme temps, des extraits de culture liquide, produits a partir des 97 souches ayant
présenté les meilleures activités antifongiques, ont été testés pour leur activité contre deux
champignons. Les résultats obtenus lors de ces tests, illustrés dans la figure 3 montrent :

- 97 extraits de culture inhibant la croissance du champignon B. cinerea
- 96 extraits de culture inhibant la croissance du champignon Z. tritici

Témoins milieux de culture Tests des extraits de culture

Absence de
croissance

Botrytis cinerea Zymoseptoria tritici

Figure 3 : Exemples d’activités antifongiques d’extraits de culture, observées contre B. cinerea et Z. tritici

Les souches actives sont donc capables de sécréter des molécules antifongiques en milieu liquide.
Pour une application en biocontréle, il ne sera donc pas nécessaire d’utiliser les cellules bactériennes,
les molécules antifongiques pouvant étre utilisées seules.

2. Evaluation du potentiel de croissance des souches antifongiques en milieu simple

L’évaluation du potentiel de croissance des souches a activités antifongiques a été réalisée, avec le
Biolector (microfermenteur). Les résultats de ces tests, illustrés pour 20 souches dans la figure 4,
montrent que toutes les souches sont capables de se développer en milieu simple et qu’elles atteignent
rapidement un niveau de biomasse élevé.

Les souches ayant des propriétés antifongiques de la collection de P. syringae utilisées ont donc un
bon potentiel pour la production de gros volumes a I’échelle industrielle.
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Densité cellulaire (UA)

Contréles sans bactérie
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Figure 4 : Exemples de courbes de croissance de 20 souches cultivées en duplicat au biolector pendant 40h

3. Détection de production et identification de lipopeptides chez les souches de la collection

La production de lipopeptides a été étudiée par spectrométrie de masse MALDI-ToF pour les 709
souches de la collection de P. syringae. Les nouveaux lipopeptides identifiés ont été caractérisés
structuralement via une approche combinée de spectrométrie de masse (MALDI-ToF / HPLC-MS-MS)
et de bioinformatique. Cela a notamment permis de mettre en évidence la présence de lipopeptides
dans les extraits de culture de 6 souches a activité particulierement antifongique et de caractériser leur
structure.

Au total, 61 lipopeptides, dont 38 nouveaux, répartis dans les 5 familles répertoriées chez P. syringae
(syringafactine, syringomycine, corpeptine, syringopeptine 22 et syringopeptine 25), ont été identifiés
(Tableau 2). Les résultats ont également montré que 97,5% des souches actives produisent des
lipopeptides ce qui montre leur implication dans les activités antifongiques observées. Pour 63,3%
d’entre elles, les lipopeptides de 3 familles différentes sont co-produites ce qui pourrait étre le signe
d’activités synergiques.

Tableau 2 : Lipopeptides identifiés chez les souches de P. syringae

Famille Lipopeptides identifiés
Syringafactine 11 dont 5 nouveaux
Syringomycine 27 dont 17 nouveaux

Corpeptine 7 dont 6 nouveaux
Syringopeptine 22 8 dont 4 nouveaux
Syringopeptine 25 8 dont 6 nouveaux
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La tres grande diversité structurale de lipopeptides mise en évidence, et la fréquence de production
des lipopeptides chez les souches a activité antifongique indiquent que le complexe d’especes P.
syringae constitue une source importante de nouvelles molécules utilisables en tant que produits de
biocontréle.

4, Evaluation de I'efficacité de protection in planta, d’extraits de culture bruts et semi-purifiés

En se basant sur les résultats obtenus lors du criblage de la collection, 6 souches présentant de fortes
activités antifongiques contre plusieurs champignons, une aptitude a la production de masse et
produisant des lipopeptides variés, ont été choisies pour la réalisation des tests de protection in planta.
Les souches ont été cultivées en fiole et fermenteur. Les extraits de culture bruts et semi-purifiés par
ultrafiltration ont été appliqués sur les feuilles.

Les résultats sont listés dans le tableau ci-dessous (Tableau 3).

Tableau 3 : Effets de protection des extraits de culture sur différents pathosystéemes

Champignon Plante % de protection
Botrytis cinerea Vigne 0-100%
Laitue 5-60%
Tomate 4 -55%
Sclerotinia sclerotiorum Colza 0-48%
Laitue 0-29%
Oidium neolycopersici Tomate 48 - 94%
Phytophtora infestans Tomate 30-87%
Zymoseptoria tritici Blé 76 —96%
Blumeria graminis Blé 39-86%

Au regard des pourcentages de protection observés, les extraits de culture des P. syringae ou les
lipopeptides qu’ils contiennent, présentent un fort potentiel pour une utilisation en tant qu’agents
de biocontrdle, notamment sur les pathosystémes O. neolycopersici-Tomate / P. infestans — Tomate
/ Z. tritici — Blé / B. graminis — Blé.

Les efficacités de protection plus faibles, observées pour B. cinerea et S. sclerotiorum sont
probablement dues au mode d’application du champignon (implants mycéliens déposés directement
sur les feuilles). D’autres méthodes d’inoculation de ces champignons, plus proches de la réalité
agronomique, devront étre réalisées pour confirmer ces résultats.

Discussion et conclusion

Diversité des lipopeptides produits

Les souches du complexe P. syringae sont depuis plusieurs décennies connues pour produire des
lipopeptides de structures variables (Geudens & Martins, 2018; Gotze & Stallforth, 2019). Néanmoins,
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peu de souches avaient jusqu’ici été analysées en profondeur pour déterminer I'étendue de la diversité
structurale et de l'activité de ces molécules. Une question s’est posée au début du projet : est-il
possible de découvrir de nouveaux lipopeptides a activité antifongique en explorant le seul groupe
taxonomique P. syringae ?

Au total, 61 lipopeptides différents ont été identifiés, dont 23 parmi les 32 connus et 38 nouveaux,
appartenant aux 5 familles décrites chez P. syringae : syringafactine, syringomycine, corpeptine,
syringopeptine 22 et syringopeptine 25. Ces résultats ont donc mis en évidence une diversité
structurale plus forte que celle déja connue chez les P. syringae.

Fréquence de production des lipopeptides

Au regard de cette grande diversité structurale de lipopeptides, il est intéressant de se demander quelle
est la fréquence de production de ces différentes molécules. Nos travaux ont montré que 81,1% des
souches étudiées produisent des lipopeptides mais que la production des différentes familles est tres
variable au sein du complexe P. syringae. Les lipopeptides de la famille des syringafactines sont les plus
fréquemment produits (77% des souches). Ces résultats sont particulierement intéressants car aucune
donnée de la littérature ne laissait envisager une si large production. En effet, ces lipopeptides avaient
été détectés chez seulement une dizaine de souches (Berti et al., 2007; Burch et al., 2014; Pauwelyn et
al., 2013). Les syringafactines sont des molécules biosurfactantes qui ne présentent pas d’activité
antifongique directe mais elle pourrait présenter un effet éliciteur des défenses des plantes comme
cela a déja été observé pour la surfactine, le lipopeptide le plus biosurfactant produit par Bacillus
subtilis. Il serait donc intéressant d’étudier I'effet éliciteur des lipopeptides de P. syringae pour une
utilisation en biocontroéle. Les lipopeptides de la famille des syringomycines et des syringopeptines sont
également trés fréquemment produits (48% des souches). Ces résultats sont moins surprenants car la
production de syringomycines a été montrée chez de nombreuses souches de ce complexe bactérien
notamment par l'intermédiaire du test visant a évaluer leur activité antifongique contre Geotrichum
candidum (Xu & Gross, 1988).

Relations entre activités antifongiques et lipopeptides produits

Les résultats du projet ont montré que 22,3% des souches de la collection sont actives contre au moins
I’'un des trois champignons ciblés in vitro : B. cinerea, S. sclerotiorum, Z. tritici. Un lien direct entre la
synthese de lipopeptides et I'activité antifongique des souches a été mise en évidence au cours de ce
travail puisque 97,4% des souches actives produisent des lipopeptides. Pour chaque champignon ciblé,
plus de la moitié des souches a activités antifongiques ont montré la co-production de lipopeptides
appartenant a trois familles différentes de lipopeptides. Il est donc possible que les activités
antifongiques observées soient amplifiées par une synergie entre les différents lipopeptides comme
cela a été observé dans plusieurs études pour les lipopeptides de Bacillus (Maget-Dana et al., 1992;
Mejri et al., 2017; Romero et al., 2007).

Ces résultats ont également montré qu’il existe une corrélation entre I'activité antifongique des
souches et leurs profils de production de lipopeptides. Cette information s’avere primordiale dans le
cadre de la recherche de nouvelles souches de P. syringae productrices de molécules antifongiques. En
effet, en privilégiant la recherche des lipopeptides associés a une activité antifongique, le criblage sera
plus rapide, plus ciblé et donc plus efficace.
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Activités de biocontrole des souches du complexe P. syringae

Des extraits de culture de P. syringae contenant des lipopeptides, appliqués sur les feuilles, ont permis
de protéger les plantes contre différentes maladies cryptogamiques. Sur blé, les niveaux de protection
obtenus sont proches de ceux observés par Mejri et al., (2017) avec un mélange de mycosubtiline,
surfactine et fengycine a 100mg/L (61% de protection), trois lipopeptides produits chez Bacillus subtilis
et ce, dans des conditions similaires a celles suivies dans notre étude (cultivar Alixan utilisé, temps
d’incubation, modalités de traitement, etc.).

Enfin, il serait intéressant d’étudier le mode d’action des lipopeptides actifs in planta. Leur activité
biocide directe, qui a été démontrée in vitro, pourrait étre due a une prévention de la germination des
spores voire a une lyse de ces structures fongiques. Il est également possible que ces lipopeptides se
comportent aussi comme des éliciteurs des défenses des plantes. Cela n’a jamais été démontré pour
des lipopeptides produits chez P. syringae mais c’est un phénomene connu pour d’autres lipopeptides
de Pseudomonas comme le massetolide A produit par P. fluorescens SS101 (Tran et al., 2006) et certains
lipopeptides de Bacillus comme la surfactine (Le Mire et al., 2018).

CONCLUSION

Ces résultats ont montré, d’une part, que la plupart des souches du complexe P. syringae produisent
des lipopeptides et d’autre part, que ces molécules présentent une trés grande diversité structurale.
Les souches de ce groupe taxonomique, qui présentent des activités antifongiques prometteuses,
constituent donc une source importante de nouvelles molécules utilisables en tant que produits de
biocontrole.

Enfin, la mise en évidence d’une corrélation entre les activités antifongiques des souches et leurs profils
de production de lipopeptides, a permis de valider une nouvelle méthode de criblage de biomolécules
utilisables en biocontréle.
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4. Contribution au plan Ecophyto (et a I’agroécologie)

Les nouveaux lipopeptides sélectionnés a la fin du projet ont démontré leur efficacité contre les agents
cryptogamiques ciblés et leur potentiel de développement industriel en tant que fongicide biologique
(aptitude a la production de masse). lls devraient étre utilisables en tant que matiere active fongicide
de produit de biocontrole (dans la catégorie des substances naturelles) pour une grande diversité
d’usage en complément ou en substitution aux fongicides chimiques. Les résultats obtenus contribuent
donc a I’essor du biocontréle en apportant de nouvelles substances naturelles efficaces pour protéger
les grandes cultures telles que les céréales, les oléagineux et la vigne des principales maladies
fongiques.

L'apport de nouvelles molécules d’origine naturelle offre plusieurs avantages par rapport a |'utilisation
de microorganismes antagonistes vivants. Elle permet d’une part d’éviter les contraintes liées a la
conservation de la viabilité lors du conditionnement et de la formulation. Elle permet d’autre part
d’assurer une efficacité de traitement constante alors que I'efficacité de microorganismes vivants
dépend de leur implantation et leur activité dans I’écosystéme. Ces molécules formulées sous forme
liguide peuvent donc s’utiliser et étre stockées comme un produit phytosanitaire classique sans
contraintes supplémentaires.

Les limites les plus importantes de ce projet sont que les lipopeptides ont été seulement produits a
I’échelle du laboratoire (100 mL a 2 L) et testés en serre. Il sera nécessaire pour la suite, de concevoir
et développer un procédé de production et d’extraction a plus grande échelle de ces biomolécules
pour, d’une part étre capable de produire suffisamment de molécules pour évaluer leur efficacité au
champ et d’autre part, démontrer la faisabilité de leur production a I'échelle industrielle.

Enfin, le développement d’'un nouveau produit de biocontréle a base de lipopeptides nécessitera
d’évaluer leur niveau de toxicité, d’écotoxicité et de durabilité et de mettre au point une formulation
assurant leur bonne conservation et efficacité de protection sur plante.

e Les sorties projetées

Les sorties du projet (nouvelles biomolécules qui pourront devenir matiére actives de futurs produits
de biocontréle) ne sont pas encore opérationnelles. Le niveau de TRL atteint se situe a 3. Les résultats
apportent la preuve expérimentale de conception que les extraits de culture de la bactérie P. syringae
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contenant des lipopeptides ont un fort potentiel pour le biocontréle de plusieurs maladies fongiques.
Les sorties envisageables sont de nouveaux produits de biocontrole mais il reste encore de gros efforts
de recherche a fournir. Un prolongement de LIPOCONTROLE est envisagé dans le projet ANR-19-
ECOM-0007 CERES (27 avril 2020-27 octobre 2023), projet porté par ULille et financé par I’APP ANR
Ecophyto Maturation 2019. Cet APP a pour but de valoriser des travaux scientifiques déja accomplis
pour les faire évoluer vers une solution a I'opérationnalité démontrée qui réponde aux besoins des
utilisateurs finaux afin de réduire I'usage des produits phytosanitaires en agriculture.

Le projet CERES a pour objectif de démontrer a un niveau terrain que des produits a base d’extraits
de culture de bactéries Pseudomonas contenant des lipopeptides constituent une solution
fonctionnelle de biocontréle contre la septoriose du blé (TRL 5). Il vise a apporter de nouvelles
solutions de biocontrole pour réduire I'utilisation des fongicides chimiques sur la culture du blé qui par
les surfaces qu’elle occupe est trés consommatrices de produits phytosanitaires. Pour atteindre cet
objectif, il est prévu de concevoir et développer le procédé de production d’extrait de lipopeptides
jusqu’a I’échelle pilote, d’évaluer le niveau de toxicité, d’écotoxicité et de durabilité des extraits, de
définir leurs conditions d’emploi et de tester leur efficacité au champ. Le projet devrait aboutir a une
solution de biocontréle efficace contre la septoriose du blé. Afin d’assurer la meilleure diffusion
possible aupres des agriculteurs, un argumentaire sera construit pour lever les freins a la mise en ceuvre
de ce produit de biocontrole. Les partenaires du projet CERES sont ULille, INRAE PV, YNCREA Hauts de
France, ULiege, Lipofabrik et Arvalis.

e Les connaissances générées

Le projet LIPOCONTROLE a permis de valider une nouvelle méthode de criblage de lipopeptides a
activité antifongique et de générer une quantité importante de connaissances sur les lipopeptides de
P. syringae que les chercheurs travaillant sur la conception de nouvelles solutions de biocontréle
pourront exploiter afin de contribuer au développement de nouveaux outils de protection des plantes.

Une grande partie des résultats du projet LIPOCONTROLE est intégrée a la thése d’Alexandre BRICOUT
intitulée « Mise en évidence d’une forte diversité structurale de lipopeptides chez P. syringae, un
complexe bactérien aux activités antifongiques prometteuses » (30 juin 2020). Trois projets de
publication, issus de ces résultats obtenus sont prévus pour transférer a la communauté scientifique
les résultats :

e Projet de publication mettant en évidence la forte diversité structurale de lipopeptides, et la
fréquence de production de ces différentes molécules chez le complexe P. syringae

e Projet de publication proposant une méthode de criblage a haut débit, basée sur I'activité
antifongique des souches, leur classification phylogénétique et leurs profils de production

e Projet de publication, basé sur les résultats des tests de protection in planta, mettant en
évidence le fort potentiel des souches de P. syringae (extraits de culture, lipopeptides) pour le
biocontréle de la septoriose du blé
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