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Introduction

Introduction

La pomme de terre, une des plantes les plus importantes de la famille des Solanacees,
constitue une denrée alimentaire de base et un légume trés consommé. C’est I’une des cultures
les plus consommée & I'échelle mondiale, elle se situe en 4™ position juste derriére le mais, le
blé et le riz (Oswald, 2010).

En Algérie, la production de pomme de terre est d’environ 4,6 millions de tonnes, avec
un rendement de 300 kg/Ha (FAOSTAT, 2014), la consommation annuelle moyenne est de
106 Kg par habitant.

Du fait de sa productivité importante et de ses conditions de culture, la pomme de terre
est la cible de nombreuses maladies virales, fongiques et bactériennes, ces pathologies
impliquent des déficits financiers importants et constituent un sérieux handicap pour

I’économie nationale.

Parmi les bactérioses de pommes de terre, la maladie de pourriture molle engendre des
pertes considérables a la fois au champ, a la récolte ou en conditions de conservation. L’ impact
économique est difficile a chiffrer parce qu’il dépend de I’intensité de I’épidémie et des
répercussions qui peuvent subsister pendant plusieurs années (Kettani-Halabi, 2012). En
Algérie, 70% des refus sont attribués aux problemes phytosanitaires dont 32% due a des
problemes de pourriture molle (Yahiaoui-Zaidi et al., 2003).

Cette maladie est induite par les bactéries pectinolytiques appartenant aux genres

Pectobacterium et Dickeya sp (anciennement nommees Erwiniae pectinolytiques).

Au regard de I’importance économique considéerable de la pomme de terre, et des
habitudes culinaires en Algérie. Et vu la dépendance actuelle de I’étranger, tant pour les
tubercules pommes de terre de consommation que de semence, les problemes phytosanitaires
de cette culture se doivent d’étre bien étudies, et traités en conséquence. Aussi, il devient
impératif de s’intéresser au diagnostic et a la prophylaxie de cette maladie, ceci commence par

un travail d’identification et de caractérisation des agents pathogenes.



Introduction

L’objectif de notre présente étude est d’établir une collection de souches a partir de
divers échantillons de tubercules de pomme de terre présentant les symptdmes de pourriture
molle, dans le but d’isoler et d’identifier ces phytopathogénes, et d’estimer leur incidence sur
les cultures de pommes de terre.
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I-Maladies de pomme de terre liées au Pectobacterium sp

Les genres pectinolytiques de Pectobacterium et Dickeya sont rendus responsables de
nombreuses maladies de la pomme de terre. D’une part, il y’a la jambe noire et les flétrissements
bactériens qui sévissent au champ avant ou durant la récolte. D’autres parts, la pourriture molle

occasionne lors du stockage des symptémes sur tubercules (Dupuis et al., 2005).

1-Jambe noire

La maladie de la jambe noire est principalement provoquée par les espéces P.
atrosepticum, mais sous certaines conditions elle est aussi due a P. carotovorum et Dickeya sp
(Johanna et al., 2009).

La plantation d’un tubercule infecté peut provoquer des mangues a la levée et un retard
de croissance (Seebold, 2014). En conditions humides, la maladie se manifeste sous forme
d'une nécrose sur les tiges qui prennent alors une couleur noire, la pourriture se propage du
tubercule mere jusqu’a la tige. Dans les conditions séches, les symptdmes ont tendance a
conduire & un retard de croissance, jaunissement et dessechement des tiges et feuilles
(Humphris et al., 2015). Le flétrissement du feuillage est dd a I’obstruction de la circulation
de la séve brute dans le xyléme, ce dernier étant colonisé par les bactéries (De Werra et al.,
2015).

> Epidémiologie
Les voies de transmission du pathogene se font via les débris, tubercules, outils et aussi
par les semences. Les insectes et les nématodes peuvent servir de vecteur entre les plantes
malades et saines, La contamination des tubercules, ainsi que la survie du pathogéne dans le sol
est favorisée par des conditions humides et fraiches, tandis que les symptémes sur tige (jambe

noire) sont favorisés par des conditions humides et chaudes (D’Hondt-Defrancq, 1984)

2-Pourriture molle :

Les espéces Pectobacterium carotovorum (Pc), Pectobacterium atrosepticum (Pa)
Pectobacterium brasiliense et le nouveau genre Dickeya spp sont les principaux agents
responsables de la pourriture molle sur tubercules (Mantsebo et al., 2014).

En conditions humides, La lésion peut atteindre I'ensemble du tubercule, ce dernier est macéré

donnant ainsi une consistance crémeuse qui vire au noir en contact de I’air et développe une

3
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mauvaise odeur due a I’action de microorganismes secondaires qui envahissent les tissus
décomposés (Czajkowski et al., 2011).
> Epidémiologie
L’infection a lieu a travers des blessures, les lenticelles ou le stolon comme points
d’entrée. Le lavage des tubercules avant stockage est particulierement propice a la maladie.
Cette derniere est favorisée par des conditions chaudes et humides et mal aérées. (D’Hondt-
Defrancq, 1984)
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Figure N° 01 : Cycle épidémiologique des Pectobacterium sp (De Boer, 2004)

3-Facteurs de développement des maladies

L apparition, ainsi que la gravité des degats 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 minérale du tubercule (Latour et al., 2008 ; Mantsebo, 2014).

3-1 Facteurs biotiques :
> Inoculum
Le tubercule-mere, qui 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.

Le niveau de contamination du tubercule de semence est un facteur important pour le
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développement de la maladie. Ainsi, des tubercules fortement contaminés présentent un risque
de développement de la maladie plus important, indépendamment des conditions
environnementales (Rousselle et al., 1996 ; Hélias, 2008).

3-2 Facteurs abiotiques

a)-Humidite

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).

b)-Anaérobiose

L anaérobiose affaiblit le systeme de résistance de I’h6te par son effet défavorable sur
la synthése des métabolites secondaires, elle inhibe la lignification et la subérification des tissus
végétaux et altére les parois cellulaires induisant I’augmentation de la perméabilité

membranaire (Pérombelon, 2002).

c)-Température

L accroissement de la température ambiante et des quantités d’eau libres induit une
raréfaction de I’air du sol, accélérant ainsi la multiplication bactérienne, ce qui augmente
I’intensité et la séverité des macerations (Schaerer, 2010). La répartition géographique des
Pectobacterium est essentiellement liée aux du milieu exigences thermiques. Son
développement est optimal entre 15 et 25 °C, tandis que Pectobacterium carotovorum posséede
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).

3-3 Sources d’inoculum et facteurs de contamination

a)- Role du tubercule mére

Les tubercules contaminés, asymptomatiques, récoltés qui ne pourrissent pas durant le
stockage, sont une cause principale du maintien du cycle de la maladie au champ. Sous terre,
les tubercules-mere continuent de et libérent des milliards de bactéries pour contaminer les

tubercules fils et voisins (Schaerer et Dupuis, 2010).

b)- Réle du sol
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La survie des Pectobacterium et Dickeya dans le sol est limitée a 1 semaine jusqu’a 6
mois, selon les conditions environnementales (température, humidité et pH du sol) (Toth et al,
2011).

Cette présence est aussi liée a la disponibilité des nutriments provenant de la dégradation
des debris végétaux et des exsudats racinaires des plantes hotes. En effet, la viabilité de ces
microorganismes diminue fortement dés qu'ils se retrouvent dissociés des tissus de leurs plantes
hotes (khayi, 2015).

C)- Réle de I’eau

La propagation des bactéries a partir de tubercules mere peut se faire via I’eau les
rendant ainsi considérablement mobiles (Van der Wolf et al., 2008). Les Pectobacterium sp
sont retrouvées dans I’eau des drains souterrains des champs plusieurs années apres culture. Les
aérosols générés par la pluie ou I’arrosage par aspersion des tiges malades, ou lors du défanage
avant récolte peuvent également disperser les I’inoculum sur plusieurs centaines de metres
(Hélias, 2008).

d)- Réle de I’air
La contamination des cultures de pomme de terre peut également se produire a partir de
I'air, La transmission de bacteries est effectuée par les insectes présents dans I’air sur de longues

distances d’une plante infectée a une plante saine (Czajkowski et al., 2011).

e)- 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 pathogenes entre les lots de et
au sein des stocks. Cette contamination a principalement lieu lors du contact de tubercules sains

avec des tubercules ou du matériel infectés (Augustin, 2012).

4 Lutte et prophylaxie

La vulnérabilité physique du tubercule, I’4ge physiologique, le repos végetatif
minimum, la précocité de maturation et de tubérisation sont des notions systématiquement
vulgarisées et intégrées a la prévention des maladies végetales. La phytoprotection de la pomme

de terre devint étroitement liée aux bases physiologiques végeétales et aux méthodes genérales
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de gestion de la production sous tous ses aspects : destination de la récolte, variéte, fertilisation

azotée, entreposage, dates de plantation, de défanage et de récolte (Banville, 2008).

5- Pouvoir pathogene des Pectobacterium

Le déclenchement de la pourriture molle nécessite la production d'enzymes
extracellulaires, notamment des pectinases tel 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).

5-1 Enzymes pectinolytiques
a)- Pectate lyases

La pourriture molle est principalement due a I’activité de la Pectate lyases (Walker,
1993). L’activité PeL a été mise en évidence en 1962 a partir d’Erwinia carotovora et Bacillus
sp (Rodriguez, 2003). Cette enzyme dépolymeérise la pectine des parois cellulaires ce qui
provoque la macération des tissus parenchymateux, détruisant ainsi l'intégrité des tissus
(Pissavin et al., 1996). Le clivage des liaisons glycosidiques a-(1-4) des polymeres d’acide
galacturonique par B-élimination produit des oligomeres insatures a leurs extrémités (Lei et al,
1987 ; Pissavin et al., 1996). Les PeL jouent aussi un réle dans l'activation des systemes de

défense par libération d’oligogalacturonides des parois cellulaires (Rodriguez, 2003).

b)- Polygalacturonase
Les Polygalacturonases catalysent I’hydrolyse des liaisons glycosidiques a (1-4) au
niveau des acides pectiques (Ibiam et Arinze, 2007), P. carotovorum produit I'endo-

polygalacturonase pehA qui induit d’intenses symptémes de macération (Pickersgill, 1996).

5-2 Enzymes non pectinolytiques

a)- Cellulases
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

7
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par les genes celZ et celY .celZ représente 97°/°de I’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).
b)- Protéases

Les espéces et sous-espéces pectinolytiques sécréetent 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 accéléerer la

macération et la perte de cohésion des tissus (Lagha, 2007).

5-3 Autre facteurs de virulences

a)- Mobilité et attachement

Avant d’envahir son hote, I’agent pathogéne doit se fixer aux cellules végétales, cette
premiére étape du processus infectieux nécessite le déplacement de la bactérie vers un point
d’infection (stomates, blessures, apex racinaires...), puis I’attachement de la bactérie a la cellule
végétale (Planer, 2010).

b)- Lipopolysaccharides
Chez P. atrosepticum, un mutant altéré dans la synthese de LPS présente une virulence
diminuée. Ces composés de la surface membranaire pourraient étre impliqués dans les

phénomenes de reconnaissance entre la plante et le pathogéne (Lautier, 2007).

c)- Sidérophores

Les sidérophores sont de petites molécules produites par les micro-organismes et
certaines graminées dans leur environnement, ayant une trés forte affinité pour I’ion ferrique.
P. chrysanthemi, posséde deux voies d’assimilation du fer mettant en jeu deux sidérophores
différents, la chrysobactine et I’achromobactine (McMahon et al., 2008). Ces derniers jouent
ainsi un réle protecteur contre le stress oxydatif (Expert, 1999 ; Franza et al., 1999 ; Franza
et al., 2005).
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I1-Généralités sur les genres Pectobacterium et Dickeya sp

1-Définition

Les bactéries pectinolytiques, Pectobacterium et Dickeya sp, anciennement nommees
Erwinia sp sont des entérobactéries phytopathogénes responsables de deux maladies de la
pomme de terre (pourriture molle et jambe noire) (Chatterjee et Starr, 1973). Les
caractéristiques physiologiques et biochimiques de espéces de I’ancien genre Erwinia sont

données en annexe

2-Taxonomie

La premiere description des bactéries pectinolytiques remonte a 1901 a partir d’une
pourriture humide de la carotte et fit nommée Bacillus carotovorus. En 1902, un organisme
semblable est isolé d’une jambe noire de pomme de terre et dénommé B. phytophthorus. En
parallele, aux Pays-Bas, Van Hall (1902) isola d’un symptéme similaire une bactérie nommeée
B. atrosepticus. Winslow en 1917 classa ces bactéries pectinolytique dans le genre Erwinia
(Winslow et al, 1917 ; Hélias, 1999).

La prépondérance du caractere pectinolytique chez les bactéries du genre Erwinia a
conduit Waldee (1945) a les séparer des autres especes non pectinolytiques et a proposer le

genre Pectobacterium (Brenner et al., 1972).

En 1968, 04 grands groupes furent crées : Le groupe Amylovora constitué d’espéces
non pectinolytiques, le groupe Herbicola qui contient des Erwinia a pigment jaune, le groupe
carotovora qui englobe les bactéries pectinolytiques et enfin un quatrieme groupe composés
d’especes atypiques (Mergaert, 1984).

Le séquencage des ARN 16S ont conduit Hauben et al., (1998) a réarranger les
Erwinia en quatre genres distincts :

v’ Le genre Erwinia : constitué d’especes nécrotiques strictes telles qu’E. amylova.

v’ Le genre Pectobacterium : regroupe les espéces possédant une activité pectinolytique
qui provoquent une forte macération des tissus végétaux.

v Le genre Brenneria : rassemble des especes responsables des maladies des arbres.

v’ Enfin, le genre Pontoeo comprend les espéces E. herbicola et E. stewartii qui sécrétent

une pigmentation jaune (Lautier, 2007).



Chapitre 11

Des analyses récentes taxonomiques et phylogénétiques associant des techniques
moléculaires, phénotypiques et sérologiques ont conduit les auteurs a répertorier les bactéries
pectinolytiques et phytopathogénes de la pomme de terre, définitivement dans le genre
Pectobacterium, avec deux espéces majeures P. carotovorum et P. chrysanthemi (en

remplacement des espéces E. carotovora et E. chrysanthemi) (Hélias, 2008).

De méme le séquencage et I’identification par PCR de nouvelles souches isolées en en 2013 et
2014, confirment leur appartenance aux genres Pectobacterium et Dickeya (De Werra et al.,
2015).

3-Description des bactéries pectinolytiques

Les bactéries pectinolytiques du genre Pectobacterium et Dickeya sp, sont des
bactéries a Gram negatif, non sporulées, en batonnet droit, de 0,5 a 1,0 par 1,0 a 3,0 um de
diametre. Les cellules sont mobiles par des flagelles péritriches d’environ 1 a 6 flagelles. Elles
peuvent étre isolées, par paires ou en courtes chaines. Elles sont caractérisées par un
métabolisme fermentatif ; de type respiratoire : aéro-anaerobie-facultatif, oxydase négative,
catalase positive et nitrate réductase positive. La température optimale de croissance de ces
especes est de 27 et 30 a 32°C, leur température maximale varie de 32 a 42°C. Elles possedent
une forte activité pectinolytique due a la production de pectinases (Ce sont des bacilles Gram
négatif, anaérobie facultatives et mobiles par flagelles peritriches (Murashi et al., 1965 ;
Yahiaoui-Zaidi et al., 2003 ; Lautier, 2007 ).

3-1) Pectobacterium carotovorum

P. carotovorum sont des bactéries qui se développent a des températures allant de 5 a
36°C avec un optimum de 27 a 30°C. Ces especes peuvent infecter différentes végétaux,
beaucoup de leurs genes de virulence ont été identifiés. D’aprés leurs caractéristiques
sérologiques, on distingue plus de 40 sérogroupes, Carotovorum constitue un taxon complexe,
composé de souches ayant des caractéristigues phénotypiques, biochimiques,

environnementales et génétiques tres variées.

Les analyses moléculaires, phénotypiques, sérologiques et phylogénétiques ont proné
une nouvelle classification, avec trois sous-especes ; Pectobacterium carotovorum ssp.
atrosepticum (Pca), Pectobacterium carotovorum ssp. betavasculorum (Pcb) et
Pectobacterium carotovorum ssp. wasabiae (Pcw) a I’échelle de I’espéce pour devenir
Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium betavasculorum et Pectobacterium wasabiae.
(Ladjouzi, 2007)
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Chapitre 11

a)-Pectobacterium carotovorum ssp. atrosepticum

Pca peut croitre a des températures entre 15 a 25C°, elle produit des composés
réducteurs a partir du saccharose, produit du cellobiose et raffinose et lactose a partir d'un
acide-méthyl glucosideause ce groupe est le principal responsable des maladies de jambe
noire au champ et pourriture molle des tubercules au cours du stockage, C’est aussi un

pathogéne d’autres cultures végétales comme la tomate. (Gardan et al, 2003).

Figure N° 02 : Symptomes de macération induits par Pectobacterium atrosepticum sur demi-
tubercules (Carvalho et Mello, 2008)

b)-Pectobacterium carotovorum ssp. carotovorum

Pcc s’étend a une aire géographique importante avec une gamme d’hétes plus large,
elle est responsable de la pourriture humide de nombreux fruits et Iégumes. Par ailleurs, elle
semble dotée de meilleures capacités de conservation hors de ses hotes (sol/eau). Elle se
développe a des températures allant de 20 a 37- 40C° (Rousselle et al., 1996 ; Carvalho et
Mello, 2008).

Figure N° 03 : Symptomes typiques de Pectobacterium carotovorum ssp carotovorum sur
tubercules de pommes de terre
(Carvalho et Mello, 2008)
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c)-Pectobacterium carotovora ssp. Betavasculorum

Elle est I’agent responsable de nécrose vasculaire des racines de la betterave a sucre, et
est négligemment isolée de tournesol, artichaut et pommes de terre. Pcb se développe a 36 °C,
produit des composés réducteurs du saccharose, ne posséde pas la gélatinase et produit de

I'acide diméthyl-a-glucoside, inuline, lactose et raffinose (Gardan et al, 2003).

3-2) Dickeya sp

Les especes du genre Dickeya (anciennement P. chrysanthemi) sont I'agent pathogene
de pourriture molle, elles dégradent les organes végétaux charnus succulents comme les
racines, tubercules, boutures de tiges et feuilles épaisses, elles colonisent également le
xyleme. Dickeya sp est capable de survivre dans le sol sur les débris végétaux. Une forte
humidité et de l'eau libre favorise la diffusion et la pénétration de ces bactéries. Leurs
températures de développement sont généralement élevées (30 a 37 °C) (Janse et Ruissen,
1988).

Pectobacterium chrysanthemi a été isolée pour la premiéere fois sur le chrysanthéme,
c’est un pathogene de nombreuses plantes dans les régions tropicales et subtropicales, et peut
également infecter certaines culture dans les régions tempérées comme les endives, les
pommes de terre, le saintpaulia. Cette bactérie se développe a des températures de croissance
élevées (35-37 °C) (Hélias, 1999 ; Prouvost, 2008).

Samson et al. (2004) ont suggéré le transfert des espéces Pectobacterium
chrysanthemi et Brenneria paradisiaca vers le genre Dickeya (Dickeya chrysanthemi et
Dickeya paradisiaca), et ont décrit quatre nouvelles especes (Dickeya dadantii, Dickeya

dianthicola, Dickeya dieffenbachiae et Dickeya zeae).
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Matériel et Méthodes

I- Matériel vegétal

L’ échantillonnage a été réalisé durant la période Mars-Avril 2016, a partir de tubercules
de pomme de terre symptomatiques de semence ou de consommation, qui appartiennent
principalement a la variété Diamant. Les échantillons ont été récoltés au niveau des marchés

hebdomadaires, ainsi que sur les champs de culture de la wilaya de Bejaia.

Les tubercules de pommes de terre utilisés présentent les symptémes typiques de la
pourriture molle due aux Pectobacterium, les parties infectées sont de couleur créme a brun
foncé, avec une consistance granuleuse et un aspect spongieux, laissant échapper une odeur

désagréable caractéristique.

Figure N° 04 : Echantillons de pommes de terre présentant des symptdmes de pourriture molle
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I1-Méthodes

1-Prélevement

Le préléevement et I’isolement de micro-organismes a partir des tissus infectés sont

réalisés selon les méthodes modifiées de Hyman et al., (1998) et Lacroix et Vézina (2003)

comme résumé dans le schéma suivant :

Les tubercules récoltés sont lavés afin d’éliminer I’exces de sol sans

déchirer leur peau.

U

Le tubercule est coupé longitudinalement en deux parties identiques a

I’aide d’une lame aseptisée.

J

U

Mise en suspension dans de I’eau physiologique stérile a 0,9% pendant

Prélevement de petites quantités entre les zones macérees et saines }
40 a 60 minutes puis agitation au vortex pendant 15 secondes }

U

Préparation de séries de dilutions de 1/10 pour les échantillons fortement

contaminés.

U

|
|
|
|
|

Ensemencement par épuisement sur milieu King B en boites de Pétri. Suivi
d’une incubation a 27°C pendant 24 a 48 h

U

Réalisation repiquages successifs et conservation de colonies

sélectionnées sur milieu minimum LB.

Figure N° 05 : Prélevement et Isolement des Pectobacterium (Lacroix et Vezina, 2003)
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2-1solement

A l'aide d'une anse de platine stérilisée, 50 & 100 pl de suspension bactérienne sont
prélevées et ensemencés par stries d’épuisement sur boites de Pétri contenant le milieu semi-
sélectif King B. Apres 24/48h d’incubation a 27°C des boites ensemencées, les colonies
présentant les caractéristiques typiques recherchées et présumées appartenir aux
Pectobacterium/Dickeya sp sont sélectionnees et repiquées, puis purifiées par des repiquages
successifs sur milieu King B. Par la suite, les isolats sont conserves sur milieux Luria Bertani

(LB) en gélose inclinée. (Lacroix et Vezina, 2003).

3-caracteérisation culturale :
Les criteres de sélection des colonies tiennent compte des caractéristiques suivantes :
e Forme des colonies
e Taille et diamétre.
e Relief et contour
e Couleurs et aspect
e Odeur

4-1dentification des Pectobacterium

4-1) Identification préliminaires

Cette étape a pour objectif de verifier la pureté des isolats selectionneés. Elle constitue
donc une premiére orientation et comprends I’étude de la morphologie des cellules, la coloration
de Gram et le test de catalase.

a)-Examen a I'état frais
Permet d'observer les cellules vivantes (aspect et forme des cellules), leur mode de groupement

et leur mobilité.

b)-Coloration de Gram
Elle facilite I’observation microscopique, est réalisée sur frottis séchés et fixés, et permet
non seulement d'observer la forme des cellules, mais également de diviser les bactéries en deux

grands groupes taxonomiques : bactéries Gram positif et Gram négatif.
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c)-Test de la catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H20>) :

H202 ----- Catalase ------ >2H0O+ 02

Le test consiste a mettre un amas de colonies bactériennes en contact de peroxyde
d’hydrogéne (H202a 30 volumes). Une réaction positive se traduit par la formation instantanee
de bulles et d’effervescence, ce qui indique la dégradation, via I’enzyme catalase, du peroxyde

d’hydrogéne en eau et dioxygene gazeux (Mezaache, 1997).

4-2) Recherche des espéces de Pectobacterium/Dickeya sp :
Les tests biochimiques constituent une approche classique, mais particulierement utile,

pour la détermination de certaines especes et sous-especes de bactéries phytopathogenes
(Snaiki et al., 2006).

L’identification biochimique des Pectobacterium et Dickeya sp est réalisée en deux étapes

importantes :

v" Détection des Pectobacterium.
v' Distinction entre les especes P.carotovorum et P.chrysanthemi (Dickeya spp).

v" Des cultures fraiches agées entre 18 et 24h sont utilisées pour I’ensemble des tests.

Les principaux tests biochimiques caractéristiques des Pectobacterium sont la mise en
évidence de I’activité pectinolytique, la recherche du caractere respiratoire et fermentatif, ainsi

que la recherche de I’enzyme nitrate réductase.

a)-Mise en évidence de I’activité pectinolytique :

Le test pectinase permet la mise en évidence de I’activité pectinolytique chez les espéces
du genre Pectobacterium en déterminant leur capacité a dégrader la pectine présente comme
seule source de carbone dans le milieu de culture (Lacroix et Vézina, 2003 ; Snaiki et al.,
2006).

Les souches sont ensemenceées par piqlre centrale dans des tubes a essai contenant 3 ml
du milieu Sutton. Aprés 24h d’incubation a 27°C, la présence d’une activité pectinolytique se
traduit par le virage de I’indicateur de couleur du bleu au jaune, ce qui signifie une acidification
du milieu. Apres 48h, la liquéfaction du milieu désigne la dégradation de la source de pectine
(Hélias, 1999).
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b)-Test de réduction des nitrates en nitrites

Il s’agit de la mise en évidence de la capacité des isolats a réduire les nitrates (NO3) en
nitrites (NOz), en conditions d’aéro-anaérobiose (Smid et al., 1993 ; Terta et al., 2010).

Une colonie bactérienne est prélevée puis ensemencée sur milieu Eau peptonee nitratée
(EPN) en tubes a essai. Aprés 24h d’incubation a 27 °C, la lecture est réalisée en ajoutant
quelques gouttes de réactifs de révelation A (acide sulfanilique) et B (a-naphtylamine).

Une réponse positive est caractérisée par I’apparition d’une coloration rouge dans le
milieu attestant la présence de nitrate-réductase. En absence de coloration, de la poudre de Zinc
est additionnée et si le milieu reste toujours incolore alors, la bactérie est considérée nitrate
positive (Freney et al., 1992 ; INPV, 2005).

c)-Recherche du métabolisme Oxydatif/fermentatif du glucose :
L’ensemencement se fait par piqure centrale dans des tubes contenant 5 ml de milieu Hugh et
Leifson. Aprés 24h d’incubation, on observe soit :
v Un virage de couleur au jaune, la bactérie est dite « fermentative ».
v Absence de changement de couleur, bactérie oxydative du glucose, mais n’acidifiant

pas le milieu en anaérobiose (Hugh et Leifson, 1953).

4-3) Caracteres distinctifs entre Pectobacterium et Dickeya sp

a)-Transformation du sucrose en substances réductrices :

Le test sucrose permet de vérifier la conversion du saccharose en substances réductrices.
Les colonies bactériennes sont ensemencées dans 2ml de Bouillon transformation du sucrose
en substances réductrices, puis incubées a 27° C durant 24 heures. La lecture se fait par I’ajout
de 2 ml du réactif de Bénédict, puis chauffage au bain-marie pendant 5 min.

Une réaction positive est traduite par I’apparition de dépét jaune, indiquant une

transformation du sucrose en substances réductrices (Lacroix et Vézina, 2003).

b)-Utilisation de I’a-Méthyl-Glucoside

Le test permet de déterminer la métabolisation du sucre a-méthyl-glucoside comme
seule source de carbone, ainsi que la production d'acide a partir de cette source (Lacroix et al.,
1994 ; Baghaee-Ravarin et al., 2010).
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Un amas de culture bactérienne est ensemencé par depot en piqure centrale dans 2 ml
de milieu de culture a-méthyl-D-glucoside. Aprés incubation & 27° C/24h, L’utilisation de ce
sucre se traduit par une acidification du milieu (couleur jaune), I’absence d’un virage de couleur

signifie une reaction négative (Hélias, 1999).

c)-Activité lécithinase

L’ensemencement est réalise par dép6t d’amas de colonies sur milieu de base additionné
de jaune d’ceuf, I’incubation se fait a 27°C pendant 2 a 7 jours.
L activité lécithinase est visualisée par I’apparition d’une zone hautement turbide et dense qui
entoure les colonies Dickeya, le méme test permet aussi de détecter la présence d’un autre

enzyme, la lipoprotéinase (Ahmed, 2001).

d)-Activité phosphatase

Apres ensemencement sur milieu phosphatase et incubation a 27°C durant 48h.1mi
d’une solution d’ammonium a 33% est versé sur les boites de Pétri. La lecture est réalisée apres
10 secondes de contact. Seules les souches des Dickeya montrent une réaction positive au test
de phosphatase (Ahmed, 2001).
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I1- Identification de bactéries du genre pectobacterium

Notre étude s’est porté sur un ensemble de 90 tubercules de pommes de terre prélevées
et qui présentent des symptémes plus au moins typiques de pourriture molle bactérienne. Apres
un criblage et une série de tests, beaucoup d’isolats sont éliminés. La culture sur milieu King B

a permis d’isoler et de sélectionner des bactéries appartenant aux Pectobacterium sp.

Ainsi, en se basant sur les critéres culturaux et les observations macroscopiques, les

colonies sélectionnées présentent le profil suivant (Fig 06) :

Couleur blanchatre avec une consistance crémeuse ;
Surface lisse avec bords réguliers ;

Forme sont bombées a semi-bombée ;

Aspect irisé et translucide ;

Diameétre des colonies situé entre 2a 8 mm ;

AN N N N NN

Certaines d’entre elles dégagent une odeur nauséabonde.

Néanmoins, I’observation morphologique et culturale est un test préliminaire et
subjectif, en effet certaines espéces et genres bactériens comme E.coli, Bacillus sp,
Pseudomonas non fluorescents présentent des colonies similaires a celles des Pectobacterium

sur King B.

Par ailleurs, le risque de contamination étant élevé, les contaminants les plus
fréguemment observés sont les moisissures, les levures, les Pseudomonas fluorescents, ainsi
gue certaines colonies a pigmentation rouge, présumée appartenant au genre Serratia

produisant un pigment caractéristique la prodigiosine (Barnard et al., 2007).

Cependant, I’aspect externe des cultures ne constitue pas toujours un critére
d’identification décisif et a ce stade, I’identification morphologique est incompleéte et sujette a
caution.

Ainsi sur un total de 90 échantillons récoltés, nous avons sélectionné 30 isolats ayant le
méme profil morphologique que les Pectobacterium, ce qui représente 1/3 des lots

échantillonnés.
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L aspect des colonies isolées sur milieu King B est représenté dans la figure suivante.

Figure N° 06 : Colonies typiques isolées sur milieu King B observées a la loupe binoculaire

1-1dentification préliminaire
Afin de purifier les colonies isolées et dans le but d’éliminer les isolats non

correspondants, une premiere étape de tests s’avere nécessaire.

Apres observation et coloration de Gram, la totalité des 30 isolats observés se présentent
sous forme de bacilles ou coccobacilles colorés en rose a Gram-négatif (Fig 07). Ce résultat est
prévisible, en effet, la plupart des phytopathogénes de pommes de terre sont des bactéries a
Gram négatif (Axelrrod, 1988 ; Barabote et al., 2003 ; Bosgelmez-tinaz, 2003).

Bien que les cellules des Pectobacterium soient des bacilles longs, certaines de nos
observations montre des coccobacilles et des bacilles courts agencés en paire. D’apres Snaiki

et al (2006), certaines souches pectinolytiques peuvent présenter ces formes.

Concernant le test de la catalase, sur les 30 souches, la majorité a donné une réaction

positive avec effervescence, seules trois isolats n’ont pas montré d’activité catalase.

Selon I’intensité du dégagement gazeux et sa spontanéite, 09 isolats des 27 restants ont
eu une réaction un peu tardive et de faible intensité. Ainsi on peut classer les bactéries en deux
groupes ; celles avec une tres forte activité catalytique et d’autres ayant une moindre activite.
On note aussi la présence de deux souches avec une activité catalase tres élevée (tableau 1).
Bien que non pertinents, les tests préliminaires d’identification demeurent nécessaires pour le

criblage des colonies isolées.
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Tableau N° 01 : Résultats de I’identification préliminaire

Souches Test | Gram Catalase

3 - Réaction faible
4 - Réaction faible
5 - +

6 - -

7 - +

9 - +

10 - +

11 - Réaction faible
13 - Réaction faible
14 - -

15 - Réaction faible
19 - Réaction faible
20 - +

21 - -

22 - Réaction faible
23 - +

24 - +

25 - +++

26 - +

27 - +

28 - +

29 - +

30 - +++

31 - +

32 - Réaction faible
33 - +

34 - +

35 - +

36 - +

37 - Réaction faible

+: Resultat positif

++

Trés forte activité (pour le test de la catalase)

Résultat négatif
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Figure N° 07 : Observation des cellules Figure N°08 : Réaction positive de la

Apreés coloration de Gram. catalase.

2- Mise en évidence des Pectobacterium et Dickeya

Aprés une deuxiéme étape de sélection comprenant la détermination de I’activité
pectinolytique ainsi que la recherche du caractére respiratoire et de I’activité nitrate réductase,
sur 27 souches sélectionnés, seul 08 ont montré un potentiel pectinolytique plus au moins
important en acidifiant et liquéfiant le milieu de culture Sutton apres 48h d’incubation (Fig 08).

Une réaction tardive qui dépasse les 72h, un virage de couleur au vert, ainsi qu’un
jaunissement sans liquéfaction sont autant considérées comme des réactions négatives. Ainsi,
I’acidification et la liquéfaction du milieu Sutton est un test clef pour I’identification des
colonies d’Erwinia pectinolytiques (Henz et al., 2006).

Cependant, il faut signaler qu’il existe d’autres espéces comme Bacillus qui produisent
des pectinases qui peuvent aussi dégrader la pectine contenue dans le milieu Sutton.
Néanmoins, ce test permet d’éliminer les espéces pectinolytiques de Pseudomonas, Bacillus et
Flavobacterium qui peuvent acidifier le milieu sans le liquéfier pour autant (Hélias, 1999).

Figure N° 09 : Lecture des résultats sur milieu Sutton.
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Tube bleu : réaction négative.
Tube vert : réaction négative.
L’étude du caractere respiratoire sur milieu Hugh et Leifson a permis d’éliminer 19

souches qui sont incapables de fermenter le glucose et d’acidifier le milieu et donc n’ont pas

induit le virage de couleur pour n’en retenir que 11 isolats.

L

Figure N° 10 : acidification de milieu Hugh-Leifson.

Pour I’utilisation du glucose sur milieu Hugh et Leifson, les souches positives acidifient
le milieu en aérobiose et en anaérobiose, et sont par conséquent dites fermentatives. On
remarque aussi que cette acidification s’accompagne d’une forte production de gaz qui a eu

pour résultat un décollement de la gélose parfois trés important (Fig 09).

Pour la réduction des nitrates en nitrites, 100% des souches testées ont révélé une
réaction positive, ce résultat étant prévisible, en effet I’activité nitrate réductase est un trait assez
commun chez la plupart des bactéries Gram négatif présentes chez les végétaux (Fig 10).

l

Figure N° 11 : Réaction positive sur milieu eau peptonée nitratée.
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L apparition d’une couleur rouge sang apres I’ajout de réactif A et B est indicatrice de
la présence de nitrites (Rahman et al., 2012) ainsi la réaction était positive pour toutes les

souches testées.

Ainsi, 8 souches sur 30 isolats ont donné une réponse positive au test d’activité
pectinolytiques, réduisent les nitrates en nitrites et fermentent le glucose. Selon Baghaee-
Ravari et al., (2010) et de Terta et al., (2010) ces souches sont identifiés comme des

Pectobacterium.

3- Distinction entre Pectobacterium et Dickeya spp

Aprés I’étape de mise en évidence des souches pectinolytiques de Pectobacterium et
Dickeya, la prochaine série de tests consiste en la distinction et la différenciation entre les deux
genres, ainsi nous avons réalisé les essais d’utilisation du saccharose et de 1’a-méthyl-D-

glucoside, ainsi que la recherche des lécithinase et phosphatase.

Seule 11 souches sur les 30 utilisées, et incluant les 06 souches pectinolytiques ont
montré un résultat positif sur milieu lécithinase avec des halos clairs entourant les amas de
colonies développés. A vrai dire, les autres souches ont montré une croissance avec des
pourtours insignifiants qu’ils sont considérés comme négatifs a la lécithinase. La dégradation
enzymatique des lécithines constitue un paramétre important dans la caractérisation des especes

appartenant au genre Dickeya sp (Fig 11).

Les résultats sont présentés dans le tableau suivant.
Tableau N° 02 : Résultats de la recherche des Pectobacterium/Dickeya

Tests Caractere respiratoire | Activité pectinolytique )
Nitrate
réductase
Souckes . . . .
Apreés 24h | Aprés48h | Aprés 24h | Apreés 48h
3 - - - - +
4 - - - - +
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5 + +
6 - +
7 - +
9 + +
10 - +
11 - +
13 - +
14 - +
15 - +
19 - +
20 - +
21 - +
22 - +
23 - +
24 - +
25 - +
26 - +
27 - +
28 - +
29 - +
30 - +
31 - +
32 + +
33 - +
34 +/- +
35 - +
36 +/- +
37 - +
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Figure N° 12 : Résultats des tests d’activité Léithinase A (négatif) et B (positif)

Toutes les bactéries testées n’ont montré aucune réaction positive au test d’utilisation
de I’a-méthyle-D-glucoside, avec I’absence d’un virage de couleur au jaune ce qui indique qu’il
n’y a pas de souches de P. atrosepticum dans notre collection. Ce résultat est expliqué par le
fait que ce sont surtout les especes P. carotovorum qui prédominent dans les cas d’infections
multiples, alors que P.atrosepticum malgré son grand potentiel pathogéne n’est pas tres

présente en co-culture.

Pour le test de métabolisation du sucrose, les souches sélectionnés n’ont pas induit de
virage de couleur du milieu, et donc ne sont pas capables de transformer le saccharose en
substances réductrices. Ce qui indique leur appartenance a I’un ou I’autre des deux groupes (P.
carotovorum ou Dickeya sp).

Ces résultats sont conformes aux données bibliographiques rapportées sur le profil
biochimique des Pectobacterium par de nombreux auteurs tels que Dickey (1979), Holt et al,
(1994) et Hyman et al, (1998).

Les résultats des quatre tests biochimiques sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau N° 03 : Résultats des tests de distinction entre Pectobacterium et Dickeya
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Test| a-méthyl | SRS |  Activité
Souche glucoside lécithinase phosphatase
3 B - - -
4 B - - -
5 B - - -
6 : ; - -
7 B - - -
9 B - - -
10 : 5 - -
11 : . - -
13 i " " :
14 : 5 - -
15 . ; - -
19 - - + 5
20 : ; - -
21 : : - -
22 : . - -
23 : 5 - -
24 : : - -
25 - - + 5
26 : 5 - -
27 : " - -
28 : " - -
29 : 5 - -
30 : 5 - -
31 i - - _
32 - - + -
33 - - + -
34 : - " _
35 : 5 - -
36 : 5 - -
37 - " " _
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Le test de mise en évidence de I’activité phosphatase n’a donné aucun résultat positif,
de ce fait, on pense que c’est lié¢ a un défaut dans la composition du milieu (constituants
défaillant).

Le premier objectif de notre travail fut d’établir une collection diversifiée de souches de
bactéries pectinolytiques a partir de pommes de terre dans la région de Bejaia en Algérie.

A I’issue de ce travail, et a travers une galerie de tests biochimiques, nous avons
caractérisé partiellement 08 souches susceptibles d’appartenir aux espéces anciennement
nommés Erwinia pectinolytiques. Toutefois, rappelons qu’il est indispensable de compléter
notre identification par d’autres tests biochimiques afin de pouvoir affirmer d’une maniére plus

précise I’appartenance, et le rang taxonomique de ces bactéries.

Nous signalons aussi la fréquence de détection des Pectobacterium/Dickeya (08
souches) sur I’ensemble des 90 tubercules utilisés pour cette étude, dont 02 souches sont affiliée
a I’espéce P. carotovorum, tandis que six isolats présentent les caractéristiques de Dickeya sp,
ce qui correspond a un pourcentage de 12%. En outre, les 08 isolats identifiés sur les 30 souches
sélectionnées pour la série de tests, correspondent a environ 25%.

Les résultats obtenus apres isolement et identification biochimique s’accordent pour
confirmer I’incidence des bactéries pectinolytiques des genres Pectobacterium et Dickeya sp

sur les tubercules de pommes de terre.

Par ailleurs, il apparait clairement que la prédominance de I’espéce Dickeya (P.
chrysanthemi) est beaucoup plus fréquente sur pomme de terre, par rapport aux autres
Pectobacterium. Ceci est d0 a son large spectre d’hétes et son ubiquité lui permettent de
coloniser la plupart des végeétaux, ainsi qu’a sa vaste gamme de température de croissance et
d’activité enzymatique. En effet, beaucoup d’études ont récemment rapporté la grande
incidence des especes du genre Dickeya sur pommes de terre (Czajkowski, 2011 ; Toth et al.,
2011 ; Czajkowski et al., 2015).
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Conclusion

L’objectif principal de ce travail consiste a mettre en évidence et a caractériser les
bactéries pectinolytiques affiliées aux genres Pectobacterium et Dickeya sp responsables des
symptomes de pourriture molle sur tubercules de pommes de terre de semences ou de
consommation infectés, prélevés au niveau des marchés hebdomadaires, ainsi que sur les
champs de culture de la wilaya de Bejaia et d’acqueérir une vision globale sur la diversité de ces

micro-orgaismes.

L’isolement et I’identification biochimique réalisée sur un lot de 90 tubercules
présentant des signes de macération a permis de caractériser 08 souches bactériennes
pectinolytiques appartenant potentiellement au genre Pectobacterium dont 2 souches présentent
les caractéristiques de Pectobacterium carotovorum et 6 autres qui correspondent au genre

Dickeya (P. chrysanthmi).

Au terme de cette étude nous sommes en mesure d’attester et de confirmer I’intensite et
le degré d’infection de ces phytopathogénes pectinolytiques sur tubercules. Ainsi, on a réussi a
isoler et identifier 08 souches de Pectobacterium a partir de 31 isolats initiaux sur un total de
90 tubercules testés. C’est-a-dire un pourcentage approximatif de 25%, ce qui démontre le
grand potentiel infectieux de ces agents pathogenes. Ces résultats confirment la présence et la

diversité des bactéries pectinolytiques du genre Pectobacterium dans la région de Bejaia.

Cependant, I’identification biochimique présente des limites et reste partielle, Pour une
meilleure identification des souches, il est recommandé de compléter les tests d’identification

biochimique par une identification sérologique.

Les Pectobacterium constituent un des risques majeurs pour la sécurité alimentaire, ils
sont capables de réduire de maniére significative les rendements des cultures et d'accroitre les
pertes économiques, ainsi bien caractériser ces phytopathogenes constitue un atout majeur en

phytoprotection.

En guise de perspectives, nous souhaiterions que les données récoltées durant cette

étude, ainsi que les conclusions tirées constitueraient une base d’étude pour de futurs travaux
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afin de mieux explorer les contraintes liées a I’importation des semences non conformes et le

risque économique qui en découle.

Il est aussi important de signaler que I’identification biochimique réalisée est partielle
et incompléte. Une caractérisation détaillée de ces pathogenes doit étre confirmée par d’autres
tests biochimiques additionnels, ainsi que par I’ utilisation d’outils moléculaires et sérologiques.
Nous recommandons aussi pour les études ultérieures un élargissement de la gamme

d’échantillonnage a d’autres fruits et Iegumes les plus consommeés en Algérie.

Enfin, il serait aussi souhaitable de porter un intérét a I’évolution de la maladie en

vegeétation (jambe noire).
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Annexe des milieux de culture

Annexe des milieux de culture :

La plupart des milieux de cultures sont stérilisés a I’autoclave, a une température de 120°C
pendant 20 minutes.

1) Milieux gélosés pour la culture et la conservation des Pectobacterium

1. Milieu d’isolement :
1. MilieukingB ; pH 7.2

composition Par litre
Peptone 20g
K2HPO4 1.145¢
MgSO4 1.5¢
Glycérol 15ml
Agar 15¢g
Eau distillée 1000ml

2. Milieux de conservation des souches :
2. Milieux Luria Bertani ; pH 7.2

Composition Par litre
Tryptone 10g
Extrait de levure 5¢
NaCl 59
Agar 159
Eau distillée 1000ml

3. Bouillon Levure Peptone (LP)

Composition Par litre
Peptone 59
Extrait de levure 39
Eau distillée 1000ml

I1) Milieux utilisés pour I’identification biochimique des Pectobacterium

1) Milieux pour la mise en évidence des Pectobacterium
1.1.Milieux Hugh et Leifson ; pH (6.8 - 7)

Composition Par litre
Tryptone 29
Extrait de levure 19
NaCl 5¢
Bleu de Bromothymol 0.03g
Glucose 10g
Agar 39
Eau distillée 1000ml




1.2. Milieux Sutton ; pH 7.2

Annexe des milieux de culture

Composition Par litre
NaOH 1N 11ml
CaClz, 2H20 (10%) 16.5ml
Bleu de Bromothymol (05%) | 6ml
Extrait de levure 5¢
Plypectate de sodium 15¢g
Eau distillée 1000ml

1.3.Milieu eau peptonée nitratée ; pH (6.8 — 7.2)

Composition Par litre
Peptone 10g
KNO3 19
Eau distillée 1000ml

Réactif de révélation de I’activité nitrate réductase

Reactif A Reéactif B

composition Par litre Composition Par litre

Acide sulfanilique | 8g Acide alpha 5¢

Acide acétique 1000ml naphtylique 1000ml
Acide acétique 5N

11-2) Milieux pour la distinction entre Pectobacterium et Dickeya

2.1. Milieu Lécithinase

Composition

Par litre

Tryptone
Na2 HPO4
KH2PO4
NaCl
MgSO4 ,
7H2 O
Glucose
Agar
Eau
distillée

10g

5¢
19

0,1g

29

209
1000




2.2. Milieu phosphatase ; pH7

Annexe des milieux de culture

Composition Par litre
Peptone 109
Extrait de boeuf 50
Agar 15
Eau distillée 1000

2.3. Milieu alpha méthyl D-glucoside ; pH (7 - 7.2)

Composition Par litre
Peptone 10g
NaCl 590
a-méthyl-D-glucoside 10¢g
Bleu de bromothymol (0,5%) 6 ml
Eau distillée 1000

2.4 Bouillon transformation du sucrose en substance réductrices

(SRS) ; pH7
Composition Par litre
Sucrose 40 ¢
Peptone 10 g
Extrait de beeuf 590
Eau distillée 1000 ml
Réactif de Benedict
composition Par litre
CitratedeNa(Na3C6H507 173 ¢
2H 2 0) 85.5¢
Carbonate de Na (Na2 CO3) 17,3¢g
Sulfate de Cu(CuS0O4, 5H20) 1000 ml

Eau distillée




ANnNexes

Tableau N° 01 : Caractéres biochimiques et physiologiques des espéces du genre Erwinia

(Holt et al, 1994)

Micro-organisme - " -

S e | |2 (8 s |f |8 |8 |2 |8 8

= g = 3 E |8 | S |7 |3 E |2l | E| =3

O e T A T N e I I I I i o B B (R
Test -
Mobilité + + + + + + + + + + - + +
Culture en anaérobiose W + + + + + + + + + + - + W +
Besoins en facteurs de croissance + - - - - - + - + - - - - + -
Pigmentation rose diffusible - - - - - - - - - + + - - - -
Pigmentation bleue - - - d - - - - - - - - - - -
Pigmentation jaune - + - - - + - - - - - - + - +
Colonies mugqueuses + + d d d d + - + - + + - - -
Croissance a 36°C - + d + + + - + + d + - d - +
Production d'H,S - d + + + + - + + + + + - + -
Réduction du saccharose + + d - - d + - + d - + d d +
Production d’acétoine + + + + - + + + + + - + d +
Urease - - - - - - - - - _ _ _ _ _
Deégradation des pectates _ - + + _ - _ - - - + + - - -
Oxvydation du gluconate - - - + - - - - d - - _
Gaz a partir du glucose - d + + - - - - _ _ _
Hydrolyse de la caséine - - d d - - - - - - - - - - -
Culture dans du KCIN - - d d + - - - - + - - - - -
Liquétaction de la gélatine + + + + - + - - - - - - - - +
Phénylalanine désanunase - - - - + + - - - - - - - - -
Indole - + - - - - - - - - _ _ - _ +
Réduction des nitrates - - + + + + - - - + _ _ - _ 3
Croissance dans NaCl a 5% nd + + d + + - nd nd + nd nd + - +
Désoxynbonucléase - - - - - - nd - - - _ _ - - +
Phosphatase nd nd - + d nd nd nd nd d nd | nd | nd | od | nd
Lécithinase nd nd - + - nd - nd nd - nd | nd | nd | nd | nd




Résumé

Les bactéries pectinolytiques appartenant aux genres Pectobacterium et Dickeya, sont
responsables des maladies de jambe noire et pourriture molle sur pommes de terre lors de la
culture et du stockage des tubercules, ce qui provoque des dégats importants aux cultures et
des pertes économiques considérables. Dans le but de caractériser ces pathogénes et dans une
optique de prophylaxie, une galerie de tests biochimiques et physiologiques est réalisée pour
procéder a une sélection ou criblage des isolats obtenus.

Aprés isolement et identification de souches locales sur tubercules de pommes de terre
symptomatiques, 08 souches ont été identifiées comme appartenant aux Pectobacterium
parmi lesquelles 02 isolats sont affiliés & I’espece Pectobacterium carotovorum, tandis que 6
autres souches sont affiliées au genre Dickeya.

Cette étude est une contribution a la mise en évidence de la biodiversité des especes

pectinolytiques phytopathogenes au niveau de la région de Béjaia

Mots clefs : Identification, Pomme de terre, Pectobacterium, Dickeya, Pourriture molle

Abstract

Pectinolytic bacteria belonging to the genera Pectobacterium and Dickeya, are responsible for
blackleg and soft rot diseases on potatoes crops during cultivation and tubers storage, causing
significant crop damage and great economic losses. In order to characterize these pathogenic
bacteria and for prophylaxis perspectives, a biochemical and physiological tests gallery are
performed to make a selection or screening of resulting isolates. After isolation and
identification of local strains from symptomatic potatoes tubers, 8 strains were identified as
belonging to Pectobacterium including 2 isolates are members of the species Pectobacterium

carotovorum , while 6 other strains affiliated gender Dickeya .

This study is a contribution to highlighting the biodiversity of plant pathogens pectinolytic

species in the region of Bejaia

Key Words: Idenfication, Potatoe, Pectobacterium, Dickeya, Soft rot
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