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Evaluation des facteurs favorisant le développement de Pectobactéria sur la pomme
de terre

Résumeé

L’objectif de ce travail est d’étudier le développement d’une collection de souches
bactériennes sous diverses conditions écologiques (I’humidité relative et la température)

ainsi qu’un facteur biologique la virulence des souches bactériennes sur la pomme de terre.

Nous avons entamé notre étude par le test du pouvoir pathogéne de nos souches
bactériennes sur des cubes de pomme de terre de variété spunta, ce dernier est considéré
comme un test de présélection permettant de sélectionner les souches les plus performantes
ayants développées des symptdmes de pourriture molle pour des tests ultérieurs. Parmi les
59 souches testées, 13 souches ont répondu positivement a 1I’inoculation in vitro de fagon

hétérogene.

Par la suite, les souches bactériennes sélectionnées sont inoculées sur des disques
de pomme de terre et testées afin d’évaluer I’effet de la virulence, de température a 10°C,
22°C et 34°C, ainsi que ’effet de I'numiditeé relative a 50%, a 86% et a 100%. L’apparition
et le développement des symptomes de la pourriture molle sont estimeée par le calcul de la

quantité nette de chair de tubercules de pomme de terre pourrie (Qncp).

Les résultats obtenus ont montré que les souches répondent de fagon hétérogene a
I’inoculation bactérienne, qui s’exprime par une dégradation des tissus végétaux.
L’observation de la pourriture molle indique une différence de virulence entre les isolats.
Indiquant ainsi une relation exponentielle entre 1’expression des symptomes et
I’augmentation de la température d’incubation et de I'humidité relative pour les isolats

bactériens sélectionnés.

Pour la température 10°C, 7 isolats répondus positivement a I’inoculation avec
une faible perte de poids ne dépassant pas 17%, et 11 isolats pour la température 22°C avec
une perte moyenne, ainsi I’ensemble des isolats pour la température 34°C avec une forte
perte de poids. Les résultats de I’humidité nous ont indiqué une influence importante de
I’humidité relative pour les traitements a 50% et a 86%. Toutefois, I’humidité relative a

100% n'a pas montré une influence sur I’expression des symptomes.

Mots-clés: Pourriture molle, humidité relative, tempeérature, la virulence, pomme de terre.



Evaluation of factors promoting the development of Pectobacteria on potato

Abstract

The objective of this work is to study the development of a collection of bacterial
strains under various environmental conditions (relative humidity and temperature) and a

biological factor virulence bacterial strains on the potato.

We started our study by achieving a pathogenicity test of our bacterial strains on
cubes of potato spunta variety, it is considered a screening test to select the most effective
strains of successors developed symptoms of soft rot for subsequent tests. Of the 59 tested

strains, 13 strains have responded positively to the in vitro inoculation heterogeneously.

Thereafter, the selected bacterial strains are inoculated on potato discs and tested
in order to evaluate the effect of virulence, temperature 10°C, 22°C and 34°C, and the
effect relative humidity 50%, 86% and 100%. The emergence and development of
symptoms of soft rot are estimated by calculating the net quantity of potato tubers rotten
flesh of land (Qncp).

The results obtained showed that the strains respond heterogeneously bacterial
inoculation, which is expressed by a degradation of the plant tissues. The observation of
soft rot indicates a difference in virulence between isolates. Indicating an exponential
relationship between the expression of symptoms and increasing the incubation

temperature and the relative humidity for the selected bacterial isolates.

For temperature 10°C, 7 isolates positively answered inoculation with a small loss
of weight not exceeding 17%, and 11 isolates for temperature 22°C with an average loss,
and all isolates for temperature 34°C with a strong weight loss. The results showed us a
major influence on relative humidity for treatments at 50% and at 86%. However, the

relative humidity at 100% did not show an influence on the expression of symptoms.

Keywords: Soft rot, relative humidity, temperature, virulence, potato tubers.
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Liste des abréviations

aw water activity (humidité relative).

ufc unité de colonie formeée

Pcc Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum.
Pba Pectobacterium atrosepticum.

Ecc Erwinia carotovora subsp. carotovora.

Eca Erwinia carotovora subsp. atroseptica.

PCWDE Plant Cell Wall Degrading Enzymes (enzyme de dégradation des parois

cellulaires des plantes).

PEL Pectates lyases.

PNL Pectines lyases.

PEH Polygalacturonases.

PME Pectines methylesterases.

pH potentiel d’Hydrogéne.

Cel Cellulases.

Prt Protéases.

QS Quorum Sensing.

AHL N-acyl-homoserine lactone.

T1SS Type One Secretion System (systéme de sécrétion de type 1).
T2SS Type Two Secretion System (systéme de sécrétion de type 2).
LPS Lipopolysaccharides.

PCR reaction de polymerisation en chaine.

Var Variété.
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Introduction

Introduction.

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) joue un rdle clé dans le systeme
alimentaire mondial. C'est la principale denrée alimentaire non cérealier du monde
(Anonyme., 2012). Elle arrive, apres le riz, le blé et le mais, au quatriéme rang des cultures
vivrieres des pays en voie de développement (Horton., 1987). Elle subit des attaques de
nombreux bio-agresseurs dont les bactéries. Parmi celles-ci, les bactéries pectinolytiques,
anciennement regroupées sous le genre Erwinia spp sont responsables de deux maladies de

la pomme de terre.

D’une part, la maladie de la «jambe noire» qui se caractérise par la pourriture des
tiges de la plante et, d’autre part, la maladie de la «pourriture molle», qui s’attaque aux
tubercules. Ces deux maladies sont présentes dans tous les pays ou la pomme de terre est
cultivée et provoquent d’importantes pertes économiques (Toth et al., 2011; Czajkowski et
al., 2011).

La classification de ces bactéries a éte modifiée au début des années 2000. Elles
appartiennent désormais a deux genres distincts, Pectobacterium et Dickeya, sont

responsables des maladies de qualité (Hélias., 2008).

Le pouvoir pathogéne de ces bactéries repose sur la sécrétion des enzymes
extracellulaires qui permet aux Pectobacterium spp et Dickeya spp d’assurer leurs besoins
énergétiques (fonction trophique) et leur progression dans les tissus de 1’hdte (Boucher et
al., 2001). Au niveau du tubercule, la contamination s’effectue le plus souvent par les
lenticelles et les blessures occasionnées par les insectes, les nématodes et les matériels

agricoles (Pérombelon et Salmond., 1995; Pérombelon., 2000).

L’initiation de la pourriture molle dépendait du niveau de la population des
Pectobacterium spp et Dickeya spp sur tubercule (Bain et al., 1990; Pérombelon, 2002;
Toth et al.,, 2003b). En effet, lorsque les conditions environnementales deviennent
favorables, les bactéries (Pectobacterium spp. et Dickeya spp.) présentes a 1’état latent au
niveau du site d’infection entrent en multiplication active et atteignent une population seuil
de 10°-10° cellules/g de tissu nécessaire a la production de large variété d’enzymes lytiques

extracellulaires capables de macérer les tissus de 1’hote (Toth et al., 2003).




Introduction

Il n’existe pas, de méthode de lutte chimique efficace contre ces bactéries. La
seule manicre de lutter contre ces pathogenes est d’adopter des mesures prophylactiques

visant a ralentir le développement de I’inoculum latent au sein des lots.

Outres ces mesures, les conditions d’environnement jouent également un role tres
important dans le développement et la propagation de ces bactéries au sein d’un lot

(Dupuis et al., 2005).

L’objectif de ce travail est d’étudier I’influence des facteurs biotiques (la
virulence de souches) et les facteurs abiotiques (la température et I’humidité relative) d’une
collection de souches bactériennes sur le développement des symptémes de pourriture
molle des tubercules de pomme de terre cultivées en Algérie. Cette collection de 59
souches ont été isolées des tubercules de pomme de terre de la région d’Ain defla, et

identifiées par voies biochimique et biologique.

Le travail consiste a étudier les points suivants :
- Le pouvoir pathogene de la collection des souches bactériennes sur la pomme de terre
variété spunta, ce dernier est considéré comme un test de présélection permettant de
sélectionner les souches ayants développer une réponse positive pour les tests ultérieurs.
- Etude de I’effet de la virulence des souches sélectionnées sur le développement des
symptomes de pourriture molle.
- Etude de D’effet de la température et I’humidité relative sur le développement des

symptémes sur la pomme de terre.




Chapitre 1 : synthese bibliographique.

1. Généralité sur la pomme de terre

Le Solanum tuberosum est a I’origine de I'Amérique du Sud et appartient a la
famille des Solanacées. Le genre Solanumest polymorphe et regroupe plus de
1 000 especes qui sont surtout présentes dans les régions tropicales et subtropicales du
globe (Spooner and Knapp., 2013). La partie consommeée est le tubercule (figure 1). Ce
dernier, présente une haute valeur nutritive en tant que source des glucides complexes,
riche en fibres et minéraux. Il également appréecié pour son cycle de production court (6
mois) (Kettani Halabi., 2014).

La pomme de terre « Solanum tuberosum » appartient au :

Regne : Plantae.

Embranchement : Phanérogames.

Division : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.
Ordre : Solanales.
Famille : Solanaceae.
Genre : Solanum.

Espéce : Solanum tuerosum (Linné., 1753).

Feuilles
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Figure 1 : description général d’une plante de pomme de terre (Bruno et Bernard., 2009).




Chapitre 1 : synthese bibliographique.

1.1. L’importance de la pomme de terre.

La pomme de terre est I'une des denrées alimentaires de base dans le monde,
produisant une importante quantité de matiére séche et de protéines a I’hectare (Storey et
Davies., 1992). Le tubercule de pomme de terre est un organe vivant contenant un grand
pourcentage en eau (80%). L’amidon (fécule) forme les trois quarts de la matiere seche, et
les sucres réducteurs formant 0.25 a 3% de cette derniére a la récolte. Les sucres réducteurs

sont importants en raison de leur incidence sur la conservation (Van Kempen., 1994).

1.2.  Stockage.

Les conditions climatiques idéales pour le stockage des tubercules de pomme de
terre sont une température de 4 °C et une humidité relative de 90 % (Onwueme., 1978 ;
Horton., 1987). Ces conditions ne peuvent étre assurées que par une réfrigération
artificielle qui demande des magasins spéciaux. Dans les conditions environnementales, la
conservation ne dépasse 4 a 6 semaines, ce qui suffit uniqguement a assurer la

commercialisation normale (Onwueme., 1978; Horton., 1987).

1.2.1. Conservation des semences.

La pomme de terre est multipliée a partir de semenceaux qui doit étre stockés dans
des conditions leur permettant de maintenir leur plein pouvoir germinatif. Contrairement
aux tubercules de consommation, les semenceaux doivent étre stockés en lumiere diffuse
afin de réduire la croissance des pousses a la fin de la dormance (Horton., 1987). Les
tubercules sont placés sur des étagéres, avec un maximum de trois couches superposees
(Onwueme., 1978 ; Horton., 1987).

1.2.2. Conservation de la pomme de terre de consommation.

Outre une température basse et une bonne aération, I’efficacité du stockage des
tubercules est déterminée par 1’absence de lumiére, laquelle cause le verdissement et rend
les tubercules impropres a la consommation (Onwueme., 1978 ; Horton., 1987).

Il est tres important de choisir une variété qui a de bonnes aptitudes a la
conservation. La maturité est un déterminante qui assurer aux tubercules une peau bien
formée permettant leur protection. Etant donné qu’un exces de fumure azotée retarde la
maturité (Bruno et Bernard., 2009). Seuls les tubercules « parfaits » peuvent étre mis en
conservation. Le premier tri au champ et un contréle lors de la mise en caisses doivent

permettre d’éliminer toutes les pommes de terre attaquées ou abimées (Bruno et Bernard.,
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2009). Selon les quantités a stocker et la durée, les paysans utilisent des méthodes tres

faciles (Marty., 1992).

1.2.3. Les différentes méthodes de stockage utilisées.

Tableau 1 : les différentes méthodes de stockage de la pomme de terre utilisées.

> Les caisses de conservation.

Conservation de courte durée de 3 a 5 mois
maximum, la durée est limitée par la levée de
dormance des tubercules stockés.

en plein champ.

stockage traditionnel en couche sur le sol.

Une conservation longue jusqu’a 8
mois utilisant des chambres froides
(+/- 10 °C), le froid va allonger la
durée naturelle de la dormance des

tubercules.

Bruno et Bernard., 2009.

L utilisation des caisses permet de stocker des quantités de pomme de terre plus

importantes par unité de surface (Bruno et Bernard., 2009).
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> Le batiment de conservation.
Conservation de courte durée sans utilisation | Les chambres froides pour une
de froid. Il faut éviter les températures trés | conservation de longue durée.
élevées (> 40 ° C), assurer un degré d’humidité | Une longue conservation des
élevé (> 80 %) a I’intérieur du batiment, stocker | tubercules demande un entreposage
les tubercules a 1’obscurité. entre 8 et 12 °C, avec le maintien
-Case de conservation construite a 1’ombre de | de ’humidité au-dessus de 95 %
grands arbres. mais sans jamais atteindre le point
de rosée qui pourrait provoguer une
condensation et mouiller les
tubercules, ce qui favorise le

développement d’infections

Bruno et Bernard., 2009.

Il est important d'effectuer un controle régulier de 1’état du magasin et des
tubercules et de prendre les mesures nécessaires en cas d’anomalie (réparer le magasin,

éliminer les tubercules pourris, etc.) (Onwueme., 1978 ; Horton., 1987).

1.3.  Production de la pomme de terre.
Situation en Algérie :

En Algérie, la filiére pomme de terre continue d’enregistrer des performances
encourageantes grace a la mise en synergie des différents acteurs de cette filiere,
I’introduction des techniques de production et de conservation et beaucoup plus au
professionnalisme des agriculteurs. Les statistiques indiquent que la production a atteint
3,2 millions de tonnes en 2010 contre 2,67 millions de tonnes en 2009 et 2,2 millions de
tonnes en 2008 (figure 2) (Anonyme., 2012).
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Figure 2 : Production de pomme de terre dans certains pays de 1’ Afrique du nord (1999 —
2010) Anonyme (2012).

1.4.  Les facteurs influencant le rendement de la pomme de terre
A Dinstar des autres cultures, la culture de pomme de terre peut subir les effets de
nombreux facteurs abiotiques (climatiques, édaphiques...) ou biotiques tel que les
ravageurs et les microorganismes (champignons, oomycetes, virus et bactéries) conduisant

a des pertes économiques importantes (Rensink et al., 2005).

1.4.1. Les facteurs abiotiques
Les facteurs abiotiques sont les facteurs non infectieux et non transmissibles
d’une plante altérée a une plante saine. Les principaux sont les températures extrémes, les
pluies irréguliéres réparties inégalement, la lumiére diffuse et I’humidité (Bettina Staubli.,
2008). S’ajoutent a ces facteurs climatiques, la structure et la nature du sol, les
concentrations en éléments minéraux (calcium, fer ...) et la pollution qui peut affecter 1’air,

I’eau et le sol (Kettani Halabi., 2014).

1.4.2. Les facteurs biotiques.

Les facteurs biotiques se divisent en deux groupes, les ravageurs et les agents
responsables aux maladies parasitaires. Les ravageurs regroupent I'ensemble des espéces
qui causent des dégats aux cultures au champ, au cours du transport ou du stockage. Les
plus importants sont les insectes phytophages et les nématodes, par exemple Globodera
pallida, nématode a kyste de la pomme de terre (Blok et al., 2006).

La teigne de la pomme de terre (Phtorimaea operculella) infeste la pomme de
terre et d’autres solanacées dans les zones tropicales et subtropicales, elle est le plus

important ravageur de la pomme de terre stockee (Onwueme., 1978 ; Horton., 1987).
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D’autres 1épidopteres et coléoptéres attaquent parfois les tubercules en magasin, mais ils ne
causent généralement pas de probléemes sérieux (Onwueme., 1978 ; Horton., 1987).
Certains ravageurs sont des vecteurs d’agents de maladies (virus, mycoplasmes, bactéries
et champignons) (Kettani Halabi., 2014).

Les maladies parasitaires sont infectieuses et contagieuses. Les agents
pathogénes responsables de ces maladies peuvent étre a type d’exemple : des
champignons, (Alternaria solani : maladie de I’alternariose ; Fusarium spp : maladie de
Fusariose ...) ; des oomycétes (Phytophthora infestans : Mildiou de la pomme de terre) ;
des virus (Potato Virus Y « PVY » et Potato Virus X « PVX » : Mosaique de la pomme de
terre ...) et des bactéries (Clavibacter michiganensis : Pourriture annulaire, Ralstonia
solanacearum : Pourriture brune et Pectobacterium spp : Pourriture molle de pomme de
terre ...) (Kettani Halabi., 2014).

Parmi les pathogenes qui affectent la pomme de terre, les bactéries sont
responsables de dégats 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. Les Erwinia et
Streptomyces qui provoguent respectivement les symptémes de pourritures molles et de

gale commune sont des parasites de qualité (Helias., 2008).

2. La pourriture molle ou la jambe noire de la pomme de terre.
2.1.  Description et taxonomie.

Les bactéries pectinolytiques, anciennement regroupées sous le genre Erwinia spp
appartienne a la famille des Enterobacteriaceae, sont responsables de deux maladies de la
pomme de terre. D’une part, la maladie de la «jambe noire» qui se caractérise par la
pourriture des tiges de la plante et, d’autre part, la maladie de la «pourriture molle», qui
s’attaque aux tubercules. Ces deux maladies sont présentes dans tous les pays ou la pomme
de terre est cultivée et provoquent d’importantes pertes économiques (Toth et al., 2011;
Czajkowski et al., 2011). La classification de ces bactéries a été modifiée au debut des
années 2000. Elles appartiennent désormais a deux genres distincts, Pectobacterium et
Dickeya (De Werra et al., 2015).
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Ce sont des bactéries phytopathogenes Gram (-), anaérobiques facultatives, ayant
une forme de batonnet (0,5-1 um de diamétre sur 1-3 um de longueur) (Hauben et Swings.,
2005; Charkowski., 2006), mobiles grace a des flagelles péritriches, oxydase négative et
catalase positive (Dickey et al., 1984). Elles sont capable de réduire les nitrates, fermenter
le glucose et de produire de 1’acide a partir de certains hydrates de carbone. Leur
température optimale de croissance se situe entre 27°C et 35°C selon les especes
(Perombelon and Kelman., 1980).

Les Pectobacteria et Dickeya spp engendrent sur les cultures de pomme de terre
un refus ou un déclassement des lots de semences, ainsi qu’un refus a 1’exportation
(Pérombelon., 2000; Toth et al., 2011). Elphinstone et Pérombelon (1986) ont montré
qu’un tubercule de pomme de terre infecté pouvait engendrer la contamination de 100 kg

de tubercules de pomme de terre sains en conservation.

2.2.  Les agents responsables de la pourriture molle de pomme de terre.
2.2.1. Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum.

Pcc (anciennement Erwinia carotovora carotovora) affecte une gamme d’hotes
trés large (Iégumes, tournesols, tabac, etc.) dans des aires géographiques étendues (régions
tropicales et tempérées), elle est associé aux pourritures sur tubercules (Hélias., 2008) et
capable de se développer a des tempeératures allant de 20°C a 30°C (Pérombelon., 2002).
Le symptobme de la jambe noir, connu comme étant caractéristique de P. atrosepticum en
conditions fraiches, peut également étre provoqué par P. c. subsp carotovorum lorsque les
températures sont élevées (30-35°C) (Hélias., 2008).

2.2.2. Pectobacterium carotovorum subsp. Brasiliense.

Cette souche a été isolée et décrite pour la premiére fois au Brésil en 2004 (Duarte
et al., 2004). Depuis lors, sa présence a été établie en Afrique du Sud (van der Merwe et
al., 2010) et au Canada (De Boer et al., 2012). En Europe, elle a été récemment signalée
aux Pays-Bas (Nunes Leite et al., 2014). Génétiquement tres proche de P. c. subsp
carotovorum, elle semble toutefois beaucoup plus agressive que celle-ci et peut provoquer
des dégats importants aux cultures de pomme de terre, y compris sur des tiges (Duarte et
al., 2004).
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2.2.3. Pectobacterium wasabiae.

Pectobacterium wasabiae a été isolée pour la premiére fois au Japon sur du raifort
dans les années 1980 (Goto et Matsumoto., 1987) et a eté identifiée pour la premiere fois
sur pomme de terre aux USA en 2001 (Ma et al., 2007), puis en Nouvelle Zélande en 2008
(Pitman et al., 2008). On la trouve désormais dans presque toutes les régions ou la pomme
de terre est cultivée, y compris en Europe. La communauté scientifique qui étudie ces
bactéries pense que cette souche ne s’est pas propagée a partir du lieu ou elle a été
découverte, mais a probablement été confondue durant de nombreuses années avec P. c.
subsp. carotovorum (avec les amorces oligo-nucléotidiques utilisées alors, la PCR ne
permettait pas de les différencier) (De Werra et al., 2015).

Une étude en Pologne, menée avec des techniques de séquencage et PCR-RFLP,
et sur des collections bactériennes, a démontré que des bactéries identifiées en 1997
comme P. c. subsp. carotovorum, étaient en réalité du P. wasabiae (Waleron et al. 2013).
P. c. subsp. carotovorum ne provoquant pas de symptdmes aériens sur pomme de terre
(Bartz et Kelman 1985).

2.2.4. Pectobacterium atrosepticum.

Pba (anciennement Erwinia carotovora atroseptica) est une bactérie limitée
essentiellement aux pommes de terre (figure 3). Géneralement associée aux symptémes de
la jambe noire dans les zones tempérées a climat frais et humide. (Helias et al., 1998; Toth
et al., 2003b). Elle se développe préférentiellement entre 15 et 25 °C, entrainant la

pourriture des tubercules et des tiges (Pérombelon et Kelman., 1987).

Figure 3: Tubercules de pommes de terre infectées par Pba 709 apres trois jours

d’incubation a 24 °C et a 100% d’humidité relative. (A): Suintement du tubercule qui
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favorise la dissémination de la maladie en entrepdt; (B): Développement secondaire de

moisissure; (C): Chair du tubercule pourri; (D): Sites d’infection (YYaganza., 2005).

2.2.5. Dickeya dadantii.

Dickeya dadantii (anciennement Erwinia chrysanthemi) est un organisme de
quarantaine (OEPP/EPPO., 1982), elle est I'une des entérobactéries phytopathogenes qui
peut causer la pourriture molle dans un large éventail de cultures économiquement
importantes (Grenier et al., 2006) (figure 4). Elle s’exprime préférentiellement dans les
régions tropicales et subtropicales a des températures optimales assez élevées (35-37°C)
(Kettani Halabi., 2014).

La dissémination et la pénétration de la bactérie sont favorisées par un taux
d'’humidité élevés et la présence deau (Dickey et Victoria., 1980). Elle provoque une
pourriture molle qui dégrade les organes charnus des plantes tels que tubercules, racines,
boutures en vert ou feuilles charnues. C'est aussi un pathogéne de flétrissement, qui
colonise le xyleme et devient systémique dans la plante, aspect le plus alarmant dans le cas
de multiplication végétative (Dickey et Victoria., 1980).

A. Tubercule de pomme de
fl terre (Solanaceae)

B. Racines d’endive
(Asteraceae)

C. Plant d’ Arabidopsis
(Brassicaceae)

Sy ¥ D. Carotte (Apiaceae)

E. Tomate (Solanaceae)

F. Poivron vert (Solanaceae
G. Poivron rouge

| (Solanaceae)

H. Chou commun

(Brassicaceae)

Figure 4: Symptdmes caractéristiques de la maladie de la pourriture molle sur différents

végetaux infectés par les Dickeya spp (Reverchon and Nasser., 2013).
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2.3. Symptomatologie.
2.3.1. En végétation :

Les symptdmes causés par les Pectobacterium spp et Dickeya spp pectinolytiques
s’expriment en végétation et/ou en conservation. L’apparition et la nature des symptomes
dépendent essentiellement des conditions environnementales (température, humidité) Le
symptome le plus typique est celui de la jambe noire, variant d’une pourriture humide brun
foncé a noire de la base des tiges (figure 5A) a des nécroses plus ou moins seches (figure
5C) (Pérombelon et Kelman, 1987).

Dans certains cas, seules des nécroses internes éventuellement doublées d’un
phénomeéne de « tige creuse » se développent (figure 5C). L’extériorisation des symptomes
peut débuter au niveau du point d’attache des feuilles sur la tige (figure 5B). Des
jaunissements et/ou flétrissements du feuillage peuvent étre associés a la jambe noire.
(Pérombelon et Kelman., 1987).

La jambe noire est treés répandue surtout en conditions climatiques humides. Des
conditions séches et froides favorisent le développement de nécroses sur les tiges et de
fletrissements des feuilles, 1’attaque est moins violente et le noircissement peut se limiter a
la moelle. Cette maladie est principalement due a Pectobacterium atrosepticum (Toth et
al., 2003b; Czajkowski et al., 2011).
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Figure 5. Symptéme de la jambe noire, (A) : variant de pourritures humides brun foncé a
noire de la base des tiges, (B) : pourriture des points d’attache des feuilles sur la tige, (C) :
des nécroses plus ou moins seches et/ou tiges creuses (Hélias., 2008).
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2.3.2. Sur tubercules.

Les tubercules peuvent également étre atteints de symptdmes qui se développent
en cours de culture ou de conservation sous la forme de pourritures molles et humides
souvent nauséabondes (figure 6). En conservation, les pourritures molles peuvent entrainer
la contamination rapide des tubercules avoisinants. Des bactéries pectinolytiques variées
(Clostridium spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp.) peuvent étre impliquées dans la
pourriture des tubercules en conservation, particulierement lorsque les températures sont
élevées (Campos et al., 1982 ; Pérombelon et Kelman, 1987), mais les Pectobacterium spp
restent les agents les plus fréequents et les plus dommageables.

Dans le cas d’attaques localisées aux lenticelles, les pourritures sont qualifiées de
lenticellaires (figure 7). Un séchage adéquat des tubercules peut toutefois bloquer leur
développement. Les symptémes sont alors qualifiés de pourritures lenticellaires (De Boer .,
1994).

Figure 6. Pourriture molle et humide causée par Pectobacterium sp ou Dickeya sp (Hélias.,
2008).
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Figure 7. Pourritures dures lenticellaires (Hélias., 2008).

2.4.  Cycle de développement de la pourriture molle des tubercules.

La pourriture molle est la plus importante maladie bactérienne de la pomme de
terre a 1’échelle mondiale (De Boer., 1994). Les tubercules peuvent étre infectés au champ
avant la récolte ou pendant le stockage (Corcuff et al., 2011). Les semences et les sols
infectés sont les principales sources d’inoculum, et la propagation de 1’infection au champ
est facilitée par les eaux d’irrigation et de pluie. La dissémination en entrepdt est de son
coté assurée par le suintement de tubercules pourris et par les insectes (Yaganza., 2005).

La figure 8, résume les principales étapes du cycle de développement de la maladie.
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Figure 8: Cycle de développement de la pourriture molle bactérienne (Howard et al,
1994).
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3. Conditions favorables au développement de Pectobacterium spp et
Dickeya spp.
3.1.Au champ

L’initiation de I’infection et le développement des symptomes au champ sont en
fonction de la température, de I’humidité, du niveau de contamination, des pratiques
culturales et de 1’état de fertilité du sol (Elphinstone., 1987). La jambe noire est favorisée
par des sols humides et des températures relativement fraiches (<19°C). Contrairement a la
pourriture molle des tubercules de pomme de terre, la jambe noire se developpe
généralement en condition d’aérobie et seul Pba et Dickeya spp étaient connues comme
étant liées a la maladie pendant plusieurs années (Pérombelon., 2002).

Récemment, De Haan et al (2008) ont montré dans leurs travaux que Pcc était
capable de provoquer la maladie de jambe noire en régions tempeérées. Un niveau minimal
de 10° bactéries par tubercule est nécessaire a I’infection (Stead., 1999).

L’interaction entre le niveau de contamination, I’humidité du sol et la température
détermine 1’incidence de la maladie (Smadja et al., 2004) et le type de symptémes
(Elphinstone., 1987). Un temps humide a la plantation et des conditions fraiches au
moment de la levée favoriseront la jambe noire, avec parfois des desséchements si par
apres les conditions sont plus seches. Un niveau de mécanisation élevé est responsable
d’une incidence plus grande de la maladie, due aux coups, aux blessures et a la
transmission de I’inoculum par le matériel (Elphinstone et Pérombelon., 1986). Le manque
de maturité, les radiations solaires, les gelées, la salinité excessive, les dégats causes par
d’autres pathogénes sont des facteurs favorables au développement des symptémes de

pourriture molle (Tweddell et al., 2003).

3.1.1. Roéle du tubercule mére.

Le tubercule mere joue un réle important dans la conservation, la transmission et
la dissémination de Pectobacterium spp et Dickeya spp (Toth et al., 2011). Les bactéries
peuvent étre localisées a 1’état latent dans le systéme vasculaire, les lenticelles ou a la
surface des tubercules (Pérombelon., 2000). Si elles tendent a disparaitre rapidement de la
surface des tubercules en conditions séches, les populations bactériennes sont capables de
se maintenir pendant les six a sept mois de stockage a un niveau de contamination
sensiblement constant au sein des lenticelles (Pérombelon., 1973). Par ailleurs, les

blessures occasionnées lors de la manipulation des tubercules constituent également une
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porte d’entrée de Pectobacterium spp et Dickeya spp (Pérombelon et Kelman., 1980). Ce
type de contamination se produit principalement lors du contact de tubercules sains avec

des tubercules malades (Elphinstone et Pérombelon., 1986).
3.1.2. Réle du sol et de la rhizosphere.

Les bacteries responsables de la pourriture molle et de la jambe noire auraient une
tres faible capacité a survivre seules dans le sol. La population de Pectobacterium spp
augmente fortement en présence d’exsudats racinaires de plantes (adventices ou cultures)
selon McCarter-Zorner et al (1985) en cas d’absence ou de quantités moindres de
nutriments liées a la récolte ou la maturité des plantes, la population bactérienne diminue
jusqu’a un niveau non détectable. Les études menées par Van der Wolf et al (2007)
montrent, quant a elles, que les Dickeya spp ne survivent pas plus de trois semaines dans
un sol nu. Contrairement a I’humidité, la température du sol semble avoir un effet plus
marqué sur la survie des bactéries. Ainsi, Pérombelon et Hyman (1989) ont montré que
Pba et Pcc meurent rapidement dans un sol dépassant les 25°C, alors qu’elles peuvent
survivre plusieurs semaines, voire plusieurs mois, a des températures avoisinant 10 a 20°C.
Pcc décrite comme ayant une plus grande capacité de survie que Pba, est également plus

fréguemment mise en évidence dans la rhizosphere (Pérombelon et Hyman., 1989).
3.1.3. Role de I’eau et des aérosoles.

Dans la plupart des pays du monde, Pectobacterium spp et Dickeya spp ont été
mis en évidence dans les eaux de riviéres, la nappe phréatique, les pluies, les aérosols et
mémes les océans. Les homologies observées entre des souches isolées de pomme de terre
et d’eau de riviéres confortent I’hypothése selon laquelle ces derniéres constituent des
sources potenticlles de contamination via 1’irrigation (Kapsa., 2008). La survie de ces
bactéries dans les aérosols semble étre de courte durée puisque seulement 50% des

bactéries survivent aprés 5 a 10 minutes (Pérombelon., 1992).
3.1.4. Transmission par le matériel et les pratiques agricoles.

Le passage de machines agricoles contaminées lors de la culture constitue un autre
mode de dissémination des bactéries. La plantation, la récolte et le tri mécanique des
tubercules peuvent également étre la cause de la propagation des pathogenes entre les lots
de pomme de terre et au sein des stocks. Cette contamination a principalement lieu lors du
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contact de tubercules sains avec des tubercules ou du matériel infectés (Van Vuurde et al.,
1994).
3.2.Au stockage

La pourriture molle débute généralement sur des tubercules situés au fond du tas
de pomme de terre, ou la ventilation est déficiente et la condensation fréquente, a tel point
qu’au moment de s’en rendre compte, une bonne partie de la récolte est déja irrécupérable.
Les conditions nécessaires a I’initiation des pourritures molles des tubercules de pomme de
terre en conservation sont: 1’anaérobiose, 1’eau libre, la température supérieure au
minimum requis pour la croissance bactérienne, le potentiel hydrique des cellules du
tubercule élevé (Pérombelon et Kelman, 1980) et un seuil minimum de bactéries (10°

bactéries par tubercule) (Bain et al, 1990).

L’anaérobiose affaiblit la résistance de 1I’hote (par son effet défavorable sur la
synthese des phytoalexines, composés phénoliques, radicaux libres, etc.) (Pérombelon,
2002), inhibe la lignification et la subérification des cellules (protegent contre les enzymes
pectiques) et augmente la perméabilité membranaire (Pérombelon, 2002).

La température influence le développement de I'une ou 1’autre des
Pectobacterium spp et Dickeya spp selon le minimum requis pour la croissance
(Pérombelon, 2002).

4. Pouvoir pathogéne des bacteéries pectinolytiques.

Le genre Pectobacterium pouvant infecter un large spectre d’hotes comme la
pomme de terre, les carottes, et le melon. Les agents pathogénes qui vivent dans la
rhizosphére, rentrent dans la plante par les ouvertures naturelles telles que les lenticelles ou
par les blessures. Dans un premier temps, les bactéries s’engagent dans une phase de
multiplication intense. Dans un second temps, quand la densité cellulaire atteint un certain
seuil, débute la sécrétion d’enzymes de macération telles que des cellulases, des protéases

et des pectinases permettant la dégradation des parois végetales (Smadja et al., 2004).

Certaines souches produisent également du carbapénéme, un antibiotique qui
permettrait de favoriser la colonisation du milieu par les Pectobacterium en contrélant la

croissance des autres especes bactériennes présentes (Bainton et al.,, 1992). Chez
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Pectobacterium, la production d’enzymes de macération, d’antibiotiques mais aussi de

sidérophores est régulée par quorum-sensing (QS) (Barnard et Salmond., 2007).

4.1.Principaux facteurs de virulence.
Six systemes de sécrétion permettant de sécréter les enzymes lytiques ou les
facteurs de virulences sont développées par les bactéries Gram négatif et en particulier les
Pectobacterium sp. Ils sont différenciés selon leur fonctionnement, I’assemblage de la

machinerie et le type de substrats (Sandkvist., 2001).

4.1.1. Systeme de sécrétion type Il et dégradation de la paroi végétale.

Le systeme de sécrétion de type Il (T2SS, Type Il Secretion System) est
largement exploité par les Pectobacterium pour sécréter une variété d'enzymes
extracellulaires impliquée dans la dégradation des parois végétales de I’hote (PCWDE,
Plant Cell Wall Degrading Enzymes). Ces facteurs de virulence sécrétés sont les
déterminants clés du pouvoir pathogéne des Pectobacterium (Charkowski., 2006; Koiv et
al., 2010).

PCWDE
Intracellular toxins
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Figure 9. Systeme de sécrétion type Il de Pectobacterium carotovorum, modifié d’aprés

KEGG: Encyclopédie de Kyoto des génes et génomes (2010).
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e Protéines de virulence sécrétées par le T2SS :

Pectobacterium spp et Dickeya spp produisent plusieurs variétés d’enzymes
pectiques extracellulaires capables de dégrader les parois cellulaires de 1’hote (Terta et al.,
2010) qui sont sécrétées dans le milieu externe par le T2SS codé par 1’opéron out
(Sandkvist., 2001). Parmi ces enzymes les pectinases jouent un role prépondérant dans le
développement de la maladie. Quatre types de pectinases sont connus, les pectates lyases
(PEL), pectines lyases (PNL) et les pectines méthyles estérases (PME); et les
polygalacturonases (PEH) (Toth et al., 2003).

Les PEL sont les plus importantes dans le développement de la maladie (Smadja
et al., 2004). Des extraits purifiés de PEL provoquent la macération et la mort cellulaire
(Liao., 1989). En outre, des souches de Dickeya spp dont le géne codant pour les PEL a
été inactivé par délétion sont devenues moins virulentes (Jafra et al., 1999). Smadja et al.
(2004) ont montré au cours de leurs travaux que la température optimale de pathogénicité
de Pba et Pcc est liée a la température optimum de I’activité des PEL et non a leur

température optimum de croissance.

Les Cellulases (Cel) sont censés agir en synergie avec les autres enzymes
extracellulaires précitées pour attaquer les parois des cellules primaires et secondaires des
plantes (Toth et al., 2003b). L’activité enzymatique est dépendante du pH du site
d’infection (Nachin et Barras., 2000) et de la température (Smadja et al., 2004).

La production des enzymes est dépendante de la densité bactérienne de
Pectobacterium spp qui est régulée par un systeme de quorum-sensing (Ferluga et al.,
2008). 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 Nacylhomoserine lactone (AHL) a travers leurs membranes
cellulaires. Lorsque 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 synthése des enzymes de pathogénicité (Charkowski.,

2009). Cette molécule et ses analogues fonctionneraient comme un signal régulateur
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universel, également présents chez d’autres microorganismes (Toth et al., 2003; Barnard et

al., 2007).

4.1.2. Systeme de sécrétion type | et sécrétion des protéases.

Le systeme de sécrétion de type 1 (T1SS, Type | Secretion System) est le plus
simple des systemes de secrétion. Il est constitué de trois protéines assurant la sécrétion
(Holland et al., 2005). Les protéases (Prt) des Pectobacterium sont les principales exo-
protéines secrétées par ce systeme. Dickeya dadantii E16 par exemple, produit au moins
quatre métalloprotéases PrtA, B, C, et G via le T1SS codées par les génes PrtD, E et F

nécessaire au pouvoir pathogene de la bactérie (Boyd and Keen., 1993).

4.2. Autres facteurs affectant la pathogénie.

Les PCWDE et les protéases sont les principaux facteurs responsables du
développement des symptomes de la pourriture molle. Toutefois, d'autres facteurs affectent
¢galement I’installation et la progression de l'infection, ainsi que I’induction des
mécanismes de défenses chez I’hote. Ces facteurs comprennent la mobilité, les

lipopolysaccharides et les sidérophores (Kettani Halabi., 2014).

4.2.1. Mobilité

La mobilité a été décrite comme un facteur de pathogénie chez Pectobacterium sp
afin de réussir I’invasion et l'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 de rejoindre leurs niches écologiques préférées. Des mutants non mobiles des
souches Pcc révelent une virulence atténuée malgré la présence des PCWDE. Les flagelles
auraient un réle non négligeable dans le pouvoir pathogéne des Pectobacterium (Lautier.,
2007).

4.2.2. Sidérophores
Les sidérophores ont été décrite comme un cofacteur de nombreux processus
cellulaires, le fer contribue a I’adaptation de la bactérie au cours de son cycle de vie ce qui
lui confere un rdle dans le pouvoir pathogéne, malgré sa faibles concentrations (Ferguson
and Deisenhofer., 2002). Les bactéries produisent les sidérophores qui sont des composés
chimiques a faible poids moléculaire produits par les bactéries et les champignons,

capables de fixer le fer et de I’importés dans les cellules sous la forme de complexes fer-
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sidérophores (Franza et al., 2005). L’expression de génes codant pour certaines pectate
lyases (pelB, C, D et E) de Dickeya dadantii est induite lors d’une carence en fer, et
réprimée par la protéine Fur en présence de fer dans le milieu (Franza et al., 2002; Franza
et al., 2005).

4.2.3. Lipopolysaccharides
Les lipopolysaccharides (LPS) sont des complexes macromoléculaires présents de
maniere constitutive dans la membrane externe de toutes les bactéries & Gram négatif. Sur
le plan structural, les LPS sont constitués d’un lipide A et d’une partie polysaccharidique
débordant de la membrane externe (Lautier et al., 2007). Les bactéries a Gram négatif
élaborent des mécanismes qui modifient la structure des lipides A a différents
environnements, ces modifications peuvent promouvoir la résistance contre les peptides

antimicrobiens (Miller et al., 2005).

Le LPS participe la protection physique des cellules bactériennes en contribuant a
réduire la perméabilité membranaire, permettant ainsi la croissance bactérienne dans un

environnement défavorable (Lautier et al., 2007) (Figure 10).
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Figure 10: Structure du Lipopolysaccharide (Lautier et al., 2007).
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5. Stratégies de lutte contre les Pectobacterium spp.
Les différentes stratégies de lutte qui existent a I’heure actuelle, contre les
maladies bactériennes des plantes et en particulier contre les Pectobacterium spp sont des

moyens de lutte physique et biologique (Kettani Halabi., 2014).

5.1. La lutte physique.

Différents moyens peuvent étre mises en oeuvre tels que : La ventilation d'air
extérieur pendant le transport et les contrdles de température et d'humidité pendant le
stockage sont des pratiques supplémentaires qui peuvent limiter [l'infection ou la
propagation du pathogene. Les producteurs ont aussi les moyens de limiter la pourriture
molle pendant le stockage en éliminant les tubercules endommagées ou malades. De plus,
des mesures sont a 1’étude, visant a limiter la présence des pathogenes sur le tubercule

apres récolte et leur dissémination dans I’environnement (Hélias., 2008).

Moreau et al., (2005) envisagent 1’utilisation de réacteurs de décontamination
dont la technologie est basée sur 1’émission de plasmas froids pour traiter les eaux de

lavage des tubercules apres récolte.

5.2. La lutte biologique.

La lutte biologique fait partie des méthodes de plus en plus favorisées en
phytopathologie pour contrdler les maladies végétales d’importance, avec un impact plus
réduit sur I’environnement et la santé humaine, par rapport aux pesticides chimiques. Elle
repose essentiellement sur I’exploitation des relations dynamiques entre la plante et son
environnement. Différentes approches de base de la lutte biologique ont été définis : la
compétition, le parasitisme, I’antibiose et I’induction des systemes de défense chez la
plante (Kettani Halabi., 2014).

Toutefois, son application aux maladies de la pomme de terre habitation
expérimentale. Par exemple, Bacillus subtilis BS 107 serait actif in vitro et in vivo, contre
Ecc et Eca (Sharga et Lyon., 1998). Un antibiotique produit par Erwinia carotovora subsp.
betavascularum serait aussi efficace contre le développement de Ecc sur la pomme de terre

(Axelrood et al., 1988). Des souches de Pseudomonas spp ont permis de contrbler
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expérimentalement le développement des bactéries responsables de la pourriture molle,

bien que dans certains cas, des résistances a 1’agent de lutte biologique aient été rapportées

(Colyer et Mount., 1984).

L’existence du signal de quorum-sensing chez toutes les espéces de
Pectobacterium et Dickeya macergénes et son importance stratégique dans la maladie de
pourriture molle désignent ce signal bactérien comme une cible privilégiée pour
développer des outils de lutte contre la virulence des Pectobacteria. Ces stratégies d’anti-
virulence ont toutes pour vocation I’interruption de la signalisation quorum-sensing de
Pectobacterium (Amy O., 2009; Fan et al., 2011; Mahmoudi et al., 2011a; Palmer et al.,
2011).

L’inhibition du quorum sensing : Ces nouvelles méthodes de lutte n’ont pas
vocation a éliminer le pathogéne, mais a en atténuer la virulence par interruption de la
signalisation quorum-sensing. Ces stratégies d’anti-virulence ciblent la perturbation de la
perception par les pathogenes des signaux QS et/ou la dégradation de ces derniers (Cirou et
al., 2009). En effet, une large gamme de molécules est actuellement décrite comme
susceptible d’affecter directement la signalisation QS. De nombreuses bactéries de la
rhizosphére et du sol sont capables de dégrader les molécules signales du QS (Mahmoudi
etal., 2011b).

5.3. La lutte chimique.

Pour des raisons de protection de I’environnement, les doses faibles des
traitements chimiques des cultures a base de cuivre ou d’organomercure demeurent peu
efficaces (Priou and Jouan., 1996). De nouveaux composés capables d’altérer 1’intégrité
cellulaire bactérienne ou d’inhiber la croissance des Pectobacterium, des solutions salées
de chlorure d’aluminium et de métabisulfite de sodium (Yaganza et al., 2004) ou encore de
peptides de syntheses (Kamysz et al., 2005), se sont avérés tres efficaces lors d’essais au
laboratoire. Si ces composes peuvent sembler tres intéressants grace a leur large spectre
d’hote (fongique et bactérien), le risque écologique d’altération des équilibres microbiens

apparait tres important (Latour et al., 2008).

5.4. Les mesures prophylactiques.
Les principaux facteurs de développement de Pectobacterium spp et Dickeya spp

sont I’humidité et les conditions asphyxiantes qui favorisent leur multiplication et leur
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dissémination. La lutte prophylactique contre ces pathogénes concerne toutes les étapes de

la culture de pomme de terre (Hélias., 2008).

5.4.1. Préparation et choix de la parcelle.
Le choix et la préparation des parcelles destinées a la production des pommes de
terre sont importants. Il est ainsi souhaitable de privilégier les rotations longues, de
supprimer les réservoirs potentiels de bactéries dans la parcelle en détruisant les repousses

et en éliminant les adventices (Hélias., 2008).

Ne pas planter dans des zones humides ou tassées et favoriser un travail du sol qui
permet son assechement permet en outre d’éviter les conditions humides et asphyxiantes

favorables a la multiplication bactérienne (Hélias., 2008).

5.4.2. Précautions relatives a la culture.

L’utilisation de plants certifiés selon des normes strictes de qualité sanitaire est
indispensable. 1l faut également prendre garde a limiter les blessures et éliminer les
tubercules pourris lors de la plantation. Les techniques culturales doivent étre adaptées a la
variété utilisée. L’épuration des plantes malades en cours de végétation (production de

plants) limite la propagation des bactéries aux plantes saines adjacentes (Heélias., 2008).

Eviter irrigation excessive de la culture prévient le développement de conditions
anaérobiques dans le sol. Une fertilisation raisonnée sans excés d’azote est par ailleurs

recommandée (Hélias., 2008).

5.5. L’utilisation des sels.

Les résultats de nombreux travaux utilisant divers composés antimicrobiens pour
lutter contre les agents pathogenes des plantes (Mecteau et al., 2002). Ces travaux
suggerent que les sels organiques et inorganiques peuvent constituer une alternative
intéressante pour controler les maladies des tubercules entreposés. De plus, la bio-
compatibilité des sels (Horst et al., 1992), leur faible coft et le fait qu’ils possédent un
large spectre antimicrobien, les rendent intéressants en vue d’une utilisation pour lutter
contre les maladies végétales (Olivier et al., 1998). Ils sont en outre simples d’utilisation et
requierent relativement peu d’exigences de la part des instances de réglementation en vue

de leur acceptation comme agents antimicrobiens (Aharoni et al., 1997).
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Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

L’objectif de ce travail est d’étudier I’influence des facteurs biotiques et
abiotiques d’une collection de souches bactériennes sur le développement des symptémes
de pourriture molle sur les disques de pomme de terre.

Notre travail est constitué de trois parties principales : la premiere consiste a
réaliser un test de présélection, une seconde partie est 1’étude de ’effet de la virulence des
souches sur la pomme de terre, et la derniére partie concerne I’étude de I’effet de la

température et I’humidité relative sur le développement des symptdmes de pourriture molle

1. Matériels

1.1 Matériels biologiques

Les essais ont été realisé sur la base d’une collection de 59 isolats bactériens qui
ont été isolé et identifié par voies biochimique et biologique au niveau du laboratoire de
phytobactériologie (2015), ces souches ont été isolé a partir des tubercules de pomme de
terre var spunta et désirée présentent les symptdomes de pourriture molle provenant des
chambres froide et de champ de la région Ain defla. Les 59 souches ont été conservées en
tube a 4°C et cultivées sur le milieu LPGA (Levure Peptone Glucose Agar) en boite de

pétri.

1.2 Matériel végétal.

Dans ce travail, nous avons utilisé des tubercules de pomme de terre de la variété

Spunta (Solanum tuberosum L. var Spunta) pour les différents tests réalisés.

2. Méthodes

2.1 Désinfection de Matériel végétal.

Le matériel végétal utilisé est rincé abondamment sous |’eau du robinet, puis subi
une premiere désinfection sous la hotte et dans des conditions aseptique avec une solution
constituée d’eau distillée stérile et d’hypochlorite de sodium a 12% pendant 10 minutes,
suivi d’un premier ringage. Ce dernier est par la suite désinfecté une deuxiéme fois dans la
solution d’hypochlorite de sodium a 12% pendant 10 minutes, a la fin un dernier ringage a

été realisé (figure 11).
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Figure 11: les étapes de désinfection de la pomme de terre réalisées sous hotte a flux

laminaire.

2.2 Test du pouvoir pathogene des souches bactériennes.

Le test du pouvoir pathogene est considéré comme un test de présélection permettant
de sélectionner les souches ayants développer une réponse positive pour les tests ultérieurs. Ce test
réalisé sur les cubes de pomme de terre inoculé par les 59 isolats et incubé a tempeérature
28°C.

Le matériel végétal est découpé en rondelles d’une hauteur de 1 cm, Ces rondelles
sont découpées en carré de 4 cm a I’aide d’un emporte-piece stérile. Les cubes sont
déposés dans des boites de pétri en verre stérile, par la suite a I’aide d’un bistouri stérile,
nous avons realisé un petit creux au centre a fin de déposer la suspension bactérienne

(figure 12). Nous avons realisé trois répétitions pour chaque isolat de la collection.
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Figure 12 : Les cubes de pomme de terre inoculés dans des boites de pétri en verre stérile.

2.3 Préparation des suspensions bactériennes a inoculer

Les suspensions des souches ont été préparées a partir de cultures préalablement
purifiées. La purification est une étape nécessaire afin de s’assurer de la pureté des souches
bactériennes a inoculer. La méthode consiste a faire des étalements sectoriels avec la
culture bactérienne de chaque souche a I’aide d’une anse. A raison de 3 secteurs par boite
contenant le milieu LPGA. La boite est ensuite entourée avec du Parafilm pour limiter
toute contamination et incuber dans une étuve a 28°C pendant 24h a 48h.

2.4 Méthode d’inoculation.

Pour I’étape d’inoculation, nous avons préparé des suspensions bactériennes a une
densité cellulaire de 107- 10° pfc/ml. A I’aide d’une micropipette, un volume de 50pul de
suspension bactérien est déposé directement sur le cube de pomme de terre suivie d’une
étape d’incubation a 28°C pendant 72h, pour étudier le développement des symptémes de

pourriture molle.
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Figure 13 : dépdt de I’inoculation bactérienne sur les cubes de pomme de terre.

3. Etude des principaux facteurs.

Nous avons choisi de tester seulement les souches virulentes qui ont répondu
positivement au test du pouvoir pathogéne c'est-a-dire les souches présentant des

symptémes de pourriture sur les cubes de pomme de terre.

Les disques de pomme de terre de 15 mm de diameétre et 20 mm de longueur ont
été réalisés sur des tranches de pomme de terre a I’aide d’un emporte-piéce stérile sous la
hotte a flux laminaire (Alim., 2009).

Par la suite, les disques sont déposés dans des microplaques stériles (boite de
culture cellulaire) contenant 12 alvéoles de 25 mm de diamétre et répartis en 4 colonnes et
3 rangées. Dans chaque microplaque 3 souches sont inoculées plus un témoin négatif (1’eau
distillée stérile), les rangées sont considérées comme des répétitions (Alim., 2009) (figure
14).
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Figure 14 : Microplaques de culture cellulaire contenant les disques de la pomme de terre.
Les paramétres étudiés : Nous avons choisi d’étudier deux principaux facteurs, a savoir :
- Facteur biotique (la virulence des souches).

- Facteurs abiotiques (la température et I’humidité relative).

3.1 Le facteur biotique (virulence des souches).

Le test a eté effectué a une température de 28°C sur des disques de pomme de
terre inoculés par les souches sélectionnés pour déterminer 1’influence de la virulence des
souches sur le développement des symptomes de pourriture molle. La lecture des resultats

se fait apres 3 jours d’inoculation.

3.2 Les facteurs abiotiques.

3.2.1 Etude de I’effet de 1a température sur le développement des symptomes de

pourriture molle.

Pour étudier I’impact de la température sur le développement des symptomes, les
suspensions bactériennes de souches sélectionnées ont été déposées directement sur les
disques de pomme de terre et incubés a trois températures différentes (10°C, 22°C et 34°C)
pendant 72h.
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3.2.2 Etude de l’effet de I’humidité sur le développement des symptdémes de

pourriture molle.

Trois différentes valeurs d’humidité relative (50%, 86% et 100%) ont été obtenues
en utilisant des dessiccateurs. L’humidité relative a D’intéricur des dessiccateurs a été
stabilisée en utilisant une solution saturée de sels et de I’eau distillée: KC1 (50% et 86%),
et de I’eau distillée stérile (100%). Le sel a été mélangé dans un litre d’eau distillée et

agité jusqu’a I’obtention d’une solution saturée (Ahoussi., 2012).

Pour le traitement (humidité relative), le dessiccateur renfermait 250 ml de la
solution saline saturée appropriée avec un exceés de la phase solide du sel afin de maintenir

I'humidité relative désirée (Ahoussi., 2012).

Pour étudier I’impact de 1’humidité sur le développement des symptdémes, les
suspensions bactériennes de souches sélectionnées ont été inoculées directement sur les
disques de pomme de terre et incubée a une température ambiante 28°C pendant 72h a

différentes valeurs d’humidités relatives.

4. Quantification des symptomes.

Apreés trois jours d'incubation deux mesures ont été effectuées.

La quantité de chair de pomme de terre pourrie (Qcp) a été exprimée en pourcentage par la

formule suivante:
Qcp (%) = P1-P,/Py
P,: poids (g) du disque de pomme de terre inoculé avant incubation.

P,: poids (g) du disque de pomme de terre inoculé aprés enlévement de la chair pourrie a

I’aide d’une lame de scalpel au troisiéme jour de 1’incubation (Ahoussi., 2012).

La quantité d’eau perdue par les disques de chair de pomme de terre (Qe) a été exprimée

également sous forme de pourcentage par la formule suivante:

Qe (%) = P*1-P*,/P’;
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P’;: poids (g) du disque de pomme de terre non inoculé avant incubation.

P’,: poids (g) du disque de pomme de terre non inoculé aprés trois jours d’incubation
(Ahoussi., 2012).

Finalement, ces deux mesures, Qcp et Qe, ont été utilisées pour estimer la quantité nette de

chair de tubercules de pomme de terre pourrie (Qncp) par la formule suivante:

Qncp (%) = Qcp — Qe (Ahoussi., 2012).

5. Analyse des résultats obtenus.

Les résultats obtenus pour les differents tests effectués in vitro ont été analysé par le

programme Excel 2013.
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1. Le pouvoir pathogene des souches bactériennes.

Trois jours apres 1’inoculation des disques de pomme de terre par les différentes
suspensions bactériennes, I’apparition et le développement des symptdmes sur les disques
se traduisent par la dégradation des tissus infectés qui deviennent spongieux, avec une

couleur créeme a brune foncé, dégageant une forte odeur nauséabonde.

Parmi les 59 souches testées, 13 souches (22.03%) ont répondu positivement a
I’inoculation in vitro de fagon variable (figure 15), et 46 souches (77.97%) n’ont pas

présente des symptémes de pourriture molle.

Figure 15 : Réponse des cubes de pomme de terre a I’inoculation in vitro des souches

apres trois jours d’incubation a 28°C.

T : temoin négative (1’eau distillée stérile).
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Pour les tests ultérieurs nous n’avons testés que les souches qui ont développé des
symptémes de pourriture sur les disques de pomme de terre soit un total de 13 souches

bactériennes.
2. Le facteur biotique : La virulence des souches bactériennes.

Trois jours apres 1’inoculation, le développement des symptdmes caractéristiques
de la maladie se traduisant par une macération des tissus infectés qui devient spongieux,
avec une couleur creme a brune foncé (figure 16), le disque apparait humide et de

consistance légérement granuleuse, dégageant une forte odeur nauséabonde.

Figure 16 : Symptomes de pourriture molle sur les disques de pomme de terre inoculée

apres trois jours d’incubation a 28°C. T : temoin négative (I’eau distillée stérile).
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Les résultats du calcul du pourcentage (%) de la quantité de chair de pomme de
terre pourrie (Qncp) observés sur les disques de pomme de terre inoculée par les 13
souches sont présentés dans I’histogramme qui exprime ’effet de la virulence sur le
développement des symptdémes de pourriture molle et sur la quantité de chair de pomme de terre

pourrie dans nos conditions expérimentales (figure 17).
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Figure 17: la quantité de chair de pomme de terre pourrie observe sur les disques de
pomme de terre inoculé et incubé a 28°C pendant trois jours.

Qncp : la moyenne de quantité de chair de pomme de terre pourrie des trois répétitions.

Les résultats obtenus nous informent que le développement de pourritures sur les
disques est remarquablement variable. Les disques témoins n’ont pas développé de
pourritures, preuve que les tubercules utilisés étaient sains. Considérant 1’ensemble des

répétitions de 1’essai, on constate des différences de réponses entre les isolats bactériens..

L’analyse d’histogramme a indiqué que les isolats S415, S334 et S25 testés sont
moins virulents que les autres isolats. A titre d’exemple, S323’ a entrainé une perte de

poids environ trois fois plus élevée que S415.

Les résultats statistiques du pourcentage de la quantité de chair de pomme de terre
pourrie ont révéle la présence d’une différence de virulence, la raison pour laquelle on la

classe ces souches selon leur perte de poids.
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Les souches trés virulentes sont les souches S323°, SA6, Har4 et S331° avec un
pourcentage de la quantité de chair de pomme de terre pourrie > 98% ou la pourriture des
disques de pomme de terre inoculés est maximale 15mm c'est-a-dire la totalité du disque

est pourrie.

Les souches Havb, SA7, Harl2, S221 et S322 sont des souches virulentes
présenté un pourcentage de la quantité de chair de pomme de terre pourrie varie entre 66%

< Qncp <90% ou la pourriture dépasse la moitié des disques de pomme de terre inoculée.

Les souches S25, S334 et S415 moyennement virulentes ou la pourriture des
disques inoculés est inférieure a 42% ou la pourriture ne dépasse pas les deux quart du
disque. La souche SA5’ considéré comme la moins virulente ou la pourriture est minimale
ne dépasse pas quelque mm du disque, elle présente un pourcentage de quantité de chair

pourrie égale 8%.

3. Les facteurs abiotiques.
3.1. Effet de la tempeéerature sur le développement des symptomes de

pourriture molle.

Aprés 3 jours d’inoculation, le développement des symptomes de pourriture se
traduit par la macération des tissus infectés qui deviennent mou et spongieux, le disque
apparait humide et de consistance légérement granuleuse, avec une couleur creme a brune
foncé, dégageant une forte odeur nauséabonde (les figures 18, 19 et 20) pour les trois

températures d’incubation.
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Figure 18 : Les disques de pomme de terre inoculée par les souches aprés trois jours

d’incubation a 10°C.

T : temoin négative (1’eau distillée stérile).
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Figure 19 : Symptémes de pourriture molle sur les disques de pomme de terre inoculée

apres trois jours d’incubation a 22°C.

T : temoin négative (1’eau distillée stérile).
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Figure 20 : Symptémes de pourriture molle sur les disques de pomme de terre inoculée

apres trois jours d’incubation a 34°C.

T : temoin négative (1’eau distillée stérile).
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Les résultats du calcul du pourcentage (%) de la quantité de chair de pomme de
terre pourrie (Qncp) observés sur les disques de pomme de terre inoculée par les 13
souches sont présentés dans I’histogramme, ce dernier exprime 1’effet de la température

sur le développement des symptdmes de la pourriture molle (figure 21).

1,2

1
0,8
0,6

04

o Mol ol ¥ |||||I‘

S25 Hav5 S323’" SA7 S334 Harl2 SA6 Har4 S221 S415 S331’ S322 SAS’

0,

N

B Qncp% (T=10°C) mQncp% (T=22°C) Qncp% (T= 34°C)

Figure 21 : la quantité de chair de pomme de terre pourrie observé sur les disques de
pomme de terre inoculé et incubé a trois températures différentes (10°C, 22°C et 34°C)
pendant trois jours.

Nos résultats indiquent une relation exponentielle entre 1’expression des
symptomes et [’augmentation de la température d’incubation pour les isolats bactériens

testés in vitro.

Pour la température 10°C, nous avons observé les symptémes de pourriture molle
sur les disques de pomme de terre inoculée par les isolats Havb, SA7, Harl2, SA6, S221,
S331’et S322 avec une faible perte de poids (% Qncp) ne dépassant pas 17%. Ces isolats
ont été inclus dans le groupe des souches virulentes et trés virulentes. Les autres disques

n’ont pas montré un développement des symptdmes.

Parmi les 13 isolats testés pour la température 22°C, 11 isolats répondus

positivement a I’inoculation avec une perte de poids moyenne ne dépassant pas 50%.

Enfin pour la température 34°C, nous avons observé les symptémes de pourriture
sur I’ensemble des isolats testé avec une forte perte de poids ou la pourriture des disques
inoculés est maximale (Qncp > 94%) sauf deux isolats présentent une perte de poids

moyenne de 57% pour la souche S415 et 65% pour la souche S334.
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3.2. Effet de I’humidité sur le développement des symptomes de

pourriture molle.

Trois jours aprés 1’inoculation, 1’apparition des symptoémes de pourriture molle
sur les disques de la pomme de terre des trois traitements, se traduit par la macération des
tissus infectés qui deviennent mou et spongieux, avec une couleur créeme a brune fonce,
dégageant une forte odeur nauséabonde, et le disque apparait humide (figure 22, 23 et 24),

pour les trois valeurs d’humidité relative.

Figure 22 : Symptdmes de pourriture molle sur les disques de pomme de terre inoculée

apres trois jours d’incubation a 28°C et 50% d’humidité relative.

T : temoin négative (I’eau distillée stérile).
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Figure 23 : Symptémes de pourriture molle sur les disques de pomme de terre inoculée

apres trois jours d’incubation a 28°C et 86% d’humidité relative.

T : temoin négative (1’eau distillée stérile).
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Figure 24 : Symptdmes de pourriture molle sur les disques de pomme de terre inoculée

apres trois jours d’incubation a 28°C et 100% d’humidité relative.

T : temoin négative (I’eau distillée stérile).
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Les résultats du calcul du pourcentage (%) de la quantité de chair de pomme de
terre pourrie (Qncp) observés sur les disques de pomme de terre inoculée par les 13
souches sont présentés dans I’histogramme, ce dernier exprime I’effet de I’humidité

relative sur le développement de pourriture molle (figure 25).
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Figure 25 : moyenne de la quantité de chair de pomme de terre pourrie observé sur les
disques de pomme de terre inoculé et incubé a 28°C pendant trois jours a différentes
valeurs d’humidité relative (50%, 86% et 100%).

Nos résultats indiquent une relation exponentielle entre 1’expression des
symptomes et 1’augmentation des valeurs différentes d’humidité relative pour les isolats

bactériens testés in vitro.

Pour I’a,, & 50%, nous avons observé les symptémes de pourriture molle sur les
disques inoculées par les 13 isolats avec une perte de poids moyenne, a I’exception de la

souche S331° qui présent une forte perte de poids 92% du disque.

L’humidité relative a 86% indique une augmentation de perte de poids, sauf pour
4 isolats qui n’ont pas montré une augmentation par rapport au traitement précédant I’a,, de
50%. Les isolats exprimés les symptémes de pourriture molle sur les disques inoculés

avec une perte de poids moyennent.
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Concernant I’a, a 100%, les résultats ont montré un développement des
symptémes sur les disques inoculés avec une perte de poids moyenne, cependant, elle est
inférieure a celle du test précedant (1’a,, a 86%) sauf pour les 2 isolats S322 et S221 qui ont

manifesté une augmentation de la perte de poids par rapport aux traitements a 50% et a
86%.

Selon I’analyse statistique le pourcentage maximal de quantité de chair de pomme
de terre pourrie est observé a I’humidité relative 86%.
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Chapitre 4 : Discussion.

Les bactéries pectinolytiques peuvent étre a I’origine de plusieurs maladies de la
pomme de terre, comme des pourritures de tiges appelées «jambes noires» et des
pourritures de tubercules appelées «pourritures molles». Les symptémes de jambe noire
induits varient d’une pourriture humide a seche des tiges selon les conditions climatiques,
alors que les tubercules peuvent étre atteints de pourritures molles au champ et en

conservation (Helias., 2008).

Les bactéries pectinolytiques causent des dégats importants sur les cultures de
nombreux végétaux et lors de la conservation des produits issus des récoltes (Laurent et al.,
2001 ; Smadja et al., 2003a). Au cours des derniéres années, une augmentation de maladie
dde a ces bactéries a pu étre observée. Les dommages peuvent étre considérables, car elle
évolue trés rapidement. L’impact économique est difficile a chiffrer parce qu’il dépend de
I’intensité de 1’épidémie et des effets qui peuvent rester pendant plusieurs années (Kettani
Halabi., 2014).

Le pouvoir pathogéne de ces bactéries repose sur la production et la sécrétion de
différents facteurs protéiques tels, des peptides toxiques pour les végétaux appelés
harpines, et des enzymes (cellulase, pectate lyase, pectate methylestérase et protéase)
responsables de la macération des parois végétales (Stevenson et al., 2001). La synthése de
ces substances sécrétées est régulée par le QS, ce qui signifie qu’elle est couplée a la
densité cellulaire bactérienne, ne se produisant qu’a haute densité. Une fois le quorum
atteint, les bactéries se multiplient dans I’espace intracellulaire et libérent des enzymes
pectinolytiques. Ces enzymes vont macérer les cellules. En conséquence, le tubercule se

transforme en une masse cellulaire molle pleine d’eau (Stevenson et al., 2001).

Toutefois, il existe d'autres mécanismes importants participant au pouvoir
pathogéne des Pectobacterium sp a savoir : la mobilité, I’acquisition du fer via la
production des sidérophores, la formation de biofilm, le chimiotaxisme, etc. (Kettani
Halabi., 2014).
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L’objectif de notre travail est d’étudier I’influence des facteurs biotiques et
abiotiques d’une collection des souches bactériennes sur le développement des symptomes

de pourriture molle sur les tranches de pomme de terre.

Pour le test du pouvoir pathogéene, considéré comme un test de présélection des
souches bactériennes, les résultats obtenus par notre étude montrent que 13 souches
seulement (22,03%) ont répondu positivement a 1’inoculation en présentant des symptémes
de pourriture molle de facon hétérogene, ce test vise a choisir uniqguement les isolats qui

induit des symptomes de pourritures molle.

e L’expression des symptomes liés a la virulence :

13 souches ont été sélectionné afin d’estimer I’influence de la virulence sur le
développement des symptdmes, 1’observation des symptomes de pourriture de facon
hétérogéne sur les disques de la pomme de terre indique une différence dans la faculté de
virulence entre les isolats. Ceci est la conséquence d’une interaction entre I’espéce végétale

et la diversité génétiques des souches bactériennes testées.

D’une manicre générale le processus d’infection des bactéries pectinolytiques se
déroule en 2 phases distinctes : une étape primo-invasive au cours de laquelle la bactérie se
multiplie au point d’infection (blessure, lenticelle, etc...), puis une phase lytique marquée

par la production massive d’une grande variété d’enzymes extracellulaires (Laurent et al.,
2001 ; Smadja et al., 2003a).

Selon Lebercka (2004) le diameétre de la pourriture des tissus de tubercules de
pomme de terre est un indicateur de la virulence des souches. Ce qui nous ameéne a
conclure qu’on peut regrouper ces isolats selon le pourcentage de la quantité nette de chair

de pomme de terre pourrie.

Les souches peu virulentes et moyennement virulentes sont caractérisées par une
étape de multiplication assez longue expliquée probablement par une situation

d’incompatibilité entre la souche bactérienne et ’espéce végétale inoculée (Hacker and
Kaper., 2000; De Boer., 2003).
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D’autre part, I’étape de multiplication est définie comme tres longue et est liée a
une mauvaise adaptation aux conditions de 1I’environnement. Par conséquent, I’absence de
la production d’enzymes extracellulaires nécessaires pour 1’étape invasive est due a un
défaut au niveau du seuil du QS, suite & une faible accumulation des molécules signal
(Batema et al., 1976).

Les souches virulentes et tres virulentes sont caractérisées par une phase de
multiplication trés rapide, par conséquent, I’accumulation des molécules signal du QS est
importante. Ce qui aboutissent a la production massive d‘enzymes extracellulaires et
pectinolytiques. Ces derniers jouent un role capital dans la macération et la dégradation des
composants pectiques de la paroi cellulaire et celle de la lamelle moyenne (Batema et al.,
1976).

o Effet de la température :

Une étude rapportée par toth et al (2011) a permis de démontrer que la
température joue un role déterminant dans le développement des symptémes. Nos résultats
montré une augmentation de perte de poids avec la température d’incubation, pour les 13
isolats bactéries. Des résultats similaires ont été observés avec le développement des
symptémes, lorsque la température augment la quantité de chair de pomme de terre pourrie
augment quelle que soit la virulence des souches. Ces résultats sont en accord avec le réle
de la température dans le développement de la pourriture molle (Pérombelon., 2002; Toth
et al., 2003b).

Les Pectobacterium produit de grand quantité d’enzymes pectinolytique qui est
associé avec d’autre enzymes provoquent la dégradation des tissus végétaux, a des degré
d’agressivité variable (whitead et al., 2001). Parmi ces enzymes les pectinases jouent un
role prépondérant dans le développement de la maladie. Quatre types de pectinases sont
connus, les plus importantes dans le développement de la maladie sont pectates lyases
(PEL) (Smadja et al., 2004). L’effet différentiel de la température sur la pathogenicité de
Pectobacterium spp peut étre attribué a son effet sur la production des PEL (Smadja et al.,
2004).

Des extraits purifiés de PEL provoquent la macération et la mort cellulaire (Liao.,
1989). En plus, des souches de Dickeya spp dont le géne codant pour les PEL a été

inactivé par délétion sont devenues moins virulentes (Jafra et al., 1999).
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Smadja et al. (2004) ont montré au cours de leurs travaux que la tempeérature
optimale de pathogénicité de Pectobacterium est liée a la température optimum de
I’activité des PEL et non a leur température optimum de croissance. Selon Ahoussi (2012)
la température et ’humidité relative ont une grande influence sur I’activité spécifique des

PEL des Pectobacterium.

Smadja et al. (2004) ont relevé une température optimale pour la production des
PEL autour de 15°C et 17°C pour Pcc. D’autres auteurs ont révélé au Nord-Ouest de
I’Europe une température optimale pour la pathogénicité de Pcc de 25°C sur des tubercules
de pomme de terre (Priou et Jouan., 1996).

La température optimale pour la pathogénicité des Pba estimée a environ 20°C
(Pérombelon et al., 1995; Priou et Jouan., 1996), est un bon compromis permettant a la fois
une multiplication rapide (optimale a 24°C) et une production efficace des enzymes
Iytiques, qui est optimale a des températures comprises entre 12°C et 24°C (Smadja et al.,
2004). La thermorégulation de la multiplication bactérienne est différente de celle de la

production des enzymes.

La température optimale pour la pathogenicité des Dickeya spp dépasse 25°C, leur
agressivité est dans les températures optimales (21°C) et les niveaux plus élevés de
maladies a des températures optimales de 27°C-30°C (Anonyme., 2009). Ces informations
explique pourquoi il n'y avait pas eu un grand développement des symptémes (pourcentage
de chair de pomme de terre pourrie faible) pour le traitement de température 10°C et pour

I’humidité relative a 100% ou la température dépasse 36°C.

Le pourcentage de la quantité de chair de disques de pomme de terre pourrie est
plus dépendant de la température que de I’humidité relative. Togbé (2007) a observé des
résultats similaires avec Pba sur des tranches de tubercules de pomme de terre. En outre, le
pourcentage de la quantité de chair de tubercules de pomme de terre pourrie maximale due
a Pba et Pcc est observé lorsque la température et I’humidité relative sont les plus élevées
(20°C et 100%).




Chapitre 4 : Discussion

¢ Influence de ’humidité sur I’expression des symptomes :

Les résultats obtenus nous ont indiqué qu’une augmentation de perte de poids dde
a I’humidité relative pour les traitements a 50% et & 86%. Ces resultats observés
concordent avec I’importance du développement des symptomes de pourriture molle. De

sorte que le pourcentage varie avec I’augmentation de I’humidité relative.

Contrairement aux tests précédents, I’humidité relative a 100% n'a pas montré
une influence sur 1’expression des symptomes probablement diie aux conditions

défavorable pour le développement des isolats.

L’étude de I’effet des facteurs abiotiques sur le développement des symptdémes a
mis en évidence que certains isolats bactériens sont plus agressifs que les autres a des
températures élevées. A titre d’exemple, les disques de pomme de terre inoculés avec la
souche SA5’, étant considéré la moins virulente, développe des symptémes de pourriture
molle a une température de 34°C. Il est donc possible qu’a une température élevée, les
isolats dégradent plus rapidement les tissus du tubercule de pomme de terre grace a une
activité enzymatique plus intense ou a une multiplication bactérienne plus élevée (Gerardin
etal., 2013)

Nos résultats indiquent un effet capital de 1’humidité et de la température sur le
développement des symptdmes de pourriture molle sur les disques de pomme de terre.
Indique aussi que I’effet de température était plus important que celui de ’humidité
relative, du fait que la multiplication cellulaire et les activations lytiques sont thermo-
régulées (Laurent et al., 2001 ; Smadja et al., 2003a), nos résultats concorde avec le réle de
la température et de ’humidité sur le développement des symptomes de pourriture sur les

tubercules de pomme de terre (toth et al.,2011).
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Conclusion générale.

La pourriture molle de la pomme de terre est une maladie d’importance mondiale,
qui occasionne des pertes economiques considérables au stockage. En entrepdt, la
température et la formation d’eau libre a la surface des tubercules de pomme de terre
jouent un réle majeur dans I’initiation et le développement de la maladie, provoquée par
les deux genres bactériennes Pectobacterium spp et Dickeya spp. L’expression de la
maladie est étroitement liée aux conditions climatiques et en particulier a la température
environnementale, notamment parce que la multiplication cellulaire et les activations

Iytiques sont thermo-régulées (Laurent et al., 2001 ; Smadja et al., 2003a).

La présente étude a pour objectif 1’évaluation d’une collection de souches
bactérienne phytopathogene constituée de 59 isolats sur le développement de la pourriture
molle de pomme de terre, les souches testées sont isolées a partir des tubercules de pomme
de terre infectés présentant des symptdmes de pourriture sur les tubercules de pomme de
terre.

Nous avons entrepris notre expérimentation par la réalisation du test du pouvoir
pathogéne d’une collection de souches bactériennes sur les cubes de pomme de terre, ce
dernier est considéré comme un test de présélection permettant de sélectionner les souches
ayants développées des symptdmes de pourriture molle. Parmi les 59 souches testées, 13

souches (22,03%) ont répondu positivement a I’inoculation in vitro.

L’étude in vitro consiste a déterminer 1’effet de la virulence, la température et
I’humidité relative sur le développement des symptomes des souches sélectionnées. Les
résultats obtenus ont montré que les souches répondent de fagon hétérogene a I’inoculation
bactérienne, qui s’exprime par une dégradation des tissus végétaux. Ces derniers
deviennent spongieux, avec une couleur créme a brune foncé, et dégagent une odeur

particuliérement nauséabonde.

L’observation de la pourriture molle indique une différence de virulence entre les
isolats. L'analyse statistique a montré que certains isolats bactériens sont plus virulents que
d’autres. Indiquant ainsi un effet important de la température et de I'humidité relative sur le

développement de la pourriture molle a la surface des disques de pomme de terre.
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Nous avons constaté un observé une forte influence des facteurs
environnementaux  (température et humidité relative) sur le développement de la
pourriture molle au niveau de disques de pomme de terre. Plus ces deux facteurs
augmentent, plus ce risque se maintient. Nous pouvons dire que par rapport a nos
conditions expérimentales, la température apparait comme le facteur le plus important,
suivi de I’humidité relative puis de la virulence des souches bactériennes dans le

développement des symptomes de pourriture molle.

Les maladies bactériennes dont celles liées aux Pectobacterium sont difficiles a
contrbler en raison du caractere imprévisible des bactéries qui peuvent demeurer latentes
avant de se multiplier et d’infecter rapidement les plantes et/ou les tubercules a la faveur de
conditions d’humidité et de température adéquates (Hélias., 2008). De plus, des tests
biochimiques et moléculaires ont mis en évidence la présence sur le méme plan de
différentes souches entrainant les mémes symptomes rendant plus difficile 1’établissement
d’une méthode de lutte (Hélias., 2012).

Dans ce cas, les pertes de rendement sont de 15% a 30% et aucune méthode de
lutte ne permet de contrdler la maladie (Hélias., 2012), et aucun traitement chimique
efficace n’existe (Peters et al., 2007; Evans et al., 2010) et aucune variété cultivée n’est
totalement résistante vis-a-vis de la pourriture molle et la jambe noire (Rasche et al., 2006;
Czajkowski et al., 2011).

La seule fagon de lutter contre ces pathogénes est d’adopter des mesures
prophylactiques visant a ralentir le développement de 1’inoculum latent au sein des lots. La
principale mesure est 1’utilisation de semences saines et de réduire les blessures des
tubercules dues a la mécanisation de la récolte a la mise conservation. Attendre la maturité
des tubercules avant de les récolter. Eviter de récolter en conditions humides permet en

outre de réduire les contaminations lors du brassage des tubercules.

Le séchage des tubercules aprés la récolte ou apres leur lavage lors de la
commercialisation de tubercules « lavés » permet leur cicatrisation et élimine le film d’eau.
Une régulation de la ventilation et de la température en cours de conservation prévient,
quant a elle, la formation de condensation sur les tubercules. D’une maniére générale, le

maintien d’une hygiéne stricte de I’exploitation (désinfection réguliere du matériel et des




Conclusion générale

locaux, et de son environnement, élimination des déchets) est indispensable. De la méme
fagon, une décontamination réguliere de 1’eau utilisée pour laver les tubercules ou son
renouvellement permanent a pour objectif de limiter la dissémination des bactéries au sein

des lots de tubercules.

Il demeure nécessaire de développer des composés efficaces pour controler la
pourriture molle. Une alternative intéressante serait [’utilisation des propriétés
antimicrobiennes des sels organiques et inorganiques généralement utilisés pour la
conservation des aliments et dans des produits pharmaceutiques (Doores., 1993; Gennaro.,
1990).

L’existence du signal de quorum sensing chez toutes les especes de Pectobacterium
macergenes et son importance stratégique dans la maladie (Smadja et al., 2004) désignent
ce signal bactérien comme une cible privilégiée pour développer des outils de lutte contre
la virulence des Pectobacterium. Ces nouvelles méthodes de lutte n’ont pas vocation a
¢liminer ce pathogeéne, mais a en atténuer la virulence: ce principe est donc qualifier d’anti-

virulence.

Les travaux futurs devraient prendre en considéeration la grande variation génétique
existant au sein du genre Pectobacterium (Pba et Pcc) et, Dickeya spp qui ont été isolées
au cours des derniéres années. En effet, Pectobacterium spp et Dickeya spp peuvent
infecter simultanément les tubercules de pomme de terre en stockage. Mais face aux
exigences thermiques plus ou moins différentes de chacune de ces espéces ou sous-especes
de Pectobacterium et Dickeya il serait recommandé d’évaluer leurs compétences
écologiques au niveau des deux étapes clés de la pathogénése a savoir la multiplication
bactérienne et la macération des tissus de 1’hote via la production d’enzymes

pectinolytiques.
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Annexes

Milieu LPGA : Extrait de levure-peptone bactériologique-glucose-agar (Hildebrand et al.,
1988).

Extrait de levure  5g/I

Bactopeptone 5¢/1

Glucose 10g/I
Agar 15¢/1
H, O distillée 1l
pH=7-7,2

Le milieu est stérilisé a I’autoclave a une température de 120°C pendant 20 minutes.

Tableau 2: Réponse des cubes de pomme de terre a 1’inoculation in vitro des souches

apres trois jours d’incubation a 28°C.

+ -

Les isolats bactériens | Havs, S25, S415, S323°, | SA3, SA4, S21, S22, S223, S325,
SA6, SAS’, SA7, Harl2, | S327°, S332, S411, S413, S414,
Hard, S221, S331°, S334, | S421, S426, SA2, SA22, SAS5,
S322. SA8, SA41l, SA62, S22M, S224,
S312, S31M, S3122, S314, S32M,
S326, S326°, S327, S333, S337,
S338, S412, S423, SA2’, S224,
S312, S423, SA2, S23, S312°,
S324, S331, S332°, S336, S422.

(-) : réponse négative.

(+) : réponse positive (I’apparition et le développement des symptomes de pourriture

molle).



Tableau 3: Le pourcentage (%) de la quantité de chair de pomme de terre pourrie (Qncp)
observés sur les disques de pomme de terre inoculée par les 13 souches aprés trois jours

d’incubation a 28°C.

Isolats  Qncp.(%o) Qncp,(%0) Qncps(%0) Qncp m(%o)

S25 0,23 0,35 0,28 0,29
Havb 0,74 0,79 0,86 0,80
S323° 0,99 0,99 0,99 0,99
SA7 0,99 0,71 0,81 0,84
S334 0,24 0,41 0,62 0,42
Harl2 0,75 0,89 0,52 0,72
SA6 0,99 0,99 0,99 0,99
Har4 0,99 0,99 0,99 0,99
S221 0,84 0,9 0,9 0,88
S415 0,35 0,56 0 0,30
S331° 0,96 0,99 0,99 0,98
S322 0,99 0,82 0,58 0,66
SAS’ 0 0 0,25 0,08

Exemple de calcule : Qncp (%) = Qcp — Qe
Qcp 1(%) = P;-P,/P; = 5,56- 4,20/ 5,56 = 0,24%.
Qe; (%) =P’1-P’,/P’1 = 5,65- 5,55/ 5,65 = 0,01%.

Qncp; = 0,24- 0,01 = 0,23%. (Le pourcentage de la quantité de chair de pomme de terre
pourrie de la répétition 1)



Tableau 4: Le pourcentage (%) de la quantité de chair de pomme de terre pourrie (Qncp)
observés sur les disques de pomme de terre inoculée et incubé a trois températures
différents (10, 22 et 34°C).

Isolats Qncp% (T=10°C)  Qncp%(T =22°C)  Qncp%(T= 34°C)

S25 0 0,07 0,93
Havb 0,07 0,40 0,95
S323° 0 0,07 0,90
SAT7 0,07 0,38 0,98
S334 0 0 0,65
Harl2 0,04 0,44 0,94
SA6 0,13 0,15 0,98
Har4 0 0,15 0,97
S221 0,03 0,46 0,98
S415 0 0,03 0,57
S331° 0,17 0,53 0,98
S322 0,10 0,37 0,94

SAS’ 0 0 0,98



Tableau 5 : Le pourcentage (%) de la quantité de chair de pomme de terre pourrie (Qncp)
observés sur les disques de pomme de terre inoculée par les 13 souches et incubé a

28°C pendant trois jours aux différentes humidités relatives (50, 86 et 100%).

Isolats Qncp% (aw: 50%) Qncp% (aw:86%)  Qncp%(aw:100%)

S25 0,47 0,34 0,41
Hav5 0,59 0,82 0,54
S323° 0,62 0,65 0,60
SA7 0,61 0,82 0,44
S334 0,33 0,22 0,21
Harl2 0,39 0,44 0,42
SA6 0,56 0,72 0,46
Har4 0,59 0,37 0,23
S221 0,57 0,59 0,65
S415 0,39 0,30 0,10
S331° 0,92 0,96 0,87
S322 0,39 0,50 0,58

SAS’ 0,43 0,57 0,07
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