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Importance d’inoculum primaire dans le développement de la
pourriture molle de la pomme de terre

Résumé

Cette étude a été effectuée afin d’étudier I’importance de la source de I’inoculum dans le
développement des maladies liées aux Pectobacterium sur les tubercules de la pomme de terre in

vitro et par la suite évaluer leur pathogénicité in planta.

Le test pouvoir pathogene in vitro a été effectué pour deux concentrations d’inoculum, la
premiére a 102 CFU/ml et la deuxiéme a 10° CFU/mI. Ces deux concentrations bactériennes ont
été testé sur des disques de la pomme de terre, les résultats montrent que la totalité des 12
souches sélectionnées ont répondu positivement mais de fagon variable, ce qui engendre

I’apparition des symptoémes de pourriture molle.

le test du pouvoir pathogene in planta a été réalisé sur la tomate et quatre variétés de
pomme de terre cultivées en Algérie, montre que I’ensemble des variétés ont répondu

négativement a la faible concentration d’inoculum de 10°CFU/ml.

Cependant, ce méme test a été réalisé a une forte concentration d’inoculum de
105CFU/mI présente différents niveaux de réponses, variable selon la variété de pomme de terre
inoculée. En effet, sur un totale de 12 souches de Pectobacterium like et quatre variétés de
pomme de terre testées, nous avons constaté que les variétés Spunta et Bartina ont répondu
positivement au test avec des symptémes variables de jaunissement, flétrissements, brunissement
et nécroses marginales du feuillage. Tandis que pour les variétés Désiré et Fabula, aucun

symptome n’a été observé.

Concernant le test du pouvoir pathogéne sur tomate, la totalité des plants de tomate ont
réagis positivement a 1’inoculation ce qui induit 1’apparition des symptdmes de jaunissement,

brunissement des feuilles et flétrissement des plants.

La réalisation du test d’hypersensibilit¢ sur le tabac nous a permis de confirmer la

virulence de nos souches bactériennes sélectionnées pour les tests antérieurs.

Mots clés : bactéries pectinolytiques, inoculum bactérien, pouvoir pathogéne.



Importance of primary inoculum in the development of soft rot
potato

Abstract

This study was conducted to investigate the importance of the source of the inoculum
in the development of Pectobacterium-related diseases on potato tubers in vitro and subsequently

to evaluate their pathogenicity in planta.

The test of pathogenicity in vitro was performed for two concentrations of inoculum,
the first at 10> CFU / ml and the second at 10° CFU / ml. These two bacterial concentrations
were tested on potato disks, the results show that all 12 selected strains responded positively but

variably, which causes the appearance of symptoms of soft rot.

The test of pathogenicity in planta performed on tomato and four potato varieties
grown in Algeria shows that all varieties responded negatively to the low inoculum concentration
of 10°CFU / ml.

However, this same test carried out at a high concentration of inoculum of 10°CFU / ml
has different levels of responses, variable according to the variety of inoculated potato. In fact,
out of a total of 12 strains of Pectobacterium like and four potato varieties tested, we found that
the Spunta and Bartina varieties responded positively to the test with variable symptoms of
yellowing, wilting, browning and marginal necrosis of the foliage. While for Désiré and Fabula

varieties, no symptoms were observed.
Regarding the tomato pathogenicity test, all tomato plants reacted positively to
inoculation, which led to the appearance of symptoms of yellowing, browning of leaves and

wilting of plants.

The realization of the hypersensitivity test on tobacco allowed us to confirm the

virulence of our bacterial strains selected for the previous tests.

Key words: pectinolytic bacteria, bacterial inoculum, pathogenic ability, potato.
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Introduction

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est cultivée dans de nombreux pays et
représente 1’'une des denrées alimentaires de base et I'un des 1égumes les plus consommés dans le
monde avec une moyenne de 60Kg/ personne/an. Elle est classée, en termes de production, en

quatrieme position derriere le mais, le riz et le blé (Bessadat, 2014).

En Algérie, la pomme de terre représente 1’une des principales cultures maraicheres. Elle
occupe 25 a 30 % des superficies réservées aux maraichages. Cependant, la filiere pomme de
terre au niveau national est freinée par la disponibilité des semences (plants) et par leur prix tres
élevé (Nouad, 2008).

Dans les exploitations maraicheres, les régles relatives au calendrier cultural, aux travaux
d’entretien qui devraient étre appliquées ne sont plus respectées a cause des moyens humains et
matériels qui sont limités (Snoussi, 2010). Ceci rend la culture pomme de terre a 1’instar des
autres végétaux comme objet d’attaques par plusieurs ravageurs tels que les pucerons, les thrips,
la teigne et la mineuse et sensible a différents pathogénes bactériens, viraux ou fongiques (Arora
et Khurana, 2004).

Les infections bactériennes dues aux bactéries des genres Pectobacterium et Dickeya
causent des dégats de plus en plus importants au champ et lors de la conservation des tubercules
en provoquant la dégradation des tissus végétaux. Ceci est remarquable par 1’augmentation des
maladies dont ; la pourriture des tiges appelées « jambes noires » et celle des tubercules
nommées « pourritures molles ». En effet, les symptdmes de la jambe noire varient d’une
pourriture séche a humide des tiges selon les conditions climatiques. Alors que la pourriture
molle est considérée comme étant la plus importante maladie bactérienne affectant les tubercules
de la pomme de terre en végétation et en conservation a 1’échelle mondiale. (Helias, 2008 ;

Sharga et Lyon, 1998).

Ces bactéries pectinolytiques causent aussi d'importants dégats sur d’autres hotes tels
que le concombre, le chou-fleur, la tomate, le brocoli, le piment et les carottes (Ladjouzi, 2007).
Ces bactéries sont classées parmi les dix maladies phytopathogénes d’origine bactériennes les

plus étudiés et les plus importants sur le plan économique (Mansfield et al., 2012).
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Ces bactéries envahissent les espaces intercellulaires de la plante et produisent des
enzymes pectinolytiques. Ces derniéres, en particulier les pectates lyases jouent un réle clef dans
le catabolisme des pectines, I’apparition des symptomes de macération et la libération du

contenu cellulaire conduisant ainsi a une mort des tissus infectés.

Les bactéries pectinolytiques communiquent entre elles en utilisant un signal des
molécules chimiques. Cette communication intercellulaire, appelée quorum sensing (QS) a été
définie comme un mode de régulation de I’expression génique en fonction de la densité cellulaire
(Fugua et al., 1994). Aujourd’hui, les fonctions connues comme régulées par QS sont trés
diverses : bioluminescence, production d’antibiotiques, formation de biofilms, nodulation,
transfert conjugatif de plasmides, virulence. Chez de nombreuses bactéries pathogeénes, la
communication QS régule 1’expression de fonctions liées a la virulence. C’est notamment le cas
de Pectobacterium carotovorum, pathogéne de la pomme de terre, dont la capacité a produire des

enzymes de macération est régulée par QS.

Dans le cadre de 1’étude de I’importance de la source de I’inoculum dans le
développement des maladies liées aux Pectobacterium, le présent travail a pour objectif 1’étude

des points suivants :

1) L’étude du pouvoir pathogénes des souches appartenant aux Pectobacterium like in vitro a
deux quantités d’inoculum a savoir 10> CFU/ml et 10® CFU/ml, sur quatre plantes hotes, de
familles botaniques différentes (Solanacées, Ombelliferes et liliacées).

2) L’étude du pouvoir pathogéne des souches virulentes in planta également a deux quantités
d’inoculum a savoir 10> CFU/ml et 106 CFU/mI sur quatre variétés de pomme de terre
cultivées en Algeérie et une variéte de tomate qui constitue aussi une plante hote.

3) Réalisation du test d’hypersensibilité sur tabac, sur les souches testées afin de confirmer leurs

pouvoir phytopathogénes ou pathogene.
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Chapitre | : Synthése bibliographique

1 Généralité sur la pomme de terre

Solanum tuberosum est a 1’origine de I'Amérique du Sud appartenant a la famille des

Solanaceées. Le genre Solanum est polymorphe et regroupe plus de 1 000 especes qui sont surtout

présentes dans les régions tropicales et subtropicales (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 apprécié pour son cycle
de production court (6 mois) (Kettani Halabi., 2014).

La pomme de terre « Solanum tuberosum » appartient au :

Régne : Plantae.
Embranchement : Phanérogames.
Division : Angiospermes.

Classe : Dicotylédones.

Ordre : Solanales.

Famille : Solanaceae.

Genre : Solanum.

Espeéce : Solanum tuberosum (Linné., 1753).
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Figure 01 : Description général d’une plante de pomme de terre (Bruno et Bernard., 2009).
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1.1  Laproduction de pomme de terre

1.1.1 A I’échelle internationale

La pomme de terre est la 4eme culture mondiale apres le blé, le riz et le mais. La Chine est
le premier pays producteur mondial et produit autant que I’Union Européenne & 27 Etats
(environ 20% des 330 millions de tonnes produites dans le monde). Quatre pays dépassent 40
tonnes/ha, a savoir le Pays-Bas, les USA, la France et 1’Allemagne, tandis que le rendement
moyen en Chine, Inde et Russie reste inférieur a 20 tonnes/ha. La France est le seul pays a
dépasser les 2 millions de tonne/an pour une superficie d’environ 165 000 ha se positionnant
comme premier exportateur mondial de pommes de terre (FAOSTAT., 2012). Ces statistiques
expliquent les raisons pour lesquelles I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et
l'agriculture (FAO) a déclaré ’année 2008 "Année internationale de la pomme de terre (IYP)".
En dépit de son importance stratégique dans la sécurité alimentaire et la réduction de la pauvreté,
la culture de la pomme de terre demeure sujette & de nombreuses maladies conduisant a des

pertes économiques considérables en agriculture.

1.1.2 A P’échelle local

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 ainsi que le 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 (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 des
2014,

1.2 Les maladies de la pomme de terre transmises par semence

1.2.1 Les maladies bactériennes

Les microorganismes et notamment les bactéries sont a 1’origine de multiples graves
maladies de la pomme de terre induisant ainsi des pertes énormes en cette denrée alimentaire se
reflétant remarquablement sur I’économie du monde entier. Le tableau 01 résume les principales
maladies bactériennes affectant la pomme de terre aux différents stades de production
(Massaoudi, Y., 2015)..
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Tableau 01 : Principales maladies bactériennes affectant la pomme de terre aux différents stades
de production (Massaoudi, Y., 2015).

Maladies

Agent phytopathogene
causal

Symptémes

Références

Flétrissement

bactérien

Clavibacter michiganeusis
sp. Sepedonicus :

-Bactérie gram positif en
batonnets, non mobile. Sa
température optimale de
croissance est comprise
entrel8-25°C.

-Sur gélose, les colonies
sont blanches, minces,
translucides et luisantes.

-Leur développement dépend des
conditions générales de culture, et
sont soit a peine visibles ou
caractéristiques.

-La pourriture des tissus de
I’anneau vasculaire du tubercule
est un symptéme de la présence de
la maladie.

(De Boer, S.H,
et Cann.,
1989)

(Hayward, et
Waterston.,
1964).

Gale

commune

Streptomyces scabies :

-Actinomyceéte vivant dans
le sol sous forme végétative
ou de spores. C’est un
parasite opportuniste qui
disparait dés 1’apparition
des symptdmes.

-C’est une maladie se caractérisant
par des lésions rondes, irrégulieres
et brunes mesurant moins de 1cm
de diamétre et apparaissant a la
surface des tubercules. L’infection
peut se propager jusqu’a recouvrir
le tubercule

(Adams,M.J.,
et Hide, G.A.,
1981).

(Faucher et
al.,1993).

Jambe noire

E. atroseptica
-Bactérie gram négatif en
batonnets, trouvée  soit
isolée, en paires ou en
chainettes.

-Mobile a
péritriches et
facultatifs.

flagelles
anaérobie

-Les lers signes de la maladie
apparaissent a la floraison, lorsque
les  tiges  flétrissent. Ce
flétrissement est particulierement
visible en temps trés chaud et peut
étre accompagné d’un
jaunissement des feuilles.

(Bradbury,
J.F., 1977).

(Molina, J.J, et
Harrison,
M.D.,1980).

Pourriture

molle

E.c.c,E.caetE .chr:

mémes caracteristiques que
E.caa. Les plus fréquentes
sont E.c.c et E.ca. Sur
gélose nutritive la
croissance d’E.c.c s’arréte a
des T > 36°C.

-Seuls les tubercules montrent des
symptdmes, ils sont infectés par
les lenticelles induisant un
affaissement des tissus et une
formation de lésions brunes et
déprimées pouvant atteindre lcm
de diamétre.

(Bradbury,J.F,
1977).

(Elphinstone,J.
G, et M.C.M,
Pérombelon.,
1986).
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1.2.2 Les maladies fongiques

Les maladies fongiques sont les plus nombreuses maladies de la pomme de terre dont les
plus décrites sont le Mildiou di au Phytophthora infestans, ce champignon attaque les feuilles,
les tiges et les tubercules qu’il détruit entiérement, le tubercule infecté constitue la premiere

source d’inoculum (Jean., 2000).

De plus, les plus importants dégats de 1’Alternariose causée 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 1’intérieur de celle-ci. Les tubercules atteints pourrissent au champ,

pendant le transport ou lors de leur conservation (Dallaire., 2008).

Enfin les agents de pourritures seches 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).

1.2.3 Les maladies virales

Plus de 35 virus infectent naturellement la pomme de terre a travers le monde, Ils sont

tous transmis par pucerons (Marchoux 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 1égére a sévere
avec des néecroses 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 alors par un nanisme
des plants quand c'est le tubercule qui est infecté. Du point de vue économique, le PLRV est
considéré comme I'un des virus les plus dommageables en culture de pomme de terre (Stevenson
etal., 2001).
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Le virus X de la pomme de terre (Potato Virus X) est tres répandu dans le monde, le
symptome principal de la maladie va d’une mosaique légere a sévere en fonction des souches.
Les infections graves conduisent a un nanisme des plantes et une nécrose des tubercules
(Stevenson et al., 2001).

2 Genéralités sur les Pectobacterium et Dickeya

Les genres Pectobacterium et Dickeya sp, (anciennement appelés Erwiniae pectinolytiques),
regroupent 1’ensemble des bactéries, appartenant a la famille des Enterobacteriaceae, phylum
des protobactéries. Ces especes sont responsables de pourritures molle, nécrose et flétrissement
sur de nombreuses cultures maraichéres (Winslow et al., 1917 ; Muraschi et al., 1965 ; Lautier.,
2007).

2.1 Description

Les espéces appartenant aux genres Pectobacterium et Dickeya sp. anciennement appelés
Erwinia sp. sont des bactéries phytopathogénes a activité pectinolytiques, en forme de batonnets.
(Hauben et Swings, 2005 ; Czajkowski., 2012).

Les Erwiniae sont des bacilles & Gram- d’une taille de ’ordre de 0,5-1um par 1-3pum,
anaérobies facultatifs, non sporogénes, mobiles via des flagelles peéritriches (Dickey et al., 1984),
achevant une croissance optimale a des températures de 25-30°C selon les especes (Preombelon
et Kelman.,1980). Ces bactéries se propagent amplement dans I’environnement et sont
fréqguemment présentes dans les lacs, les ruisseaux et les eaux souterraines ainsi que dans le sol
(Chatterjee, A et Cui, S., 2002). Ce genre regroupe nombreuses bacteries phytopathogénes
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae, et renferme deux espéces important qui sont
Erwinia chrysanthemi et Erwinia carotovora responsables de la pourriture molle chez les
tubercules de pommes de terre. Depuis 2008, E. chrysanthemi est reclassifiée comme étant un

ensemble d’espéces du genre Dickeya.

2.2 Taxonomie

2.2.1 Pectobacterium carotovorum

L’entérobactérie P. carotovorum est une bactérie opportuniste possedant les mémes

caractéristiques qu’E. chrysanthemi et est apte a affecter un large éventail d’hotes dans de trés
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vastes aires géographiques, autant dans les zones tropicales que dans celles tempérées. Cette
espéce est en fait divisée en deux sous-espéces qui sont:

a. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc ; ex Erwinia carotovora
carotovora) est une bactérie opportuniste qui affecte une gamme d’hotes trés large
(Iégumes, tournesols, tabac, etc.) dans des aires géographiques étendues (régions
tropicales et tempérées). Psychotrope, elle est capable de se développer a des
températures allant de 20°C a 30°C (Pérombelon., 2002) et elle est souvent isolée a partir
des pourritures humides des organes de réserve et des pourritures aériennes des tiges
(Toth et al., 2003Db).

b. Pectobacterium atrosepticum (Pa ; ex Erwinia carotovora atroseptica) est une bactérie
limitée essentiellement aux pommes de terre. Généralement associée aux symptomes de
la jambe noire dans les zones tempérées a climat frais et humide. (Helias et al., 1998;
Toth et al., 2003b).

2.2.2 Dickeya dadantii

Dickeya dadantii (anciennement Erwinia chrysanthemi) est un organisme de quarantaine
(OEPP/EPPO., 1978), C’est l'une des entérobactéries phytopathogénes qui peut causer la
pourriture molle dans un large éventail de cultures économiquement importantes (Grenier et al.,
2006). Elle s’exprime préférentiellement dans les régions tropicales et subtropicales a des

températures optimales assez élevées (35-37°C).
2.3 Maladies associées aux espéces pectinolytiques

Les bactéries pectinolytiques 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, au
champ avant la récolte ou pendant le stockage (Corcuff et al., 2011). 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).
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2.3.1 Symptomatologie

L’apparition et la nature des symptomes causés par Pectobacterium spp. et Dickeya spp.
dépendent des conditions environnementales (température et humidité), de la pomme de terre
(génotype, age physiologique des tubercules, en eau, etc.), de la partie du végétal infectée et
enfin des interactions avec d’autres agents pathogenes, tels que Clostridium spp. Clavibacter
michiganensis, Verticillium spp. (Pérombelon, 1992; Pérombelon, 2002; Charkowski., 2006).

2.3.1.1 Auchamp

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). Ces bactéries provoquent des
symptdmes de macération des tissus, 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, a la base des tiges (Figure 02 A), du point d’attache des feuilles sur la tige

(Figure 02 B), ainsi que des nécroses plus ou moins seches (Figure 02 C).

Figure 02 : Symptomes de jambe noire, variant de pourritures humides brun foncé a noire de la
base des tiges a des nécroses plus ou moins séches et/ou tiges creuses (Source: Hélias., 2008).
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2.3.1.2 En stockage

Lors du stockage, Pa, Pcc et Dickeya sp. peuvent étre présents séparément ou
simultanément (Perombelon, 2002 ; Toth et al., 2003 ; Van der Wolf et De Boer 2007 ;
Helias,2008) au sein des symptomes de pourriture molle et humide sur tubercules (figure 03). En
conditions favorables d’humidité, la bactérie dégrade les tissus du tubercule provoquant une
macération du parenchyme. La pourriture molle, d’aspect granuleux et de couleur claire, peut
brunir jusqu’au noir (figure 03). La production de poches gazeuses au sein des tissus pourris est

a I’ origine d’une odeur nauséabonde trés prononcée (Perombelon et Kelman., 1980).

Figure 03 : Tubercules de pommes de terre infectées par Pectobacterium spp. ou Dickeya spp.
apres la récolte (a) ou lors du stockage (b, c et d). La pourriture molle, de couleur claire, brunit
jusqu’au noir apres oxydation des tissus macérés (a, b, d et e). L’autre symptomes qui caractérise
cette maladie sont les petites taches diffuses d’aspect graisseux autour des lenticelles (c), une
zone de macération autour du talon (point d’attache entre la racine de I’hdte et la descendance)
peut se voir si I’infection est faite par I’intermédiaire de la plante héte (d) et les 1ésions peuvent
devenir creuses, dures et séches (e). (Hélias, 2008 et Toth et al, 2011).

2.4 Epidémiologie des maladies causees par Pectobacterium et Dickeya

La contamination des plantes et des tubercules de pomme de terre s’opere a partir de
sources d’inoculum variées et sous ’effet des différents facteurs biotiques ou abiotiques.
Certains constituent des facteurs de contamination « primaires » (tubercule mere, sol infecté)
d’autres constituent plut6t des sources de contamination « secondaires » (contamination par
contact avec des plantes ou tubercules infectes, eau, les aérosols, les insectes ou blessures) et
apparaissent comme des facteurs de dissémination ou de développement des maladies
(Yannick, R., 2015).

10
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2.5 Facteurs de développement des maladies

L’apparition, ainsi que la gravité des dégats liés a ces maladies sont multifactorielles. Elles
dépendent de la réceptivité de la culture, du potentiel infectieux environnemental et des
conditions pédoclimatiques tels que la température, I'humidité du sol, les facteurs génétiques et

chimiques tel que le contenu minéral du tubercule (Latour et al., 2008 ; Mantsebo., 2014).

2.5.1 Facteurs biotiques
Inoculum

Le tubercule-mére peut assurer lors de la culture suivante, la survie et la transmission des
bactéries aux tubercules fils, constitue la source d’inoculum la plus connue. Les tubercules
fortement contaminés présentent un risque de développement de la maladie plus important,

indépendamment des conditions environnementales (Rousselle et al., 1996 ; Hélias., 2008).

2.5.2 Facteurs abiotiques
2.5.2.1 Humidité

La présence de film d'eau a la surface des tubercules entraine le maintien des conditions
d’anaérobiose favorisant ainsi la multiplication bactérienne et I’initiation de la pourriture
(Czajkowski et al., 2011). De plus, les populations bactériennes sont globalement faibles dans

les sols secs et élevées en conditions humides ou en sols irrigués (Rouffiange., 2013).

2.5.2.2 Anaérobiose

L’anaérobiose affaiblit le systeme de résistance de I’hote par son effet défavorable sur la
synthése des meétabolites secondaires, elle inhibe la lignification et la subérification des tissus
végétaux et altére les parois cellulaires induisant 1’augmentation de la permeéabilité membranaire
(Pérombelon., 2002).

2.5.2.3 Température

La répartition géographique des Pectobacterium est essentiellement liée aux exigences
thermiques du milieu. Son développement est optimal entre 15 et 25 °C, tandis que
Pectobacterium carotovorum possede une gamme de températures plus large : entre 20 et 40 °C.
Dickeya spp sont issues de climats tropicaux, subtropicaux ou tempérés chauds (Rouffiange et

al., 2013).
11



Chapitre I : Synthese bibliographique

2.6  Sources d’inoculum et facteurs de contamination

2.6.1 Sources d’inoculum

Les sources d’inoculum sont nombreuses et doivent autant que possible étre maitrisées
pour garantir une bonne qualité sanitaire des plantes (plant certifie). Parmi ces sources, le
tubercule mere a été décrit dans plusieurs études comme jouant un rdle important dans la
conservation et/ou la transmission/dissémination de Pectobacterium et Dickeya (Perombelon et
Kelman, 1980 ; Helias et al., 2000b ; Czajkowski et al., 2009 ; 2010b et 2011). Les bactéries y
sont localisées dans le systéeme vasculaire, les lenticelles ou en surface des tubercules
(Elphinstone et Perombelon, 1986 ; Perombelon., 2000).

Le sol constitue une autre source d’inoculum important. Les bactéries responsables de la
pourriture molle et de la jambe noire auraient une trés faible capacité a survivre seule dans le sol
(Armon et al., 1995). Les études menées par Van der Wolf et al (2007 et 2014) montrent que les
Dickeya ne survivent pas plus de trois semaines dans un sol nu mais peuvent survivre plus

longtemps sur un sol pourvu de fragments végétaux.

Des résultats rapportés par Mendonca (1979) montrent la survie plus longue de
Pectobacterium dans les couches inferieures (profondes) du sol (15-30 cm) ou les conditions
environnementales sont plus stables. Pcc decrite comme ayant une plus grande capacité de survie
que Pa, est également plus fréqguemment mise en évidence dans la rhizosphere (Perombelon et
al., 1989).

Enfin, P’eau constitue une autre source d’inoculum connue. La présence de
Pectobacterium et Dickeya a été mis en évidence dans les eaux de riviéres (Perombelon et al.,
1987 ; Van Vuurde et al., 1994 ; Laurila et al., 2008). Ces eaux sont de potentielles sources

d’inoculum via I’irrigation (Laurila et al., 2008; Kapsa., 2008).

Il est reconnu que les Dickeya spp. peuvent initier des infections a des taux d’inoculum
plus bas et ont une plus grande capacité a se propager dans le systeme vasculaire des plantes
(Toth et al,. 2011). Pour ces raisons, on considére qu’elles ont une virulence plus grande que les
Pectobacterium spp. Le taux d’inoculum nécessaire au développement des symptomes (quorum)

n’est toutefois pas encore établi dans la littérature.
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2.6.2 Les facteurs de contamination
2.6.2.1 Conditions environnementales favorables

La jambe noire est favorisée par des conditions humides et des températures relativement
fraiches bien que ceci dépende en grande partie des pathogénes responsables (température
optimale de développement variant de quelques degrés entre Pectobacterium et Dickeya).
(Charkowski., 2007).

Le manque de maturité, les gelées, la salinité excessive, la nature du sol, les dégats causes

par d’autres pathogenes sont favorables au développement des symptomes de pourriture molle

(Tweddell et al., 2003).

La température influence au champ le développement de 1’une ou ’autre des especes

bactériennes selon leur optimum de croissance (Perombelon, 2002 ; Moh et al., 2011 et 2012).

2.6.2.2 Le tubercule mére

Au champ, un tubercule mére infecté peut, suite a sa décomposition, contaminer les plantes
voisines via le sol. La propagation des agents phytopathogénes peut également s’effectuer
verticalement a partir des tubercules vers la tige, en provoquant le symptome de jambe noire
(Perombelon 2002 ; Czajkowski et al., 2010a et b).

2.6.2.3 Le sol et la rhizosphére des plantes

Les propriétés physico-chimiques du sol peuvent également influencer 1’expression de la
maladie, favoriser la contamination des tubercules ou plantes mais aussi modifier les équilibres
microbiologiques. les sols compacts favorisant I’humidité sont propices au développement des
bactéries pectinolytiques aux alentours des racines (rhizosphére) et augmentent les risques
d’infection (Bain et al., 1990).

2.6.2.4 L'eau et les aérosols

La présence de Pectobacterium et Dickeya a été mise en évidence dans les eaux de
riviere. (Powelson, 1985 ; Jorge et Harrison, 1986 ; Perombelon et Hyman., 1987). D’autre part,
ces bactéries ont aussi été retrouvées dans des eaux de nappes phreatiques ou des eaux de

drainage (McCarter-Zorner et al., 1984 ; Perombelon et al., 1987), les eaux de pluies
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et les aérosols provoques par ces derniéres. La survie des bactéries dans les aérosols est de courte
durée, car seulement 50% des bactéries survivent aprés 5 a 10 minutes (Perombelon., 1992).

2.6.2.5 Transmission par le matériel et les pratiques agricoles

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

2.7 Gamme d’hotes

Pectobacterium spp. infectent une large gamme d’hotes tels que les fruits, les tomates, le
poivron (Capsicum annuum L.) (Hadas et al., 2001; El-Hendawy et al., 2002) ; la laitue, I'ail, la
patate douce, I'aubergine, la courgette, I'oignon, le chou-fleur, I'arracacha, le melon, le gombo, le
chou, le chou de Bruxelles, la carotte, le céleri, le concombre, le navet, la chicorée, la betterave a
sucre, la pomme de terre, la couronne impériale (Fritillaria imperialis L.), le tabac et la mdre
(Morus spp.) (Seo et al., 2003; Fiori and Schiaffino 2004, Mahmoudi et al., 2007, Xia et Mo.,
2007).

Dickeya spp. a une large gamme d'hotes (figure 04) et peut affecter les ceillets, le lys
Léopold, le mais, le tournesol, I'ananas, la pomme de terre et le modéle important héte, violet
africain [Saintpaulia ionantha (Wendl)], 1’Aloe vera, la carotte et I’oignon (Fraaije et al., 1997 ;
Hélias et al., 1998; El-Hendawy et al., 2002, Toth et al., 2003a ; Mandal et Maiti., 2005, Henz et
al., 2006 ; Palacio-Bielsa et al., 2007 ).
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Figure 04 : Symptomes caractéristiques de la maladie de la pourriture molle sur différents

Végétaux infectés par les Dickeya spp. (Reverchon and Nasser., 2013).

2.8 Cycle de la maladie

En culture, I’infection du tubercule mére favorise la transmission de la maladie aux

tubercules fils, lorsque les bactéries sont libérées dans le sol et transportées par 1’eau et les

insectes qui assurent aussi sa transmission. Ainsi les bactéries envahissent la rhizosphére des

plantes et infectent d’autres tubercules. La figure 05 résume les principales étapes du cycle de

développement de la maladie (Alim, D., 2011).

blessée

s Y= Q e O

Potato Blackieg Disease cycle Courtesy

stockage

d tubercules
asymptomatiques
contaminés
Plant J :
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Plant a \(
Jambe noir & (f / Pourritures
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3 Tubercules fils
contaminés \ Q
m /
Tubercules fils ’v’_‘_/ ; Transmissions au
contaminés Progression en tubercules

Figure 05 : Cycle de développement de la pourriture molle bactérienne (Howard, R. J et al., 1994).
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2.9 Pouvoir pathogéne des Pectobacterium

Le déclenchement de la pourriture molle nécessite la production d'enzymes
extracellulaires, notamment des pectinases tels que la pectate lyase (Pel), la polygalacturonase
(Peh) et de lyase de pectine (PNL), responsables de la dégradation des composants pariétaux
cellulaire (Chatterjee., 1995). Il existe d'autres mécanismes important impliqués dans le pouvoir
pathogéne a savoir : la mobilité, I’acquisition du fer via la production des sidérophores, la

formation de biofilms, le chimiotaxisme, etc (Kettani-Halabi., 2012).

2.9.1 Enzymes pectinolytiques
2.9.1.1 Pectate lyase (PEL)

Les PEL sont les enzymes les plus importantes dans le développement de la maladie
(Smadja et al., 2004a). IIs dégradent les substances pectiques des parois des plantes par [-
élimination, provoquant la formation de produits insaturés en C4-C5 (Augustin, 2012). D’aprés
Smadja et ses collaborateurs (2004a), la température optimale de la pathogeénicité de
Pectobacterium était plus liée a la température de ’activité des Pels qu’a leur température de
croissance. Les PeL jouent aussi un réle dans l'activation des systéemes de défense par libération

d’oligogalacturonides des parois cellulaires (Rodringuez., 2003).

2.9.1.2 Pectine lyases (PL)

Les PL ont comme substrat préférentiel de la pectine. Elles possédent le méme mode

d’action que les PEL, elles agissent par clivage interne dans la chaine d’acide galacturonique

méthylé (Hatsch., 2004).

D’autres pectinases sont aussi impliquées dans le pouvoir pathogene des bactéries
pectinolytiques. Le nombre et le types de ces enzymes varient d’une espece a 1’autre. On trouve
les pectines méthylestérases (PemA), les pectines acétylestérases (PaeX et Y) (Shevchik and
Hugouvieux-Cotte-Pattat, 1997), et les polygalacturonases (Peh) avec de multiples formes
d’isoenzymes (PehN, PehV et PehW).

2.9.1.3 Pectate hydrolases(Pehs)

Nommeées aussi polygalacturonases, elles hydrolysent le polygalacturonate au niveau de
la liaison a (1-4), a I’intérieur ou aux extrémités de la chaine. Ces deux formes sont présentes

chez P. carotovora, elles sont actives a pH 5.5 (Priou., 1992). P. carotovorum produit
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I'endopolygalacturonase pehA qui induit d’intenses symptomes de macération (Pickersgill.,
1996).

2.9.2 Enzymes non pectinolytiques
2.9.2.1 Cellulases (Cel)

Les cellulases sont des endohydrolyses de la cellulose. Leur pH optimal est de 7, elles
agissent par synergie (Kettani-Halabi, 2012). D. dadantii 3937 synthétise 02 cellulases codées
par les génes celZ et celY .celZ représente 97% de 1’activité cellulosique (Reverchon., 1994).
Ainsi, des mutants CelV chez Pectobacterium carotovorum ont montré une grande diminution de

leur capacité de macération par rapport au type sauvage (Walker., 1993).

2.9.2.2 Protéases

Les espéces et sous-especes pectinolytiques sécretent de grandes quantités de protéases
qui facilitent la dégradation des parois végétales, des membranes cytoplasmiques et des protéines
cytosoliques (Ladjouzi., 2007). Ces enzymes peuvent étre produites de facon constitutive ou
induites par la présence de peptides dans le milieu, et peuvent ainsi accélérer la macération et la
perte de cohésion des tissus (Lagha., 2007).

2.10 Régulation des génes de virulences chez Pectobacterium sp par le quorum sensing

Les bactéries régulent leurs expressions géniques par divers mécanismes. Parmi ces

mécanismes le systéme quorum-sensing (QS).

Le QS est un mode de régulation qui couple chez les bactéries I’expression génique a la
densité cellulaire. Il repose sur la synthése et la perception de molécules signal (auto-inducteurs)
par la population bactérienne concernée (Barnard et al., 2007). Lorsque la population devient
plus importante, la concentration en auto-inducteur augmente et dépasse un seuil critique qui est
alors pergu par les bactéries qui le produisent : le quorum est atteint. L’auto-inducteur va ensuite
former un complexe avec un facteur de transcription qui va pouvoir moduler 1’expression de
genes de virulence. Parmi les signaux connus, on peut citer les Nacyl Homosérine Lactones
(AHLSs), les butyro-lactones, ou l'autoinducteur 2 (Al-2). (Kettani Halabi, M., 2014).

Chez les Pectobacterium et certains Dickeya pectinolytiques synthétisent des molécules
signal de la famille des NAcyl Homoserine Lactones (NAHL) et plus particuliérement
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les 3-OC6-HSL (N-3-oxo-Hexanoyl-L-Homoserine-Lactone) et 3-OC8-HSL, qui diffusent au
travers de la membrane cellulaire (Crepin et al.,, 2012a et b). Lorsque la multiplication
bactérienne atteint un certain seuil (quorum), la concentration des signaux moléculaires NAHL
dans le milieu devient suffisamment élevée pour étre percue par les bactéries comme un signal
d’activation de la synthése des PCWDE (Waters et Bassler., 2005 ; Ferluga et al., 2008 ;
Charkowski., 2009 ; Barnard et al., 2007).

2.11 Les déterminants du pouvoir pathogene bactérien
2.11.1 Mobilité flagellaire

Les flagelles permettent aux bactéries de chercher des environnements favorables ou
d’échapper aux conditions défavorables, ainsi qu’une compétition avec d’autres
microorganismes. En outre, le flagelle lui-méme constitue certains facteurs de virulence tels que

les flagellines qui peuvent induire des réactions de défense chez 1’hote (Hossain et al., 2005).

L'eau libre est essentielle pour le développement optimal de la maladie et peuvent
permettre aux cellules d’Erwinia de se déplacer plus facilement dans le tissu végétal. La motilité
peut jouer un role important dans la contamination des tissus des tubercules au niveau des

lenticelles dans les sols humides (Perombelon., 2002).

2.11.2 Lipopolysaccharides (LPS)

Les LPS sont des macromolécules de surface majoritaires chez les bactéries Gram négatif
(Erbs et Newman., 2012). lls jouent un role dans la fixation des cellules bactériennes aux parois
végeétales, tout en induisant des réponses défensives chez 1’hote (Newman et Roepenack, 2000 ;
Val et al., 2006). Les lipopolysaccharides (LPS) jouent également un role dans 1’adhérence,

notamment chez Agrobacterium tumefaciens (Reuhs et al., 1997).
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Figure 06 : Structure du Lipopolysaccharides (Lautier et al., 2007).

Chez les Erwinia pectinolytiques, les LPS fournissent une protection contre les
substances antimicrobiennes de la pomme de terre, mais leur role est d’une moindre importance
dans la pathogeénicité (Perombelon., 2002).. Les mutants d’EccSCC3193 défectueux de LPS
restent virulents, et montrent peu de sensibilité phénotypique au galactose et ils sont avirulents
sur tabac (Pirhonen et al., 1991).

2.11.3 Sidérophores

Les bactéries produisent de petites molécules de faible poids, appelées sidérophores qui
ont une trés forte affinité pour 1’ion Fes+, formant ainsi des complexes sidérophores-Fes+ au sein
de I’environnement. Ces derniers jouent un role clef dans les mécanismes de transport actif. Une
fois dans la cellule, le complexe se dissocie et le fer ferrique (Fes+) est réduit en fer ferreux
(Fez2+). Ce dernier est utilisé par la cellule pour le fonctionnement des enzymes respiratoires, les
sidérophores sont alors recyclé par une pompe a efflux vers le milieu extracellulaire (Geoffroy et
Moser., 2014).

2.11.4 Les Systémes de sécrétion

Pour réussir I’infection, il est essentiel que les enzymes dégradant la paroi végétale et les
autres facteurs de virulence soient secrétés efficacement a I’environnement extracellulaire Les
protéines sécrétées comprennent a la fois les enzymes impliquées dans I'attaque du tissu vegétal
et celles impliquées dans des interactions plus subtiles avec la plante hote (Toth et al., 2003;
Pembertonet al., 2004).
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Erwinia carotovora subsp. carotovora posséde au moins trois systemes de sécrétion
(type I-111) qui fonctionnent difféeremment et qui sont conservés entre les différentes especes
bactériennes. Le SSTI secréte les métalloprotéases par un processus a une seule étape et semble

avoir un effet mineur sur la virulence (Delepelaire et al. ,1991).

Le SSTII secrete les déterminants de virulence tels que les cellulases, pectinases et les
Nepl-like proteins (NLPs) par un mécanisme comprenant deux étapes. Les protéines sont
exportées au périplasme par le systéme sec (qui transporte des protéines contenant une séquence
N-terminale clivable du cytoplasme vers l’espace périplasmique) suivi par le transport
extracellulaire a travers un canal couvrant le compartiment périplasmique et la membrane
externe (Johnson et al., 2006). L’importance du systéme de sécrétion de type II chez Erwinia
carotovora subsp. carotovora est mise en évidence dans une étude ou les mutations affectant le

SSTII résultant d’un phénotype avirulent (Wakelin et al., 2004).

Le SSTII est décrit ci-dessous (figure 07), récemment basé sur les données génomiques
de la souche d’Eca SCRI11043 il a été montré qu’il contient au moins trois systemes de sécrétion
indépendamment (type IV-VI) (Bell et al., 2004) (figure 07). Le SSTIV est utilisé pour la
translocation d’ADN et les substrats protéiques, a travers la membrane bactérienne a la cellule
cible. Le SSTVI est un nouveau systeme de sécrétion décrit, supposé impliqué dans la virulence
et la conservation de plusieurs pathogenes. Chez Erwinia carotovora spp. il a été montré qu’il
secréte des protéines éffectrices potentielles, telles que Hep ( Hemolysin-coregulated Protein) et
VgrG (glycine de Valine répéete la proteine G) (Liu et al., 2008).
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Figure 07 : Résumé des systemes connus de la sécrétion bactérienne (Tseng et al.,2009)

HM : membrane de I’héte ; OM : membrane externe ; IM : membrane interne ; MM : mycomembrane ; OMP : protéines de la membrane externe ; MFP : Protéines

membranaires. ATPase et les chaperonnes sont représentés en jaune.

La Figure 07 résume les principales caractéristiques des systemes de sécrétion connus. Chez les bactéries Gram-négatives, Certaines
protéines sécrétées sont exportes a travers les membranes interne et externe en une seule étape par l'intermédiaire des voies de sécrétions de
type |, type I, type IV ou VI. D'autres protéines sont d'abord exportés dans I'espace périplasmique via le system Sec ou le system (Tat), puis
transporté a travers la membrane externe via le system de sécrétion de type Il, type V ou, moins fréquemment, le type | ou de type IV.
Cependant, chez les bactéries Gram-positives, comme les mycobactéries qui ont une couche hydrophobe, la paroi cellulaire est presque
imperméable, le systéme de sécrétion type VII est spécialisé dans la translocation des protéines a travers la membrane et la paroi cellulaire
par un canal (encore mal déefinie), toutefois, les étapes du processus de secrétions reste imprécise.
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Chapitre 11: Matériels et méthodes

Notre travail est constitué de trois parties principales : la premiére concerne le calcul de la
densité optique nécessaire pour une quantité d’inoculum de 10> CFU/mI et une autre quantité
d’inoculum a 10° CFU/mI, la deuxiéme partie consiste a 1’étude de D’effet de ces deux
concentrations d’inoculum sur le pouvoir pathogéne in vitro des isolats de Pectobacterium like
principalement sur les disques de pomme de terre. Une derniére partic concerne 1’étude du
développement des symptomes suite a I’inoculation in planta de ces isolats présumeées virulentes

sur quatre variétés de pomme de terre et une variété de tomate.

1 Matériels

1.1 Matériels biologiques

Les essais ont ¢té réalisées sur la base d’une collection de 12 isolats bactériens(MG13,
AJ10, AD11, AD7, Aj32, AJ5, AJ3l, AJ4, AJ30, ASOL1, AD7, SSP3) qui ont été isolé et
identifié par voies biochimique et biologique au niveau du laboratoire de phytobactériologie
(Haddane., 2013), ces isolats ont été isolé a partir des tubercules de pomme de terre var Spunta et
Désirée présentant les symptdmes de pourriture molle. Les 12 isolats ont été conservées en tube
a 4°C et cultivées sur le milieu LB (Lauria et Bertani) en boite de pétri pendant 48h, ensuite elles

ont été repiqué sur des tubes inclinés de milieu LB.
1.2 Matériel végétal

Pour notre expérimentation, nous avons testé une gamme de plantes hotes susceptibles
d’étre attaquée par les isolats de Pectobacterium. La gamme d’hote concerne cing espéces ; la
pomme de terre, la tomate, 1’oignon, la carotte et le fenouil, appartenant a trois familles
botaniques différentes (Solanacées, Ombelliferes et Liliacées). Un choix volontaire a été fait sur
les espéces choisies, du fait qu’elles constituent les principales plantes hotes attaquées par la
maladie (Pérombelon et Kelman., 1987). et qu’elles constituent aussi des especes couramment

cultivées en Algérie.

Concernant la famille des Solanacées, nous avons testé quatre variétés de pomme de terre
Solanum tuberosum L. var (Spunta ; Désiré, Fabula et Bartina) qui sont saines. Ces variétés nous
permettent de comparer les réponses de virulence des isolats testées. Elles nous ont été
gracieusement fournies par les agriculteurs producteurs de pomme de terre de consommation.
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Figure 08 : Les semences de pomme de terre des quatre variétées utilisées pour les tests in

planta.
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Figure 09 : La gamme d’hétes testées.
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2 Meéthodes

2.1 La purification des souches bactériennes

Les 12 isolats bactériens sélectionnés font partie de la collection bactérienne du
laboratoire de phytopathologie.

Les suspensions des isolats bactériennes a inoculer ont été préparées a partir de cultures
préalablement purifiées. La purification est une opeération nécessaire afin de s’assurer de la
pureté des isolats bactériens a inoculer. La méthode consiste a faire des étalements sectoriels
avec la culture bactérienne de chaque souche a 1’aide d’une anse. A raison de 3 secteurs par boite

contenant le milieu LB, suivie d’une étape d’incubation a 28-30°C.

Figure 10: Quelques étapes de purification ; (A) : prélévement d’une culture bactérienne

conservée en tube a essai ; (B) : ensemencement en strie dans une boite de pétrie.
2.2 Concentration de I’inoculum bactérien

Nous avons préparé des suspensions bactériennes a partir des cultures préalablement
purifiées a une densité optique 0.1 et 0.25 a une longueur d’onde de 620 nm ce qui correspond a
une densité cellulaire respective de 102 CFU/ml(pour déclencher la maladie) et de 10°

CFU/ml(pour suivie I’agression des bactéries et la maladie), (Alim ; 2011).
2.3 Calcul de la densité optique correspondant a la quantité d’inoculum

De trés nombreuses techniques permettent de mesurer la biomasse d’une suspension
bactérienne. La mesure de la densité optique est la technique la plus simple, la plus rapide et la
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plus utilisée. Elle consiste @ mesurer la lumiére absorbée par une suspension bactérienne a 1’aide
d’un spectrophotomeétre (figure 11) réglé a une longueur d’onde de 600 a 650 nm (longueur
d’onde pour laquelle 1’absorption de la lumicre par les constituants cellulaires est la plus faible).

D’une manicre générale, 1’absorbance est proportionnelle a la concentration cellulaire.

a. La préparation des suspensions bactériennes : nous avons préparé les solutions meres en
raclant a I’aide d’une anse stérile, les cultures bactériennes des isolats agées de 48h
cultivées sur le milieu LB. Par la suite, mises en suspension dans des tubes a essai
contenant de I’eau distillée stérile.

b. La lecture: la concentration de la suspension bactérienne est déterminée par
spectrophotométrie en mesurant I’absorbance (D O = 0.1, D O = 0.25) de chaque souche.
(En travaillant dans des conditions d’asepsie, devant un bec benzéne et sur une paillasse
désinfectée par une solution d’hypochlorite de sodium puis par de 1’alcool a 70°) ainsi

chaque souche est testée pour deux concentrations bactériennes. (Alim.,2011).

Figure 11: L appareil de spectrophotométrie « UV-1601 ».

2.4  Test du pouvoir pathogene in vitro

2.4.1 Désinfection de Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est rincé abondamment sous I’eau du robinet, puis subi une
premiere désinfection sous la hotte et dans des conditions aseptiques avec (I’hypochlorite de
sodium) & 12° soit une concentration a 4% pendant lheure(pour la pomme de terre et carotte

seulement), suivi d’un ringage avec de ’eau distillée stérile (figure 12).
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Figure 12: Les étapes de désinfection de la pomme de terre, les carottes, 1’oignon, le fenouil

réalisées sous hotte a flux laminaire.
2.4.2 Dépot de I’inoculum dans les disques de pomme de terre

Le tubercule de pomme de terre est découpé en rondelles d’une hauteur de 15 mm, Ces
derniéres sont découpées en disques de 25 mm de diamétre a I’aide d’un emporte-piéce stérile.
Les disques sont par la suite déposés dans des microplaques de culture cellulaire stériles (Costar,

cell culture cluster dish) renfermant 12 puits (figure 13).

Aprés a I’aide d’un bistouri stérile nous avons réalisé un creux au milieu de chaque
rondelle d’environs 05 mm de profondeur, et a travers une micropipette et des embouts stérile
(connes jaunes) nous avons prélevé 30 pl de la suspension et la déposer a la surface de chaque
disque. Chaque microplaque est recouverte par du papier aluminium et incuber dans une étuve a
28°C pendant trois jours. Le suivi des résultats est fait chaque 24 h, suivi d’une pesée finale des

disques apres 72h.
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Figure 13 : Les étapes de dépot de I’inoculum sur les disques de pomme de terre.

2.4.3 Quantification des symptomes

Aprés trois jours d'incubation deux mesures ont été effectuées. Le taux de chair de

pomme de terre pourrie (Qcp) a été exprimée en pourcentage par la formule suivante:

Qcp (%) = P1-P2/P1

P1: poids (g) du disque de pomme de terre inoculé avant incubation.

P2: poids (g) du disque de pomme de terre inoculé aprés enlévement de la chair pourrie a 1’aide

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

Qe (%) = P’1-P’2/P"1

P’1: poids (g) du disque de pomme de terre non inoculé avant incubation.

P’2: poids (g) du disque de pomme de terre non inoculé apres trois jours d’incubation (Ahoussi.,
2012).

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

de chair pourrie (Qncp) par la formule suivante:

Qncp (%) = Qcp — Qe (Ahoussi., 2012)
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Figure 14 : Les étapes de la pesé des disques de pomme de terre.
A :un disque de pomme de terre avant raclage de la pourriture.
B : un disque de pomme de terre aprés raclage de la pourriture.

» Concernant le test du pouvoir pathogene sur carotte (Daucus carota ), oignon (Allium
cepa) et fenouil (Foeniculum vulgare ), nous avons suivis le méme protocole réalisé sur
les disques de pomme de terre afin de confirmer nos résultats et élargir notre gammes
d’hétes (figure 15).

Figure 15 : Préparation des disques de carotte, 1’oignon, et le fenouil pour le test du

pouvoir pathogéne in vitro.
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2.4.4  Analyses statistiques des données

Les données mesurées sont représentées par des statistiques quantitatives de moyenne (m)
et SEM (Erreur Standard de la moyenne), notant que SEM correspond a 1’écart-type divisé par la

racine du nombre d’individus ayant servi a calculer la moyenne.

La SEM permet d’estimer rapidement la valeur statistique d’un écart entre les moyennes de
deux données, car I’intervalle de confiance d’une moyenne correspond a m * t student X SEM,

pour une valeur de p = 0,95 réalisé sur un petit échantillon (inférieur a 30 répétitions).

Le test de Shapiro-Wilk est utilisé pour tester la normalité des données ainsi que pour

confirmer si cette derniere condition est remplie.

Afin de comparer plus de deux moyennes simultanément, on peut utiliser le test

d’ANOVA (Analysis of Variance) sur deux criteres (ANOVA a deux facteurs) de classification.

Enfin, un test de Newman-Keuls est realisé pour la constitution des groupes homogénes
basée sur la plus petite amplitude significative. Chaque moyenne est afectée d'une lettre, les

moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes.

Tous ces calculs et tests statistiques ont été réalisés sous le logiciel R (www.r-project.org) en

utilisant les packages (ADE4, stats, stats4,agricolae).

2.5 Préparation du test in planta

2.5.1 Sur la pomme de terre

1. Stérilisation du sol : une premiére sterilisation a 200°C pendant 1h dans un four pasteur, puis
une deuxieme stérilisation apres 24h.

2. Plantation : sous une serre, les semences saines de pomme de terre des quatre variétés ont été
plantées dans des pots stériles contenant du sol stérile mélangé au sable, ensuite arrosé avec
I’eau bouillie.

3. Inoculation artificielle : pour le test in planta, nous avons utilisé trois plants pour chaque
variété de pomme de terre, ce qui constitue trois répétitions par isolat et par variété pour

chaque concentration d’inoculum.
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Apres préparation des suspensions bactériennes des 12 isolats bactériens et pour les deux
concentrations d’inoculum a savoir 10> CFU/mI et 10° CFU/ml. A 1’aide des seringues stériles,
nous avons injecté 30 pl de chaque suspension bactérienne dans 1’espace entre nceuds(des
plantes a stade de cing feuilles). Pour chaque variété de pomme de terre testée, nous avons

réalisé une injection a base d’eau distillée stérile (EDS) qui constitue le témoin négatif.

Figurel6 : La réalisation du test du pouvoir pathogéne par 1’inoculation des plants de
Pomme de terre.

2.5.2 Sur la tomate

Le test du pouvoir pathogéne in planta a été réalisé aussi sur les plants de tomate
Lycopersicon esculentun variété Saint Pierre, par inoculation des suspensions bactériennes a

forte concentration 106 CFU/ml dans les entres nceuds des plants de tomate. (Les résultats ont été
suivis pendant 15 jours).

Figure 17 : La réalisation du test du pouvoir pathogeéne par inoculation du plant de

Tomate.
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2.5.3 Le test d’hypersensibilité

Le test d’hypersensibilité du tabac met en évidence le pouvoir pathogéne d’une bactérie
par le desséchement des zones inoculées sur les feuilles de tabac. Dans un tube de 2 ml d’eau
distillée stérile, une suspension bactérienne concentrée de 10° CFU/ml correspondant a une
densité optique de 0.2 a été préparée a partir d’une culture bactérienne agée de 24 h (Haddane.,
2013). Les feuilles du plant de tabac Nicotiana tabacum var. White burley au stade 5 feuilles sont
infiltrées par injection sous épidermique d’une suspension bactérienne a 1’aide d’une seringue
stérile de 1 ml. Le témoin négatif consiste a injecter de 1’eau distillée stérile au niveau du limbe

foliaire. Pour chaque isolat bactérien, une feuille de tabac a été inoculée.

La lecture des résultats est effectuée 24 a 48h aprés inoculation, un résultat positif se
traduit par la présence d’une zone nécrotique mettant en évidence ainsi le pouvoir pathogene de

la bactérie testée (YYabuuchi et Smith., 1999).

Figure 18 : La réalisation du test de la réaction d’hypersensibilité.
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Chapitre 111 : Résultats et Interprétations

1 Test du pouvoir pathogene In vitro

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

créeme a brune foncée, dégageant une forte odeur nauséabonde.

Les résultats obtenus nous indiquent 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 I’ensemble des répétitions de I’essai, on

constate différentes réponses entre les isolats bactériens.

Le développement des symptdémes de pourriture molle sur les disques de pomme de terre
inoculés a faible concentration (102CFU/mI) se traduit par la macération des tissus inoculés qui
deviennent tres spongieux avec un aspect trés humide plus prononcé qu’a forte concentration
(10°CFU/mI).
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Figure 19: Symptomes de pourriture molle sur les disques de pomme de terre (variété Spunta) inoculée a faible concentration bactérienne
102CFU/ml aprés trois jours d’incubation a 28°C. T- : témoin négatif (1’eau distillée stérile)
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Figure 20: Symptomes de pourriture molle sur les disques de pomme de terre (variété Spunta) inoculée a forte concentration bactérienne
105CFU/ml aprés trois jours d’incubation a 28°C. T- : témoin négatif (1’eau distillée stérile).
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1.1 Analyse statistiques des résultats
1.1.1 Le test de Shapiro et Wilk

Si la valeur de p est supérieure a 0,01, alors ’interaction entre facteur souches et facteur

concentration suit la loi normale (annexe Tableau 9 et 10).

A. Test de Shapiro et Wilk a faible quantité d’inoculum
Sur la base de ce test, on constate que I’ensemble des traitements respectent la loi
normale.
B. Test de Shapiro et Wilk a forte quantité d’inoculum
Sur la base de ce test, on constate que I’ensemble des traitements respectent la loi
normale.
1.1.2 Les résultats de I’analyse de la VVariance
Une analyse de la variance a 1’aide du logiciel statistique « R » est utilisée pour effectuer
une analyse globale des résultats. Cette derniere est réalisée sur les douze isolats pectinolytiques

testées.

Les résultats de cette analyse indiquent que la variation de la quantité de la chair perdue
(Qncp) dépend étroitement des isolats testées ainsi que de la concentration d’inoculum (tableau
02).

Tableau 02: Modéle ANOVA appliqué aux souches de Pectobacterium. sur la quantité nette de
la chair perdue des disques de pomme de terre inoculés.

ANOVA Test Dl | Variance Carreés F.ratio Pr(>F)
moyens

Facteur 1| 0,201358211 | 0,201358211 | 6,820649479 | 0,009 *x

(F.Concentration)

facteur(Bactérie) 11 | 5,021881343 | 0,456534668 | 15,46429585 | < 2,216 | ***

Facteur (Concentration 11| 4,79992544 | 0,436356858 | 14,78080862 | < 2,2 | ***
X Bactérie)
Résidus 144 | 4,25114682 | 0,029521853

DI : degré de liberté ; Pr : probabilité

*** - significatif a p < 0,001 ; **: significatif a p <0,01;  *: significatifa p <0,05
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Les résultats du calcul du pourcentage (%) de la quantité nette de la chair perdu (Qncp)
observeés sur les disques de pomme de terre inoculés par les 12 isolats sont présentés dans le
diagramme en boite (boite a moustache) qui exprime I’effet de la virulence sur le
développement des symptdmes de pourriture molle et sur la quantité de chair de pomme de terre

pourrie dans nos conditions expérimentales (figure 21,22).
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Figure 21 : La variation de la QNCP en fonction des isolats de Pectobacterium a faible quantité

d’inoculum.

La figure 21 nous indique que la quantité nette de la chair perdue entre les isolats est
remarquablement variable. L’analyse du diagramme a indiqué que les isolats AD7, SSP3 et
MG13 testés sont plus virulents que les autres isolats. A titre d’exemple, 1’isolat AD7 a entrainé

une perte de poids environ deux fois plus élevée que AD11.

Les résultats statistiques du pourcentage de la quantité nette de la chair perdue ont révélé
la présence d’une différence de virulence, la raison pour laquelle on classe ces souches selon leur

perte de poids.

Les isolats trés virulentes sont les isolats MG13, AD7 et SSP3 avec un pourcentage de la
quantité de la chair perdue > 97 % ou la pourriture des disques de pomme de terre inoculés est

maximale. C’est-a-dire la totalité du disque est pourrie.
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Les isolats AD11, AJ10, AJ30 et AJ31 sont des souches virulentes présentent un
pourcentage de la quantité nette de la chair perdue de pomme de terre varie entre 75 % < Qncp <

95% ou la pourriture dépasse la moitié des disques de pomme de terre inoculée.

Les isolats AJ32, AJ4, AJ5 et CH21 sont moyennement virulentes et présentent un
pourcentage de la quantité nette de la chair perdue de pomme de terre varie entre 50 % < Qncp <
75 %. L’isolat ASOL1 considéré comme la moins virulente ou la pourriture est minimale ne

dépasse pas quelques mm du disque, elle présente un pourcentage de quantité de la chair perdue

égale a 40 %.
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Figure 22 : La variation de la QNCP en fonction des isolats de Pectobacterium a forte quantité

d’inoculum.

La figure 22 nous indique que la quantité nette de la chair perdue entre les isolats est
différente.

Les résultats statistiques du pourcentage de la quantité nette de la chair de perdue ont
révélé la présence d’une différence de virulence, la raison pour lagquelle on classe ces isolats

selon leur perte de poids.
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Les isolats trés virulentes sont les isolats AJ10, MG13 et CH21 avec un pourcentage de la
quantité¢ de chair perdue > 95% ou la pourriture des disques de pomme de terre inoculés est

maximale, c’est-a-dire la totalité du disque est pourrie.

Les isolats AD11 et AJ32 sont des souches virulentes présenté un pourcentage de la
quantité¢ nette de la chair perdue de pomme de terre varie entre 83 % < Qncp < 95% ou la

pourriture dépasse la moitié des disques de pomme de terre inoculée.

Les isolats AD7, AJ4, AJ5, ASOL1 et SSP3 sont moyennement virulentes et présentent
un pourcentage de la quantité nette de la chair perdu de pomme de terre varie entre 45% < Qncp
<66 %. Les deux isolats AJ30, AJ31 considéré comme les moins virulentes ou la pourriture est

minimale ne dépassent pas quelques mm du disque, elle présente un pourcentage de quantité de

il Ll

/-\]31 /—\132 ASOLl CH21 MGl3 SSP3
Souches Bacterlennes

chair perdue égale a 15 %.

l A]30

Figure 23 : Comparaison de la variation de la QNCP en fonction des isolats de Pectobacterium
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L’analyse d’histogramme a indiqué que la quantité de la chair perdue est variable entre
les deux concentrations. Nous avons observées qu’il y a des isolats sont trés virulentes a faible
concentration et possédent une QNCP plus grande qu’a forte concentration car certaines souches
a faible densité cellulaire libérent des molécules signaux (NAHL) qui permet la transcription des
génes responsables a la synthése des PCWDE et a haute densité cellulaire, de grandes quantités
de NAHL sont produites, empéchant la syntheses des PCWDE comme : AD7, AJ30, AJ31, Al4,
MG13, SSP3.
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Par contre, il y a des isolats qui sont trés virulentes a forte concentration et possédent une
QNCP plus grande qu’a faible concentration ce qui explique que a faible densité cellulaire, une
quantité limitée de NAHL donc, la transcription des genes PCWDE est bloquée. A haute densité
cellulaire, de grandes quantités de NAHL sont produites donc, la synthese des PCWDE est trés
grande comme le cas des isolats : AD11, AJ10, AJ32, ASOL1, CH21. Concernant certaines

souches la virulence reste le méme a faible et a forte concentration comme : AJ5.
1.1.3 Test de Newman Keuls (a o = 5%)

A. Facteur concentration
Sur la base du test de Newman Keuls, on constate que les deux facteurs de

concentration appartiennent au méme groupe homogene (tableau 03 ).

Tableau 03 : Facteur concentration de Test de Newman Keuls a risque d’erreur a = 5%

pour la collection de nos isolats bactériens.

Facteur concentration QNCP Groupes
Faible concentration 0.6319075 A
Forte concentration 0.5626671 A

B. Facteur bactérie
Le facteur bactérie nous a révélé la présence de 10 groupes homogénes (tableau
04).
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Tableau 04 : Les groupes de facteur bactérie de Test de Newman Keuls a risque d’erreur

a=5% pour les isolats bactériens testés.

Facteur bactérie QNCP Groupes
MG13 0.9062242 A
AJ10 0.8295844 Ab
AD11 0.7159372 Abc
SSP3 0.6980703 Abcd
AD7 0.6905000 Abcd
CH21 0.6440552 Abcde
Aj32 0.6058815 Bcdef

AJ5 0.4649943 Cdef
ASOL1 0.4490964 Cdef
AJ31 0.4238389 Def
Al4 0.3910509 Ef
AJ30 0.3482143 f

C. Facteur interaction (F. concentration x F. bactérie)

L’interaction entre facteur concentration et facteur bactérie est plus significative
que le traitement de chaque facteur a part. Le tableau 05 indique que I’interaction (F.
concentration x F. bactérie) combine et diminue le nombre des groupes avec présence
seulement de 07 groupes d’interactions. A titre d’exemple les isolats: AJ10 for, MG13 for
et fai, CH21 for, SSP3 fai , AD7fai , AD11for, AJ31fai ,AJ10fai ,AJ32 for , AJ30 fai et
AD11 appartiennent au méme groupe (a). Un autre groupe (b) renferme les isolats :
AJ31fai, AJ10fai, AJ32 for, AJ30 fai et AD1l1 fai, ces deux dernieres isolats
appartiennent aussi au groupe (c). Donc, ce traitement augmente le degré d’homogenéité

entre les groupes et déminu le risque d’erreurs.
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Tableau 05 : Les groupes de facteur interaction (F. concentration x F. bactérie) de Test

de Newman Keuls a risque d’erreur oo = 5% pour I’ensemble des isolats bactériens testés.

Facteur interaction QNCP Groupes
(F. concentration x F. bactérie)
AJ10 for 0.90731174 a
MG13 fai 0.90671429 a
MG13 for 0.90573410 a
CH21 for 0.90311031 a
SSP3 fai 0.87860465 a
AD7 fai 0.85057143 a
AD11 for 0.82758861 a
AJ31 fai 0.75471429 ab
AJ10 fai 0.75185714 ab
AJ32 for 0.71247737 ab
AJ30 fai 0.60985714 abc
AD11 fai 0.60428571 abc
ASOL1 for 0.53804990 bcd
AD7 for 0.53042857 bcd
A4 fai 0.51828571 bcd
SSP3 for 0.51753588 bcd
AJ32 fai 0.49928571 bcd
AJ5 for 0.46641711 bcd
AJ5 fai 0.46357143 bcd
CH21 fai 0.38500000 cd
ASOL1 fai 0.36014286 cd
AJ4 for 0.26381618 de
AJ31 for 0.09296348 e
AJ30 for 0.08657143 e
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Figure 24 : Graphe récapitulatif du test de Newman-Keuls.

La figure 24 montre la comparaison de la variation de la QNCP en fonction des deux
facteurs: le premier facteur "f. concentration™ a deux concentrations différentes (faible et forte) et
le deuxiéme facteur "f. bactérie” qui a montré la présence de deux groupes de souches
bactériennes, un groupe de 07 isolats qui sont positifs et plus significatif a faible concentration et
un autre groupe de 05 isolats moins significatif a forte concentration. Donc il’ya une différence

remarquable entre le groupement des bactéries selon le facteur concentration.

La recombinaison entre le traitement des deux facteurs a la fois est plus significatif que le
traitement de chaque facteur a part, car nous avons remarqué un groupe de 08 recombinaisons a
faible concentration et un groupe de 9 recombinaison a forte concentration. Les groupes sont
trés proches les une des autres. Ce graphe récapitulatif du test de Newman-Keuls facilite la

lecture des résultats avec un risque d’érreur réduit.

1.2 Réponse de la gamme d’hotes testées

L’ensemble des plantes d’hoétes inoculées que nous avons testé ont répondus
positivement se traduisant par I’apparition des symptomes similaire a celles de pomme de terre a
savoir un aspect spongieux du disque, avec une couleur créeme a brune foncée et une odeur

nauséabonde.
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1.2.1 Sur Carotte :

Parmi les 12 isolats inoculées, 07 isolats (58.33%) ont répondu positivement a
I’inoculation in vitro de facon variable, et 05 isolats (41.66%) en plus le témoin n’ont pas

présenté des symptomes de pourriture molle (figure 25).

Figure 25 : Symptémes de pourriture molle sur les disques de carotte inoculée apres trois jours

d’incubation a 28°C. T- : témoin négatif (I’eau distillée stérile).
1.2.2 Sur Fenouil :

Les 12 isolats inoculées, ont répondu positivement a 1’inoculation in vitro de fagon variable,

le témoin n’a pas des symptdmes de pourriture molle (figure26).

Figure 26 : Symptdmes de pourriture molle sur les disques de fenouil inoculée apres trois jours

d’incubation a 28°C. T- : témoin négatif (I’eau distillée stérile).
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1.2.3 Sur Oignon :

Les 12 isolats inoculées, ont répondu positivement a 1’inoculation in vitro de facon

variable, le témoin n’a pas des symptomes de pourriture molle (figure27).

Figure 27 : Symptomes de pourriture molle sur les disques d’oignon inoculée aprés trois jours

d’incubation a 28°C. T- : témoin négatif (1’eau distillée stérile).

A une forte concentration d’inoculum (10°CFU/mI), les résultats du test de pouvoir
pathogene in vitro ont indiqué que la totalité des isolats (ASOL1, AD11, AJ10, AJ30, AJ31,
AJ32, SSP3, MGI13, AJ5, AD7, AJ4, CH21) permettant I’apparition des symptomes de
pourriture molle chez la pomme de terre, 1’oignon et le fenouil ; donc ces derniers sont sensible a
ces souches. Par contre la carotte a montré une sensibilité a la majorité des isolats (AJ31, CH21,
AJ32, ASOL1, AJ10, AD11, AD7) et une résistance aux restes (AJ4, SSP3, MG13, AJ5, AJ30).

2 Test du pouvoir pathogene In planta

2.1 Faible concentration d’inoculum (102CFU/ml):

Apres inoculation des suspensions bactériennes, apreés 15 jours d’observation nous n’avons
constaté aucun symptéme et ce pour les quarte variétés de pomme de terre testées Spunta,
Bartina, Désiré et Fabula (figure 28).
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A . aowm .2 c>TR

Figure 28 : La réponse des plants de pomme de terre des variétés Spunta(A), Bartina(B), Désiré(C) et Fabula(D) au test du pouvoir

pathogéne aprés 15 jours d’observation (Originale, 2018).  T- : témoin négatif (1I’eau distillée stérile).
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2.2 Forte concentration d’inoculum (10°CFU/mI) :

Suite a I’inoculation artificielle des suspensions bactériennes et durant 15 jours, nous avons
observé que les variétés de pomme de terre Spunta et Bartina répondent a I’inoculation, et
expriment des symptdmes allant de jaunissement sur les feuilles, de flétrissement et un
brunissement et évoluant a des une nécrose marginale, tandis que pour les variétés Désiré et

Fabula en plus du témoin négatif aucun symptome ne s’est manifesté.
2.2.1 Sur lavariété Spunta :

Concernant les plants de la variété Spunta testés avec les 12 isolats bactériens, nous avons
constaté que 08 plants manifestent des symptémes citées précédemment sur les trois répétitions
de chaque plant, ce qui représente 66.66% tandis que les 04 plants restants ont répondu

négativement avec une absence de symptomes, soit un taux de 33.33% (figure 29).

Figure 29: Les différentes réponses des plants de pomme de terre de la variété Spunta au test du
pouvoir pathogéne aprés 15 jours d’inoculation (Originale, 2018).

(A) : un plant de la variété Spunta inoculé avec de 1’eau distillé stérile (t¢émoin négatif).
(B) : une réponse positive montre un jaunissement des feuilles.
(C) : une réponse positive montre un jaunissement plus un une nécrose marginale des feuilles.

(D) : une réponse positive montre un brunissement plus un flétrissement des feuilles.
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2.2.2 Sur la variété Bartina :

Parmi les plants de la variété Bartina testés avec les 12 isolats bactériens, nous avons observé
que 04 plants manifestent des symptomes sur les trois répétitions de chaque plant, ce qui
représente 33.33%, tandis que les 08 plants restants ont répondu négativement avec une absence
de symptdmes, soit un taux de 66.66% (figure 30).

Figure 30 : La réponse des plants de pomme de terre de la variété Bartina au test du pouvoir
pathogéne aprés 15 jours d’inoculation (Originale, 2018).

(A) : un plant de la variét¢ de pomme de terre Spunta inoculé avec de 1’eau distillé stérile

(témoin négatif).
(B) : une réponse positive montre un jaunissement des feuilles.
(C) : une réponse positive montre un jaunissement des feuilles basales.

(D) : une réponse positive montre un jaunissement plus une nécrose marginale des feuilles.
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2.2.3 Sur les variétés Désiré et Fabula :

Concernant les plants des deux variétés Désiré et Fabula testés avec les 12 isolats bactériens,
nous avons constaté que les totalités des plants aucune réponse symptomatique n’a été observé
(figure 31).

Figure 31 : La réponse des plants des deux variétés de pomme de terre Désiré et Fabula au test

du pouvoir pathogene apres 15 jours d’inoculation (Originale, 2018).

(A) : un plant de la variété¢ de pomme de terre Désiré inoculé avec de 1’eau distillé stérile (témoin
négatif).

(B) : une réponse négative montre des feuilles saines de la variété de pomme de terre Désiré.

(C) : un plant de la variété¢ de pomme de terre Fabula inoculé avec de 1’eau distillé stérile (t¢émoin
négatif).

(D) : une réponse négative montre des feuilles saines de la variété de pomme de terre Fabula.
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2.2.4 Sur latomate :

Apres 15 jours d’observation, les plants de tomate expriment des symptomes de jaunissement
des feuilles, de flétrissement et une nécrose marginale suite a I’inoculation artificielle avec une

forte concentration d’inoculum (10°® CFU/ml), tandis que le témoin négatif ne manifeste aucun

symptéme (figure 32).

Figure 32 : La réponse des plants de tomates aprés 15 jours d’inoculation (Originale, 2018).

(A) : Un plant de tomate inoculé avec de 1’eau distillé stérile (le témoin négatif).
(B) : Une réponse positive qui montre le symptéme de jaunissement.
(C) : Une réponse positive qui montre le symptéme de flétrissement total du plant

inoculé et jaunissement.

(D) : Une réponse positive qui montre le symptdéme de panachure des feuilles.
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2.3 Réponse de la réaction d’hypersensibilité

Aprés 48 heures d’inoculation, une isolat (AD11) parmi les isolats testés provoque
la réaction d’hypersensibilité sur tabac sous forme de nécrose localisée au niveau de la

partie infiltré (figure 33).

Figure 33 : Les résultats de la réaction d’hypersensibilité causée par les isolats bactériens testés

(Originale, 2018).
(A) : réaction d’hypersensibilité sous forme de nécrose localisé dans de la partie infiltrée.

(B): une feuille de tabac injectée avec de 1’eau distillée stérile (témoin négatif).
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Tableau 06 : Résultats du test du pouvoir pathogene inoculée par les isolats bactériens testés sur
la gammes d’hotes (Spunta, Bartina, Fabula/ Désiré, Tomate) et résultats de la réaction

d’hypersensibilité sur tabac (a concentration d’inoculum = 108 CFU/ml).

Isolats/variétés | Spunta | Bartina | Fabula et Désiré | Tomate | Tabac
AJ5 + - - + -
A4 + + - + -
ASOL1 + - - + -
AJ32 + - - + -
AJ31 - + - - -
AD11 - + - - +
AJ30 + - - + -
CH21 - + - - -
SSP3 + - - + -
AJ10 + - - + -
MG13 - - - + -
AD7 + - - + -

A forte concentration d’inoculum (10°CFU/mI), les résultats du test de pouvoir
pathogéne in planta illustrées dans le tableau 06 ont indiqué que dans I’ensemble de nos plantes
hotes testées, nous avons remarqué que certaines variétés de pomme de terre sont plus sensible a
certaines isolats bactériens tandis qu’elles sont résistantes a d’autres, a I’exemple de Spunta qui
est sensible a la majorité des isolats (AJ5, AJ4, ASOL1, AJ32, AJ30, SSP3, AJ10, AD7). Par
contre, nous avons constaté que la variété Bartina est de moindre sensibilité, du fait qu’elle a

exprimé des symptomes qu’envers quatre isolats seulement (AJ4, AJ31, AD11, CH21).

Nous avons remarqué aussi que les variétés Fabula et Désiré sont complétements

résistantes a toute les isolas testées.
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Chapitre 1V : Discussion des résultats

L’objectif de notre travail est de mettre en évidence le pouvoir pathogéne d’une collection de
isolats bactériens. Les résultats que nous avons obtenus, nous ont permis de développer les

points suivants :

1 Le pouvoir pathogene et virulence des isolats
1.1 Invitro

Les bactéries pectinolytiques peuvent étre a 1’origine de plusieurs maladies de la pomme
de terre, comme des pourritures de tiges appelées « jambe noire » et des pourritures de tubercules
appelées « pourriture molle ». Les symptomes 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).

Le travail a été realisé au niveau du laboratoire de phytobactériologie, qui consiste a
étudier I’impact de la concentration d’inoculum primaire sur le développement des maladies
liées aux Pectobacterium sp, les résultats de ce travail ont indiqué que 1I’ensemble des isolats
testés sur les disques de pomme de terre ont répondu positivement en développant des

symptdmes de pourriture molle ce qui confirme 1’aspect trés virulent de ces souches testées.

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 regulée par le QS, Ce systéeme de régulation de I’expression de genes en fonction de la
densite cellulaire fait intervenir un signal qui doit étre produit, diffusé et percu par les bacteries.
Le terme d’autoinducteurs a été utilisé pour définir ces molécules signal dont la concentration est

directement corrélée a la densité bactérienne (Nealson et al., 1970).

A faible densité cellulaire, la production de signaux QS via les homologues a LuxI se
situe a un niveau basal. Dans ces conditions, les protéines ExpR1 et ExpR2 agiraient comme

répresseurs de la production d’enzymes de dégradation de la paroi végétale (Cui et al., 2005).
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A forte densité cellulaire, la formation du complexe ExpR / NAHL empéche ExpR
d’activer la transcription de rsmA. La répression de I’expression des facteurs de virulence est
levée et la production d’exoenzymes augmente considérablement. Le systéme rsm est donc

directement en lien avec le systeme QS de Pectobacterium.

12 isolats ont été testé afin d’estimer I’influence de la virulence sur le développement des
symptomes, 1’observation des symptomes de pourriture a montré que la pourriture sur les disques
de la pomme de terre de faible concentration est plus grande que sur les disques de forte

concentration).

La progression de la pourriture molle est particulierement rapide lorsque les températures
sont chaudes. La température optimale de croissance de la bactérie est de 28 °C, mais la
croissance, bien que lente, peut se poursuivre a des températures aussi basses que 1 a 2°C
(Richard et Boivin., 1994).

Les maladies causées par Erwinia sont fortement influencées par la présence d’eau libre
au site d’infection. Leur survie et reproduction sont favorisées par des surfaces mouillées et la
population diminue rapidement lorsque la surface s’asséche. Dans des études aux champs de
pomme de terre, Pérombelon (1978) (cité dans Ludy et al., 1997) détecte E. carotovora aussi
longtemps que la surface demeurait mouillée, mais ne pouvait plus détecter la bactérie que 1 a 2

journées apres asséchement de la surface.

Nos résultats indiquent I’effet capital de I’humidité et de la température sur le

développement des symptémes de pourriture molle sur les disques de pomme de terre.

Toutefois, il existe d'autres mécanismes importants participant au pouvoir pathogéne des
Pectobacterium sp a savoir : la mobilité, ’acquisition du fer via la production des sidérophores,

la formation de biofilm, etc. (Kettani Halabi., 2014).

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

pourrie.

Les 12 isolats qui ont été testé afin d’estimer I’influence de la virulence sur le
développement des symptémes, 1’observation des symptomes de pourriture de fagon hétérogéne
sur les disques de la pomme de terre, indique une différence dans la faculté de virulence entre les

isolats.

Les isolats 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 I’espece végétale inoculée (Hacker and Kaper., 2000; De Boer., 2003).

D’autre part, 1’étape de multiplication est définie comme trés longue et est liée a une
mauvaise adaptation aux conditions de I’environnement. Par conséquent, 1’absence de la
production d’enzymes extracellulaires nécessaires pour I’étape invasive est due a un défaut au
niveau du seuil du QS, suite a une faible accumulation des molécules signal (Batema et al.,
1976).

Les isolats virulentes et tres virulentes sont caractérisées par une phase de multiplication
tres 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).

1.2 Inplanta
La deuxiéme étape de notre travail consistait a inoculer les isolats bactériens dans des

plants : la pomme de terre (Spunta, Désirée, Bartina, Fabula) et la tomate afin de tester le

pouvoir pathogéne de nos isolats sur ces deux plantes qui sont considérées des plantes hotes.

Concernant le mode d’inoculation, nous avons utilisé la méthode par injection des tiges
qui permette I’apparition des symptomes plus rapidement que celle de 1’inoculation au sol. Ceci
peut étre expliqué par la nature de I’injection qui au niveau des vaisseaux conducteurs permettant
au flux de la séve d’entrainer les bactéries par voie systémique dans les étages supérieurs de la

plante en un temps court ; tandis que lorsque les bactéries sont inoculées dans le sol, elles
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prennent plus de temps pour pénétrer dans la plante et a atteindre les tissus vasculaire (Taffifet,
2008).

Les bactéries colonisent d’abord les vaisseaux du xyléme de la plante et se multiplient par
la suite dans les espaces intercellulaires de 1’hote en sécrétant une série de pectinases qui
dégradent la paroi mitoyenne des cellules et déstabilisent le parenchyme provoquant ainsi la
maceration des tissus. Ces phénoménes interrompent le transport de 1’eau et des éléments
minéraux, vers le sommet de la plante, provoquant des symptomes de flétrissement et de

jaunissement du feuillage (Hélias et al., 2000a).

Aprés 15 jours d’observation, 12 plants de pomme de terre (08 plants pour la variété
Spunta et 04 plants pour la variété Bartina) et 12 plants de tomate présentent différents
symptdmes de stress biotique a savoir le jaunissement des feuilles, une nécrose marginale, la

chute des feuilles et le flétrissement.

Les végétaux possédent des défenses dites préformées ou passives qui constituent les
premieres remparts face aux attaques des phytopathogénes ou ravageurs. Elles comprennent des

barriéres physiques et d’autres chimiques (Gérard., 2014).

Les mécanismes de résistance de I'h6te contre I'infection pathogene comprennent diverses
réponses constitutives et inductives, y compris la réponse hypersensible (désorganisation et
granulation du cytoplasme cellulaire au site de I'attaque pathogéne), I'augmentation de I'activité
de I'oxygeéne actif et des enzymes oxydatives, la synthése des phytoalexines, le métabolisme des
composés phénoliques (Nicholson et Hammerschmidt., 1992) et des modifications de la paroi

cellulaire (Hammerschmidt et Nicholson., 1999).

Les modifications de la paroi cellulaire comprennent I'épaississement et le renforcement
de la paroi cellulaire locale, I'encapsulation des pathogénes pénétrants dans les cellules mortes et
souvent lignifiées et subérifiées, et méme la formation des nouvelles couches de cellules autour

du site de tentative d'entrée microbienne (Moerschbacher et Mendgen., 2000).

Une teneur élevée en calcium dans la plante hote a été associée a la résistance aux
maladies dans de nombreuses plantes (Bateman et Lumsden, 1965 ; Bateman et Millar, 1966 ;
Forster et Echandi, 1975 ; McGuire et Kelman, 1983 ; 1984). Les plantes cultivées dans des
conditions de Ca2 + élevées ont montré une résistance a la pourriture molle. Une résistance

accrue dans les tissus riches en calcium a été attribuée a une diminution de la macération due au
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dépdt de calcium dans la paroi cellulaire sous forme de pectate de calcium, entrainant une

amélioration structurale de l'intégrité de la paroi cellulaire (McGuire et Kelea., 1993).

Aprés 15 jours d’observation, 24 plants de pomme de terre (12 plants pour la variété

Désirée et 12 plants pour la variété Fabula) ne présentent aucun symptome.

Les résultats menés ont permis de démontrer qu’il existe bien des différences de
sensibilité variétale au développement des symptdmes causés par les bactéries pectinolytiques.
En effet, la variété Désirée et Fabula et le tabac ont montré moins sensible a ces pathogenes que
les variétés Spunta et Bartina et la tomate.

Le pouvoir pathogene est défini par I’ensemble des genes et leur régulation nécessaire a la
colonisation, la survie, la multiplication, et les dégats occasionnés par le pathogéne dans I’héte.
Le pouvoir pathogéne d’une souche est déterminé par sa virulence et son agressivité. La
virulence est la capacité d’induire des symptomes de la maladie chez un organisme qu’on appelle
de ce fait hote tandis que 1’agressivité traduit 1’intensité des symptomes induits par le pathogene

(Lebeau., 2010).

2 Réaction d’hypersensibilité

C’est un mécanisme particulier de résistance mise en place en réponse aux agressions par
les agents pathogenes (Bouarab., 2000). La HR présente deux caractéristiques majeures,
apparition des lésions nécrotiques au niveau de chaque point d’infection (due a la mort de
quelques cellules végétales entourant les cellules infectées) et 1’accumulation de molécules

antimicrobiennes autour des zones infectées (Greenberg., 1997).

La HR est souvent associer a la synthése de proteéine PR, le renforcement des parois
cellulaires ainsi 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, ’acide jasmonaique ou 1’éthyléne qui est également impliquée dans

I’induction et la régulation de la HR (Brodersen et al., 2005; Zhang et al., 2011).
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Comme la HR 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 réalis¢ le test d’hypersensibilité sur le tabac pour le diagnostic biologique des
organismes phytopathogénes. Dans notre cas, parmi les 12 isolats testées, une isolat (AD11)
provoque la réaction d’hypersensibilité sur le tabac sous forme d’une nécrose localisée sur la

face supérieure de la feuille.

Les bactéries phytopathogéenes utilisent la voie de sécrétion de type Il pour injecter
directement dans le cytoplasme de 1’organisme hdte un certain nombre de facteurs de virulence

ou éliciteurs de la réaction hypersensible HR (Wei et al., 1992).

Le déterminant principal du pouvoir pathogéne est le systeme de sécrétion de type IlI
(SST3), codé par les génes hrp (Cornelis et Van Gijsegem., 2000; Galan et Collmer., 1999; He et
al., 2004).

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

sensibles (Boucher et al., 1992).

11 isolats (91.67%) inoculés sur tabac ne causent pas une réaction d’hypersensibilité, ca
peut étre expliquer par le fait que certaines bactéries ne déclenchent pas cette réaction sur le
tabac. Bien que certaines bactéries phytopathogénes comme dans le cas d’E. Chrysanthemi qui
possede un arsenal d’enzymes déprédatifs, 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 regle principale indique, seuls les organismes phytopathogénes peuvent provoquer une
réaction d’hypersensibilité sur le tabac a I’exception des bactéries ; Agrobactérium tuméfaciens,
Agrobacterium rhizognes ; quelques pathovars appartenant a Pectobacterium carotovorum et

Pseudomonas syringae pv savastanoi (Herlache et al., 2001).
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Conclusion et Perspectives

La culture de pommes de terre est trés sensible aux ravageurs, aux maladies et aux
problemes de qualité qui entrainent une augmentation du co(t des intrants pour éviter des pertes

économiques.

Les bactéries de la pourriture molle causent des pertes énormes dans les cultures agricoles
en raison de la dynamique de leur population, de la complexité du groupe de pathogenes, de
l'ubiquite, de la virulence, de la variation de I'expression des symptdmes et de leur capacité a se
multiplier rapidement. Sur le terrain, la plus importante source d'inoculum de bactéries de la

pourriture molle est la descendance des tubercules contaminés par la carie des tubercules.

La pathogenicité des pectobactéries de la pourriture molle repose principalement sur la
production d'enzymes extracellulaires dégradant les parois des cellules végétales. Pour assurer
une infection réussite sans déclencher la résistance de I'ndte, I'expression de ces facteurs de
pathogénicité est étroitement contr6lée par la régulation de la densité cellulaire (détection de
quorum). Dans les bactéries de pourriture molle, la pathogénicité nécessite également un certain
nombre de systémes de sécrétion de protéines pour transporter des déterminants pathogénes vers

I'environnement extracellulaire pour attaquer physiquement les cellules hotes.

Les résultats du premier test (in vitro) nous ont indiqué que la majorité de nos isolats sont
virulents, développant ainsi une réaction de pathogénicité sous forme de dégradation des tissus
infectés qui deviennent spongieux et mou , avec une couleur creme a brune foncé, dégageant une

forte odeur nauséabonde.

Pa la suite, La réalisation du test du pouvoir pathogene (in planta) a montré que sur un
totale de 12 souches testées et inoculées aux quatre variétés de pomme de terre (Spunta, Désirée,
Fabula, Bartina). A faible concentration (10°CFU/ml) : Aucune souche n’a répondu

positivement, ce qui correspond probablement a 1’étape primo-invasive des bactéries.

A forte concentration (106 CFU /ml ) :8 isolats ont répondu pour la variété Spunta et 04
isolats ont répondu positivement pour la variété Bartina provoquant des symptémes de

jaunissement, flétrissement, brunissement et nécroses marginales du feuillage.

Concernant les deux autres variétés, aucune isolats n’a répondu positivement donc n’ont

pas présenté des symptoémes.
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De méme, le test du pouvoir pathogene sur tomate, montre que la totalité des plants de
tomate testées ont réagis positivement a 1’inoculation ce qui signifie que 100% des souches
provoquent des symptomes de jaunissement, flétrissement et de brunissement des feuilles. Ceux
qui nous ont donné une réponse significative sur la totalit¢ de la gamme d’hotes utilisées

appartenant aux différentes familles Solanacées, Ombelliferes et Liliacées.

Les résultats du dernier test d’hypersensibilité sur tabac (HR) nous a indiqué que un seul
isolat a répondu positivement au test sous forme d’une nécrose localisée sur la partie infiltrée de
la feuille de tabac. Tandis que les 11 isolats restants ont répondu négativement malgré leur fort
pouvoir pathogéne sur les autres plantes testées. Ceci peut étre expliquer par le fait que le tabac

n’est pas une plante hote.

Les différentes réponses aux tests réalisés, nous permettent de constater que nos souches

bactériennes appartiennent a différents groupes d’agents de pourriture molle.

La concentration d’inoculum est importante dans le développement des maladies, notre
étude refléte le role essentiel de la concentration d’inoculum bactérien. Particulierement, dans la
pourriture molle chez la pomme de terre, dont d’une part concernant les résultats du premier test
(in vitro) ont indiqué un développement des symptdmes plus grand a faible concentration
(102CFU/ml) que a forte concentration (10°CFU/ml). D’autre part les résultats du test (in planta)
ont été totalement le contraire. Cela signifie que les effets de la concentration d’inoculum varie
selon plusieurs facteurs tels que ’humidité et la température...etc. In vitro, les conditions sont

‘controlées’:pourriture plus prononcée/aux tests in planta.

L'inoculum qui déclenche I'épidémie est appelé inoculum primaire et [l'infection
provoquée par celle-ci est appelée infection primaire (Butt et Royle., 1980). Ce processus est
appelé propagation primaire. D'autre part, lI'inoculum secondaire et l'infection secondaire se
produisent seulement dans les maladies polycycliques. Ce processus est appelé propagation
secondaire (A. Bergamin Filho et al.,2015).

La lutte contre les agents pathogénes de la jambe noire et de la pourriture molle est
limitée par le manque de moyens et de mécanismes appropriés pour traiter les pathogenes. Les

informations sur les stratégies de survie de ces pathogénes dans divers environnements est

limitée, mais peut diminuer 1’inoculum dans les tubercules :
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Plantez des tubercules certifies exempts de maladies dans un sol bien drainé a une température
inférieure a 10°C.

Plantez les tubercules de semence dans des conditions favorisant I'émergence rapide.

Nettoyez et désinfectez les outils et I'équipement utilisés pour couper et planter les semences.
Evitez de blesserles tubercules pendant la coupe, la plantation et la récolte.

Utilisez une rotation des cultures de deux ans ou plus avec une culture non hote.

Evitez la sur-irrigation.

Evitez les conditions humides pendant la récolte pour empécher le sol de coller aux peaux de
tubercules.

Entreposez les lots de pommes de terre contaminés séparément.

Vérifiez régulierement les stockages pour I'augmentation de température et les odeurs.

Séchez les pommes de terre avant de les entreposer ou de les expédier.

En entrepot, 1’élimination des tubercules montrant de la pourriture permet de diminuer
I’inoculum présent. De plus, le maintien d’une température basse et de conditions aussi séches
que possible permet de diminuer le développement de pourriture molle. Un bon contréle des

insectes permet également de diminuer la dissemination des bactéries.

Différents travaux a venir seront nécessaires pour finaliser et confirmer nos conclusions, ceci
par des approches systémiques en explorant les différentes réactions liées a cette interaction
pathogene. De méme, il serait intéressant d’extrapoler notre méthodologie sur d’autres plante

cibles et sur d’autres pathologies végétales.

» Perspectives :

e Extrapoler notre méthodologie sur d’autres plantes hotes cibles et pour d’autres
pathologies végétales.

e Les différentes réactions liées a cette interaction pathogene sont liées a des facteurs
génétiques (plante hote et le pathogene)...il serait intéressant de les déterminer.

e Les Pectobacterium et Dickeya spp.-like utilisées dans cette étude sont basées sur des
criteres biochimiques et biologiques uniquement, leur identification par voie moléculaire

est indispensable.
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Annexes

Milieu LB : Lauria et Bertani (Schaad, N.W., 2001).

Extrait de levure 5¢g/1
Bactotryptone 10g/1
Glucose 10g/I
Agar 20g/1
NaCl 5¢g/1
H2 O distillée 1l
pH=7,2

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

La totalité des isolat testées dans le travail : (ASOL1, AD11, AJ10, AJ30,AJ31, AJ32, SSP3,
MG13, AJ5, AD7, AJ4, CH21).

Tableau 07 (A, B, C,D, E, F, G, H, I, J, K, L) : Le pourcentage (%) de la quantité de chair de
pomme de terre pourrie (Qncp) observés sur les disques de pomme de terre inoculée par les 12

isolats avec une faible concentration d’inoculum 102 CFU/mI aprés trois jours d’incubation a

28°C.

P1: poids (g) du disque de pomme de terre inoculé avant incubation.

P2: poids (g) du disque de pomme de terre inoculé apres enlevement de la chair pourrie a 1’aide
d’une lame de scalpel au troisiéme jour de I’incubation.

Qcp : La quantité de chair de pomme de terre pourrie. par la formule suivante:

Qcp (%) = P1-P2/P1

P’1: poids (g) du disque de pomme de terre non inoculé avant incubation.

P’2: poids (g) du disque de pomme de terre non inoculé apres trois jours d’incubation.

Qe (%) =P’1-P’2/P’1

Qncp : la quantité nette de chair pourrie.

Qncp (%) = Qcp — Qe (Ahoussi., 2012)




Tableau A :

AD7
répétition |pl pl' P2 P2’ QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,32 4,74 0,77 4,68 0,82 0,01 0,81
2 4,78 5,28 4,06 5 0,15 0,05 0,10
3 4,95 5,12 4,89 4,9 0,01 0,04 -0,03
4 5,31 5,32 0 4,85 1,00 0,09 0,91
5 5,59 5,25 4,75 4,79 0,15 0,09 0,06
6 5,65 5,45 1,98 4,91 0,65 0,10 0,55
7 4,08 5,6 0 4,97 1,00 0,11 0,89
8 4,31 5,53 0 4,93 1,00 0,11 0,89
9 5,58 5,45 0,44 4,88 0,92 0,10 0,82
10 4,56 5,25 0 4,82 1,00 0,08 0,92
11 5,51 5,3 2,79 4,76 0,49 0,10 0,39
12 6,13 5,16 1,3 4,8 0,79 0,07 0,72
Moyenne 5,064 5,288 1,748 4,858 0,67 0,08 0,59
Tableau B :
AJ30
répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,41 4,74 3,45 4,68 0,22 0,01 0,21
2 5,14 5,28 1,06 5 0,79 0,05 0,74
3 5,52 5,12 5,17 4,9 0,06 0,04 0,02
4 4,6 5,32 2,27 4,85 0,51 0,09 0,42
5 4,29 5,25 1,83 4,79 0,57 0,09 0,49
6 4,25 5,45 3,88 4,91 0,09 0,10 -0,01
7 4,51 5,6 4,29 4,97 0,05 0,11 -0,06
8 4,49 5,53 0 4,93 1,00 0,11 0,89
9 4,44 5,45 2,45 4,88 0,45 0,10 0,34
10 4,69 5,25 0 4,82 1,00 0,08 0,92
11 4,04 5,3 0,54 4,76 0,87 0,10 0,76
12 4,17 5,16 0,39 4,8 0,91 0,07 0,84
Moyenne 4,546 5,288 2,111 4,858 0,54 0,08 0,46




Tableau C :

AJ32
répétition |pl pl' P2 P2’ QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 3,78 4,74 0 4,68 1,00 0,01 0,99
2 3,71 5,28 0,65 5 0,82 0,05 0,77
3 4,48 5,12 1,63 4,9 0,64 0,04 0,59
4 3,95 5,32 0,8 4,85 0,80 0,09 0,71
5 4,13 5,25 0,55 4,79 0,87 0,09 0,78
6 4,44 5,45 1,46 4,91 0,67 0,10 0,57
7 5,59 5,6 3,36 4,97 0,40 0,11 0,29
8 5,35 5,53 0,93 4,93 0,83 0,11 0,72
9 4,72 5,45 1,65 4,88 0,65 0,10 0,55
10 4,97 5,25 2,23 4,82 0,55 0,08 0,47
11 4,97 53 3,68 4,76 0,26 0,10 0,16
12 4,99 5,16 3,18 4,8 0,36 0,07 0,29
Moyenne 4,590 5,288 1,677 4,858 5,94 0,08 0,57
Tableau D:
CH21
répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,32 4,74 3,06 4,68 0,29 0,01 0,28
2 5,27 5,28 3,85 5 0,27 0,05 0,22
3 4,04 5,12 3,81 4,9 0,06 0,04 0,01
4 6,08 5,32 5,25 4,85 0,14 0,09 0,05
5 5,66 5,25 5,63 4,79 0,01 0,09 -0,082
6 4,3 5,45 0,58 4,91 0,87 0,10 0,77
7 4,94 5,6 2,18 4,97 0,56 0,11 0,45
8 4,94 5,53 1,68 4,93 0,66 0,11 0,55
9 5,77 5,45 5,73 4,88 0,01 0,10 -0,10
10 4,77 5,25 2,94 4,82 0,38 0,08 0,30
11 4,73 5,3 0,73 4,76 0,85 0,10 0,74
12 4,89 5,16 2,96 4,8 0,39 0,07 0,32
Moyenne 4,976 5,288 3,200 4,858 5,66 0,08 0,29




Tableau E :

MG13
répétition |pl pl' P2 P2’ QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,48 4,74 3,07 4,68 0,31 0,01 0,30
2 4,69 5,28 4,5 5 0,04 0,05 -0,01
3 4,07 5,12 0 4,9 1,00 0,04 0,96
4 4,52 5,32 1,14 4,85 0,75 0,09 0,66
5 4,51 5,25 1,38 4,79 0,69 0,09 0,61
6 5,19 5,45 4,98 4,91 0,04 0,10 -0,06
7 4,28 5,6 0,13 4,97 0,97 0,11 0,86
8 3,72 5,53 0 4,93 1,00 0,11 0,89
9 4 5,45 0 4,88 1,00 0,10 0,90
10 4,91 5,25 0 4,82 1,00 0,08 0,92
11 3,64 53 0 4,76 1,00 0,10 0,90
12 5,04 5,16 0 4,8 1,00 0,07 0,93
Moyenne 4,421 5,288 1,267 4,858 6,02 0,08 0,65
Tableau F :
AD11
répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,41 4,74 0,48 4,68 0,89 0,01 0,88
2 4,99 5,28 2,75 5 0,45 0,05 0,40
3 4,11 5,12 3,61 4,9 0,12 0,04 0,08
4 4,62 5,32 2,85 4,85 0,38 0,09 0,29
5 4,74 5,25 1,63 4,79 0,66 0,09 0,57
6 4,08 5,45 1,03 4,91 0,75 0,10 0,65
7 3,9 5,6 0,24 4,97 0,94 0,11 0,83
8 3,89 5,53 0,29 4,93 0,93 0,11 0,82
9 3,68 5,45 0,11 4,88 0,97 0,10 0,87
10 3,83 5,25 0,26 4,82 0,93 0,08 0,85
11 4,56 5,3 0,2 4,76 0,96 0,10 0,85
12 4,71 5,16 1,6 4,8 0,66 0,07 0,59
Moyenne 4,293 5,288 1,254 4,858 6,01 0,08 0,64




Tableau G :

Al4
répétition |pl pl' P2 P2’ QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 5,05 4,74 1,9 4,68 0,62 0,01 0,61
2 5,91 5,28 5,15 5 0,13 0,05 0,08
3 5,24 5,12 1,17 4,9 0,78 0,04 0,73
4 5,78 5,32 5,69 4,85 0,02 0,09 -0,07
5 5,9 5,25 5,87 4,79 0,01 0,09 -0,08
6 4,44 5,45 0,5 4,91 0,89 0,10 0,79
7 5,25 5,6 3,38 4,97 0,36 0,11 0,24
8 5,52 5,53 5,5 4,93 0,00 0,11 -0,10
9 4,88 5,45 1,1 4,88 0,77 0,10 0,67
10 4,67 5,25 2,46 4,82 0,47 0,08 0,39
11 5,7 53 4,12 4,76 0,28 0,10 0,18
12 5,49 5,16 0,7 4,8 0,87 0,07 0,80
Moyenne 5,319 5,288 3,128 4,858 5,72 0,08 0,35
Tableau H :
AJ5
répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 5,89 4,74 5,9 4,68 0,00 0,01 -0,01
2 4,33 5,28 2,5 5 0,42 0,05 0,37
3 4,18 5,12 3,77 4,9 0,10 0,04 0,06
4 4,27 5,32 2,63 4,85 0,38 0,09 0,30
5 5,38 5,25 5,38 4,79 0,00 0,09 -0,09
6 5,52 5,45 2,16 4,91 0,61 0,10 0,51
7 4,18 5,6 4,18 4,97 0,00 0,11 -0,11
8 3,71 5,53 1,17 4,93 0,68 0,11 0,58
9 4,35 5,45 3,71 4,88 0,15 0,10 0,04
10 5,6 5,25 1,58 4,82 0,72 0,08 0,64
11 5,03 5,3 0 4,76 1,00 0,10 0,90
12 4,91 5,16 0,63 4,8 0,87 0,07 0,80
Moyenne 4,779 5,288 2,801 4,858 5,70 0,08 0,33




Tableau | :

ASOL 1
répétition |pl pl' P2 P2’ QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,25 4,74 3,48 4,68 0,18 0,01 0,17
2 51 5,28 2,82 5 0,45 0,05 0,39
3 51 5,12 0 4,9 1,00 0,04 0,96
4 4,83 5,32 4,53 4,85 0,06 0,09 -0,03
5 4,02 5,25 3,66 4,79 0,09 0,09 0,00
6 4,93 5,45 3,61 4,91 0,27 0,10 0,17
7 4,56 5,6 3,12 4,97 0,32 0,11 0,20
8 5,29 5,53 4,88 4,93 0,08 0,11 -0,03
9 4,75 5,45 2,91 4,88 0,39 0,10 0,28
10 5,06 5,25 4,62 4,82 0,09 0,08 0,01
11 5,58 5,3 2,98 4,76 0,47 0,10 0,36
12 5,38 5,16 4,19 4,8 0,22 0,07 0,15
Moyenne 4,904 5,288 3,400 4,858 5,59 0,08 0,22
Tableau J :
SSP3
répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,88 4,74 0,6 4,68 0,88 0,01 0,86
2 4,85 5,28 0,81 5 0,83 0,05 0,78
3 4,78 5,12 0 4,9 1,00 0,04 0,96
4 4,63 5,32 0 4,85 1,00 0,09 0,91
5 4,66 5,25 0,4 4,79 0,91 0,09 0,83
6 3,93 5,45 0 4,91 1,00 0,10 0,90
7 5,65 5,6 2,68 4,97 0,53 0,11 0,41
8 4,8 5,53 0 4,93 1,00 0,11 0,89
9 5,12 5,45 0,41 4,88 0,92 0,10 0,82
10 4,45 5,25 0 4,82 1,00 0,08 0,92
11 4,85 5,3 0 4,76 1,00 0,10 0,90
12 5,06 5,16 0 4,8 1,00 0,07 0,93
Moyenne 4,805 5,288 0,408 4,858 6,21 0,08 0,84




Tableau K:

AJ31
répétition |pl pl' P2 P2’ QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,73 4,74 0,7 4,68 0,85 0,01 0,84
2 4,42 5,28 0,93 5 0,79 0,05 0,74
3 4,3 5,12 3,61 4,9 0,16 0,04 0,12
4 3,59 5,32 0 4,85 1,00 0,09 0,91
5 4 5,25 0 4,79 1,00 0,09 0,91
6 3,82 5,45 0,42 4,91 0,89 0,10 0,79
7 4,14 5,6 0,84 4,97 0,80 0,11 0,68
8 4,37 5,53 1,2 4,93 0,73 0,11 0,62
9 4,6 5,45 0,38 4,88 0,92 0,10 0,81
10 4,26 5,25 0 4,82 1,00 0,08 0,92
11 4,64 5,3 0 4,76 1,00 0,10 0,90
12 4,33 5,16 2,03 4,8 0,53 0,07 0,46
Moyenne 4,267 5,288 0,843 4,858 6,09 0,08 0,73
Tableau L :
AJ10
répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,19 4,74 0 4,68 1,00 0,01 0,99
2 2,7 5,28 0 5 1,00 0,05 0,95
3 4,65 5,12 0,29 4,9 0,94 0,04 0,89
4 4,25 5,32 1,22 4,85 0,71 0,09 0,62
5 4,69 5,25 0,47 4,79 0,90 0,09 0,81
6 4,85 5,45 0,48 4,91 0,90 0,10 0,80
7 4,18 5,6 0,82 4,97 0,80 0,11 0,69
8 4,47 5,53 4,14 4,93 0,07 0,11 -0,03
9 4,66 5,45 1,4 4,88 0,70 0,10 0,59
10 3,62 5,25 1,53 4,82 0,58 0,08 0,50
11 3,97 5,3 3,95 4,76 0,01 0,10 -0,10
12 4,06 5,16 0,52 4,8 0,87 0,07 0,80
Moyenne 4,191 5,288 1,235 4,858 5,99 0,08 0,63




Tableau 08 (M, N, O,P,Q, R, S, T, U, V, W, X) : Le pourcentage (%) de la quantité de chair

de pomme de terre pourrie (Qncp) observés sur les disques de pomme de terre inoculée par les

12 isolats avec une forte concentration d’inoculum 10% CFU/mI aprés trois jours d’incubation a

28°C.
Tableau M :
CH21
Répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 5,52 4,74 5,3 4,68 0,04 0,01 0,03
2 4,9 5,28 4,09 5 0,17 0,05 0,11
3 5,16 5,12 3,43 4,9 0,34 0,04 0,29
4 5,99 5,32 0 4,85 1,00 0,09 0,91
5 5,81 5,25 1,08 4,79 0,81 0,09 0,73
6 5,07 5,45 0 4,91 1,00 0,10 0,90
7 5,59 5,6 0 4,97 1,00 0,11 0,89
8 6,13 5,53 0 4,93 1,00 0,11 0,89
9 6,06 5,45 0 4,88 1,00 0,10 0,90
10 5,63 5,25 0 4,82 1,00 0,08 0,92
11 5,86 5,3 0 4,76 1,00 0,10 0,90
12 5,49 5,16 0 4,8 1,00 0,07 0,93
Moyenne 5,601 5,288 1,158 4,858 0,78 0,08 0,70
Tableau N :
MG13
Répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 3,78 4,74 0 4,68 1,00 0,01 0,99
2 4,94 5,28 0 5 1,00 0,05 0,95
3 4,65 5,12 0 4,9 1,00 0,04 0,96
4 4,32 5,32 0 4,85 1,00 0,09 0,91
5 4,57 5,25 0 4,79 1,00 0,09 0,91
6 4,97 5,45 0 4,91 1,00 0,10 0,90
7 5,31 5,6 0 4,97 1,00 0,11 0,89
8 4,92 5,53 0 4,93 1,00 0,11 0,89
9 5,22 5,45 0,49 4,88 0,91 0,10 0,80
10 5,49 5,25 0 4,82 1,00 0,08 0,92
11 5,28 5,3 0 4,76 1,00 0,10 0,90
12 5,65 5,16 2,35 4,8 0,58 0,07 0,51
Moyenne 4,925 5,288 0,237 4,858 0,96 0,08 0,88




Tableau O :

SSP3
Répétition |p1l pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,02 4,74 2,33 4,68 0,42 0,01 0,41
2 4,89 5,28 1,28 5 0,74 0,05 0,69
3 4,82 5,12 2,29 4,9 0,52 0,04 0,48
4 4,95 5,32 2,3 4,85 0,54 0,09 0,45
5 4,95 5,25 1,24 4,79 0,75 0,09 0,66
6 5,18 5,45 1,01 4,91 0,81 0,10 0,71
7 4,87 5,6 1,8 4,97 0,63 0,11 0,52
8 4,96 5,53 2,26 4,93 0,54 0,11 0,44
9 5,09 5,45 1,91 4,88 0,62 0,10 0,52
10 4,7 5,25 2,19 4,82 0,53 0,08 0,45
11 5,01 5,3 1,73 4,76 0,65 0,10 0,55
12 5,12 5,16 3,02 4,8 0,41 0,07 0,34
Moyenne 4,880 5,288 1,947 4,858 0,60 0,08 0,52
Tableau P :
AJ31
Répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,39 4,74 3,85 4,68 0,12 0,01 0,11
2 5,15 5,28 4,07 5 0,21 0,05 0,16
3 5,76 5,12 5,05 4,9 0,12 0,04 0,08
4 5,76 5,32 4,97 4,85 0,14 0,09 0,05
5 5,64 5,25 5,07 4,79 0,10 0,09 0,01
6 5,76 5,45 5,08 4,91 0,12 0,10 0,02
7 5,86 5,6 5,12 4,97 0,13 0,11 0,01
8 5,76 5,53 51 4,93 0,11 0,11 0,01
9 5,66 5,45 4,97 4,88 0,12 0,10 0,02
10 5,19 5,25 4,79 4,82 0,08 0,08 0,00
11 4,79 5,3 3,74 4,76 0,22 0,10 0,12
12 4,9 5,16 3,86 4,8 0,21 0,07 0,14
Moyenne 5,385 5,288 4,639 4,858 0,14 0,08 0,06




Tableau Q :

AJ10
Répétition |p1l pl' P2 P2’ QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 5,77 4,74 0 4,68 1,00 0,01 0,99
2 5,38 5,28 0 5 1,00 0,05 0,95
3 5,72 5,12 0 4,9 1,00 0,04 0,96
4 5,15 5,32 1,87 4,85 0,64 0,09 0,55
5 4,99 5,25 0 4,79 1,00 0,09 0,91
6 5,39 5,45 0,26 4,91 0,95 0,10 0,85
7 5,44 5,6 0 4,97 1,00 0,11 0,89
8 4,71 5,53 0 4,93 1,00 0,11 0,89
9 5,98 5,45 0 4,88 1,00 0,10 0,90
10 4,83 5,25 0 4,82 1,00 0,08 0,92
11 5,63 53 0 4,76 1,00 0,10 0,90
12 5,72 5,16 4,9 4,8 0,14 0,07 0,07
Moyenne 5,393 5,288 0,586 4,858 0,89 0,08 0,81
Tableau R :
AD11
Répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 5,16 4,74 0 4,68 1,00 0,01 0,99
2 5,27 5,28 0 5 1,00 0,05 0,95
3 5,25 5,12 0 4,9 1,00 0,04 0,96
4 5,55 5,32 0,61 4,85 0,89 0,09 0,80
5 5,37 5,25 0,87 4,79 0,84 0,09 0,75
6 5,67 5,45 1,72 4,91 0,70 0,10 0,60
7 5,28 5,6 0 4,97 1,00 0,11 0,89
8 5,05 5,53 0 4,93 1,00 0,11 0,89
9 5,24 5,45 0,32 4,88 0,94 0,10 0,83
10 5,14 5,25 0,18 4,82 0,96 0,08 0,88
11 51 5,3 0 4,76 1,00 0,10 0,90
12 5,05 5,16 0,3 4,8 0,94 0,07 0,87
Moyenne 5,261 5,288 0,333 4,858 0,94 0,08 0,86




Tableau S:

ASOL1
Répétition |p1l pl' P2 P2’ QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 5,53 4,74 0,36 4,68 0,93 0,01 0,92
2 4,81 5,28 0 5 1,00 0,05 0,95
3 4,32 5,12 0 4,9 1,00 0,04 0,96
4 5,36 5,32 2,85 4,85 0,47 0,09 0,38
5 4,94 5,25 4,08 4,79 0,17 0,09 0,09
6 5,83 5,45 3,39 4,91 0,42 0,10 0,32
7 6,03 5,6 5,23 4,97 0,13 0,11 0,02
8 5,3 5,53 2,13 4,93 0,60 0,11 0,49
9 5,88 5,45 2,46 4,88 0,58 0,10 0,48
10 4,87 5,25 1,58 4,82 0,68 0,08 0,59
11 5,11 53 2,42 4,76 0,53 0,10 0,42
12 5,05 5,16 1,48 4,8 0,71 0,07 0,64
Moyenne 5,253 5,288 2,165 4,858 0,60 0,08 0,52
Tableau T :
AJ32
Répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,96 4,74 1,47 4,68 0,70 0,01 0,69
2 5,05 5,28 0,95 5 0,81 0,05 0,76
3 4,92 5,12 2,5 4,9 0,49 0,04 0,45
4 4,95 5,32 0,86 4,85 0,83 0,09 0,74
5 5,16 5,25 1,09 4,79 0,79 0,09 0,70
6 5,48 5,45 0,18 4,91 0,97 0,10 0,87
7 4,93 5,6 1,48 4,97 0,70 0,11 0,59
8 5,73 5,53 1,01 4,93 0,82 0,11 0,72
9 5,24 5,45 1,47 4,88 0,72 0,10 0,61
10 5,46 5,25 0,34 4,82 0,94 0,08 0,86
11 5,37 5,3 0,96 4,76 0,82 0,10 0,72
12 5,14 5,16 0 4,8 1,00 0,07 0,93
Moyenne 5,199 5,288 1,026 4,858 0,80 0,08 0,72




Tableau U :

Al4
Répétition |p1l pl' P2 P2’ QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 5,15 4,74 3,44 4,68 0,33 0,01 0,32
2 5,17 5,28 3,32 5 0,36 0,05 0,30
3 5,61 5,12 3,86 4,9 0,31 0,04 0,27
4 5,08 5,32 4,42 4,85 0,13 0,09 0,04
5 5,28 5,25 4,6 4,79 0,13 0,09 0,04
6 5,84 5,45 5,14 4,91 0,12 0,10 0,02
7 5,74 5,6 4,97 4,97 0,13 0,11 0,02
8 5,38 5,53 4,36 4,93 0,19 0,11 0,08
9 4,96 5,45 4,33 4,88 0,13 0,10 0,02
10 4,86 5,25 4,21 4,82 0,13 0,08 0,05
11 5,79 53 2,5 4,76 0,57 0,10 0,47
12 5,36 5,16 3,03 4,8 0,43 0,07 0,36
Moyenne 5,352 5,288 4,015 4,858 0,25 0,08 0,17
Tableau V :
AD7
Répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 5,76 4,74 2,96 4,68 0,49 0,01 0,47
2 5,46 5,28 2 5 0,63 0,05 0,58
3 5,31 5,12 2,91 4,9 0,45 0,04 0,41
4 5,47 5,32 1,68 4,85 0,69 0,09 0,60
5 5,55 5,25 2,74 4,79 0,51 0,09 0,42
6 54 5,45 3,19 4,91 0,41 0,10 0,31
7 5,12 5,6 2,59 4,97 0,49 0,11 0,38
8 5,41 5,53 0,83 4,93 0,85 0,11 0,74
9 5,35 5,45 1,99 4,88 0,63 0,10 0,52
10 5,09 5,25 0,94 4,82 0,82 0,08 0,73
11 4,23 5,3 0,3 4,76 0,93 0,10 0,83
12 5,69 5,16 1,14 4,8 0,80 0,07 0,73
Moyenne 5,320 5,288 1,939 4,858 0,64 0,08 0,56




Tableau W :

AJ5
Répétition |p1l pl' P2 P2’ QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 5,93 4,74 3,53 4,68 0,40 0,01 0,39
2 6,4 5,28 4,16 5 0,35 0,05 0,30
3 4,99 5,12 2,65 4,9 0,47 0,04 0,43
4 6 5,32 4,13 4,85 0,31 0,09 0,22
5 6,12 5,25 3,67 4,79 0,40 0,09 0,31
6 5,35 5,45 3,38 4,91 0,37 0,10 0,27
7 5,63 5,6 3,36 4,97 0,40 0,11 0,29
8 5,88 5,53 3,87 4,93 0,34 0,11 0,23
9 5,96 5,45 3,98 4,88 0,33 0,10 0,23
10 5,44 5,25 1,66 4,82 0,69 0,08 0,61
11 5,69 53 2,36 4,76 0,59 0,10 0,48
12 5,74 5,16 0,96 4,8 0,83 0,07 0,76
Moyenne 5,761 5,288 3,143 4,858 0,46 0,08 0,38
Tableau X :
AJ30
Répétition |pl pl' P2 P2' QCP% QE% (témoin) | QNCP
1 4,88 4,74 4 4,68 0,18 0,01 0,17
2 5,2 5,28 4,91 5 0,06 0,05 0,003
3 5,08 5,12 0 4,9 1,00 0,04 0,96
4 3,95 5,32 3,42 4,85 0,13 0,09 0,05
5 4,75 5,25 4,06 4,79 0,15 0,09 0,06
6 4,6 5,45 2,79 4,91 0,39 0,10 0,29
7 5,18 5,6 4,59 4,97 0,11 0,11 0,00
8 5,37 5,53 4,72 4,93 0,12 0,11 0,01
9 5,38 5,45 4,71 4,88 0,12 0,10 0,02
10 4,98 5,25 4,54 4,82 0,09 0,08 0,01
11 5,37 5,3 4,75 4,76 0,12 0,10 0,01
12 4,94 5,16 0 4,8 1,00 0,07 0,93
Moyenne 4,973 5,288 3,541 4,858 0,29 0,08 0,21




Tableau 09: Les probabilités de Test de Shapiro et Wilk a faible quantité d’inoculum.

Traitement Valeur de P

ADT7fai 0,182101
AJ30fai 0,337294
AJ32fai 0,744437
CH21fai 0,925295
MG13fai 0,924779
AJ10fai 0,615329
Al4fai 0,397931
AJb5fai 0,977196
ASOL1fai 0,013055
SSP3fai 0,809531
AJ31fai 0,360581
AD11fai 0,65762

Tableau 10 : Les probabilités de Test de Shapiro et Wilk a forte quantité d’inoculum.

Traitement Valeur de P
ADT7for 0,900544
AJ30for 0,028636
AJ32for 0,964462
CH21for 0,230353
MG13for 0,667034
AJ10for 0,335683
Al4for 0,486961
AJsfor 0,469068
ASOL1for 0,447849
SSP3for 0,807242
AJ31for 0,68514
AD11for 0,644016
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