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Introduction

Les plantes (arbres, herbes, fleurs...) constituent la majorité des ressources énergétiques
dont dépendent directement ou indirectement I’homme et les animaux. Elles sont également les
seuls organismes supérieurs a pouvoir convertir et stocker I’énergie lumineuse sous forme de

glucides, lipides et protéine. Tous les étres vivants dépendent des végétaux pour leur survie.

Malheureusement, lorsqu’une plante est atteinte d’une maladie virale, fongique ou
bactérienne, sa croissance, sa fertilité et sa productivité sont affectées. Des symptdmes se
développent et tout ou une partic de I’organisme peut mourir. Les agents responsables des
maladies végétales peuvent étre biologiques (microorganismes pathogenes ; compétition avec
d’autres plantes ; insectes ravageurs) ou physiques (manque de nutriments, lumiére, eau,

présence de polluants toxiques dans le sol ou I’air).

La pomme de terre est I’'une des denrées alimentaire de base et I'un des 1égumes les plus
consommeés dans le monde avec une moyenne de 60Kg/ personne/an. Elle est classée, en termes

de production, en quatriéme position derriére le mais, le riz et le blé (Bessadat, 2014).

A Tinstar des autres végétaux, les cultures de pomme de terre et les tubercules récoltés
sont sujets a de nombreuses agressions bactériennes. Parmi ces bactéries, un regain d’intérét est
accordé aux bactéries macergenes appartenant aux genres Pectobacterium et Dickeya sp

(Erwinia pectinolytiques), agents de pourritures molles et de jambe noire (Hélias, 2008).

Ces bactéries envahissent les espaces intercellulaires de la plante et produisent des
enzymes pectinolytiques. Ces derniéres, en particulier les pectates lyases jouent un role clef
dans le catabolisme des pectines, 1’apparition des symptdmes de macération et la libération du

contenu cellulaire conduisant ainsi & une mort des tissus infectés.

En plus de la pomme de terre, des dégats importants occasionnés par ces organismes
pectinolytiques ont été signalés sur d’autres hotes tels que le concombre, le chou-fleur, la

tomate, le brocoli, le piment et les carottes cité par (Ladjouzi, 2007).

Les mécanismes de défense végetale se caractérisent par un bouleversement du
métabolisme pouvant entrainer des modifications morphologiques afin de stopper ou empécher
la colonisation. Parmi ces systéemes, on peut citer I’induction des voies de synthése des
métabolites secondaires comme les flavonoides, les isoflavonoides, les anthocyanines, les

coumarines...
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Différentes voies de biosynthese sont impliquées dans la mise en place des processus de
défense contre les agents pathogenes. Les enzymes qui participent a ces syntheses sont induites

lors de I’interaction avec 1’agent pathogéne ou en réponse a I’application d’éliciteurs.

La phénylalanine ammonialyase (PAL) enzyme clé dans la biosynthese des
phenylpropanoides permettant la dégradation de la phénylalanine (Phe) en acide cinnamique,
est également induite en réponse a la présence des agresseurs ou des éliciteurs chez les plantes
(Dorey et al., 1999) .

Notre travail expérimental est axe sur :

+ L’évaluation de la virulence des souches pectinolytiques, ainsi que la sensibilité des
tissus végétaux, ceci par la réalisation de tests de pathogénicité et d’agressivité sur des
tubercules pommes de terre et carottes, et I’observation des symptémes
d’hypersensibilité et de pourriture molle.

+ Mise en évidence des réactions de défense de la plante survenant lors du processus
d’infection, en particulier la production de métabolites secondaires.

+ Caractérisation du réle des substances bioactives et de la phénylalanine ammonialyase

dans I’induction d’une résistance végétale.
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Synthése bibliographique Généralités sur les bactéries pectinolytiques

I. Géneralites sur les genres Pectobacterium/Dickeya
1- Définition
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 espéces sont responsables de pourritures molles, nécroses et

flétrissements sur de nombreuses cultures maraicheres (Winslow et al., 1917 ; Muraschi et al., 1965 ;
Lautier, 2007).

2- Description

Les especes appartenant aux genres Pectobacterium/Dickeya sp sont des bactéries
phytopathogénes & activité pectinolytique, Gram négatif, anaérobies facultatives, en forme de
batonnets. Elles sont mobiles par flagelles péritriches (Hauben et Swings, 2005 ; Czajkowski, 2012).

3- Taxonomie

La position taxonomigue et la spéciation au sein du genre Erwinia ont été longtemps
’objet de controverses et de polémiques dues a 1’hétérogénéité des souches d’un méme taxon(en

annexe) (Paulin et al., 2001).

e En 1901, I’espéce Erwinia carotovora fut isolée pour la premiére fois par Jones, a partir d’une

pourriture humide de carotte, sous le nom de Bacillus carotovorus (Skerman et al., 1980).

e Le nom Erwinia fut proposé pour la premiére fois par (Winslow et al., 1917) en honneur du
phytopathologiste Erwin F. Smith, ce genre permit de regrouper les entérobactéries pathogeénes,
saprophytes et épiphytes des plantes (Pérombelon et Kelman, 1980 ; Toth et Birch, 2005).

e Waldee en 1945 proposa la création du genre Pectobacterium pour classer les Erwinia
pectinolytiques (especes carotovora et chrysanthemi) dans un groupe séparé des autres
Erwinia, agents de nécroses séches et flétrissements. Cette suggestion a été appuyeée par les

travaux de (Brenner et al., 1973).

e En 1968 et 1969, Dye proposa le maintien du genre Erwinia qu’il subdivise en quatre groupes :
Amylovora, Carotovora qui regroupe les especes pectinolytiques, Herbicola et un dernier
groupe constitué d’especes atypiques (Ladjouzi, 2007).

e D’autres auteurs (Kwon et al., 1997 ; Hauben et al., 1998) s’appuyant sur le séquencage des

ARNr 16S ont propose de déplacer les Erwinia pectinolytiques vers le genre Pectobecterium,

5

rejoignant ainsi Waldee (1945).
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La nouvelle nomenclature suggerée par ces auteurs et consignée dans la seconde edition du
Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology) est : Pectobacterium carotovora subsp.
atrosepticum, Pectobacterium carotovora subsp. carotovorum et Pectobacterium chrysanthemi
(Hauben et al., 2005).

Ces phytopathogenes ont été par la suite subdivisées en deux groupes différents : Erwinia
carotovora subsp. atroseptica et Erwinia carotovora subsp. carotovora, puis respectivement
Pectobacterium atrosepticum et Pectobacterium carotovorum (Garden et al., 2003). Tandis

qu’Erwinia chrysanthemi est devenu un nouveau genre (Dickeya spp) (Samson et al., 2005).

Les especes Dickeya spp associees a lapomme de terre sont D. dadantii, D. zeae, D. dianthicola
(Samson et al., 2009), ainsi qu’une derniére espece nommeée solani (Parkinson et al., 2009 ;
Cahilletal., 2010 ; Tothetal., 2011). Par ailleurs, une nouvelle sous-espéces (Pectobacterium
carotovora ssp. brasiliensis) associée aux symptémes de jambe noire sur pomme de terre a été
découverte au Brésil (Duarte et al., 2004), puis en Afrique du Sud (Van der Merwe et al.,

2010)

4- Maladies associées aux espéces Pectobacterium

Les bactéries pectinolytiques appartenant aux genres Pectobacterium et Dickeya sont parmi les

principaux agents pathogenes sur pommes de terre, ainsi que sur d’autres cultures végétales. Ces

especes sont responsables des maladies de jambe noire et pourriture molle qui sévissent au cours de

culture et lors du stockage (Khayi, 2015).
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4.1 Pourriture molle

La pourriture molle est I’'une des plus importantes maladies bactériennes de la pomme de
terre a 1’échelle mondiale (Yanganza, 2005). Les blessures mal cicatrisées, les lenticelles et le stolon
des tubercules sont les voies d’accés majeures du pathogene (Fox et al., 1972). Selon (Grouws et
Roodeplaat, 2003), la maladie commence en surface pour progresser ensuite vers I’intérieur. Les

parties atteintes montrent d’abord une décoloration légerement brune, qui se creuse, suivie par une

transformation de la chair en une pourriture molle typique (Fig2 : A et B) (Howard et al., 1994).

Figure N° 02 : Symptomes des maladies de pourriture molle et jambe noire
A) Macération a I’extérieur du tubercule ; B) Symptomes a ’intérieur du tubercule ; (C et D) Jambe noire a la

base des tiges

4.2 Jambe noire

La jambe noire est principalement causée par P. atrosepticum (anciennement nommeée
Erwinia carotovora ssp atroseptica) (Helias et al., 2000). Elle se manifeste, en cours de végétation,
par un ralentissement de la croissance végétale et une chlorose du feuillage, les tiges présentent a leur
base une zone molle, brune et noiratre, avec un flétrissement progressif (Fig N° 2 : C et D) (Grison,
1983).
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5- Facteurs de virulence

5.1. Sidérophores

Les bacteries produisent de petites molécules de faible poids, appelées sidérophores qui ont
une trés forte affinité pour ’ion Fe®', formant ainsi des complexes sidérophores-Fe** au sein de
I’environnement. Ces derniers jouent un rdle clef dans les mécanismes de transport actif. Une fois
dans la cellule, le complexe se dissocie et le fer ferrique (Fe®*) est réduit en fer ferreux (Fe?*). 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).

5.2.Mobilité flagellaire

Les flagelles permettent aux bactéries de chercher des environnements favorables ou
d’échapper aux conditions détrimentales, 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., 2006).

5.3 Lipopolysaccharides (LPS)
Les LPS sont des macromolécules de surface majoritaires chez les bactéries Gram négatif (Erbs et
Newman, 2012). Ils jouent un rdle dans la fixation des cellules bactériennes aux parois végétales, tout

en induisant des réponses défensives chez 1’hote (Newman et Roepenack, 2000 ; Val et al., 2006).

5.4 Enzymes extracellulaires
Apres une étape de multiplication des bactéries, ces derniéres secrétent de fagcon synchrone
et en réponse a un mécanisme de régulation, un ensemble d’enzymes lytiques dont 1’activité est

responsable des symptdémes de macération observables sur plantes et tubercules.

Chez Pectobacterium sp, cet arsenal enzymatique est particulierement bien adapté a la
dégradation de tous les composants des parois végétales, ce qui explique I’ampleur des dégats observés
et leurs vitesses d’apparition. Il s’agit des protéases, cellulases et de nombreuses enzymes
pectinolytiques (pectine et pectate lyases, pectate hydrolases et pectine methylésterases) (Latour,
2008).

B
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5.4.1 Pectate lyase (PEL)

Les PEL sont les enzymes les plus importantes dans le développement de la maladie
(Smadja et al., 2004a). Ils dégradent les substances pectiques des parois des plantes par f-élimination,
provoquant la formation de produits insaturés en C4-C5 (Augustin, 2012).

(Smadja et al., 2004a) ont montré que la température optimale de la pathogénicité de
Pectobacterium était plus liée a la température de 1’activité des Pels qu’a leur tempeérature de

croissance.

5.4.2 Pectine lyases (PL)

Les PL ont comme substrat préférentiel 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).

5.4.3 Pectate hydrolases(Pehs)
Nommeées aussi polygalacturonases, elles hydrolysent le polygalacturonate au niveau de la
liaison o (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).

6- Quorum sensing

L’expression des facteurs de virulence chez les Pectobacteria est régulée par un mécanisme
originale découvert au début des années 1980 : le quorum sensing (Fuqua et al., 1994). Ce dernier
permet I’expression des genes de virulence seulement lorsqu’un quorum bactérien est atteint

(Pérombelon, 2002).

Les bactéries dans les tissus vegétaux se multiplient jusqu’a atteindre un seuil, puis secrétent
de fagon synchrone, un ensemble de facteurs de virulence qui altérent les parois végétales. Dans le but
d’évaluer leur densité et donc de percevoir ce quorum, les Pectobacterium synthétisent des molécules
signal, les N-acylhomoserine lactones (HSL) qui diffusent librement a travers les membranes
cellulaires (Latour et al., 2008). L’infection se déroule en deux phases distinctes : une étape primo-
invasive passive (préquorom) au cours de laquelle les bactéries se multiplient aux points d’infections
(blessures, lenticelles), sans macérer les tissus de 1’hdte. Ensuite une phase lytique active (post-quorum

sensing) marquée par la production massive d’enzymes exo cellulaires (Byers et al., 2002).
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II. Mécanismes de résistance et réponses végétales

Les plantes sont dotées de mécanismes de défense naturelle leur permettant de se
protéger contre les attaques microbiennes. Ces systemes peuvent étre répartis en deux

principales catégories, a savoir une défense préformee et une défense induite (Agrios, 2005).

1. Défense preformée

Les végétaux possedent des défenses dites préformées ou passives qui constituent les
premiéres remparts face aux attaques des phytopathogénes ou ravageurs. Elles comprennent des
barriéres physiques et d’autres chimiques (Gérard, 2014). Les barrieres physiques (cuticule des
feuilles) permettent aux cellules de résister a des pressions internes et/ou externes, et représentent
une défense structurelle (Heredia et al., 1995).

Les barriéres chimiques quant a elles, comportent divers composés antimicrobiens faisant

également partie des défenses constitutives (phytoanticipines) (Van Etten et al., 1994).

2. Défense induite

Les systemes de défense induits élaborés par le végeétal sont représentés dans la figure
suivante.

ﬁéé&staneo systémique acquise
3 (RSA)

m = Réponse de la plante

= Hypersensibilité

Feuilles attagqueées pa
s agernl pathogene

| Résistancs specifique NduLe
] EEeTepdus-pame R

Figure N° 03 : Mécanismes de résistance chez les plantes (Benhamou, 2009).
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2.1. Réaction hypersensible (HR)

C’est un mécanisme particulier de résistance mise en place en réponse aux agressions
par les agents pathogénes (Bouarab, 2000). La HR présente deux caractéristiqgues 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 I’accumulation de molécules
antimicrobiennes autour des zones infectées (Greenberg, 1997). Les mécanismes moléculaires
de la mort hypersensible ne sont pas connus. Cependant, de nombreux travaux suggerent que

cette réaction est une mort cellulaire généetiqguement programmeée (Dietriche et al., 1994).

2.2. Renforcement de la paroi cellulaire

La paroi végétale (en annexe) constitue une barriere physique tres efficace face aux
pathogenes capables d’adhérer aux surfaces cellulaires de 1’hdte, en la traversant par pression
mécanique ou hydrolyse enzymatique (Benhamou et al., 1996).

Dans la réponse locale liée a la HR, il est évident que la réaction végétale aux pathogene
ou a la blessure est corrélée avec les changements biochimiques et physiologiques des cellules
(Zhao et al., 2005b ; Zhao et al., 2005c¢ ; Soylu, 2006), comprenant la synthese de nouvelles
molécules comme les glycoprotéines riches en hydroxy prolines (HRGP), la callose (polymere

de B (1-3) glucane) et des composés phénoligues tels que la lignine (Boudart et al., 1995).
2.3.  Synthése des substances antimicrobiennes

a. Production de protéines PR
Les protéines PR (Pathogenesis Related) ont été initialement décrites en 1970 chez le
tabac suite a une infection par le virale. Ces protéines sont retrouvées dans les tissus soumis
aussi bien au stress biotique qu’abiotique. C’est pourquoi elles ont été longtemps considérées
comme des protéines de défense uniquement. Néanmoins, il a été montré que certaines PR (en
annexe) sont impliquées dans de nombreuses étapes de développement telles que la
germination, la floraison ou encore la maturation des fruits (Van Loon et al., 2006).

b. Production des Phytoalexines
Les phytoalexines sont définies comme étant des composes antimicrobiens de faible
poids moléculaires produits par la plante apres un stress biotique ou abiotique (Kuc, 1995). Ces
composés sont synthétisés par trois principales voies métaboliques, a savoir les voies de 1’acide

shikimique, de 1’acétate-mévalonate et de 1’acétate-malonate.
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La figure suivante illustre les voies aboutissant a la synthése de 4 classes de
phytoalexines : les terpenes, les composés polyacétylés, les stilbenes et les isoflavonoides
(Benhamou, 2009).

Ces composants s’accumulent dans les tissus végétaux a I’emplacement d’infection ou
de pénétration du pathogéne, permettant ainsi de réduire ou de stopper sa progression en
désorganisant et en tuant ses cellules. Dans certains cas, la rapidité de 1’accumulation des

phytoalexines est étroitement associée a la résistance de la plante (Hammerschmidt, 1999).
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Figure N° 04 : Illustration des trois voies de synthese de quatre classes de phytoalexines
(Benhamou, 2009)

2.4.  Stimulation des metabolites secondaires
Les métabolismes secondaires sont des composés synthétisés par la plante afin d’inhiber
ou bloquer la propagation des pathogénes. Les enzymes qui participent a cette synthese sont
stimulées en réponse a I’application d’éliciteurs. Parmi ces enzymes, la Phénylalanine
ammonia-lyase (PAL) est a I’origine de plusieurs polyphénols dont les acides transcinnamique,

caféique, chlorogéniques et feruliques (en annexe) (Katz et al., 1998).

» La Phenylalanine ammonia-lyase

La PAL agit durant les premiéres étapes de la synthése de produits phytochimiques
(phenylprpanoides) (Martinez et al., 1996). La réaction catalysée par la PAL est la
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désamination spontanée, non oxydante de I’acide aminé L-Phe pour produire I’acide trans-

cinnamique et I’ammoniac selon la formule suivante (Macheix et al., 2005).

9
HO\fO HO [a]
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Figure N°05 : Désamination de la L-Phe en acide trans cinnamique par la PAL

La PAL (EC4.3.1.5) est une enzyme de type lyase présente chez les plantes et les
mycetes. Elle permet la catalyse des réactions de rupture de liaison carbone-azote (Fils-
Lyacaon, 2007).

L’activité de la PAL augmente aprés élicitation par un agent pathogene, par un
microorganisme avirulent, ainsi que par un éliciteur biotique (endogéne ou exogéne) ou
abiotique (Ebel, 1986). Les niveaux d’activité PAL peuvent différer en fonction du stade de
développement de la plante, du génotype et des indices environnementaux (Dixon and Paiva,
1995).

En réponse a la présence d’un pathogéne potentiel, la PAL s’accumule rapidement et
atteint des niveaux élevés chez I’hdte durant les réponses de résistance (interactions
incompatibles) que pour les réponses sensibles (interactions compatibles) (Wajahatullah
Khan et al., 2003). Le dosage de la désamination de la L-Phe est réalisé par spectrophotométrie

par un suivi de la production de la trans-cinnamate (lan A Dubery et al., 1987).

La PAL est codé par une famille multigénique s’exprimant de maniéere différente selon
les tissus et les plantes. Elle peut étre regroupée dans des complexes enzymatiques fonctionnels

avec différentes enzymes du métabolisme phénolique (El Ghaouth et al., 2003).

La PAL est une enzyme responsable de la biosynthése de nombreux composés végétaux
tels que les monomeres de lignine et de certaines classes de phytoalexines. Elle peut donc
intervenir dans le renforcement des parois cellulaires, dans la destruction du pathogéne, mais
aussi dans la transmission de signaux puisqu’elle participe a la synthése d’acide salicylique.
Elle peut également ralentir la progression de I’infection de maniére indirecte en favorisant la

mort cellulaire via des dommages sur les membranes cellulaires (Terry et Joyce, 2004).
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Les études biochimiques sur les protéines recombinantes montrent que la PAL 1.2 et 4
possédent une activité PAL avec une la méme efficacité, mais que la PAL 3 ne présente qu’une
faible activité. De plus, I’expression de PAL3 est tres faible dans les tissus, et ne semble pas
induite par quelcongue stress. Les autres genes de PAL sont exprimes dans de nombreux tissus

(graines, plantules, feuilles, racines, les fleurs, siliques et la hampe florale) (Raes et al., 2003).
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I. Matériel

1. Matériel bactérien

Deux souches bactériennes type sont utilisées pour notre expérimentation :
= Pectobacterium carotovorum ssp. atrosepticum (Pca 53.84), provenant de la
collection frangaise de bactéries phytopathogenes (CFBP/ INRA Anger- UMR
pathologie végétale, France) isolée en Algérie en 1997 a partir de la variété de pomme
de terre Désirée.
+ Dickeya dadantii (Dd 39.37) de ’'UMR Microorganismes, Adaptation et Pathologie
(MAP)-Université Claude Bernard, Lyon-France.

2. Matériel végetal

Des tubercules de deux variétés de pomme de terre de consommation (cultivars a peau
rouge « Désirée », et a peau blanche « Spunta », (fig6) ainsi que des rhizomes de carottes (en
annexe) sont collectés au niveau du marché hebdomadaire de Bejaia durant la période comprise
entre les mois de mars et avril 2016. Ces échantillons sont d’apparence saine, ne présentant

aucune blessure ou symptome de maladie

o SRR

Figure N° 06 : Tubercules de pomme de terre utilisés (variétés Désirée « rouge » et

Spunta « blanche »
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I1. Méthodes

1. Préparation des cultures bacteriennes

Les souches de référence utilisées, (Dickeya dadantii, P. atrosepticum), sont revivifiées
a partir de souches conservées dans le glycérol a -80°C. Elles sont d’abord ensemencées
sur bouillon LP (levure peptone) pour un enrichissement. Apres une période d’incubation
a 27°C pendant 24h/48h, elles sont repiquées a plusieurs reprises sur milieu de culture
semi-sélectif King B(en annexe) en boites de Pétri.

2. Tests de pathogenicité

1) Principe
La méthode d’évaluation de la virulence repose sur 1’induction et 1’observation des symptémes
typiques de pourriture molle sur tissus végétaux, tubercules, demi-tubercules de pommes de
terre, ainsi que sur rhizomes de carottes. Elle est utilisée afin de différencier les niveaux de
pathogénicité des souches et le degré de sensibilité des tubercules et de carottes selon la
méthode décrite par (Ibrahim et al., 1978).

2) Mode opératoire
L’effet des souches Pectobacterium et Dickeya a été testé sur les échantillons végétaux
(tubercules et demi-tubercules de deux variétés (Spunta et Désirée), ainsi que sur rhizomes et
tranches de carottes). La technique d’inoculation sur pommes de terre et carottes est

recommandée pour sa précision et fiabilité (Ibrahim et al., 1978).

Les échantillons sont lavés a 1’eau, puis désinfectés a la surface avec de 1’éthanol 10% pendant
5 minutes. Ils sont ensuite rincés a 1’eau et séchés sous hotte a flux laminaire. Une préculture
est réalisée sur bouillon LP ou bien sur bouillon nutritif durant 24h a 27°C, puis transférée sur
tubes d’eau physiologique. L’inoculum standard est déterminé par spectrophotométrie en
mesurant la densité optique (DO= 0.2) pour une longueur d’onde de 600 nm, ce qui correspond

a une population bactérienne de 107 cellules/ml (Byers et al., 2002).
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2) 1-Sur pommes de terre

2)1-1- demi-tubercules
Chague tubercule est coupé longitudinalement en deux parties plus au moins identiques,
puis disposé dans des bacs en plastique. Des puits uniformes (5mm longueur/5mm de diamétre)
sont réalisés. Par la suite, 100 pul de suspension bactérienne sont inoculés. Des répétitions au
nombre de 04 sont réalisées pour chaque souche et cultivar. L’incubation se fait a température
ambiante et a ’obscurité pour une durée de 3 a 5 jours.
La lecture est réalisée en mesurant quatre différents parameétres :
> Prélevement et pesée des tissus pourris (gr) ;
» Mesure du volume d’eau nécessaire pour remplir chaque puits a 1’aide d’une pipette
graduée, il correspond a la quantité de tissus macérés (ml) ;
» Calcul de la longueur de la zone macérée par une regle (mm) ;

> Estimation de la profondeur de la dépression créée par la pourriture (mm).

2)1-2-Sur tubercules
Pour le test de pathogénicité sur tubercules, deux embouts (connes jaunes de micropipette)
contenant la suspension sont implantés sur la peau de chaque tubercule a environs 10 mm de

profondeur. 02 échantillons de chaque cultivar sont utilisés.

2) 2- Sur Carottes
Les légumes sont coupés transversalement en plusieurs rondelles de dimensions
uniformes, puis sont inoculées, et mises dans des boites de Pétri stériles, avant d’étre incubées
a température ambiante. 5 répétitions sont réalisées. En outre, des carottes entieres sont aussi
inoculées avec 2 répétitions.
Les tissus macérés, ainsi que les couches intermédiaires (entre tissus malades et sains)
sont prélevés dans le but de doser les activités enzymatiques des pectates-lyases et de la Phényl-

Alanine Ammonialyase.
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Figure N° 07 : Echantillons de pommes de terre et de carottes inoculeés.

3) Test d’Antibiogramme
1-Principe
Le principe d’antibiogramme consiste a placer la culture bactérienne en présence de
plusieurs antibiotiques et a observer les conséquences sur le développement et la survie de celle-
ci. Il existe trois types d'interprétation selon le diametre du cercle qui entoure le disque

d'antibiotique : souche ou bactérie sensible, intermédiaire ou résistante.

2-Matériel utilisé

< Milieu standardisé : Mueller-Hinton.

< Disques d’antibiotiques : Gentamycine (Gen ; 10 mcg), Ceftazidime (Caz ; 30 mcg),
Amoxyclav (AMC ; 30 mcg), Amoxycilline (AMX ; 25 mcg), Cefotaxime (CTX,
30 mcg), Oxacilline (OX ; 1 mcg), Tetracycline (TE, 30 mcg), Imipeneme (IMP ;
10 mcg), Amikacine (AK, 30 mcg), Cefoxitine (CX ; 30 mcg).

= Suspension bactérienne (DO de 0.1 & 600 nm).

+ Ecouvillons stériles.
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3-Mode opératoire
Une pré-culture est préparée a partir d’une gélose King B, puis transférée sur des tubes
d’eau physiologique afin d’obtenir une suspension bactérienne ajustée a une DO de 0,1 a 600
nm (Andrews, 2008).
A T’aide d’un écouvillon stérile, le milieu Mueller-Hinton est ensemencé en surface.
Cing disques d’ATB sont appliqués pour chaque boite. Les boites sont par la suite incubées a
27°C/24h. L’efficacité d’un antibiotique vis-a-vis d’une colonie bactérienne est directement
visible en évaluant le diamétre de la zone d’inhibition.
4) Dosage des enzymes Pectates-lyases
1-Principe
Les pectates-lyases sont une classe de pectinases qui clivent les liaisons o (1-4) du
polygalacturonate, en libérant des oligogalacturonides insaturés. Ces enzymes présentent un
maximum d’absorption au spectre UV a 230nm. Le dosage des pectates-lyases repose sur la
détermination par spectrophotométrie des oligogalacturonides libérés au cours du temps selon

le protocole de Morran et al., 1968 avec modifications (cité par Kepseu et al., 2010).

2-Matériel et milieu réactionnel utilisé
#+ Tris-HCL 0.1M /Ph =8.5
+ Cacl, 0.1Mm
+ PGA (0.5¢/l)
+ Spectrophotométre UV-visible
Soit pour 100ml :
% 10ml Tris-HCL 1M a pH=8.5
+ 50puL Cacl, 0.2M
+ 2ml PGA a2.5% (peser 2.5g de PGA dans 100ml de tris-HCL 0.1 M/ pH=
8.5).
+ Ajouter environ 0.8ml de soude & 1N puis ajuster a pH=7 toujours avec
NaOH.
+ Diluer le Cacl, dans I’eau et le tris : ajouter le PGA a la fin.
3-Protocole
Des cultures fraiches sont preparées sur du milieu King B, puis transférees sur bouillon

LP et incubé a 27°C/24h. Les tubes de la seconde pré-culture sont inoculés par 0.5g de tissus
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maceérés dans 5 ml de LP. Apres incubation, 0.1ml sont inoculés dans 0,9 ml de bouillon LP,
puis la DO est mesurée a 600 nm.

Pour le dosage enzymatique, 1ml de la seconde culture est centrifugé a deux reprises a
12000 rpm/3mn. Le surnagent riche en enzymes extracellulaires est récupéré, 50l de ce dernier
est additionné a 950ul de tampon PL. La lecture est réalisée par spectrophotometre a une
longueur d’onde de 230nm.

Le schéma suivant résume les étapes de dosage des Pels.
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VY
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Figure N° 08 : Protocole de dosage de I’activité pectate-lyase (Kepseu et al., 2010).
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5) Extraction/dosage de la PAL

1-Principe
L’enzyme PAL convertit avec désamination la L-Phe en acide- transcinnamique, ce dernier
est le précurseur de la synthese de la plupart des composés phénoliques, qui présentent un
maximum d’absorption a 290nm. Le dosage de la PAL repose sur la détermination

spectrophotometrique des transcinnamates libérés au cours du temps.

2-Matériel et milieu réactionnel

+ Spectrophotométre UV-visible

+ Tampon borate de sodium 0.1M/ pH= 8.8 (contenant 10mM de 2-
mercaptoéthanol 5%, de polyvinyploypyrrolidone et ImM d’EDTA).

+ L-Phénylalanine (1ml).

+ Acide trichloracétique (TCA), pH= 8.8.

+ Papier Wathman N°1.

3-Protocole d’extraction et dosage de la PAL

La quantification de I’enzyme PAL est réalisée selon le protocole modifié de Ngadze et al.,
(2012) :

v’ Prélévement de 1.5¢g de tissus pourris, suivi d’une macération pendant 5 min dans 10 ml
de Tampon borate de Sodium 0.1M.

v’ Clarification par filtration sur papier Wathman N°1.

<

Deux Centrifugations du filtrat obtenu & 14000 pendant 30 min.

v 1ml du surnagent récupéré est additionné a 1.5ml de tampon borate (0.1M, pH= 8.8) et
1ml de L-Phe.

v Incubation du mélange réactionnel a 37°C pendant 1h.

v Apres incubation, la réaction est stoppée par ajout d’1ml d’acide trichloracétique

(TCA), 6M.

v' L’absorbance est mesurée a 290 nm.

E
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I11. Résultats et discussion

I11-1. Tests d’infection sur pommes de terre et carottes

Des essais d’inoculation sont effectués sur deux variétés de pommes de terre, ainsi que
sur carottes, ceci afin d’induire les symptomes de macération et d’estimer le potentiel
infectieux des souches de références de notre collection. La lecture est réalisée par la mesure
de cinq parametres-clefs, a savoir les poids des tissus pourris, volumes d’eau et longueur et
profondeur des zones macérées.

A la lumiére des données obtenues, on constate tout d’abord que la totalités des tissus
inoculées (que ce soit les tubercules de pommes de terre ou les carottes) ont présentés des
symptdomes de macération et de pourriture aprés la période d’incubation, et cela dés le 26

jour apres infection (Fig 09).

Figure N° 09 : Symptémes de pourriture molle sur pomme de terre et carottes
A) Spunta/ 5384 ; B) Désirée/ 3937 ; C) Spunta/ 3937 ; D) Carotte/ 3937

A noter que le type de symptdmes observés, leur intensité, ainsi que leurs différentes
mesures sont fonction de la nature des souches utilisées, des cultivars inoculés, ainsi que des
conditions d’incubation. A signaler aussi que les symptdmes observés sur tubercules et demi-
tubercules sont typiques des souches utilisées et sont en accord avec les données

3




Résultats et discussion

bibliographiques. Ainsi, les tissus végétaux inoculés par les souches de Pectobacterium et
Dickeya sont distinguables par I’apparence de la pourriture occasionnée sur demi-tubercules.
Les symptdmes induits par Pca 5384 sont caractérisés par une pourriture foncée et humide
avec un halo noir marquant une frontiere entre tissus sains et infectés, par contre ceux dus a
Dickeya dadantii sont plut6t secs, de couleur marron clair, avec une étendue de la surface
nécrosée plus réduite (Fig 10, 11 et 12).

Figure N° 12: Symptdmes de pourriture molle sur demi-tubercules du cultivar Spunta
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111-1-1) Evaluation des facteurs de pathogénicité

1. Sur demi-tubercules

1. 1 Poids des tissus macérés

La mesure de la masse des tissus infectés, nous renseigne sur la différence de
sensibilité des variétés utilisées.

Ainsi, la souche 5384 (Pectobacterium atrosepticum) est celle qui a induit le plus de
maceration (avec des poids supeérieurs a 4g sur cultivar Désirée), alors que la souche Dickeya

a présenté les plus faibles poids, notamment sur Désirée (0,69).

Par ailleurs, on constate que c’est la variété Désirée qui présente les valeurs les plus
faibles pour la souche Dickeya, alors que Spunta semble avoir une moindre sensibilité pour
5384, du moins pour le paramétre poids des tissus macérés (Fig 13). La différence peut aller
jusqu’a 8 fois pour les valeurs de poids, ce qui indique la grande variabilité pathogénique de

nos souches.
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Figure N° 13 : Poids des tissus macérés sur demi-tubercules

Pour la masse des tissus macérés, on remarque que la différence peut aller jusqu’a 2
fois entre les souches les plus pathogénes de Dickeya sp et les souches les moins virulentes de

Pectobacterium, notamment 1’espece Pca.

1. 2 Volumes d’eau des tissus macérés
Les calculs du volume d’eau nécessaire pour combler les espaces macerés sont

illustrés dans la (Fig 14), les demi-tubercules inoculés par la souche 5384 ont présenté les
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volumes les plus élevés, et ceci pour les deux cultivars. De méme, la souche 3937 montre des
volumes plus faibles. Concernant les variétés, c’est le cultivar Désirée a peau rouge qui est
plus sensible par rapport a la variété blanche Spunta pour la souche 5384. Les différences de
volumes entre les essais peuvent atteindre un maximum de 3,5 fois sur la variété Désiree. Il
est a signaler que généralement les paramétres poids et volume d’eau sont
proportionnellement corrélés.
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Figure N° 14 : Volumes d’eau des tissus macérés sur demi-tubercules

1. 3 Longueurs et profondeurs des tissus macérés

Les mesures des longueurs/profondeurs des zones nécrosées, (Fig 15et 16), ont montré
une prédominance de la souche 5384 avec les valeurs les plus élevees, a 1’exception du
parameétre profondeur sur Désirée. Notons, que de ce dernier présente des taux presque

similaires pour les deux cultivars.
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Figure N° 15 : Longueurs des tissus macérés sur demi-tubercules
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Figure N° 16 : Profondeurs des tissus macérés sur demi-tubercules

Les résultats du test LSD, (voir annexe), avec le paramétre cultivar comme effet
principal ont montré que seul la variable poids des tissus pourris présente des différences
significatives avec deux groupes homogenes, prouvant ainsi la pertinence et ’impact de ce

facteur. Les autres parametres (volume, longueur et profondeur) n’ont montré aucun effet.

En outre, en considérant le caractére souche comme effet principale, on a constaté que
les variables poids, volume et longueurs des nécroses ont montré une différence significative.

Par contre, la variable profondeur ne semble avoir aucun effet.

La forte prédominance du caractére virulent de 1’espece 5384 par rapport a 3937 est
expliquée par son optimum de température. En effet, d’apres (Pérombelon, 1992) et Smadja
et al., (2004), 5384, a des températures de 15 a 22°C jusqu’a 25°C, produit des quantités
élevées de pectinases, notamment la transéliminase endopolygalacturonique, induisant ainsi

plus de symptémes de pourriture molle.

Tandis qu’a des tempeératures supérieures, cette production diminue pour devenir
presque indétectable a 30°C, et ce sont les espéces du genre Dickeya qui vont prédominer. Vu
que la température d’incubation des demi-tubercules n’a pas dépassé le seuil de 25°C, il est

tout a fait naturel que les souches d’atrosepticum soient les plus actives.

En outre, selon Lapwood et al., (1984), la mesure des facteurs de macération
(longueur, profondeur et de volumes d’eau) est un bon indicateur pour I’évaluation du degré

de pénétration des tissus par les souches de Pectobacterium et Dickeya.
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1. 4 Calcul des surfaces des zones infectées

La superficie des zones d’infection des demi-tubercules inoculés sont mesurées par
I’intermédiaire d’un logiciel de calcul et de traitement des images (ImageJ), qui mesure le
pourtour de la zone infectée en mm? (Fig 17).

Pour la souche dadantii, les surfaces estimées varient entre 4,025 et 20,274 mm? pour la
variété Spunta, tandis qu’elles sont située de 2,557 jusqu’a 7,064 mm? pour la variété Désirée.
Alors gque pour les demi-tubercules inoculés par la souche 5384, les surfaces mesurées varient
entre un intervalle de 06,643 a 13,867 mm? sur cultivar rouge Désirée, et de 11,893 a 30,176

mm? sur Spunta.

On constate que pour la souche 5384, il y’a une non correspondance entre les mesures des
longueurs de pourriture et les surfaces des zones nécrosées, ceci est probablement dd a

I’inégalité de la répartition des suspensions bactériennes.

AN

Figure N° 17 : Aire des zones infectées sur variétés Désirée (gauche) et Spunta (droite)

2. Sur tubercules

L’inoculation des tubercules de pommes de terre via les cones de micropipettes, a
permis aprés incubation d’observer des zones d’infection sous forme d’un trait ou ligne di a
la diffusion de I’inoculum bactérien a travers 1’embout, et encore une fois, les symptdmes sont
typiques selon les souches inoculées (Fig 18).

Les résultats obtenus ont montré, contrairement aux essais sur demi-tubercules, une
Iégere prédominance de la souche 3937 par rapport a 5384, en ce qui concerne la longueur des
tissus infectés. Néanmoins, les différentes observations présentent des valeurs rapprochées.

Tandis que pour la largeur des zones macérées, c’est la souche 5384 qui prédomine sur
cultivar Désirée, tandis que la sensibilité Spunta est presque similaire pour les deux souches
(Fig 19 et 20).
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Figure N° 19 : Longueurs des tissus macerés sur tubercules
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Figure N° 20 : Largeurs des tissus macérés sur tubercules
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3. Sur carottes :

Les essais d’inoculation réalisés sur carottes ont confirmé ’effet virulent des souches a

la fois sur carottes entiéres, ainsi que sur tranches (Fig 21).

Figure N° 21 : Symptdmes de macération sur tranches et rhizomes de carottes
A) Macération sur 3937 ; B) 5384 ; C) 3937 ; D) 5384 ; E) 3937

Les calculs des poids et longueurs de pourriture sur rondelles de carottes ont montré
des valeurs supérieures chez les tissus inoculés par la souche 3937par rapport a 5384. En
outre, les rondelles de carottes ont été complétement macérées au point ou on n’a pas pu

estimer la masse des zones nécrosées par rapport aux tissus sains (Fig 22 et 23).
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Figure N° 22 : Longueurs des tissus macérés sur tranches de carottes
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Figure N° 23 : Poids des tissus macérés sur tranches de carottes

Sur rhizomes de carottes, c’est la souche 3937 qui présente aussi les valeurs les plus
élevées que ce soit en termes de poids ou de longueurs des zones maceérées (Fig 24 et 25). La
prédominance du genre Dickeya par rapport a Pectobacterium est due au fait que durant la
période d’incubation, la température ambiante a dépassé les 30°C, ce qui favorise bien sur le

développement et la croissance des souches 3937.

Corbaz (1990) a montré que les recombinants des clones de Dickeya capables de
produire la polygalacturonique-acide transéliminase provoqueraient une maceration
importante des racines de carotte, tandis que des clones mutants dépourvus de 1’enzyme

n’engendraient aucun symptome.
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Figure N° 24 : Longueurs des tissus macérés sur carottes

E



Résultats et discussion

25
a

2.0
w15
5 ]
- m Poids
21,0 -

05 - b

0.0 ﬁ_

3937 5384

Figure N° 25 : Poids des tissus macéres sur tranches de carottes

Les essais d’inoculation sur tissus végétaux ont permis de mettre en évidence une
différence de sensibilité au sein des variétés de pommes de terre. Ainsi, il s’avere que c’est le
cultivar a peau rouge (Désirée) qui présente une plus grande vulnérabilité a la macération par

rapport a Spunta.

Ce constat est confirmé par les travaux de Rabot et al., (1994) réalisés sur 8 cultivars
qui ont décrit la variété Désirée comme modérément sensible a la pourriture molle causée par
les souches de P. atrosepticum. Ces résultats ont aussi montré que cette variété présente aussi

une faible sensibilité & la maladie de la jambe noire.

Allefs et al., (1996) ont montré que chez 12 variétés de pomme de terre, la variété
Désirée est sensible. Par ailleurs, Acufia et al., (2004) en évaluant la réaction de 14 cultivars

vis-a-vis de quatre maladies ont conclu que Désirée est sensible a la pourriture séche.

111-1-2) Test d’Antibiogramme

Les résultats du test d’antibiogramme nous ont permis de tester la sensibilité des
souches de notre collection vis-a-vis de 10 antibiotiques actifs vis-a-vis des bactéries Gram
négatif. Les données obtenues ont révélé que les deux souches testées (Dickeya dadantti 3937
et Pectobacterium atrosepticum 5384) sont sensibles a la plupart des antibiotiques utilisés.
Ainsi, a I’exception de 1’oxacycline, tous les antibiotiques testés ont produits des zones
d’inhibition plus au moins importantes. L’inefficacité de 1’oxacycline serait probablement due

a sa faible concentration (1 pg/disque) (Fig 26).
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Figure N° 26 : Zones d’inhibitions obtenues sur boites de Pétri
A: AK, CX, TE, IMP, OX /B : AMC, GEN, AMX, CTX, CAZ. Pour 5384
C:CX, TE, OX, IMP, AK/ D : CAZ, CTX, AMX, AMC, GEN. Pour 3937

Les antibiotiques les plus performants sur les trois souches étant 1’Imipeneme,
I’Amoxyclav et la Gentamycine. Tandis que la Tetracycline, I’Amoxycilline et la Cefoxitine
ont produits les zones d’inhibitions les plus réduites. Les zones les plus importantes ont atteint

les 4 cm de diamétre.

e La souche 3937 est résistante a 1’OX, sensible moyennement a I’AMX et AMC. Elle
est sensible aux IMP, CTX, AK, GENT, CX, TE et CAZ (Fig 27).

e La souche 5384 est résistante a I’OX et ’AMX, Sensible a I'IMP, CAZ, CTX, AK,
GENT et CX. Elle présente une sensibilité intermédiaire au TE et I’AMC (Fig 27).

Ainsi, au regard des résultats du test d’antibiogramme, on peut affirmer que les trois
souches présentent des niveaux de sensibilité similaires, avec le méme profil vis-a-vis des

antibiotiques testés.
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Figure N° 27 : Résultats du test d’antibiogramme sur les souches (5384 et 3937)
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111-1-3) Dosage des enzymes Pectate lyases

La quantification de I’activité pectinolytique nous a permis d’estimer la sensibilité des
tissus végetaux, ainsi que leurs réactions vis-a-vis des souches bactériennes inoculées de

Pectobacterium et Dickeya sp. Les Pels jouent un réle primordial dans la pathogeénicité.

La méthode de dosage est basée sur la quantification des oligouronides insaturés
produits lors de la réaction de B-élimination, catalysée par la pectate lyase. La concentration

des produits de dégradation est proportionnelle a la quantité de pectate lyase active libéreée.

Les résultats obtenus dans les figures montrent que le calcul des activités spécifiques
sur pommes de terre et carottes inoculées ont montré des taux éleveés sur carottes infectées par
les souches 5384 avec des valeurs dépassant 12 Ul. Tandis que les deux variétés de pommes
de terre présentent des taux de pels assez rapprochés, il faut noter cependant que les variétés
blanches Spunta ont présenté légérement moins d’activité pectate-lyase comparé a Désirée qui

est plus sensible (Fig 28).

E
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A signaler aussi que ’activité Pel s’est exprimée de la méme maniere autant sur les
tissus infectés que sur les parties intermédiaires entre tissus sains et infectés. De ce fait, ce

parametre (type de tissus) ne semble pas avoir d’impact déterminant.
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Figure N° 28 : Résultats du dosage de I’enzyme Pectate lyase

Ces résultats suggerent que la pathogénicité des bactéries pectinolytiques ne dépend
pas de la concentration bactérienne, mais de la quantit¢é d’enzymes produites, ainsi que la
nature de 1I’hote infecté, Ces observations sont confirmées par Ishi (1976) et aussi par Corbaz
(1991), qui ont démontré que ’activité enzymatique est plus question de 1’environnement et
de I’interaction plant-pathogene que du pathogéne lui-méme. En outre, les travaux de Lautier
(2007) ont montré que ’agressivité des genres Pectobacterium/Dickeya est essentiellement

liée & leur capacité a produire massivement différents facteurs de virulence dont les Pels.

Ces résultats sont conformes a ceux obtenus par Dorel et al., (1992) qui ont établi une
relation directe entre gravité de la maladie et activité des Pels sur deux cultivars de pomme de
terre dont 1’un est sensible et 1’autre résistant, il a été noté que I’intensité de la maladie est
plus réduite dans les tissus des tubercules résistants, ceci est di au fait que les tissus végétaux
résistants possedent divers facteurs qui pourraient inhiber l'activité PeL en inactivant les
enzymes produites par les Pectobacterium tels que la polyphénol oxydase et peroxydase
L'autre possibilité est que la pectine de plantes résistantes est fortement méthylée et en tant

que tel, ne pourrait pas étre dégradée par les pectate lyases.
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De méme que pour le dosage de I’activité spécifique des PeLs sur carotte, on a
constaté que sur ce légume, la sécrétion de Pels est plus importante que sur pommes de terre.
Nos résultats sont aussi en conformité avec ceux de Parthiban en 2012, qui a testé I’effet de
quatre enzymes pectinolytiques dont les pectate lyases de trois souches de Pectobacterium sur
des tissues de carottes, ils ont ainsi confirmé une intense corrélation entre activité

enzymatique et symptomes de macération au cours de 5 jours d’infection.

I11-1-4) Dosage de la Phenylalanine Ammonialyase (PAL)

A I’issue du dosage de la PAL a partir de tissus infectés et intermédiaires de pommes
de terre (Spunta et Désirée) et de carottes. Les absorbances calculées ont révélé ont montré
des quantités élevées sur les demi-tubercules de Désirée inoculés par 5384, la variété Spunta
présentant de plus faible taux. Des taux éleves ont aussi été observés sur tissus de carottes.
D’une manicre générale, ce sont les tissus infectés qui présentent les valeurs de Pal les plus
élevées par rapport aux tissus intermeédiaires, ceci est logique, vu que ce sont ces parties qui
sont les premiers au contact de I’inducteur, aussi plus les cellules et les tissus végétaux sont
durement touchés, et plus il réagissent en produisant des quantités importantes de métabolites
secondaires. La souche 5384 induit les taux les plus élevés a la fois sur Spunta, Désirée et
aussi sur carottes (Fig 29).
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Figure N° 29 : Résultats du dosage de I’enzyme Phénylalanine-ammonialyase

Plusieurs travaux antérieurs ont confirmé les résultats obtenus dans ce travail. Ainsi
Zimnoch-Guzawska et al., (1999) en testant la résistance de 44 hybrides diploides de pomme

de terre vis-a-vis des maladies de pourriture molle et jambe noire sont arrivés a la conclusion
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qgue les souches 5384 sont les plus virulentes et produisent des taux de macération
généralement plus importants que les souches de 3937.

Comme précédemment cite, la prédominance des espéces du genre Pectobacterium
par rapport a Dickeya sp est expliquée par les températures de croissance optimales. Le test de

pathogeénicité étant réalisé au mois de Mars 2016.

Ces résultats mettent en évidence la relation proportionnelle existante entre ’activité
enzymatique et I’intensité des symptdmes de pourriture sur les tissus infectés de pomme de
terre et de carotte. En comparant le degré de pathogénicité des souches entre la pomme de
terre et carotte on constate que la pomme de terre qui est 1’hdte spécifique de ces souches est
plus sensible par rapport a la carotte qui présente une certaine résistance, et une moindre

sensibilité.

D’une maniére générale, et en vue des résultats obtenus, a la fois sur tubercules, demi-
tubercules et carottes, ainsi que via les dosages enzymatiques, on constate que c’est 1’espéce
P. atrosepticum qui présente les taux d’infection les plus élevés, ceci a la fois pour tous les
paramétres de mesures, (poids, volume, longueur et profondeur des pourritures), avec une
capacité de macération plus importante sur pomme de terre. Cependant, D. dadantii demeure

toujours aussi virulente.
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Conclusion

Conclusion

L’objectif principal de notre étude est de mettre en évidence des méthodes quantitatives
et qualitatives permettant de déterminer et d’évaluer le potentiel de virulence de souches
appartenant aux genres Pectobacterium et Dickeya sp inoculées sur tissus végétaux hoétes
(pommes de terre et carottes), soit par I’observation et I’analyse des symptomes induits ou bien
par la quantification et le dosage de metabolites secondaires qui jouent un role clef durant le

processus infectieux (enzymes Pels et Pal).

De ce fait, en se basant sur les données récoltées, on est en mesure d’affirmer la
prédominance et le caractére virulent de 1’espéce P. atrosepticum (souche 5384) sur I’ensemble
des échantillons testés (tubercules et demi-tubercules de pommes de terre des variétés Désirée
et Spunta, ainsi que sur carottes). Cette activité de macération est principalement due a un large
¢éventail d’enzymes de dégradation. Le genre Dickeya sp bien que potentiellement moins
virulent que Pectobacterium sp a néanmoins induit des niveaux de macération assez importants.
Une différence de réaction variétale vis-a-vis de ces phytopathogenes est également a signaler,
ainsi pour la plupart des essais réalisés, c’est le cultivar de couleur rouge Désirée qui présente

la plus grande sensibilité comparé a la variété blanche Spunta.

Les calculs des parametres physiques des symptomes de macération se sont avérés étre
un outil assez fiable d’évaluation, notamment 1’estimation des poids et des volumes d’eau des

tissus infectés.

De méme, I’extraction des tissus macérés et la quantification spectrophotométrique des
enzymes pectate-lyases et de la Phénylalanine-Ammonialyase (Pal) nous a renseigné sur les
réactions métaboliques survenant durant I’ interaction plante-pathogene, ainsi les tissus infectés
par les souches Pectobacterium ont enregistré les taux les plus élevés en Pels et en Pal, alors
que I’espece Dickeya dadantii fait office d’inducteur moyen. De méme, c’est la variété Désirée

qui a réagi le plus avec les populations bactériennes.

Ces résultats mettent en évidence la proportionnalité existant entre activités
métaboliques et intensité des symptomes de pourriture molle sur tissus de pomme de terre et
carotte. Ainsi, on a établi qu’il existe une étroite corrélation entre degré de macération et

activité enzymatique.

@



Conclusion

Ceci ouvre également de nouvelles voies vers une meilleure exploitation des réponses

végétales, en vue de les utiliser comme moyens de prévention et de lutte prophylactique.

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

notre méthodologie sur d’autres plante cibles et sur d’autres pathologies végétales.
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Récapitulatif de la nomenclature des bactéries pectinolytiques.
Modifié d’apreés (Charkowski, 2006) :

Ancienne nomenclature

Momenclature proposeée Hdte Référence

Erwiniz carotovora

subsp. afrozeptica

subsp. befavasculorum

subsp. brasilienziz

subsp. carotovora

subsp. odorfera

subsp. wasabize

E. chrysanthemi
pv dieffanbachia {2, 3}

pv. diznthicola (1.7, 9)
pv. paradisiaca (3)

pv. zege (3, 8)

pv. chryzanthemi (5, &)
pv. parthenii (5,6}

Pectobacterium afroseplicum Pomme de terre, tomate Gardan ef al. (2003}

Pectobactenium Betterave, tournesal, Gardan ef al. (2003}

betavasculorum pomme de terre, artichaut

Pectolacterium  carotovorum  subsp.  Pomme de terme Cuarte et al.

braziiense (2004), Mabhan et al

2012)

Pectobacterium Plusieurs hates Hauben et al. {1995}

carofowvorum

Peciobacterium Chicoree, poireau, celen Hauben of 2l (1008)

carofowvorum subsp.

adarifarum

Pectobacterium wazabize Raifort Gardan ef al. (2003}

Fectobactenum chryzanthemum Hauben af al. (1998)

Diickeya Dieffenbachiae, Plusieur hotes Samson ef al [2005)

Diickeya dadtanfi

Dhickeya dianthicola Plusieurs hitas Samson ef al. (2005)

Dickeya paradisiaca Flusieurs hites Samson ef al, (2003)

Crickeys zeae Plusieurs hotes Samsaon ef al. (2005)

Diickeya chrysanthemi Plusieurs hites Samson ef al. (2005)

Crickeys chryzanthemi Plusieurs hitas Samsan ef al. (2005)
. Diickeya solani sp. nov. , Pomme de terre . Wan der'Welf of al. (20 14)

Représentation schématique de la paroi d’une cellule
vegétale d’apres (Gerard, C. 2014) :

Paroi
primae

=
Paroi
secondaire

Membrane plasmique

.— Pecine
F Cellulose

Protéine

|

f - ) |
m { X
o ) \ .
\ N
1 \
'

Lignine
Hemicellulose
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Classification des protéines RP d’apreés (Van Loon, 2006) :

Famille | Taille Propriétés Cible potentielle
kDa
PR-1 15 Antifongique ND
PR-2 30 B-1, 3-Glucanase p-1, 3-Glucanase
PR-3 | 25-30 | Chitinase(class I, 11, 1V, V, VI) Chitine
PR-4 15-20 Chitinase (class I, I1) Chitine
PR-5 25 Thaumatin-like Membrane
PR-6 8 Proteinase-inhibitor ND
PR-7 75 Endoproteinase ND
PR-8 28 Chitinase class 111 Chitine
PR-9 35 Peroxidase ND
PR-10 17 Ribonuclease-like ND
PR-11 40 Chitinase class | Chitine
PR-12 5 Défensine Membrane
PR-13 5 Thionine Membrane
PR-14 9 LTP Membrane
PR-15 20 Oxalate oxidase ND
PR-16 20 Oxalate oxidase-like ND
PR-17 27 ND ND
IV. Les voies de synthése de métabolites secondaires (Anonyme) :
Phenylpropanoid Metabolic Pathway:-
L—phelrgl;:l:nine
< benzoic Acid +— Cinnamate _, Catftelc apng—clhi F-‘erulater—ss 5-OH Ierulat(e:(zr lS_Ir}apate
et G <
«—_ _CHI/CHR/CHS ldCL cc_/;( e
= ————— 4-coumaroyl- CoA 3 malonyl-CoA
"‘-\____ L CHS
iy Naringenin chalcone
Daidzein T~ JCH s
..... — " Genistein [5: oH Eriodictyol <F3'5'H narngenin —E3H o Eriodlctyollpol' =
PHYTOALEXINS l:ﬂg' ¥ F3H F3H . vEaH i
=G IFR2 Ini’.yd,u,,,y,;w[;,,:‘j;'_bihydlokaempfmulfi_t{, Di,lyd,wumwﬁnl,ﬁ, FLAVONOLS
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*  Pterocarpan x P A AT TS LAR
e e il %
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V. Classification botanique et appareil végeétatif de la pomme de terre et

de la carotte :

Régne : Végétal
Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Asteridae

Ordre : Solanales

Genre : solanum

Espeéce : Solanum tuberosum

Régne : Végetal
Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Astéridae

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Daucus

Espéce : Daucus carota

— «—FIEUR

»
FEUILLE ~
%

ZA

TUBERCULE
MERE
TUBERCULE STOION

\

RACINES

MOROT. DACCUS CARDTA

VI. Variétés de pommes de terre cultivées en Algérie d’apres la DSA,

EL-oued, (2008) :

Variétés rouge Variétés blanche
Brentina Safran
Amorosa Spunta
Cardinal Diamant

Kondor Sahel
Désirée Lola
Cléopatra Appolo
Resolie Ajax
Thalassa Yesmina
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VII. Fiche technique des deux variétés de pomme de terre (Désirée et

Spunta) :

e Solanum tuberusum (Désirée)

e Origine : Amérique du Sud, Andes

sucrée.

superficiel.

e Peau : rouge a chair jaune.

mars a avril
e Période de floraison : printemps-été.
demi-tardive,

e La récolte

rendement.

e Désiree est une des variétés de pomme

de terre a une saveur type, légerement

e Tubercule : oblong, assez régulier, yeux

e Désirée est une variété facile a cultiver.

e La plantation s’effectue en extérieur de

de bon

Solanum tuberosum (Spunta)

Origine : Amérique du Sud, Andes

La pomme de terre de Spunta est une des
variétés qui se garde le plus longtemps.
Facile a réussir, elle s’adapte a tous les
terroirs et les climats.

Trés productive, la plus cultivée au
monde.

Tubercule : sont réguliers, de gros calibre,
yeux superficiel.

Peau : jaune a chair jaune.

La plantation en extérieur de mars a avril.
Période de floraison : printemps-été.

La récolte : demi-précoce au rendement

élevé.

La plupart des milieux de cultures sont stérilisés, a une température de 120° pendant

20mn.

VIII. Milieux utiliseés pour la culture et la conservation des Pectobacterium

et Dickeya sp.
Milieu King B (pH=7,2)

Peptone

Phosphate de K dibasique
Sulfate de Mg (MgSOs4, 7H20)

Glycerol
Agar

Eau distillé

209
1,145 g
159
109
159
1000 ml




Annexes

Milieu LP (Levure Peptone)

Milieu LB (Luria Bertali) (pH=7.2)

Tryptone
Extraitd
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Test LSD; variable LONGUEUR (pt tuber.sta)

Groupes homogeénes, alpha =,05

EFFET PRINC.:VARIETE

Moy. 1
B . {2} 11,42499995 XXXX
R . {1} | 1,60000002 XXXX

Test LSD; variable POIDS (pt tuber.sta)

Groupes homogenes, alpha =,05

EFFET PRINC.:VARIETE

Moy. 1
B .. {2} 10,77499998 XXXX
R . {1} 10,85000002 XXXX

Test LSD; variable LONGUEUR (pt tuber.sta)

Groupes homogenes, alpha =,05

EFFET PRINC.:SOUCHE

Moy. 1
. 53.84 {1} 1,4375 XXXX
. Dd {2} |1,58749998 XXXX

Test LSD; variable POIDS (pt tuber.sta)

Groupes homogeénes, alpha =,05

EFFET PRINC.:SOUCHE

Moy. 1 2
... bd {2} |0,57499999 XXXX
. 53.84 {1}|1,04999995 XXXX

Test LSD; variable LONGUEUR (pt demi.sta)

Groupes homogeénes, alpha =,05

EFFET PRINC.:VARIETE

Moy. 1
VB ... {2} |3,74047613 XXXX
VR . {1} [4,21999979 XXXX
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Test LSD; variable VOLUME (pt demi.sta)

Groupes homogeénes, alpha =,05

EFFET PRINC.:VARIETE

Moy. 1
VB ... {2} [1,74523807 XXXX
VR . {1} |2,18666673 XXXX

Test LSD; variable PROFOND (pt demi.sta)
Groupes homogenes, alpha =,05

EFFET PRINC.:VARIETE

Moy. 1
VR ... {1} |0,78333336 XXXX
VB . {2} 10,85952383 XXXX
Test LSD; variable POIDS (pt demi.sta)
Groupes homogeénes, alpha =,05
EFFET PRINC.:VARIETE
Moy. 1 2
VB ... {2} | 1,2617619 XXXX
VR . {1} |2,40050006 XXXX
Test LSD; variable LONGUEUR (pt demi.sta)
Groupes homogeénes, alpha =,05
EFFET PRINC.:SOUCHE
Moy. 1 2
... Dd {2} |2,58333325 XXXX
. 53.84 {1} |5,37714291 XXXX
Test LSD; variable VOLUME (pt demi.sta)
Groupes homogeénes, alpha =,05
EFFET PRINC.:SOUCHE
Moy. 1 2
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. Dd {2}

0,98333335

XXXX

. 53.84 {1}

2,94857144

XXXX

Test LSD; variable PROFOND (pt demi.sta)
Groupes homogeénes, alpha =,05

EFFET PRINC.:SOUCHE

Moy.

. 53.84 {1}

0,79285717

XXXX

. Dd {2}

0,85000002

XXXX

Test LSD; variable POIDS (pt demi.sta)

Groupes homogeénes, alpha =,05

EFFET PRINC.:SOUCHE

Moy.

. bd {2}

0,82483333

XXXX

. 53.84 {1}

2,83742857

XXXX




Résumeé

Les especes Pectobacterium atrosepticum et Dickeya dadantii agents responsables des maladies
de jambe noire et pourriture molle, induisent des dégats considérables sur pommes de terre. Dans
le but de caractériser ces pathogenes, des échantillons de deux variétés de pommes de terre
(Désirée et Spunta), ainsi que des carottes ont été inoculées par deux espéces pectinolytiques (P.
atrosepricum et D. dandantii). Aprés incubation, les paramétres physiques des tissus macérés
(poids, volume, longueur, profondeur et surface) sont calculés. Par ailleurs, des dosages
enzymatiques (pectate-lyases et phénylalanine-ammonialyase) sont effectués a partir de ces tissus
infectés. Un test d’antibiogramme est réalis¢ dans le but d’estimer la résistance/sensibilité des
souches vis-a-vis de certains antibiotiques. D’aprés les résultats obtenus, une prédominance du
caractere virulent est observée pour I’espéce atrosepticum sur I’ensemble des échantillons utilisés
par rapport a Dickeya sp qui a présenté des niveaux de maceération assez importants. Une différence
de réaction variétale est également signalée vis-a-vis de ces pathogénes, c’est la variété Desirée
qui présente la plus grande sensibilité par rapport au cultivar Spunta. De méme, 1’extraction des
tissus macerés et le dosage des enzymes Pels et PAL, nous ont renseigné sur les réactions
métaboliques survenant durant 1’interaction plante-pathogéne.

Mots-clés : Dosage, Pectobacterium, Pathogénicité, Pomme de terre, Phénylalanine-ammonialyase.

Abstract

Pectobacterium atrosepticum and Dickeya dadantii species are blackleg and soft rot diseases
agents who induce considerable damage to potatoes crops. In order to characterize these pathogens,
two potatoes varieties (Desiree and Spunta) and carrots were inoculated by two pectinolytic species
(P. atrosepricum and D. dandantii). After incubation, physical parameters of macerated tissues
(weight, volume, length, depth and area) are measured. Furthermore, enzymatic assays (pectate
lyases and phenylalanine ammonialyase) are made from these infected tissues. An antibiogramm
test is also performed in order to estimate resistance/sensitivity of strains against antibiotics.
According to the results, a predominance of virulent character is observed for atrosepticum specie
on all samples used, Dickeya sp shows sizeable maceration levels. A difference of reaction is also
reported, Desiree variety has the greatest sensitivity compared to Spunta cultivar. In addition,
macerated tissues extraction and enzyme assay on Pels and PAL indicate metabolic reactions that
occurred during plant-pathogen interaction.
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