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Pouvoir pathogene des souches bactériennes isolées de

tubercules de pomme de terre

Résumé

Cette étude a éé effectuée afin de tester le pouvoir pathogéne d’une
collection de souches bactériennes isolées a partir des tubercules de la pomme de terre
et par la suite évaluer leur pathogénicitées vis-a-vis trois plantes hotes a savoir : le

tabac, la tomate et I’aubergine.

Nous avons entrepris notre travail par laréalisation du test d’hypersensibilité
sur le tabac, ce dernier a révélé des réponses variables. Parmi les 58 isolats testés, 38
isolats provoquent la réaction d’hypersensibilité sur tabac qui se traduit sous forme de

nécrose localise au niveau de la partie infiltrée.

Par la suite, la réalisation du test du pouvoir pathogene sur tomate a montré
gue sur un totale de 58 souches testées et inoculées aux plants de tomate, 24 souches
ont répondu positivement ce qui signifie que 41% des souches provoquent des

symptémes de jaunissement, flétrissement et de nécroses marginales.

La réalisation du test du pouvoir pathogéne sur I’aubergine a montré que sur
un totale de 58 souches testées et inoculées aux plants d’aubergine, 47 souches ont
répondu positivement ce qui signifie que 81% des souches provoquent des symptémes
de jaunissement, de chute des feuille, un aspect tacheté des feuilles ainsi que des

flétri ssements.

Les différentes réponses aux tests réalisés, nous permettent de constater que
nos souches bactériennes appartiennent a différents groupes, ce qui signifie la

présence de trois principaux genres bactériens.

Mots clés: souches bactériennes, hypersensibilité, pouvoir pathogéne, pomme de
terre, Solanacée.



The pathogenicity of a bacterial strainsisolated from potato tubers

Abstract

This study was performed to test the pathogenicity of a bacterial strains
collection isolated from the potato tubers and assess their pathogenicity against:
tobaco, tomato and eggpl ant.

The redlization of hypersensitivity test on tobacco showed variable
responses. Among the 58 isolates tested, 38 isolates causes the tobacco

hypersensitivity reaction in the form of localized necrosis at the infiltrated part.

Thereafter, performing the test of pathogenicity on tomato showed that a
total of 58 strains tested and inoculated to tomato seedlings, 24 strains responded
positively which means that 41% of the strains cause yellowing symptoms, wilting of

leaves and margina necrosis.

Performing the test of pathogenicity on eggplant showed that a total of 58
strains tested and inoculated to eggplant, 47 strains responded positively which means
that 81% of the strains cause symptoms of yellowing, wilting, falling leaves and the

mottled |eaves.

The different responses to the tests carried out, allow us to note that our
bacterial strains belong to different groups, wich mean the presence of three main

bacterial genera.

Keywords. bacteria strains, hypersensitivity reaction, pathogenicity, potato,
Solanaceae
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Introduction

I ntroduction

La pomme de terre représente la quatriéme production végétale dans le
monde, aprés le mai's, le blé et le riz, cette culture est cultivée dans plus de 150 pays
sur une superficie de 20 millions d’hectares et une production moyenne de 323

million de tonnes (Stevenson et al., 2001).

En Algérie, La culture de pomme de terre occupe une position dominante
dans le systeme maraicher par les surfaces qui lui sont consacrées, ses volumes de
production, les emplois qu’elle génere et sa grande mobilisation des ressources en
termes de moyens d’intrants et de régulation de la production par le froid (Anonyme,
2008). Lafiliere de pomme de terre est la seconde par ordre d’importance apres le
blé, occupant en 2011 une superficie de 100.000 ha, pour une production qui atteignit

le chiffre record de 3.8 millions de tonnes (Anonyme, 2011).

Contrairement aux pays septentrionaux ou la pomme de terre est cultivée
durant une saison, en Algérie elle est cultivée tout au long de I’année surtout sur la

cote méditerranéenne qui jouit d’un climat tempéré (Anonyme, 2008b).

L es microorganismes et notamment les bactéries sont a I’origine de multiples
graves maladies de la pomme de terre. Parmi ces bactéries phytopathogenes,
Pectobacterium spp. et Dickeya spp. sont responsables de la pourriture molle des
tubercules de pomme de terre en post-récolte et de la jambe noire de la pomme de
terre au champ; ains que Ralstonia solanacearum et Clavibacter michiganensis
subsp sepedonicus respectivement agents de la pourriture brune et de la pourriture
annulaire qui sont classées parmi les bactéries de quarantaines. Ces bactéries causent
des pertes extensives au niveau de la culture de la pomme de terre et pese lourdement
sur I’agriculture et I’économie de nombreux pays (Anonyme, 2008 ; Perseley, 1986 ;
Hayward, 1991 ; Daviset al., 1997; Franc, 1999).

-



Introduction

Le contrdle de ces maladies de plantes se doit étre efficace en utilisant des
méthodes de lutte conventionnelles représentées par les méthodes physiques,
chimiques, génétiques, biologiques et les facteurs humains (Bonnemaine et Chollet;
2003).

Les méthodes de lutte chimiques sont efficaces contre les champignons par
I’utilisation de fongicides alors les maladies virales et bactériennes sont incurables et
nécessitent des moyens de lutte préventifs (Buoziani, 2007) qui assurent une

réduction importante de la dissémination de lamaladie (L epoivre, 2003).

Dans le présent travail, nous avons étudié le pouvoir pathogéne d’une
collection de souches bactériennes isolées de tubercules et de pomme de terre destinés
ala consommation et ala multiplication . De ce fait, nous avons entamé notre éude
par la realisation d’un test d’hypersensibilité sur tabac pour I’ensemble des souches de

la collection bactérienne.

Par la suite, nous avons réalisé le test du pouvoir pathogene sur deux plantes
de la famille des Solanacée a savoir la tomate et I’aubergine et qui sont supposes étre

des plantes hétes de nos souches bactériennes.

]
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Chapitre | Revue bibliographique

1. Généralitésur lapommedeterre

1. 1. Labiologiedelapommedeterre

La pomme de terre (Solanum tuberosum) est une plante vivace a
multiplication végétative. Outre la pomme de terre, la famille des Solanacées

comprend aussi la tomate, le tabac, le piment, I’aubergine, le pétunia, etc. (Solstner,
1983).

Figure 1: Description générale du plant de pomme de terre (Vanderhofstadt et
Jouan, 2009).
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La pomme de terre « Solanum tuberosum » appartient au :

Regne: Plantae.
Embranchement : Phanérogames.
Division : Angiospermes.

Classe : Dicotylédones.

Ordre: Solanales.

Famille: Solanaceae.

Genre: Solanum.

Espece : Solanum tuberosum (Linné., 1753).

L’espéce Solanum andigenum est originaire de la région centrale de la
Cordillére des Andes a une altitude supérieure a 2.000 metres. La pomme de terre
actuellement cultivée est la sous-espéce Solanum tuberosum, sa domestication
remonte a plus de 8000 ans (Clement, 1981). La pomme de terre a été introduite en
Europe au XV1°™ siécle grace aux navigateurs Espagnols. Elle sest ensuite répandue
au point d'étre I'une des rares plantes cultivées sous toutes les latitudes (Anonyme,
2008a).

La plante est vivace grace a ses tubercules, a condition que le climat lui
permette de survivre ala saison froide, mais généralement cultivée comme une plante
annuelle (CLEMENT, 1981).

En Algérie, la pomme de terre est surtout cultivée sur la cote
méditerranéenne, qui jouit d’un climat tempéré propice a sa culture tout au long de
I’année. On en trouve aussi a 500 meétres, sur les montagnes et les vallées entre la cote

et lesmonts Atlas ainsi que sur les hauts plateaux (Anonyme, 2008a).
1. 2. Laproduction delapommedeterre

La pomme de terre est I’une des denrées alimentaires de base dans le monde,
produisant une importante quantité de matiére seche et de protéines a I’hectare
(Storey et Davies, 1992). Elle est la quatrieme culture mondiale apres le blé, leriz et
le mais. Les principaux producteurs sont dans I'ordre la Chine (64,8 millions de tonne)
(Mt), la Russie (36,8 Mt), I’Inde (28,6 Mt), les Etats-Unis (20,4 Mt) et I’Ukraine (19,1
Mt) (Anonyme, 2007).

.
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En Algérie, la filiere de pomme de terre continue d’enregistrer des
performances encourageantes grace a la mise en synergie des différents acteurs de
cette filiere telle que I’introduction des techniques de production et de conservation et
ains que le professionnalisme des agriculteurs. Les statistiques indiquent que la
production aatteint 3,2 MT en 2010 contre 2,67 MT en 2009 et 2,2 millions de tonnes
en 2008 (Anonyme, 2012). La filiere prévoit d’augmenter progressivement le
rendement a I’hectare qui est actuellement de 25 tonnes pour atteindre, en définitive,

un niveau de production de 4 millions de tonnes/an dés 2014.
2. Lesmaladiesdela pommedeterre

La pomme de terre représente I’une des productions veégetales les plus
affectées par les maladies, en raison de son mode de multiplication végétative qui
favorise le maintien et la propagation des germes d’agents pathogenes (Agrios, 1997).
Cela fait de la pomme de terre I’une des cultures les plus traitées par les pesticides
(De Boer, 1994).

2. 1.Lesravageurs

Les ravageurs de la pomme de terre regroupent I'ensemble des espéces
animales qui causent des dégéts aux cultures au champ, au cours du transport ou du
stockage (Blok et al., 2006).

Lateigne de la pomme de terre Phtorimaea operculella cause des dégéts sur
les feuilles et les pétioles par perforation et les chenilles creusent des galeries

superficielles dans les tubercules (Gregory, 1977).

Les pucerons (Muzys persicea) causent de petites taches pales avec un léger
enroulement des feuilles; la nuisibilité des pucerons tient surtout a leur role de

vecteurs des maladies avirus (Soltener, 1998).

Les termites causent également d’importants dégats aux plantes en genéral
et a la pomme de terre en particulier, c’est ainsi qu’ils peuvent miner les tiges, les
racines et tubercules, provoquant ainsi I’affaiblissement ou bien le jaunissement de
celles-ci (Clement, 1981 ; Jean, 2000).

i
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En fin les nématodes parasites de |la pomme de terre sont essentiellement les
nématodes a kystes tel que Globodera pallida et Globodera rostochiensis (Clement,
1981 ; Jean, 2000). Ces deux especes causent des dommages correspondent
essentiellement a une diminution des rendements (tailles et poids des tubercules),
consécutive a une mauvaise croissance du végétal (entre-nceuds courts et nanisme)
(Roussdlle et al, 1996).

2. 2.Lesmaladiesfongiques

Les maladies fongiques sont les plus nhombreuses maladies de la pomme de
terre dont les plus décrites sont le Mildiou dG au Phytophthora infestans, ce
champignon attaque les feuilles, les tiges et les tubercules qu’il détruit entierement, le

tubercule infecté constitue la premiére source d’inoculum (Jean, 2000).

De plus, les plus importants dégéts de I’ Alternariose caussée par Alternaria
solani et Alternaria alternata, sont occasionnés en climat chaud mais la maladie est
plus sévére lorsque les cultures sont irriguées. La Rhizoctoniose est causée par
Rhizoctonia solani, le tubercule atteint par cette maladie porte a sa surface de petits

amas noirs de sclérotes méme aprés lavage (Jean, 2000).

La Sclérotiniose due a Sclerotium sclerotiorum et Sclerotium rolfsii se
caractérisent en végétation par une pourriture de la base des tiges avec présence d’un
mycélium blanchatre, avec présence de sclérotes noirs a I’intérieur de celle-ci. Les
tubercules atteints pourrissent au champ, pendant le transport ou lors de leur

conservation (Dallaire, 2008).

En fin les agents de pourritures séches sont des champignons du genre
Fusarium (F. solani var. coeruleum, F. roseum var. sambucinum, F. oxysporum) qui
infectent surtout les tubercules par des blessures. La pourriture seche est un des plus

graves problemes de conservation de la pomme de terre (Anonyme, 2008a).

-
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2. 3.Lesmaladiesvirales

Plus de 35 virus infectent naturellement la pomme de terre a travers le

monde, Ils sont tous transmis par pucerons (Mar choux et al., 2008).

Parmi ces virus, les plus connus sur la culture de pomme de terre sont le
virus Y de la pomme de terre (PVY ou Potato virus Y), les symptomes allant d’une
mosaique |égéere a sévere avec des nécroses foliaires et finalement la mort des plants
infectés (Stevenson et al., 2001).

Le virus de I’enroulement de la pomme de terre (Potato Leaf Roll Virus), les
symptémes de la maladie se traduisent par une chlorose ou un enroulement des
folioles, ou aors par un nanisme des plants quand c'est le tubercule qui est infecté. Du
point de vu économique, le PLRV est considéré comme |'un des virus les plus

dommageables en culture de pomme de terre (Stevenson et al., 2001).

Le virus X de la pomme de terre (Potato Virus X) est trés répandu dans le
monde, le symptéme principal de la maladie va d’une mosaique légere a sévére en
fonction des souches. Les infections graves conduisent a un nanisme des plantes et

une nécrose des tubercules (Stevenson et al., 2001).
2. 4. Lesmaladies bactériennes

Parmi les pathogenes qui affectent la pomme de terre, les bactéries sont
responsables de dégéts potentiellement importants. Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus et Ralstonia solanacearum respectivement agents de la pourriture
annulaire et de la pourriture brune sont classées parmi les bactéries de quarantaine.
Elles font, a ce titre, I’objet de mesures visant a éviter leur introduction ou limiter leur
incidence le cas échéant. Les Pectobacterium sp. et Streptomyces sp. qui provoquent
respectivement les symptémes de pourritures molles et de gale commune (pustules ou
liége) sont des parasites de qualité. Les Erwinia sont a redouter par les dégats qu’elles
peuvent provoquer en végeétation et en conservation (Anonyme, 2008b).

-



Chapitre 1 Revue bibliographique

2. 4.1.lapourrituremolle provoquée par Pectobacterium sp et Dickeya sp

Au cours des derniéres années, une augmentation de maladies dues aux
bactéries Pectobacterium a été constatée. Ce groupe de bactéries est classé parmi les
agents pathogenes les plus importants économiquement pour la culture de pommes de
terre (Hdia, 2008).

La pourriture molle est 1a plus importante maladie bactérienne de la pomme
de terre a I’échelle mondiale (De Boer, 1994). Les tubercules peuvent étre infectés au

champ avant la récolte ou pendant e stockage (Cor cuff et al., 2011).

Les semences et les sols infectés sont les principales sources d’inoculum, et
la propagation de I’infection au champ est facilitée par les eaux d’irrigation et de
pluie. La dissemination en entrepbt est de son cété assurée par la macération de

tubercules pourris et par les insectes (Y aganza, 2005).
2. 4.1.1. Caractéristiques phénotypiques

Les genres Pectobacterium et Dikeya, anciennement regroupés sous le genre
Erwinia, appartiennent a la famille des Entérobactériacées. Ce sont des bactéries
phytopathogenes Gram (-), anagrobiques facultatives, ayant une forme de batonnet
(0,5 - 1 ym de diametre sur 1- 3 um de longueur) et munies de flagelles péritriches
(Hauben et Swings, 2005; Char kowski, 2006).

Oxydase négative et catalase positive (Dickey et al., 1984). Elles sont
capable de reéduire les nitrates, fermenter le glucose et la produire de I’acide a partir de
certains hydrates de carbone (méliobiose, D-arabitol ou tréhalose). Leur température
optimale de croissance se situe entre 27°C et 35°C selon les especes (Perombelon et
Kelman, 1980).

a. Pectobacterium atrosepticum

P. atrosepticum est la nouvelle appellation d’Erwinia carotovora subsp.
atroseptica. classée en espece, P. atrosepticum est généralement associ€ au symptéme
de la jambe noire de la pomme de terre dans les région tempérées (Pérombelon et
Kelman, 1980).

)
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Elle se développe préférentiellement entre 15 et 25 °C, entrainant des
pourritures des tubercules et des tiges (Pérombelon et Kelman, 1987). En climat
tempéré, labactérie apour héte principal lapomme deterre (Pérombelon et Kelman,
1980). Bien que des souches aient été occasionnellement isol ées de tomates (Bar zic et
al., 1976), de choux chinois (De Boer et al., 1987) et de poivrons (Stommel et al.,
1996). L’association préférentielle de P. atrosepticum a la pomme de terre peut étre
expliquée en termes de concordance entre les exigences écologiques de la bactérie et
celles de cette culture (Pérombelon, 1992b).

b. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

L’espece P. carotovorum comprend deux sous especes dont P.
carotovorum subsp. carotovorum, pathogéne de la pomme de terre (Gardan et al ;
2003). P. carotovorum subsp. carotovorum anciennement Erwinia carotovora subsp.
carotovora est une bactérie opportuniste qui affecte une gamme d’hétes tres large
(Iégumes, tournesols, tabac, etc.) dans des aires géographiques éendues (régions
tropicales et tempérées). Psychotrophe, elle est capable de se développer a des
températures alant de 20°C a 30°C (Pérombelon, 2002).

Le symptébme de la jambe noir, connu comme étant caractéristique de P.
atrosepticum en conditions fraiches, peut également étre provoqué par P. c. subsp.
Carotovorum lorsgue les températures sont élevées (30-35°C). Identifié aux Etats —
Unis dans les années 1970, (Stanghéllini et Meneley, 1975 ; Molina et Harrison,
1977), P. c. subsp. Carotovorum a été identifié plus récemment a partir de tels
symptdmes en Europe (Hélias et al., 2006). P. c. subsp. carotovorum est par ailleurs
souvent I’agent associé aux pourritures aeriennes des tiges probablement du fait de sa
prédominance dans le sol, I’eau de pluie, les insectes et les aérosols (Pérombelon et
Keman, 1987 ; De Boer, 1994). De méme P. c. subsp. Carotovorum est

majoritairement associé aux pourritures sur tubercules.

Par ailleurs, de nouvelles sous-especes de Pectobacterium (Pectobacterium
carotovorum subsp. brasiliensis) associées a des symptdomes de jambe noire de la
pomme de terre ont été découvertes au Brésil (Duarte et al., 2004) puis en Afrique du
Sud (Van der Merweet al., 2010).

)
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c. Dikeya spp.

Les Erwinia chrysanthemi (Ech) sont désormais intégrées dans le nouveau
genre Dickeya. avec une température de croissance optimale élevée (35-37 °C) (Janse
et Ruissen, 1988). Les especes de Dickeya spp. associées a la pomme de terre sont
Dickeya dadantii (anciennement Ech 3937), Dickeya zeae (anciennement Ech biovar
3), Dickeya dianthicola (anciennement Ech biovars 1 et 7) (Samson et al., 2005;
Tsror et al., 2009). Dickeya dadantii est I'une des Entérobactéries phytopathogenes
qui peut causer la pourriture molle dans un large éventail de cultures économiquement

importantes (Grenier et al., 2006).
2. 4.1.2. Lepouvoir pathogene

Pectobacterium spp. et Dickeya spp. produisent plusieurs variétés d’enzymes
pectiques extracellulaires capables de dégrader les parois cellulaires de I’hote. Ces
enzymes extra-cellulaires renferment des pectinases, des cellulases, des protéases et
des xylanases. Parmi ces enzymes |es pectinases jouent un role prépondérant dans le

développement de lamaladie.

La production de ces enzymes de pathogénicité est dépendante de la densité
bactérienne de Pectobacterium spp. et est régulée par un systéme de quorum-sensing.
Celui-ci permet I’expression des génes de virulence seulement lorsqu’un quorum
bactérien est atteint. Afin d’évaluer leur densité et donc de percevoir ce quorum, les
Pectobacterium spp. et Dickeya spp. pectinolytiques synthétisent des molécules signal
diffusibles appelés la N-acylhomoserine lactone (AHL) a travers leurs membranes
cellulaires. Lorsgue la multiplication bactérienne atteint le quorum, la concentration
en signaux AHL dans le milieu devient suffisamment élevée pour étre percue par les
bactéries comme un signal d’activation de la synthese des enzymes de pathogeénicité
(Ahoussi, 2012).

2. 4.1. 3. symptomatologie

Lors des infections précoces des pousses par le Pectobacterium sp., des
déficiences de peuplement apparaissent au champ. Avec une infection plus tardive,
différents symptébmes peuvent étre distingués a savoir: la pourriture molle des
tubercules et la jambe noire. Les symptdmes peuvent se manifester différemment
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selon la variété, le temps, la période d’infection et I’agent pathogéne (Pérombelon,
2002; Toth et al., 2003a).

a. Sur lapartieaérienne

Pectobacterium spp. et Dickeya spp. attaquent la tige du plant de la pomme
de terre en cours de végétation provoquant ainsi la jambe noire (ou Blackleg). Les
bactéries colonisent d’abord les vaisseaux du xyleme de la plante et se multiplient par
la suite dans les espaces intercellulaires de I’hGte en secrétant une série de pectinases
qui dégradent la paroi mitoyenne des cellules et déstabilisent le parenchyme

provoquant ainsi la macération des tissus.

Ces phénomenes interrompent le transport de I’eau et des éléments minéraux,
vers le sommet de la plante, provoquant des symptémes de flétrissement et de
jaunissement du feuillage (Hélias et al., 2000a).

L’infection induit ensuite une pourriture molle de la tige qui prend une
coloration brune foncée a noire, ala base des tiges du point d’attache des feuilles sur
latige ains que des nécroses plus ou moins seches (Figure 2) (Ahoussi, 2012).

Figure 2 : Symptdme de jambe noire, (A): symptdmes de flétrissement et de
jaunissement du feuillage avec coloration brune foncée a noire a la base des tiges;
(B) : pourriture molle de latige (Anonyme, 2014).
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b. Sur les tubercules

Les symptomes observés sur tubercules se caractérisent par des pourritures
molles. Des petites taches diffuses d’aspect graisseux commencent généralement par
apparaitre autour des lenticelles, des blessures ou du talon, puis s’étendent rapidement
a I’intérieur du tubercule. La bactérie dégrade les tissus du tubercule provoquant une
macération du parenchyme. La pourriture molle, de couleur claire, brunit jusqu’au
noir. Au niveau des tissus de tubercule, la production de poches gazeuses, sont a
I’origine d’une odeur nauséabonde trés prononceé (figure 3) (Pérombelon et Kelman,
1980).

Les tissus infectés sont nettement délimités des parties saines. En conditions
seches, les lésions peuvent devenir creuses, dures et seches. Dans d’autres cas,
I’infection est stoppée et la zone malade se desseche, laissant une zone creuse remplie
d’une masse de matériel mort, dur et noir. En stockage, la pourriture peut s’étendre a
tous le stock causant ainsi des dégéts trés importants (Romdhani, 1994; Pérombelon,
2002).

Figure 3: Tubercules de pommes de terre infectées par Pba 709 aprés trois jours
d’incubation a 24 °C et a 100% d’humidité relative. (A): Suintement du tubercule qui
favorise la dissémination de la maladie en entrep6t; (B): Développement secondaire
de moisissure; (C): Chair du tubercule pourri; (D): Sites d’infection (Y aganza, 2005).
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2. 4. 2. leflérissement bactérien causé par Ralstonia solanacearum

Le flétrissement bactérien appelée également pourriture brune, causé par
Ralstonia solanacearum (anciennement Pseudomonas solanacearum) est une maladie
vasculaire d’origine tellurique et rhizosphérique. Cette maladie compte parmi les
maladies destructives et pése lourdement sur I’agriculture et I’économie de nhombreux
pays (Perseley, 1986 ; Hayward, 1991). Ralstonia solanacearum est un organisme
de quarantaine pour NAPPO.

2. 4.2.1. Caractéristiques phénotypiques

R. solanacearum est une bactérie en forme de bétonnet avec un diamétre
moyen variant de 0,5 a 0,7 sur 1,5 a 2,5 ym, aérobie stricte (Denny et Hayward,
2001), Gram negatif et mobile grace aun flagelle polaire (Kelman, 1953 ; Kelman et
Jensen 1951). Elle posséde une oxydase qui métabolise le glucose par voie oxydative
et qui accumule du poly-B-hydroxybutyrate dans son cytoplasme a partir d’un milieu
de culture riche en carbone (stevenson et al, 2001).

Sur milieu gélosé, des colonies typiques se forment aprés 3 jours
d’incubation, elles seront petites (1-1,3 mm), lisses, luisantes et opalescentes,
arrondies ou irréguliéres, muqueuses, blanchétres a creme, a bords entiers, bombé, et
pouvant libérer un pigment brun avec I’age qui diffuse dans le milieu (Léelliott et
stead, 1987). La substance mucoide est produite par I'accumulation des
exopolysaccharides (EPS) (Smith, 1920).

Pour la plupart des souches, la température optimale de croissance est entre
28-32°C; Cependant, certaines souches pathogénes sur la pomme de terre ont une

température de croissance plus faible (27°C) (Genin, 2010).
2. 4.2.2. Gamme d’h6te et distribution géographique

R. solanacearum présente une tres grande variabilité phénotypique,
génotypique et du pouvoir pathogene comme en atteste sa vaste gamme d’héte et sa
capacité a s’adapter a différents environnements agro-climatiques. La grande
plasticité de cette bactérie peut expliquer en partie la diversité génétique (L ebeau,
2010).
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L'impact économique et socia élevé de cet organisme résulte de sa large
répartition geographique dans le monde entier. Plus de 200 espéces de plantes, en
particulier les cultures tropicales et subtropicales, sont sensibles a I'un ou l'autre des

races de R. solanacearum (Buddenhagen et al , 1962).

La classification par race divise les souches de R. solanacearum en cing
races sur la base de la plante hote (Tableau 1).

Tableau 1 : lesraces de R. solanacearum (Denny et Hayward, 2001).

Races Plantes d'hétes Distribution géographique
1 Large Asie, Australie, Amériques
2 Banane, et d’autre Musa spp Caraibes, Brésil, Philippines
3 Pommes de terre Le monde entier
4 Gingembre Asie
5 Mdarier Chine

2. 4.2.3. symptomatologie

Les symptomes externes du flétrissement bactérien les plus caractéristiques
sont le flétrissement, le rabougrissement et le jaunissement du feuillage (Smith,
1920; Keman, 1953), Cependant I'expression des symptdmes et le taux de
développement de la maladie peut varier en fonction des conditions de sensibilité et
de la croissance des plantes hétes, et sera également influencée par les conditions
environnementales (Smith, 1914; Kelman, 1953).

a. Sur lapartieaérienne

Aux premiers stades de I’infection, les premiers symptomes visibles
apparaissent généralement sur le feuillage des plantes. Ces symptomes se manifestent
par le flétrissement des plus jeunes feuilles pendant la chaleur de la journée avec
récupération a I’aspect normal pendant la nuit lorsque les températures sont plus
fraiches, mais bient6t e flétrissement devient irréversible et se traduit par lamort des
plantes. Les tiges de jeunes plants peuvent présenter des étroites stries foncées (figure
4) (Champoiseau, 2010).
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Un brunissement du tissu vasculaire des tiges de plantes flétries est observé
une fois coupées transversalement, et un exsudat laiteux apparait a la surface de la
coupe. Lorsqu’une tige coupée est placée dans I’eau verticalement, des filets de
productions bactériennes s’écoulent des faisceaux vasculaires (Hay, 2001). De tels
filets ne sont pas formés par d'autres bactéries pathogénes. Ce test est une valeur

présomptive du diagnostique par I’OEPP.

Figure 4: symptdmes causés par Ralstonia solanacearum: flétrissement et

rabougrissement de plant de pommes de terre (Gonzalez, 2010).

b. Sur lestubercules

Les symptdmes externes peuvent étre visible ou pas, suivant I’état de
développement de lamaladie ; de plus, les symptémes sont tres similaires a ceux de la
pourriture annulaire (Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus) (OEPP, 2004).
R. solanacearum se distingue par I'exsudat bactérien qui se dégage souvent des yeux
et du talon des tubercules infectés. Lorsque I’exsudat bactérien  se desséche, une
masse de sol adhere au niveau des yeux des tubercules .

Au début de I’infection, I'anneau vasculaire prend une coloration jaune a brun
clair, par la suit, la décoloration devient plus nettement brune (Champoiseau et al.,
2009) (Figure 5).
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Les plantes présentant des symptbmes foliaires provoqués par R
Solanacearum peuvent porter des tubercules sains, et des plantes ne présentant pas de

symptémes de la maladie peuvent produire des tubercules infectés (Gonzal ez, 2010).

Figure 5: symptdmes causes par Ralstonia solanacearum sur tubercule de pomme
de terre: observation d’exsudat bactérien a partir de tissus vasculaires (anneau

vasculaire) (Gonzalez, 2010).

2. 4.2.4.Le pouvoir pathogene

R. solanacearum produit de nombreuses enzymes extracellulaires, également
appelées exoenzymes, lui permettant de dégrader la paroi pectocellulosique de la
plante infectée. La bactérie sécrete des enzymes cellulolytiques et pectinolytiques afin
d’envahir les tissus de la plante. (Robertset al. 1988).

Le rble des EPS est suspecté dans I’expression des symptémes de
flétrissement chez la plante en raison de leur accumulation dans les vaisseaux du
xyleme, ele-méme suivie de la formation de bouchons qui empécheraient la
circulation de I’eau et des @ éments minéraux (Denny et al., 1990).

Le déterminant principal du pouvoir pathogene de R. solanacearum est le
systeme de sécrétion de type Il (SST3), codé par les genes hrp (hypersensitive
reaction and pathogenicity) (Cornelis et Van Gijsegem 2000; Galan et Collmer
1999; He et al. 2004). Les genes hrp jouent un role dans le développement de la
réaction d’hypersensibilité chez les plantes hétes résistantes et dans I’initiation des

symptémes de maladie chez les plantes hotes sensibles (Boucher et al. 1992).
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2. 4. 3. Le flérissement bactérien ou pourriture annulaire causée par

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

Le flétrissement bactérien causé par Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus (Cms) est une maladie destructive de la pomme de terre (Davis et al.,
1997; Franc, 1999).

La bactérie, auparavant appelée Bacterium sepedonicum, a éé décrite par
Spieckermann et Kottoff en 1914 puis dénommeée le plus souvent Corynebacterium
sepedonicum ou C. michiganensis subsp. sepedonicum (Rousselle et al ; 1996). Cms
aun pouvoir pathogéne trés virulent et qui peut causer des pertes extensives au niveau
delaculture de lapomme de terre (Rich, 1983).

2. 4.3.1. Caractéristiques phénotypiques

Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus (Cms) est une bactérie Gram
positif, les cellules sont en forme de bétonnet court, irrégulier, souvent disposéenV ;
elles mesurent généralement de 0,4 20,6 um sur 0,8 a 1,2 um. Cms est aérobie stricte,
ne forme pas d’endospore et n’est pas mobile. Sa croissance est tres lente sur milieu
nutritif géloseé ; le diameétre des colonies est de 1 a 3 mm apres 5 jours de culture. Ces
colonies sont circulaires, brillantes, claire (blanche, puis créme a jaune péle), opagues.
Sa température optimale de croissance in vitro est de 20 a 23 C°. Elle donne une
réaction d’hypersensibilité sur tabac (Rousselle et al ; 1996). La bactérie est
principalement cantonnée dans les zones climatiques tempérées froides du globe.
(OEPP, 1990).

2. 4. 3. 2. Gamme d’h6te

L’hote naturel de Cms est la pomme de terre, mais la bactérie a été isolée de
betteraves a sucre et trouveée au champ sur une espece de mauvaise herbe, Solanum
sarachoides. De nombreuses especes de Solanacées, dont I’aubergine et la tomate,
peuvent étre infectées artificiellement et naturellement (Rousselle et al ; 1996).
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2. 4. 3. 3. Symptomatologie

Le flétrissement bactérien est une maladie vasculaire qui atteint les organes
aériens et les tubercules. Le développement, puis I’expression de la maadie se
manifestent différemment selon les cultivars de pomme de terre, le pouvoir pathogéne
des isolats, la dose d’inoculum et les facteurs abiotiques. L’évolution des symptdémes
est différente selon la température et les niveaux d’énergie lumineuse (Rousselle et
al ; 1996).

a. Sur lapartieaérienne

Les premiers symptémes se caractérisent par un flétrissement des feuilles
basales dont les bords s’enroulent vers le centre, puis les feuilles se chlorosent. Ces
symptomes apparaissent assez tardivement, environ 10 semaines apres la plantation.
Le flétrissement progresse rapidement vers I’apex, peut se généraliser a toute la
plante, qui meurt, ou n’atteindre qu’une partie du pied, de la tige ou de la feuille. Il
pourrait s’expliquer par une perturbation de la circulation de la séve dans le xyleme,
par les bactéries ou par les polysaccharides extracellulaires produits par Cms (figure
6), (Roussdlle et al; 1996). Un climat chaud et sec favorise |'apparition des
symptémes (OEPP/CABI, 1996b).

Figure 6: symptdmes du flétrissement bactérien causés par Clavibacter
michiganensis subsp Sepedonicus sur la pomme de terre: enroulement et nécrose des
feuilles (Anonyme, 2014).
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b. Sur lestubercules

Dans les tubercules en croissance ou en conservation, la bactérie se multiplie
dans I’anneau vasculaire et entraine sa détérioration qui déebute au point d’attache du
stolon. Le tubercule coupé présente un anneau jaunétre ou brun (figure 7A), a ce
niveau, les tissus se décollent facilement et liberent un exsudat créme contenant des
bactéries et des cellules végétales décomposées. En phase extréme, le tubercule est

craquelé en surface, des taches sombres apparaissent sous le périderme, puis il se

décompose et une cavité se forme a I’intérieur (figure 7B). La pourriture ne dégage
pas d’odeur particuliére (Rousselle et al ; 1996).

Figure 7: symptébmes du flétrissement bactérien causés par Clavibacter
michiganensis  subsp sepedonicussur le tubercule de pomme de terre. (A):
observation de I’anneau vasculaires de couleur jaunétre a brun ; (B) : formation de
cavité a I’intérieur du tubercule de pomme de terre (Anonyme, 2014).

2. 4.3.4. Leprocessusinfectieux

Lorsgque la bactérie est au niveau de vaisseau de xyleme, elle commence la
multiplication en masse puis la sécrétion des EPS sous I’action du Quorum sensing
(Leigh et Coplin, 1992) et qu’induit un blocage de la circulation de la seve dans le

xyleme et par consequent |e flétrissement apparait (Rousselle et al ; 1996).

La bactérie se conserve et se multiplie dans I’anneau vasculaire (Metzler et
al ; 1997) ce qui entraine sa détérioration par la sécrétion des enzymes extracellulaires
spécialement les cellulases et pectinases qui peuvent contribuer aussi au flétrissement
de la plante héte par la détérioration du xyleme et des cellules parenchymateuses
adjacentes (Benhamou, 1991 ; Rousselle et al ; 1996).
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3. Les méthodes de lutte contre les bactérioses de la pomme de

terre
3. 1. Lalutteculturale

L’hygiéne des cultures est extrémement importante pour la lutte contre la
plupart des maladies et ravageurs. Elle peut impliquer I’élimination et la destruction
des résidus de culture, des plantes fortement infestées, des repousses provenant d’une
récolte précédente et |es plantes adventices (Ezzahiri et al ; 2004).

Les pratiques culturales et sanitaires traditionnellement utilisées pour

contréler le développement des maladies de la pomme de terre consistent a :

— éviter de blesser les tubercules pendant |les opérations de récolte et de
manutention (les blessures étant une porte d’entrée privilégiée pour la
pourriture molle),

— débarrasser la ferme et les entrepbts des résidus de végétaux
potentiellement contaminé,

— désinfecter les équipements de lavage et de tri (De Boer, 1994).

Les rotations culturales avec des plantes non hotes sont aussi des moyens
efficaces pour diminuer les populations bactériennes présentes dans le sol (Ahikari et
Besnyat, 1998). Dans le cas du flétrissement bactérien (causé par R. solanacearum),
Il est recommandé d'effectuer des rotations de culture de 5-7 ans sans cultures
sensibles (Graham & Lloyd, 1979; Graham et al., 1979), ces pratiques permettent
également de réduire I’incidence de la pourriture molle (Jeger et al., 1996; Stevenson
et al., 2001).

Ainsi que I’incorporation de la matiere organique améliore la nutrition
minérale des cultures (action trophique) et par conséguent, augmente leur résistance
aux agents phytopathogenes et ravageurs (Semal et al; 1994). L’amendement
organique du sol libére des composées toxiques qui agissent directement sur les

ennemis de cultures (N’deye, 1995).
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les résultats de nombreux travaux utilisant divers composés antimicrobiens
pour lutter contre les agents pathogenes des plantes (M ecteau et al., 2002) suggérent
gue les sel's organiques et inorganiques peuvent constituer une alternative intéressante
pour contréler les maladies des tubercules entreposés. De plus, la bio-compatibilité
des sels (Horst et al., 1992), leur faible colt et le fait qu’ils possedent un large
spectre antimicrobien, les rendent intéressants en vue d’une utilisation pour lutter
contre les maladies végétales (Olivier et al., 1998).

3. 2. Laluttephysique

La manipulation soigneuse des plantes pendant la récolte et le stockage
permet de réduire les blessures et limiter ainsi les possibilités d’infection par le
pathogene, d’autres moyens de lutte physique permettent de lutter contre les
Pectobacterium (Czajkowski et al., 2011). Différents moyens peuvent étre mises en
ceuvre tels que : La ventilation d'air extérieur pendant le transport et les contrdles de
température et d'humidité pendant |e stockage sont des pratiques supplémentaires qui
peuvent limiter I'infection ou la propagation du pathogéne. Les producteurs ont aussi
les moyens de limiter la pourriture molle pendant le stockage en éiminant les

tubercules endommagées ou malades (Moreau et al., 2005).

La techniqgue de thermothérapie a éé appliquée avec succes sur de
nombreuse maladies en particulier les maladies bactériennes transmises par semences,
les nématodes, les insectes et les acariens et sur différentes parties de la plante telles
gue les semences, les rhizomes, les bulbes et les boutures (Janse et Wenneker,
2002 ; Fleurat, 2005). La méthode de lutte |a plus efficace contre C. michiganensis
subsp. sepedonicus est la production de semences saines suivant un schéma de
certification (Nelson, 1984).

3. 3.Laluttebiologique par I’utilisation de microorganismes

La lutte biologique fait partie des méthodes de plus en plus favorisées en
phytopathologie pour contrbler les maladies végétales d’importance. Toutefois, son
application aux maladies de la pomme de terre demeure expérimentale. Par exemple,
Bacillus subtilis BS 107 serait actif in vitro et in vivo, contre Pcc et Pba (Sharga et
Lyon, 1998).

-
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Un antibiotique produit par Erwinia carotovora subsp. betavascularum serait
auss efficace contre le développement de Ecc sur lapomme de terre (Axelrood et al.,
1988).

Par ailleurs, la lutte biologique par utilisation de bactéries antagonistes ou
avirulentes (sauvages ou mutantes) de R. solanacearum est aussi une stratégie de la
lutte testée par de nombreuses équipes internationales. Les souches notamment
Pseudomonas fluorescens, Bacillus sp., Bulkolderia sp., sont capables d’inhiber la
croissance de R. solanacearum (Hartman et al. 1993; Ji et al. 2008; Shekhawat et
al. 1993; Wydra et al. 2005).

3. 4. Laluttechimique

Les traitements chimiques sont largement utilisés pour le contrble des
ennemis des cultures (Panneton et al ; 2000). On ne connait pas de composes
chimiques spécialement destinés a lutter contre la pourriture molle de la pomme de
terre. Toutefois, la maladie se développant facilement sur des tubercules pré-infectés
par les champignons, I’utilisation de fongicides aide indirectement a contréler cette
maladie (De Boer, 1994).

3. 5. Laluttegénétique

De nombreux cultivars résistants utilisés dans la culture de pomme de terre,
cependant la diversité de races et de souches de R. solanacearum rend impossible leur
utilisation dans des pays différents (French, 1985; Hartman et Elphistone, 1994).
De méme, aucune variété commerciale totalement résistante (Rasche et al., 2006;
Czajkowski et al., 2011) n’a été signalée vis-avis Pectobacterium spp. et Dickeya

spp. en dépit de leurs niveaux de sensibilité différents (Pasco et al., 2006).
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Matériels et méthodes

1. Objectifs

Le but de notre travail est de tester la pathogénicité des principaux agents
bactériens isolés a partir de tubercule de pomme de terre de la région d’Ain defla en
2015.

De ce fait, notre travail est constitué de deux parties: la premiére concerne
la réalisation du test d’hypersensibilité sur tabac. La deuxiéme partie est consacrée a

la realisation du test du pouvoir pathogene sur la tomate et I’aubergine.

2. Lematériel biologique

Un total de 58 souches bactériennes a été utilise pour la présente étude et qui
font partie de la collection de souches bactérienne du laboratoire de
phytobactériologie.

En rappel, ce sont des souches isolées en 2015 a partir des tubercules et des

semences de pomme de terre appartenant a deux génotypes : (Spunta et Désirée).

Ces isolats bactériens ont été isolés et identifiés par voies biochimique et
biologique et qu’ils sont susceptibles d’appartenir aux principaux genres a savoir :

Pectobacterium spp, Ral stonia solanacearum et Clavibacter michiganensis.
3. Lematériel végétal

Pour notre expérimentation, nous avons testé trois plantes htes susceptibles
d’ére attaquée par notre collection d’isolats bactériens. Cette gamme d’hotes
concerne trois especes ; letabac, la tomate et I’aubergine et qui constituent des plantes
hotes attaquées par ces souches bactériennes (Pérombelon et Kelman, 1987) et

qu’elles constituent aussi des espéces couramment cultivées en Algérie.
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Les plants de tomate sont de la variété SIMA (F1) adors que les plants
d’aubergine sont de la variété GALINE (F1), dont nous avons travaillés sur 58 plants
pour chague variété. Ces plants sont certifiés indemnes de maladies et fournis

gracieusement par une pépiniére de larégion de Blida.

Concernant les plants de tabac, nous avons utilisé la variété White Burley,

fournie par le laboratoire de phytobactériologie.
4. Lapurification des souches

La purification est une opération nécessaire afin d’obtenir des clones purs. La
méthode consiste a faire des éaements sectoriels avec la culture bactérienne de
chague souche a I’aide d’une anse. A raison de 3 secteurs par boite contenant le

milieu LPGA, suivie d’une étape d’incubation a 28-30°C.

Letravail aété réalise dans des conditions d’asepsies (devant un bec benzene

et sur paillasse désinfectée par de I’hypochlorite de sodium puis par de I’alcool).

Figure 8 : quelques étapes de purification ; (A) : prélevement d’une culture

bactérienne conservée en tube a ; (B) : ensemencement en strie dans une boite de

pétrie.
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5. Le test d’hypersensibilité ~ sur tabac  (réaction

d’hypersensibilité)

Le test d’hypersensibilité du tabac met en évidence le pouvoir pathogéne
d’une bactérie par le dessechement des zones inocul ées sur les feuilles de tabac. Dans
un tube de 2 ml d’eau distillée stérile une suspension bactérienne concentrée de 107
CFU/ml correspond a une densité optique de 0.2, et a une longueur d’onde de 600 nm,
a été préparée a partir d’une culture bactérienne agée de 24 heurs (Haddane, 2012).

Sur les feuilles d’un plant de tabac (Nicotina tabacum) de la variété White
Burley au stade de 5 a 6 feuilles, nous avons infiltré par une injection sous
épidermique une suspension bactérienne a I’aide d’une seringue stérile de 5 ml.
L’inoculation de la suspension bactérienne se fait sur la surface inférieure de la

feuille.

Le témoin négatif consiste a injecter de I’eau distillée stérile au niveau du
limbe foliaire. Pour chaque isolat bactérien, une feuille de tabac a éé inoculée et
codifiée (figure 9).

La lecture des résultats est effectuée 24 a 72 h apres inoculation, un résultat
positif se traduit par la présence d’une zone nécrotique mettant en évidence le pouvoir
pathogéne de la souche bactérienne testée (Y abuuchi et Smith, 1999)

Figure 9: laréalisation du test de laréaction d’hypersensibilité.
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6. Letest du pouvoir pathogene desbactéries

Le test du pouvoir pathogéne in planta a été réalise sur des plants de tomate

et d’aubergine au stade plantule (stade quatre feuilles).

Nous avons préparé une suspension bactérienne a partir des cultures
préalablement purifiés a une densité optique, DO = 0.13, et a une longueur d’onde de
600 nm, ce qui correspond & une densité cellulaire de 106 CFU/ml (Haddane, 2012),
nous avons réalise trois incisions au niveau de la tige de chaque plant (considérer
comme répétitions) et a l'aide d’une seringue stérile munie d’une aiguille
hypodermique nous avons réalisé I’inoculation des souches bactériennes. Le témoin

négatif est inoculé avec de I’eau distillé stérile.

Figure 10: laréalisation du test du pouvoir pathogene ; (A) : inoculation du plant de

tomate ; (B) : inoculation du plant d’aubergine.

Les 24 heurs précédant I’inoculation on arréte d’arroser les plantes tests. Les

observations s’effectuent quatre semaines apres I’inoculation des plantes.

Les symptdmes de R. solanacearum sur tomates apparaissent en premier lieu
sur les plus jeunes feuilles ou elles présentent un aspect flasque, habituellement
pendant les périodes les plus chaudes de lajournée. La plante entiére peut rapidement

seflétrir si les conditions sont favorables au pathogene.
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En conditions moins favorables, la maladie se développe plus lentement un
rabougrissement peut se produire et de nombreuses racines adventives sont produites
par latige. (McCarter, 1991). Chez I’aubergine, le flétrissement unilatéral est un des
principaux symptomes (L ebeau, 2010).

En serre, le premier symptome de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis sur tomate est un flétrissement réversible des feuilles pendant les
périodes de chaleur. Les feuilles peuvent présenter alors des zones internervaires
nécrotiques, blanches puis brunes. Le flétrissement devient rapidement irréversible et

la plante entiere se desseche (OEPP, 2005).

Chez I’aubergine Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus provoque un
flétrissement des feuilles qui peut se manifester en premier lieu par une flaccidité sur
les bords ou entre les nervures. Au départ, le tissu flétri peut prendre une couleur vert

foncé ou un aspect tacheté, maisil palit avant de se nécroser (Dinesen, 1984).

7. Lesparametres étudiés

Le résultat du pouvoir pathogene des isolats bactériens in planta est évalué par
I’apparition des symptomes et de leur sévérité. La lecture des résultats de I’expression

des symptdmes se fait chaque semaine pendant un mois précédant I’inoculation.
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1. Analyse de la réaction d’hypersensibilité

Apres 48 heures précédant I’inoculation, sur un totale de 58 isolats testés, 38
isolats provoquent la réaction d’hypersensibilité sur tabac sous forme de nécrose

localisé au niveau de la partie infiltré ce qui représente 65% de réponse positive.

Alors que 20 isolats bactériens ont répondu négativement au test
d’hypersensibilité au tabac ce qui représente 34% de la totalité des isolats testés
(figure 11).

Figure 11: les différents résultats de la réaction d’hypersensibilité causee par les
isolats bactériens testés (Originale, 2016).

(A), (B), (C) : réaction d’hypersensibilite sous forme de néecrose localisé dans de la
partie infiltre.

(D) : unefeuille de tabac injectée avec de I’eau distillée stérile (témoin négatif).
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Tableau 2: résultats de la réaction d’hypersensibilité inoculée par les isolats
bactériens testés.

Souchestestés Réponse

SA5, S323, $421, $412, S322, $A411,
S332°, S3122, S413, S41, S414, S331,
S31, S32, S221, $A415, $423, SAA4L,
Har4, Harl2, SA2, SA4, S326, S333, +
S326°, S336, S5, S327°, SA2’, S337,
S338, SA8, S334, S32M, S323°, S422,
S312’, Havs

S332, SA62, S327, S25, SA22, SAS’,
SA6, S224, S426, SAS, S324, S312,
SA7, 823, S22, S325, S223, S331°,
S22M, S21

(-) : Réponse négative.

(+) : Réponse positive.

2. Letest du pouvoir pathogene

2. 1. sur latomate

Apres un mois d’observation, parmi les 58 isolats inoculés aux plants de
tomate, 24 plants (41%) expriment des symptomes de jaunissement des feuilles, de
flétrissement et une nécrose marginale suite al’inoculation artificielle, tandis que pour
les 34 plants restant (58%) en plus du témoin négatif ne manifestent aucun symptéme
(figure 12).
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Figure 12 : laréponse des plants de tomates apres I’inoculation (Originale, 2016).

(A) : Une réponse positive qui montre le symptéme de nécrose marginale.

(B) : Une réponse positive qui montre le symptdme de flétrissement total de plant
inoculé.

(C) : Uneréponse positive qui montre le symptéme de jauni ssement.

(D) : Une réponse positive qui montre deux symptdmes de jaunissement et nécrose
marginae.

(E) : Une réponse positive qui montre les symptémes de flétrissement et nécrose
marginae.

(F) : Un plant de tomate inoculé avec de I’eau distillé stérile (le témoin négatif).
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Tableau 3 : résultats du test du pouvoir pathogéne inoculée par les isolats bactériens
testés sur latomate.

Souchestestés Réponse

S336, SAS5, SA4, Harl2, S337, S224,
S334, S326°, S331°, S423, S32, S421,
S3122, SA5’, Havs, SA41, S327°,
S32M, $426, S331, SA3, S21, S333, +
HA11

S332, S323, SA62, S323’, S412, S322, S
327, S332’, S422, S413, S41, S414, S31,
S25, SA22, S221, $415, Hard, SAZ2,
SA6, S326, S324, S5, S312, SA7, SA?’, -
S338, S23, S22, S325, S312°, S223,
SA8, S22M

(-) : Réponse négative.

(+) : Réponse positive.

2. 2.sur I’aubergine

Concernant les plants d’aubergine testés avec les 58 isolats bactériens, nous
avons constaté que 47 plants manifestent des symptébmes de jaunissement, de
flétrissement, la chute des feuille ainsi que I’aspect tacheté des feuilles ce qui
représente 81% tandis que les 11 plants restants ont répondu négativement avec une

absence de ses symptdme soit un taux de 19% (figure 13).
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Figure 13 : laréponse des plants d’aubergine au test du pouvoir pathogéne aprés un
mois (Originale, 2016).

(A) : une réponse positive montre un jaunissement des feuilles.

(B) : une réponse positive montre un jaunissement plus un flétrissement du plant
d’aubergine.

(C) : une réponse positive montre un aspect tacheté de lafeuille.

(D) : un plant d’aubergine inoculé avec de I’eau distillé stérile (témoin négatif).

E
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Tableau 4 : résultats du test du pouvoir pathogene inoculée par les isolats bactériens

testés sur I’aubergine.

Souchestestés Réponse
S32M, S331, S327’, S413, S325, SA2’,
SA7, S25, S333, S332, S334, SA5,
S221, Harl2, S21, SA5’, S336, S332’,
+

SA4, S224, S337, SA22, S32, $415,
SA62, Havs, S312, S426, SA41, S331°,
S31, S322, S323, S5, S338, S312°, S326,
SA3, S3122, $411, SA2, S324, S3217,
S41, SA6, S323°, S423

S421, S412, S414, Har4, S326°, S23,
S22, S223, SA8, S22M, $422

(-) : Réponse négative.
(+) : Réponse positive.

Tableau 5: relation entre I’agent phytopathogene et les différents symptdmes

obtenus.
Symptémes Agents phytopathogenes
Pectobacterium R. solanacearum C. michiganensis
SLY
Jauni ssement + + +
Flétrissement + + +
Nécrose - +
Aspect tacheté des - - +
feuilles
Chute desfeuilles - - +

(-) : Réponse négative.
(+) : Réponse positive.
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L’objectif de notre travail est de mettre en évidence le pouvoir pathogene
d’une collection de souches bactériennes isolées a partir des tubercules de pomme de
terre. Les résultats que nous avons obtenus, nous ont permis de développer les points

suivants :
1. Réaction d’hypersensibilité

Laréaction dhypersensibilité (HR) est un symptéme macroscopiqgue attestant
de I’attaque de la plante par un microorganisme pathogéne (Newman et al., 2007) et
I’étape finale de la mise en place de la résistance active (Mur et al., 2008). C’est une
réaction de défense locale caractérisée par un meécanisme de mort cellulaire
progranmée (PCD, programmed cell death) au point de pénétration de I’agent
pathogéne avirulent ou de son éliciteur. Elle entraine la formation d’une nécrose se
développant rapidement autour de I’agent pathogéne, limitant ainsi sa propagation
(Jones et Dangl, 2006).

LaHR est souvent associer ala synthése de protéine PR, le renforcement des
parois cellulaires ains que la production de composés antimicrobiens comme les
phytoalexines (Hammond-Kosack et Jones, 1996 ; Ryals et al ; 1996).La synthése
d’hormones telles que I’acide salycilique, I’acide jasmonaique ou I’éthylene est
également impliquée dans I’induction et la régulation de la HR (Brodersen et al.,
2005; Zhang et al., 2011).Comme pour tout processus de PCD, laHR est caractérisée
par une plasmolyse finale des cellules (Yu and Choi, 2000).

Ce mécanisme de défense est particulierement efficace pour contrer
I’invasion de certains agents pathogénes, notamment les champignons biotrophes. En
revanche chez les nécrotrophes, la HR ne suffit pas a restreindre leur colonisation
(Glazebrook, 2005).

Nous avons réalisé le test d’hypersensibilité sur le tabac pour le diagnostic
biologique des organismes phytopathogenes. Dans notre cas, parmi les 58 isolats 38
isolats (65%) testés provoquent la réaction d’hypersensibilite sur le tabac sous forme

d’une nécrose localisé sur la face supérieur de la feuille.

-
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Les bactéries phytopathogenes utilisent |a voie de sécrétion de type |11 pour
injecter directement dans le cytoplasme de I’organisme hdte un certain nombre de
facteurs de virulence ou diciteurs de la réaction hypersensible HR (Wel et al ;
1992).

Le systeme de sécrétion de type |11 ou SST3 (Type Three Secretion System)
est un déterminant majeur de la pathogénie, il est présent chez les bactéries
phytopathogenes telles que les Pseudomonas, Pectobacterium, Xanthomonas,
Ralstonia et Pantoea (Cor nelis, 2006). Ce systeéme de sécrétion tres conserve est code
par les génes hrp (hypersensitive response and pathogenicity) chez les bactéries
phytopathogenes (Alfano et Colmer, 2004).

Ces genes hrp jouent un rdle dans le développement de la réaction
d’hypersensibilité chez les plantes hotes résistantes et dans I’initiation des symptomes

de maladie chez les plantes hotes sensibles (Boucher et al. 1992).

C. michiganensis provoque une réaction d’hypersensibilité sur le tabac avec
le méme principe que R. solanacearum car ils ont pratiquement le méme processus

infectieux malgré que C. michiganensis est un gram positif (Roussele et al ; 1996).

22 isolats (36%) inoculés sur tabac ne causent pas une réaction
d’hypersensibilité, ¢a peut étre expliquée par le fait que certaines bactéries ne
déclenche pas cette réaction sur le tabac contrairement lorsqu’ils sont inoculées dans
leur plante hote (Boher ; 1987).

Bien que certaines bactéries phytopathogenes comme dans le cas d’E.
chrysanthemi qui posséde un arsenal d’enzymes dégradatives, I’infection est si brutale
que la plante n’a pas le temps de mettre en place une réponse hypersensible (Costa et
Loper ; 1994).

La régle principale indique, seuls les organismes phytopathogénes peuvent
provoquer une réaction d’hypersensibilité sur le tabac a I’exception des bactéries ;
Agrobactérium  tuméfaciens, Agrobacterium rhizognes; quelque pathovars
appartenant a Pectobacterium carotovorum et Pseudomonas syringae pv savastanoi
(Herlacheet al ; 2001).
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2. Lepouvoir pathogene et virulence des souches

La deuxiéme étape de notre travail consistait ainoculer les isolats bactériens
dans d’autres plants a savoir I’aubergine (variété Galine F1) et la tomate (variété Sima
F1) afin de tester le pouvoir pathogene de nos isolats sur ces deux plantes qui sont

considérées des plantes hotes.

Concernant le mode d’inoculation, nous avons utilise la méthode par
injection des tiges qui permet I’apparition des symptomes plus rapidement que celle
de I’inoculation du sol. Ceci peut étre expliqué par la nature de I’injection au niveau
des vaisseaux conducteurs permettant au flux de la séve d’entrainer les bactéries par
voie systémique dans les étages supérieur de la plante en temps court ; tandis que
lorsgue les bactéries sont inoculées dans le sol, elles prennent plus de temps pour
pénétrer dans la plante et a atteindre les tissus vasculaire (T affifet, 2008).

Aprés un mois d’observation, 47 plants d’aubergine et 24 plants de tomate
présentent différents symptdomes de stress biotique a savoir le jaunissement des
feuilles, I’éclaircissement des nervures, une nécrose marginale, la chute des feuilles et

le flétrissement.

Le pouvoir pathogéne est définit par I’ensemble des génes et leur régulation
nécessaires ala colonisation, la survie, la multiplication, et les dégéts occasionnés par
le pathogene dans I’h6te. Le pouvoir pathogéne d’une souche est déterminé par sa
virulence et son agressivité. La virulence est la capacité d’induire des symptdmes de
la maladie chez un organisme qu’on appelle de ce fait hote tandis que I’agressivité

traduit I’intensité des symptémes induits par le pathogene (L ebeau, 2010).

R. solanacearum est un organisme de quarantaine de la liste A2 de I'OEPP
(OEPP/EPPO, 1978).C’est une bactérie phytopathogene vasculaire d’origine
tellurique et rhizosphérique (Hayward, 1991).

Le déterminant principal du pouvoir pathogene de R. solanacearum est le
systeme de secrétion de type Il (SST3), codé par les genes hrp (Cornelis et Van
Gijsegem2000; Galan et Collmer 1999; He et al. 2004).
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Ce systéme s’apparente a une véritable seringue moléculaire permettant a la
bactérie de délivrer directement des facteurs de virulence, ou effecteurs, dans le
cytoplasme de la cellule héte cible (Salanoubat, Genin, et al., 2002). Les protéines
effectrices agissent alors sur la cellule végétale pour empécher la mise en place des
mécanismes de défense de la plante et pour orienter la physiologie de la cellule
végétale dans un sens favorable au développement de la bactérie (Lindgren, 1997).

Le méga plasmide de R. solanacearum porte également des déterminants
du pouvoir pathogene comme des constituants du flagelle et les genes controlant la
synthese d’EPS, donc ce méga plasmide jouent un rdle primordiale dans I’adaptation
des bactéries (Guidot et al ; 2007).

les EPS jouent un réle dans I’expression des symptémes de flétrissement
chez la plante en raison de leur accumulation dans les vaisseaux du xyleme, elle-
méme suivie de la formation de bouchons qui empécheraient la circulation de I’eau et
des éléments minéraux (Denny et al., 1990). Des mutants déficients pour la
production d’EPS sont quasiment avirulents mais sont toujours capables de
croissance in planta (Denny and Baek, 1991; Kao et al., 1992). L’EPS | est le
plus important facteur de virulence de R. solanacearum (Denny et Baek, 1991), il
représente 90% des exopolysaccharides produits (Mc Garvey et al., 1999).

L’espece Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis est également une
bactérie vasculaire responsable du chancre bactérien de la tomate, c’est un agent
pathogene de quarantaine de la liste A2 de I’OEPP et est transmis par les semences
(OEPP/EPPO, 1989). En cas d’infection, cette derniére bactérie se localise dans les
vaisseaux du xyléme (Lyens et Cleene, 1983), ou elle provoque des cavités
lysogenes. Les vaisseaux contaminés contiennent des dépots granulaires visqueux, des
thylles et des masses bactériennes (Marte, 1980). Le pathogéne produit aussi un
glycopeptide toxigue biologiquement actif (Miura et al, 1986).

Ce type de bactérie forme une capsule ou du mucus de nature
polysccharidique (EPS), autour des bactéries assurant pour ce fait une protection de la
bactérie dans I’environnement et contribuant a la virulence par le blocage des
vaisseaux du xyléme et ayant pour conséquence; les symptomes de flétrissement
(Alfano et Colmer, 1996).
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Parallélement, un autre travail a été réalise au niveau du laboratoire de
phytobactériologie et qui étudie un autre aspect de cette méme collection bactérienne,
les résultats de ce travail a indiqué que 21% des isolats testés sur les disques de
pomme de terre ont répondu positivement en développant des symptdmes de

pourriture molle (Har kabi, 2016).

Pectobacterium  carotovorum  carotovorum  (Pcc), Pectobacterium
atrosepticum (Pba) et Dickeya dadantii sont les trois espéces a I’origine de la
pourriture molle des tubercules de pomme de terre (Pérombelon, 2002; Toth et
Birch, 2005).

La pathogeénicité des Pectobacterium est basée principalement sur les
différents types de systéme de sécrétion qui sont codé par les genes hrp. Dans le cas
des mutations au niveau de cluster hrp, les bactéries ne se multiplient pas dans les
tissus de I’hote et pas d’apparition ses symptémes macroscopiques qui caractérisent la
maladie (Alfano et Colmer, 1997).

Le systéme de sécrétion de type 11 (T2SS, Type Il Secretion System) est
largement exploité par les Pectobacterium pour secréter une variété d'enzymes
extracellulaires impliquée dans la dégradation des parois végétales de I’héte. Ces
facteurs de virulence sécrétés sont les déterminants clés du pouvoir pathogene des
Pectobacterium (Char kowski, 2006; Koiv et al., 2010).

Pectobacterium spp. et Dickeya spp. produisent plusieurs variétés d’enzymes
pectiques extracellulaires capables de dégrader les parois cellulaires de I’hote. Ces
enzymes extra-cellulaires renferment des pectinases, des cellulases, des protéases et
des xylanases. La production de ces enzymes de pathogeénicité est dépendante de la
densité bactérienne de Pectobacterium spp. et est régulée par un systéme de quorum-
sensing. Celui-ci permet I’expression des génes de virulence seulement lorsqu’un

guorum bactérien est atteint (Ahoussi, 2012).
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La mobilité a éé décrite comme un facteur de pathogénie chez
Pectobacterium sp., car il semble étre nécessaire pour la reussite de I’invasion et
I'infection des plantes et en particulier des tubercules de pomme de terre. La
combinaison de la mobilité et du chimiotactisme permet aux bactéries de détecter et
rejoindre leurs niches écologiques préférées. Aing, les flagelles auraient un réle non
négligeable dans le pouvoir pathogéne des Pectobacterium (Mulholland et al., 1993;
Lautier, 2007).

La production des sidérophores en cas de carence en fer, constitue un majeur
facteur de virulence chez Pectobacterium sp (Boughammoura et al., 2007; Dellagi
et al., 2009). Ce qui a pour conségquence une déficience en fer pour la plante hote
provoquant une diminution de la synthese de la chlorophylle, un arrét de cycle de

Calvin et ainsi I’affaiblissement du systéme de défense de I’h6te (Klaus, 2001).

=
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Conclusion et perspectifs

Notre travail a pour but de tester la pathogénicité d’une gamme d’isolats
bactériens isolés a partir des tubercules de pomme de terre de la région d’Ain defla,
afin d’évaluer leur virulence vis-a-vis d’autres plantes appartenant a la famille des
solanacées telles que la tomate et I’aubergine. Pour cela nous avons entamé notre
travail par la rédisation du test d’hypersensibilité sur tabac suivi par I’étude du
pouvoir pathogéne de ces souches bactériennes sur deux plantes a savoir la tomate et

I’aubergine.

Les résultats du premier test (HR) nous a indiqué que la maorité de nos
isolats sont phytopathogenes développant ainsi une réaction d’hypersensibilité sous

forme d’une nécrose localisée sur la partie infiltrée de la feuille de tabac.

Par la suite, la réalisation du test du pouvoir pathogene sur tomate a montré
gue sur un totale de 58 souches testées et inocul ées aux plants de tomate, 24 souches
ont répondu positivement ce qui signifie que 41% des souches provoquent des

symptémes de nécroses marginales, de jaunissement et de flétrissement des feuilles.

De méme, la rédisation du test du pouvoir pathogéne sur I’aubergine a
montré que sur un totale de 58 souches testées et inoculées aux plants d’aubergine, 47
souches ont répondu positivement ce qui signifie que 81% des souches provoquent
des symptdmes de jaunissement, de flétrissement, la chute des feuille ains que

I’ aspect tacheté des feuilles.

A lalumiére de nos résultats obtenus, nous pouvons dire que nous sommes
en présence de trois types de maladies bactériennes de pomme de terre a savoir la
pourriture molle, la pourriture brune et la pourriture annulaire causees respectivement

par Pectobacterium spp, Ralstonia solanacearum et Clavibacter michiganensis.
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Comme une continuation de ce travail, il serait intéressant d’identifier ces
souches en utilisant des tests phénotypiques par I’utilisant des milieux de culture
sdlectifs pour chague bactérie, tel que des milieux a base de calcium et de pectate
comme le milieu cristal violetont pectate (CVP) pour isoler les Pectobacterium spp.,
le milieu SPA (sucrose peptone agar) pour isoler R. solanacearum et le milieu LPGA
pour C. Michiganensis.

De méme, il existe d’autres moyens d’identifications a savoir des tests
biochimiques, moléculaires et sérologiques. Cependant, L’utilisation de la PCR
(Polymérase Chain Réaction) comme un outil de base de biologie moléculaire et la
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ains que le test ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) comme un test sérologique, permet non
seulement I’identification mais bien aussi |a détection et la classification de ces agents

bactériens.

Par ailleurs, il est possible de tester le pouvoir pathogene sur d’autres plantes
hotes telles le géranium pour R. solanacearum, le poivrons et la carotte pour le

groupe de Pectobacterium spp.et Dikeya spp.

e
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Annexel

Composition du milieu de culture utilisé

(Donné pour un litre de milieu)

Lemilieu LPGA (Levure peptone glucose agar)

Bactopeptone.................50
Extrait delevure............. 59
Glucose.......................10g
Agar ............oeeeeeennn15g

Ajuster le pH a 7,2 avant d’ajouter I’agar.

Autoclaver 20 minutes a 120°C.



