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Résumé

Les bactéries pectinolytiques appartenant aux genres Pectobacterium et Dickeya,
sont responsables des maladies de la jambe noire et de la pourriture molle surla
pomme de terrerespectivement lors de la culture et du stockage des tubercules, ce qui
provoque des dégatsimportants et des pertes économiques considérables. Notretravail consiste
a réaliser une étude in vivo en testant les souches des bactéries pectinolytiques sur différentes
variétés de pomme de terre afin d’étudier la résistance variétale de pomme de terre envers certains
agents bactériens pectinolytiques et aussi pour I’évaluation I’agressivité de ces souches
bactériennes. D’autre part, faire une analyse bibliographique de troisarticles portant sur le méme
axe de notre étude. La comparaison des objectifs et des resultats de ces articles permet en
premier lieu de mieux comprendre les mécanismes de pathogénicité de Pectobacterium et
Dickeya sur la pomme de terre, puis de bien connaitre la résistance variétale de pomme de

terre face a ces agents pectinolytiques.

Mots clés : Pectobacterium ssp, Dickeya sp, pomme de terre, pourriture molle,

jambe noire.

Abstract

Pectinolytic bacteria belonging to the genera Pectobacterium and Dickeya, are
responsible for blackleg and soft rot diseases on potatoes d uring cultivation and storage of
tubers respectively, causing severe damage and considerable economic losses. Our work
consists of carrying outan in vivo study by testing strains of pectinolytic bacteria ond if ferent
potatovarieties in order to study thevarietal resistance of potatoes to pectinolytic bacterial
agentsand also to evaluatethe aggressiveness of these bacterial strains. On theother hand,
to make a bibliographical analysis of three articles dealing withthe same axis of our study.
Comparison of the objectives and results of these articles will allow us tobetterund erstand
the pathogenicity mechanisms of Pectobacterium and Dickeya on potatoes, and to gain a

good understanding of the varietal resistance of potatoestothese pectinolytic agents.

Key words : Pectobacterium ssp, Dickeya sp, potato, soft rot, blackleg.
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Introduction

Introduction

La pomme de terre est une plante vivace, herbacée, dicotylédone et tubéreuse de la famille
(Solanum tuberosum L) elle s’adapte a des situations trés diverses : du cercle polaire a ’équateur en
jouant sur les saisons, les variétés, I’altitude...etc. Elle joue un role clé dans le systeme alimentaire
mondial. C’est la principale denrée alimentaire non céréaliére du monde. Parmi 153 pays producteurs
de pomme de terre, la production mondiale a atteint le chiffre record de 385,074 millions de tonnes
(Mt) en 2014 (FAO, 2018).

Dans les pays développés, la consommation de pommes de terre augmente considérablement
et représente plus dela moitié de larécolte mondiale. Comme elle est facile a cultiver et que sa
teneur énergétique est élevée, c’est une culture commerciale précieuse pour des millions
d’agriculteurs (Tria, 2011).

En Algérie, la filiere pomme de terre, dans tous ses volets semences et consommation, a un
poids économique considérable et occupe une place stratégique dans les nouvelles politiques de
renouveau agricole et rurale. Elle est en premiére ligne dans la lutte contre la faim et la
pauvreté dans le monde. En 1962, la production de pommes de terre en Algérie était de 250 000
tonnes par an, dont un tiers destiné a I’exportation. En 2011, la quantité produite est passée a 3,99
millions de tonnes sur une surface de 161 200 ha, elle occupe la deuxiéme place en Afrique aprés
I’Egypte (FAO,2011).

La demande nationale en pomme de terre est assurée a 100% par la production nationale qui
avait atteint 47 millions de quintaux (qtx) en 2017, La stabilité du marché en ce qui concerne ce
légume a permis de rassurer les agriculteurs en les encourageant a élargir les superficies cultivées
qui sont passées de 105.121 hectares en 2009 a 148.692 hectares en 2017 (FAO 2018).

La wilaya d’Ain Defla est parmi les zones potentielles pour la production de la pomme de terre
en Algérie. En 2018 elle était classée comme deuxieme wilaya productrice apres la wilaya d’El
oued avec 35% de la production nationale (DSA Ain Defla, 2018).

La pomme de terre est I'une des cultures maraichéres les plus touchées par une flore parasitaire
et microbienne importante. Les bactéries pectinolytiques, anciennement regroupées sous le genre
Erwinia sp. Sont responsables de deux maladies de la pomme de terre. D’une part, la maladie de la
« jambe noire » qui se caractérise par la pourriture des tiges de la plante et, d’autre part, la maladie
de la « pourriture molle », qui s’attaque aux tubercules. Ces deux maladies sont présentes dans
tous les pays ou la pomme de terre est cultivée et provoquent d’importantes pertes économiques (De

Werra et al.,2015).
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Les Erwinia sont responsables de dégatssur pomme de terre sous des climats chauds
et tempérés. Les symptomes de jambe noire induits varient d’une pourriture humide a séche
destiges selon les conditions climatiques alors que les tubercules peuvent étre atteints de
pourritures molles au champ et en conservation. Des récents travaux de taxonomie ont
abouti a un remaniement du nom en clature des pathogenes responsables qui appartiennent
dorénavant a deux genres: Pectobacterium et Dickeya. Lacontamination des plantes en
culture et des tubercules a la récolte se fait a partir de différentes sources d’inoculum
(tubercules, sol, rhizosphéres, tas de déchets, repousses) (Hélias, 2008).

Apres infection de la plante, les bactéries peuvent coloniser I’ensemble du systéme
vasculaire de la plante. Il en résulte alors, en cas de faible humidité relative du sol, un
flétrissement du feuillage par obstruction de la circulation de la séve brute dans le xyleme .
En cas de hausse de I’humidité relative, les bactéries peuvent pénétrer de manicre invasive
dans les tissus parenchymateux et produire des enzymes pectinolytiques en abondance,
principalement des pectate lyases et des polyga- lacturonases Ces enzymes vont ensuite
dépolymériser la pectine des parois cellulaires des tissus de la pomme de terre et induire
une pourriture brune foncée sur les parties basses de la tige communément appelée jambe
noire, ainsi que des pourritures humides du tubercule (De Werra et al.,2015).

L’objectif initial de notre travail était de faire une étude comparative sur la résistance de
quelques variétes de pomme de terre envers une collection des souches bactériennes
pectinolytiques. Les résultats obtenus nous ont permis de faire une comparaison remarquable sur
I’agressivité et la pathogénicité de ses souches bactériennes et aussi on a remarqué qu’il existe une

différence de sensibilité ou de résistance entre différentes variétés de pomme de terre.






Chapitre | Généralité sur la pomme de terre

I-Généralité Sur La pommede terre

I-1- Historique et Origine

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) constitue la principale denrée alimentaire
non céréaliere et une ressource financiére des populations a 1’échelle mondiale (Rousselle et
al.,1996). Elle est la quatrieme culture la plus importante dans le monde apres le riz, le mais
et le blé (Masclet, 2017).

La pomme de terre est originaire des And es dans le sud-ouest de I’Amérique du sud ou

son utilisation remonte a environ 9 000 ans avant J.C. (Spire et Rousselle 1996).

Il n’y a pas de document sur la date précise d’arrivée de cette plante sur I’ Europe , il est
probable qu’a 1’époque, personne n’imaginait I’importance que pourrait prendre cette

production agricole. On pense cependant que la pomme deterre arriva quelque année avant

la fin du XV1° M€ sigcle et ceci par deux entrées;la premiére I’Espagne 1570et la
seconde des fles Britanniques (1588-1593) (Rousselle et al., 1996).

En Algérie, la pomme de terre a probablement été introduite une premiere fois au XV[¢Me
siécle par les maures andalous qui ont propagé dansla région les autres cultures tels que la
tomate, le poivron, le mais, le tabac. Puis cette culture est tombée dans 1’oubli n’ayant pas suscité
d’intérét. Dans la deuxieme moitié¢ du XIX®ME sicle, les colons vont la cultiver pour leur usage,
car les algériens y sont réticents malgré les disettes successives. C’est la derniere grande famine

desannees 1930 a 1940 qui viendra & bout de cette opposition (Meziane, 1991).

I-2- Taxonomie:

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) appartient a la famille des Solanacées Genre
Solanum (Quezel et Santa, 1963). Elle comprend 1000 especes dont plus de200 sont
tubéreuses (Dore et al., 2006 ; Hawkes, 1990). On pensait autrefoisque la pomme de terre était

issue d’uneplante sauvage unique, I’espéce S tuberosum.

Mais dés 1929, les botanistes avaient montré que cetteorigine était plus complexe et que
I’on retrouvait parmi les ancétres des espéeces de pomme deterre cultivés, desplantes sauvages

différentes (Rousselle etal., 1992 ; Doreet al., 2006).
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Geénéralité sur la pomme de terre

Selon Hawkes (1990) cette espéce est classee comme suit :

Tableau.1- Classification de Solanum tuberosum (Hawkes, 1990)

Regne

Métaphyses (Végétaux supérieurs)

Embranchement

Spermatophytes

Sous-embranchement

Angiospermes

Classe Dicotyléd ones
Sous-classe Asteridae

Ordre Polemoniales

Famille Solanaceae

Genre Solanum L

Sous-Genre Potatoe (G. Don) D’Arcy
Section Petota Dumort
Sous-section Potatoae

Super-série Rotata

Série/G roupe

Tuberosa (cultivées)

Espéce

Solanum tuberosum

I-3-Description morphologique

La pomme de terre est une plante vivace qui se propage par multiplication végétative et
qui est cultivée comme une espece annuelle (Rousselle et al., 1992). La plante comporte a la
fois des tiges aériennes et des tiges souterraines (figure0l). C’est une plante a fleurs

gamopétales, dicotylédones, son port est plus ou moins dressé suivant les variétés (Darpoux et

Dubelley,1967).

| -3-1 partie aérienne:
A-Tiges

Chaque plante est composée d'une ou plusieurs tiges herbacées de port plus ou moins

dressé, le nombre de tiges est influencé par le calibre du plant(figure0l), son age

physiologique, les conditions de conservation et de germination (G rison, 1998)
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B-Feuilles

Elles sont alternées de types composes constituées d'importants nombres de folioles,
emportés sur un pétiole terminé par une foliole 'unique. Les folioles présentent de nombreux
caractéres distinctifs, mais assez fluctuants, notamment leur nombre, forme, couleur, pilosité et
longueur des pétioles et pétiolules. Les jeunes feuilles sont densément recouvertes de poils soit
longs et droits, soit courtset de type glandulaire (trichomes) (Djabbour, 2015). La nervation
des feuilles est de type réticulé avec une plus grande densité de nervures vers le bord du limbe
(Rousselle et al., 1996).

C- Fleurs
Les fleurs de la pomme de terre sont disposées sur une inflorescence en cyme bipare, portée
par un pédoncule plus ou moins long, fixé généralement au sommet de la tige. Elle est construite
par 5 sépales, 5 petales, 5 étamines, les fleurs ont des couleurs différentes blanches, bleutées,

violacées et rouge-violacées la coloration desfleursest enfonction des variétés (Grison, 1983).

D-Fruits
Le fruit est une baie sphérique ou ovoide de 1 a 3 centimetres de diametre(figure01), de
couleur verte ou brun violacé, jaunissant a maturité. 11 contient généralement plusieurs dizaines
de graines, petites, plates, réniformes, baignant dans une pulpe mucilagineuse provenant de la

transformation de ’endocarpe du fruit (Rousselle etal., 1996).

| -3-2- Partie souterraine:

Selon Boufares (2012), L’appareil souterrain comprend les tubercules qui donnent a la
pomme de terre sa valeur alimentaire. Cette partie composant le tubercule mére des
séché(figure0l), avec des racines et des stolons qui prennent naissance au niveau des nceuds basaux
destiges (Mazoyer, 2002).

Les racines de pomme de terre sont constituées par des entre noeuds, courts et portent des
bourgeons ce qu’on appelle les « yeux » situés dans des petites dépressions. Ces bourgeons se
développent et donnent les germes et les futures tiges aériennes. Les racines prennent, naissance au
niveau des nceuds enterrées par des tiges feuillées, et au niveau des neeuds des stolons ou au niveau
des yeux du tubercule (Chabbah,2016).
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Figure 01 : Les caractéristiques morphologiques de la pomme deterre (FAO,2008)

1-3-2-1-Structure de tubercule de pomme de terre :

1- Structure externe :

Le tubercule de lapomme de terre est une tige souterraine contient des entre nceuds courts et
épais. Il y en adeux extrémités :
» Letalon : (ou hile) quiest rattachée par la plante mere par le stolon (figure02).
» Couronne : c’est un bourgeon terminal a extrémité apicale du tubercule opposée au

talon(figure02).

» Lesyeuxsont nombreux, disposes en spirale sur la surface ou le calibre du tubercule
(figure02), sont fréquents surtout dans la région de la couronne ; Ces yeux présentent
plusieurs bourgeons qui donnent des germes. Ces derniers produisent des tiges principales

et latérales, des stolons et des racines (K echid, 2005).
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Figure 02 : Principaux organes extérieurs du tubercule de pomme de terre (Chabbah,2016).

2 -Structure interne :

En coupe longitudinale d’un tubercule mature (Figure3.) En distingue de 1’extérieur vers
I'intérieure : le périderme, cotex ou parenchyme corticale, ’anneau vasculaire compose de
phloéme externe, de xyleme et de parenchyme. On peut également remarque la zone perimédullaire
contenant le phloeme interne et en fin, la molle ou parenchyme (Rousselle et al., 1996).

Les différents parenchymes (cortical, périvasculaire, périmédullaire, médullaire) contiennent
des grandes quantités des grains d’amidon qui différente par leur taille (diamétre de7 a 32 cm) et

leur forme (ovoide, sphérique) (Rousselle et al., 1996).
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Figure 03 : Coupe longitudinale d 'un tubercule de pomme de terre (Chabbah, 2016).

3-Valeur nutritionnelle :

La pomme de terre est un aliment de base majeur répond aux besoins nutritionnels de
I'nomme. Dansdenombreux pays, elle sert d’aliment debaseenraison desonexcellente nutrition
contenue (Warsito et Van de Fliert, 2006).

Le tubercule est constitué, principalement, d’eau (environ 75% du poids). Lereste est formé
par la matiere séche (figure04) : acides aminés, protéines, amidon, sucres (saccharose, glucose,
fructose), vitamines (C, B1), sels minéraux (K, P, Ca, Mg), acides gras et organiques (tableau 02)
(Rousselle etal., 1992).
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Figure 04 : Représentation graphique de la composition biochimique moyenne d'un

tubercule depomme deterre (Solanum tuberosum L.). (FAO, 2008)

Tableau 02 : Les valeurs nutritionnelles moyennes pour 100g de pomme de terre
(Feytaud,1949).

Eau 779
Elements enormities Protides 29
Glucides 209
Lipides 0,19
Vitamine B1 0,12mg
Vitamine B2 0,04mg
Vitamine C 14mg
Vitamine B6 0,03mg
Les compose minireaux Fer 1mg
Phosphor 60mg
Potassium 450mg
calcium 15 mg
Magnesium 30 mg
sodium 20 mg
fibers 0,79
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I-4- Cycle de reproduction

On peut multiplier la pomme de terre par graines, par boutures ou par tubercules
(figure05). Le semis (avec graines) ne se pratique que dans le but d’obtenir de nouvelles
variétés, la multiplication par boutures se pratique lorsqu’on ne dispose que de quelques
tubercules de variétés méritantes et qu’on désire obtenir, la méme année, un grand nombre
denouveaux tubercules, la multiplication la plus courante se fait par tubercules (Vreugdenhil
etal.,2007).

Fruits |——  » | Graines

Reproduction
Sexuée

<—| Plante feuillée l

In vitro 7
Reproduction

Tubercules Végétative
planté

Boutures

Figure 05 : Les différentesméthodesdemultiplication dela pomme deterre (Chabbah,2016)

I-4-1- Cycle sexué

Le fruit est une baie sphérique ou ovoide de 1-3 cm de diametre, de couleur verte
brun violacé jaunissant a la maturité (Bernhard, 1998). Elle peut contenir jusqu’ & 200 graines
(Rousselle et al., 1996).

La pomme de terre est trés peu produite par graines dans la pratique agricole, en méme

temps la graine est l'outil decréation variétale (Rousselle et al., 1996).

10
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La germination est épigée et les cotylédons sont portés au- dessus du sol, par le
développement de I’hypocotyle, en conditions favorables(figure05). Quand la jeune plante
a seulement quelque centimetre de hauteur, les stolons commencent a se développer
d'abord au niveau des cotylédons puis aux aisselles situées au-dessus, et s'enfoncent dans le
sol pour donner des tubercules (Bernhard,1998).

Figure 06 : cycle depomme deterre par reproduction sexuée (Rousselle et al.,1996).

I-4-2-Le cycle végetatif :

Le tubercule n’est pas seulement un organe de réserve, c’est aussi un organe qui sert a
la multiplication végétative, cette derniere se déroule en cing étapes : la dormance, la

germination, la croissance, la tubérisation et la maturation(figure07).

11
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1.4 .2.1. La dormance :

Apres la récolte, la plupart des variétés de pommes de terre traversent une période ou
le tubercule ne germe pas, quelles que soient les conditions de température, d *éclairage et
d’humidite. Il s’agit de la période de dormance, et sa durée dépend beaucoup dela varieté
et desconditions d’entreposage, et surtout de la température. Pour haterla germination, on
peut traiter chimiquement les tubercules de semence ou les exposer alternativement a des

températures élevées et basses (Anonyme, 2003)

1.4.2.2 La germination :

A lafin de repos végétatif, le germe rentre en croissance s'il n'y a pas dormance induite par les
conditions du milieu (Madec, 1966). Madec et Perennec (1962) ont dénommé stade
d’incubation, le stade de tubérisation des germes, et période (phase) d’incubation, le temps
s'écoulant entre le départde la germination et la formation des nouvelles ébauches du

tubercule par les germes.
1.4.2.3 La croissance

Une fois le tubercule mis en terre au stade physiologique adéquat, les germes se
transforment en dessousdu sol en tiges herbacées pourvues defeuilles ce qui rend la plante
autotrophedes que la surface foliaire atteint 300 a 400 cm (Rousselle et al., 1996).

Les bourgeons axillaires donnent, au-d essus d u sol d esrameaux, et en dessous, des stolons

(Soltner ,2005).

1.4.2.4 La tubérisation

Ce phénomeéne detubérisation commence d’abord par un arrét d’élongation desstolons
apres une période de croissance. La tubérisation est réalisee deés que le diametre des
ébauches est le double de celui des stolons qui les portent. Outre les processus de
multiplication cellulaire,  le grossissement des ébauches de tubercules s’effectue par
accumulation dans les tissus des substances de réserve synthétisées par le feuillage. Ce
grossissement ralentit puis s’arréte au cours de la seénescence du feuillage
(Bernhards,1998).

12
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1.4.2 .5 La maturation des tubercules

Elle se caractérise par la sénescence de la plante, par la chute des feuilles ainsi que
I’affaiblissement du systeme racinaire et les tubercules atteignent leur maximum de

développement (Perennec et Madec, 1980).

\

DOMINANCE APICALE »>

E—

racines adventives

Figure 07 : schéma dedéveloppent des tubercules depomme deterre (Rousselle et al.,1996).

I-5 Principale variété cultivée en Algérie
En 2013, le catalogue officiel algérien des variétes de pomme de terre contient 152 variétés qui
sont autorisées a la production et a la commercialisation(tableau03), en Algérie dont 22 destinées a la
transformation (Chabbah, 2016).
Elle est précédée de deuxansau cours desquels les caracteresd ’utilisation, le rendement, le
comportementvis-a-vis des parasites sont évalués par le centre national de contréle et decertification

des semences et plants (CNCC). Les variétés sont déterminées par :
La forme du tubercule et La durée de culture.

Lacouleurde lapeau et de la chair.

13



Chapitre | Généralité sur la pomme de terre

Ladurée deconservation.

Ladatede misesur le marché.

Tableau 03 : Représente Les principales variétés depomme de terre cultivées en Algerie (CNCC

deTiaret en BENOUIS ET DERRADJI, 2015).

Variétés rouges Variétés blanches
Bertina Safran
Amorosa Spunta
Cardinal Diamant
Condor Sahel
Désirée Lola  Apollo

Cléopatra Ajax
Resolie Yesmina
Thalassa

I-6-Production de pommede terre

I-6-1- Importance mondiale

La pomme de terre est la principale denrée alimentaire non céréaliere du monde et la production
mondiale a atteint le chiffre record de 388 190 674 d e tonnes en 2007. Dans les pays développés,
la consommation de pommes de terre augment e considérablement et représente plus de la moitié
de la récolte mondiale. Comme elle est facile a cultiver et que sa teneur énergétique est élevée,

c’est une culture commerciale précieuse pour des millions d’agriculteurs. (FAO,2018)
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Tableau 04 : Prod uction mondiale delapomme deterre entre 2011-2018 (FAO ,2019).

Année Superficies (ha) Production (tonnes) Rendement
(Tonnes/ha)
2011 18 694745 367889898 19.6788
2012 18 689631 361003266 19.3157
2013 18 498639 365087514 19.7359
2014 18 029774 369966532 20.5198
2015 17 998732 365748227 20.3208
2016 17 551476 356952488 20.3375
2017 17623660 373774234 21.2087
2018 7578672 68168914 0.9441

En 2017, la prod uction mondiale de pommes deterre est estimée a 373774234 tonnes,
pour une surface cultivée de 17623 660 hectares, soit un rendement moyen de21.2087 tonnes
par hectare (tableau 04). C’est la Chine qui occupe le premier rang des pays producteurs
avec une production qui atteint 99.065724 tonnesen 2017. (FAO, 2018).

1-6-2 En Algérie

Selon les historiens, ’entrée de la pomme de terre en Algérie remonte au milieu de la
premiére décennie du dix-neuviéme siécle. Elle a été cultivée principalement pour 1’exporter
vers le marché frangais. Apres 'indépendance, elle est devenue un produit important pour la
consommation locale . La demande en cette culture s’est alors accrue ; elle représente la

premiere culture maraichere du point de vue superficie et production (Chehat, 2008).

La demande en cette culture s’est alors accrue. Elle représente la premiére culture
maraichére du point de vue superficie et production, avec une superficie plantée de 148822
Ha et une production de 4606402 tonnes en 2017, avec un taux de rendement de 30.9524
tonnes/ ha (tableau 05).

La filiere pomme de terre danstous ses volets semences et consommation occupe

aujourd’hui une place stratégique dans la nouvelle politiqgue du renouveau agricole et
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rural, ou sa culturereste parmi les especes maraichéres, qui occupe une place primord iale tant

par I’importance gqu’elle occupe dansl’alimentation. (Madrp, 2014).

Tableau 05 : Evolutiondela productionde lapomme de terre en Algérie entre (2011_2018)
(FAOSTAT, 2019).

Année Superficies (ha) Production (tonnes) |Rendement
(Tonnes/ha)
2011 131903 3862194 29.2806
2012 138666 4219476 30.42901
2013 161156 4886538 30.3218
2014 156176 4673516 29.9247
2015 153313 4539577 29.6099
2016 156308 4759677 30.4506
2017 148822 4606402 30.9524
2018 49665 653322 1.0916

1-6-3 En Ain Defla

Le sol dela wilaya d’AinDeflaest une terredechoix pour laproduction delapomme de terre.
Selon les donnéesstatistiquesd esservicesagricoles d e la wilaya (tableau 05), elle couvre pres d e35%
desbesoins nationaux, c’est la d euxiéme zone prod uctrice au niveau national aprés EL Oued.(DSA,
2018).
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Tableau 06 : Evolution dela production dePomme deterre de wilaya d’Ain
deflaentre2011_2017 (DSA, 2018).

Année Superficie (ha) Production (qtx) Rendement (gtx/ha)
2011 18 385 5601 681 305
2012 24 013 7 316 309 305
2013 24 525 7092 875 289
2014 21882 6 197 030 283
2015 21 569 6 433 126 298
2016 20 000 6 879 362 344
2017 15 800 5128 700 325

17
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I1- Généralités sur les bactéries pectinolytiques
11-1 Définition

Les genres Pectobacterium et Dickeya sp, (anciennement appelés Erwiniae
pectinolytiques), regroupent  I’ensemble  des bactéries, appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae, Erwinia est le principal genre bactérien responsable de désastres
agricoles sur beaucoup de cultures, causant ainsi des nécrose seches, des galles, des
flétrissements et des pourritures molles. Ces bactéries furent baptisées Erwinia en honneur au
phytopathologiste américain Erwin F .Smith (Winslow et al., 1917 ; Muraschi et al.,1965).

Ce genre appartient a la famille des Enterobacteriaceae, la plupart des Erwinia sont des
phytopathogénes, bien que certaines espéces soient impliquées dans despathologies humaines
(Chatterjee et Starr,1973).

11-2 Description des Erwinia pectinolytiques

Les Erwinia pectinolytiquessont d es bactériesa Gram négatif, nonsporulées, en batonnetd roit,
de05a 1,0 par 1,0 a30um de diamétre .Les cellules sont mobiles par des flagelles
péritriches. Elles sont caractérisées par un métabolisme fermentatif ; le type respiratoire est
aéro- anaérobies facultatif ,Elles peuvent étre isolées, par paires et quelque fois en courtes chaines.
La température optimale de croissance de ces especes est de 27 et 30 a 32°C, leur température
maximale varie de32 a42°C. Elles possédent une forte activité pectinolytique due a la production
de pectinases (Murashi et al., 1965 ; Yahiaoui-Zaidi et al.,2003 ; Lautier, 2007).

11-3 Taxonomie:

La position taxonomique et la spéciation au sein du genre Erwinia ont été longtemps 1’objet
decontroverseset de polémiquesa cause de I’hétérogénéité des souches d "un méme taxon (Paulin
et al.,2001 ; Haubenetswings,2005 ; Costa etal., 2006). La premiére description des bactéries
pectinolytiques remonte a 19014 partir d une pourriture humide de la carotte et flit nommée

Bacillus carotovorus. (Skerman et al., 1980).
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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).

En 1945 Waldee, proposa la création dugenre Pectobacterium pour classer les Erwinia
pectinolytiques (especes Carotovora et Chrysanthemi) dans un groupe séparé des autres Erwinia
,agents de nécroses séches et fletrissements. Cette suggestion a eté appuyee par les travaux de
(Brenneretal., 1973).

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 en globe les bactéries pectinolytiques et en fin un quatrieme groupe composé d’especes
atypiques (Mergaert, 1984).

D’autres auteurs (Kwon et al., 1997 ; Hauben et al.,1998) s’appuyant sur le séquencage des
ARNr16 Sont proposé de déplacer les Erwinia pectinolytiques vers le genre Pectobecterium,
rejoignant ainsi Waldee (1945).

Le nouveau nom en clature suggerée par ces auteurs et consignée dans la seconde édition du
Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology) est: Pectobacterium carotovora subsp. atrosepticum,
Pectobacterium carotovora subsp. Carotovorum et Pectobacterium chrysanthemi (Hauben et al.,

2005).
Ces phytopathogénes 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
etal., 2005).

Les especes Dickeya spp associées a la pomme deterre sont D. dadantii, D. zeae, D. dianthicola
(Samson et al.,2009), ainsi qu’une derniere espece nommeée solani (Parkinson et al.,2009 ; Cabhill
etal.,2010 ; Toth et al.,2011).

11-4- Les différentes especes pectinolytiques

11-4-1 Pectobacterium carotovorum

Les analyses moléculaires, phénotypiques, sérologiques et phylogénétiques ont préné une

nouvelle classification, avec trois sous-especes ; Pectobacterium carotovorum ssp. atrosepticum
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(Pca), Pectobacterium carotovorum ssp. betavasculorum (Pcb) et Pectobacterium carotovorum
ssp. wasabiae (Pcw) a I’échelle  de I’espece pour devenir Pectobacterium atrosepticum,
Pectobacterium betavasculorum et Pectobacterium wasabiae. (Ladjouzi,2007)

11-4-1 Pectobacterium carotovorum atrosepticum (Pca)

D’aprés Hiliase, (2008) ,P .atrosepticum est la nouvelle appellation d Erwinia carotovora
subsp atroseptica répertoriee dorénavant en espece ,P atrosepticum et généralement associée
au symptéme de la jambe noire de la pomme de terre dans les régions tempérées .Elle se
développe préférentiellement entre 15 et 25C°entrainant des pourritures des tubercules et des
tiges ,en climat tempéré ,la bactérie a pour héte principal la pomme de terre (Pérombelon et
Kelman ,1976 ) bien que des souches aient été occasionnellement isolées de tomates et de
poivrons (figure 8).

Figure 08 : Symptomes de maceération induits par Pectobacterium atrosepticum sur demi-
tubercules (Carvalho et Mello, 2008)

11-4-1 Pectobacterium carotovorum ssp carotovorum
P.c. subsp carotovorum, anciennement Erwinia carotovora subsp. carotovora est
distribué dans une aire géographique étendue ,aussi bien dans les zones tempeérées que

tropicales et sur une gamme d’hotestres large (Hélias, 2008).
Erwinia carotovora ssp. carotovora (Ecc) est responsable des maladiesde pourriture

molle sur beaucoup de plantes hétes(figure 09). Elle est aussi responsable de la pourriture
aerienne destiges (la jambe noire aérienne). Elle se développe a des températures s’allant de 20 a
37- 40C° (Rousselle et al., 1996 ; Carvalho et Mello, 2008).
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Figure 09 : Symptdmes typiques de Pectobacterium carotovorum ssp carotovorum sur

tubercules depommes deterre (Carvalho et Mello, 2008).

I1-4-1 Pectobacterium carotovora ssp. betavasculorum

Elle est I’agent responsable de nécrose vasculaire desracines de la betterave a sucre, et est
négligemment isolée de tourne sol, Artichaut et pommes de terre .Pcb se développe a 36°C,
produit des composés reéducteurs du saccharose, ne possede pas la gélatinase et produit de

I'acid e d iméthyl-a-glucoside, inuline, lactose et raffinose (Gardan etal., 2003).
11-4-2 Dickeyasp

Les E .chrysanthemi sont désormais intégrées dans le nouveau genre Dickeya. Avec une
températuredecroissanceoptimaleélevée (35-37°C) Dickeya a été jusqu’a présent sur- tout id entifiee
sous les climats chauds et en serre. Parmi les six nouvelles espéces décrites dansce nouveau genre,
Dickeya zeae et Dickeya dianthicola sont pathogenes surlapomme deterre. Alorsque D. zeae
est plus particulierement décrite dans des régions chaudes, D. dianthicola est plus fréquente dans des
zones tempérées comme en Europe (Hélias, 2008). En cas d ’infection par Dickeya spp. Les
symptomes de pourriture peuvent apparaitre plus haut dans la plante alors que la base de latige
reste saine (Rouffiangeet al., 2013).

I1-5-Répartition geographique des pathogenes

Larépartition géographique de bactéries pectinolytiquesest essentiellement liée aux conditions
du milieu (exigences thermiques) et de la présence ou non des hétes sensibles tels que la pomme
deterre. P. atrosepticum est présente dans les régionstempérées. Sondéveloppement est optimal

entre 20 et 40°C. Dickeya spp. Son tissues de climats tropicaux, subtropicaux ou tempérés chauds.
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Carotovorum possede une gamme detemperatures pluslarge : entre 25 et40°C et peut donc

développer des symptomes durant les périodes chaudsdans desclimats plus tempérés d’Europe
occidentale. De plus, les populations varienten fonction des conditions d ’humidité du milieu. Elles

sont globalement faibles dans les solssecs et nombreuses lorsque les conditions sont humide sou si

les sols sont irrigués (Rouffiange et al., 2013)

11-6-Les facteurs de développement et dissemination

11-6-1-Les conditions environnementales favorable:
11-6-1-1 Température

L’accroissement dela 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 sévérité
d es macérations (Schaerer,2010).

11-6-1-2 Humidité
La présence de film d'eau a la surface des tubercules entraine le maintien des conditions
d’anaérobiose favorisant ainsi la multiplication bactérienne et I’initiation de la pourriture
(Czajkowski et al.,2011).
11-6-1-3 L’anaérobiose
L’anaérobiose affaiblit la résistance de I’hdte par son effet défavorable sur la synthése des

phytoalexines, et composés phénoliques (Pérombelon, 2002).

11-6-2-Source d’inoculum et facteurs de contamination

11-6-2-1 Roéle de tubercule mere
D’aprés Hélias, (2008), Le tubercule qui peut assurer la survie des bactéries au cours de la
conservation et leur transmission aux tubercules fils, lors dela culture suivante, constitue la source
d’inoculum la plus connue. Les bactéries peuvent étre localisées dans le systéme vasculaire,
les lenticelles ou a la surface destubercules (Nielsen, 1978 ; Pérombelon,2000).

Si elles tendent a disparaitre rapidement dela surface des tubercules sen conditions séches,
les populations bactériennes sont capables dese maintenir pendant les six a sept mois de stockage
a un niveau de contamina sensiblement au sein des lenticelles. Par ailleurs, les blessures
occasionnées lors de la manipulation des tubercules (plantation, récolte, tri) constituent autant
de portes d’entré equipermettent la pénétration de Pectobacterium et Dickeya. Ce type de

contamination se produit principalement lors du contact de tubercules sains avec des tubercules
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malades. Par ailleurs, les bactéries persistent mieux au niveau desblessures profondes ou elles

sont bien protégées de la dessiccation apres leur cicatrisation (Hélias, 2008).

11-6-2-2 Réle de sol
La survie des Pectobacterium et Dickeya dans le sol est limitée alsemaine jusqu’a 6 mois,

selon les cond itionsenvironnementales (température, humidité et pH dusol) (Toth et al.,2011).
Les Pectobacterium  sont des organismes du«sol » dont le niveau de population augmente
fortement en présence d’exsudatsracinaires de plantes (adventicesou cultures). Inversement,
en cas d’absence ou de quantités moindres de nutriments liees a la récolte ou la maturité des

plantes, la population bactérienne diminue jusqu’a un niveau non détectable (Hélias, 2008).

11-6-2-3 Role de I’eau
La propagation des bactéries a partir de tubercules mere peut se faire via I’eau les rendant
ainsi considéerablement mobiles (Van der Wolf et al., 2008). Les Pectobacterium sp sont
retrouvées dansl’eau des drains sou terrains des champs plusieurs années apres culture. Les aéro
sols 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 métres
(Hélias, 2008).

11-6-2-4 Role de ’air
Harrison et al., (1977) ainsi que Bedin (1988) montrent que les insectes présents dans I’air
tels que les dipteres et notamment les drosophiles sont également citées comme sources de

contamination suite a leur passage d’uneplante infectéea une plante saine.

11-6-2-5 Transmission par le matériel et les pratiques agricoles

Le passage de machines agricoles contaminées lors de la culture constitue un autre
moyen de dissémination des bactéries. La plantation, la récolte et le tri mécanique des
tubercules peuvent également étre la cause de la propagation des pathogenes entre les lots de
pomme de terre et au sein desstocks. Cette contamination a principalement lieu lors ducontact
detubercules sains avec des tubercules ou du matériel infectés (Van Vuurde et al.,1994), les
niveaux de contamination étaient trois fois plus éleves pour les tubercules récoltés, calibrés et
conditionnés en utilisant les pratiques mécaniques par rapport aux tubercules récoltés
manuellement (Deboer,2002).
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I11-Maladies de pommes de terre liées aux especes pectinolytiques

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 symptomes sur tubercules (Dupuis et
al.,2005).

I11-1-Pourriture molle

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

La pourriture molle est I’une desplus importantes maladies bactériennes dela pomme de
terre & I’échelle mondiale (Yanganza,2005). Les blessures mal cicatrisées, les lenticelles et

le stolon destubercules sont les voies d’accés majeures dupathogene (Fox et al.,1972).

111-2 Jambenoire

La maladie de la jambe noire est principalement provoquée par les especes 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 manques 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 (figure 10). Dans les conditions seches, les symptémes ont
tendance a conduire a un retard decroissance, jaunissement et dessechement des tiges et
feuilles (Humphris et al.,2015). Le flétrissement du feuillage est d(a I’obstruction de la
circulation de la séve brute dans le xyleme, ce dernier étant colonisé par les bactéries (De
Werra et al.,2015).
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FigurelO : Symptdmes des maladies de pourriture molle et jambe noire
A : Macération a I’extérieur dutubercule

B : Symptémes a I’intérieur dutubercule (Howard et al., 1994).
C et D : Jambe noire a la base des tiges (Grison,1983).
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I11-3 Cycle de développement de pourriture molle bactérienne

Les bactéries provoquant la pourriture molle sont pectolytiques-saprophytes et ont doncun

métabolisme complexe utilisant d esplantesvivantes ou mortes (Pérombelon,2002).

La pourriture molle destubercules et la jambe noire sont souvent déja associées au champ.

les tubercules atteints tot peuvent étre complétement détruits jusqu'a larécolte. Selon le mode

de contamination, la pourriture débute au bout du stolon ou aux lenticelles(figure 11). Les

parties pourries et saines dela chair sont au débutbien délimitées, et les attaques lenticulaires

sur tubercule se manifestent par I’apparition d e petitestaches diffuses, d *aspect huileuxautours

des lenticelles. Ces nécroses sont de couleur marron avec un point noir foncé au centre. Les

bactéries se répondent ensuite dans le tubercule en passant par les tissues vasculaires. Puis, les

tissues sous-épidermiques se dépriment, d eviennent spongieux, brunissement et se crevassent

provoquant ainsi une pourriture molle (Yahiaoui- Zaidi, 2004).
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I11-4 Les Symptomes

111-4-1 Symptdmes sur les parties aériennes
Les symptbmes causés par les Pectobacterium spp. et Dickeya spp. Pectinolytiques
S’expriment en veégétation et/ou en conservation. L’apparition et la nature des symptomes

dépendent essentiellement des conditions environnementales (température, humidité).

Le symptome le plus typique est celui dela jambe noire, variant d’une pourriture humide
brun foncé & noire de la base destiges a des nécroses plus ou moins seche (figure 12) ,elle est
provoquée par les bactéries, qui, aprés avoir attaqué le tubercule mere, en va hissent et d égradent
une ou plusieurs tiges grace a leur activité pectinolytiques (Pérombelon et Kelman,1987).

Dans certains cas, seules des nécroses interne s éventuellement doublées d’unphénomene

destige creuse » se développent (Hélias, 2008).

Les bactéries colonisent d’abord les vaisseaux duxyleme dela plante et se multiplient par la
suite dansles espaces intercellulaires de I’h6te en sécrétant une série de pectinases qui d égradent
la paroi mitoyenne des cellules et déstabilisent le parenchyme provoquant ainsi la macération des
tissus. Ces phénomeénes interrompent le transport de l’eau et des éléments minéraux, vers le
sommet de la plante, tout en provoquant des symptomes de flétrissement et de jaunissement du
feuillage (Hélias et al., 2000).

Figure 12 : Symptome de jambe noire, variant de pourritures humides brun foncé

anoire de labase destiges adesnécroses plus ou moins séches et/ou tiges creuses

A : Flétrissement et jaunissement dufeuillage B : Pourrituremolle de la tige
C : nécroses sur tige (Hélias, 2008).
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111-4-2 Symptomes sur les tubercules
Les tubercules peuvent également étre atteintsd e symptdmes qui se d éveloppent en cours de
culture ou de conservations ou la forme de pourritures molles et humides souvent
nauséabondes (Hélias, 2008). La maladieest provoquée par les trois bactéries (Pba, Pcc et
Dickeya spp.) Qui peuvent agir séparément ou simultanément (Perombelon,2002 ; Toth et
al.,2003 ; Van Der Wolf et Deboer 2007).

Des petites taches diffuses d’aspect graisseux qui commencent généralement par
apparaitre au tour des lenticelles, des blessures ou du talon. Ensuite elles s’étendent
rapidement a I’intérieur du tubercule. La bactérie dégrade les tissus du tubercule provoquant
une macération du parenchyme. La pourriture molle de couleur claire brunit jusqu’au noir. Au
niveau des tissus dutubercule, la productiondes poches gazeuses sont a ’origine d "une odeur
nauséabond etres prononcée (Pérombelon et Kelman,1980).

Les tissus infectés sont nettement délimités des parties En cond itions seches, les lésions
peuvent devenir creuses, dures et seches.

Dans d’autres cas, I’infection est stoppée et la zone malade. Elle se desséche en laissant
une zone creuse remplie d’unemasse dematériel mort, dur et noir.

Des bactéries pectinolytiques variées (Clostridium  spp. Bacillus spp., Pseudomonas
spp.)Peuvent étre impliquées dans la pourriture des tubercules en conservation,
particulierement lorsque les températures sont élevées, mais les Pectobacterium  spp.

Restent les agents les plus fréquents et les plus dommageable (Hélias,2008).

I11-5 Méthodes de control
Les principaux facteurs de développement de Pectobacterium spp. et Dickeya spp.Sont
I’lhumidité et les conditions asphyxiantes qui favorisent leur multiplication et leur
dissémination. La lutte PR phylactique contre ces pathogénes concerne toutes les étapes de la
culture de pomme de terre (Hélias,2008).

5-1-Pratiques culturales et sanitaires

/ Eviter les conditions de culture humides qui influencent les niveaux de contamination par

I’interméd iaire deslenticelles (Hélias et al., 2000).

/ Utilisation dematériel axénique et d ’équipement agricole propre
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/ L’utilisation de plants certifiés selon des normes strictes de qualité sanitaire est indispensable.

(Hélias,2008).
/ Se débarrasser des plantes infectées, pour éviter les contaminations (Elphinstone et

Pérombelon, 1986).

/  Eviter Pirrigation excessive de la culture prévient le développement de conditions

anaérobiques dans le sol. Une fertilisation raisonnée sans excés d’azote est par ailleurs

recommand ée (Hélias,2008).
/ Récolter a maturité et avec beaucoup desoins en évitant les blessures qui constituent autant

deportesd’entrée (Pérombelon et Kelman, 1980).
/ llest important deminimiser les blessures destubercules dues & la mécanisation de larécoltea la

mise conservation. Eviter de récolter en conditions humides permet en outre de réduire les
contaminations lenticellaires lors du brassage des tubercules (Hélias,2008).

5-2-Lutte chimiques
/Un composé chimique :le 5-nitro-8-hydroxyquinolineare est capable de diminuer I'incidence

de pourriture molle sur les tubercules fraichement blessés (Harris, 1979).
/ La poudre blanchissante stable (SBP) qui contient 35 % d e chlore est testée pour son efficacité

dansle contrdle dela jambe noire et de la pourriture molle
/Fertilisation par le chlorure et le sulfate de potassium (Davenport et Bentley, 2001).

/ Traitement préventif des tubercules par un ensemble de sels tels que I’acétate d ’aluminium,

I’alun, le propionate de calcium, ainsi que le bicarbonate et I’hypochlorite desodium

(Mills et al., 2006).

5-3-Lutte biologique
/ Pectobacterium betavasculorum produit des antibiotiques qui répriment la croissance de P.

carotovorum au niveau des blessures des tubercules (Costa et loper, 1994).

/ Certains bactériophages possédent un pouvoir inhibiteur sur P. carotovorum (Bahi et al.,

2005).
/ Amélioration de la résistance de pomme deterre aux Eca par expression du lysozyme

T4 sur tubercules (Lottmann et al., 2000).
/ Actionet efficience des antibiotiques prod uits par Bacillus subtilis sur P. carotovorum.
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Chapitre | Materiels et méthodes

La partie expérimentale de notre mémoire n’a pas pu étre réalisé en raison des conditions du
confinement liées a la pandémie du COVID -19. Pour ces raisons, notre mémoire s’est concentré

sur I’analyse d’articles scientifiques.
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Article 1

I- Présence de bactéries pectinolytiques causant la jambe noire et la
pourriture molle de la pommede terre au Kenya

I-1 Résume

La pomme de terre (Solanum tuberosum) est la deuxiéme culture la plus importante apres le
mais au Kenya et joue un réle majeur dans la production et la sécurité alimentaire nationale.
Malgré son importance, la production est limitée par un certain nombre de facteurs, dont les
maladies. Les maladies causées par les bactéries sont une contrainte majeure de la production
biotique. La pourriture molle et les maladies de la jambe noire sont consid érées comme des
contraintes importantes causant des pertes considérables dans de nombreux systemes de
production. Cependant, il existe peu d'informations sur la pourriture molle et la jambe noire
dans les systemes de productionde pommes de terre au Kenya. Une enquéte limitée a été
menée entre septembre et octobre 2016 et entre d écembre 2016 et janvier 2017 dans quatre
grandes régions de culture dela pomme deterre afin de déterminer l'identité des bactéries
pectinolytiques responsables d e la jambe noire et de la pourriture molle d e lapomme deterre au
Kenya. Destubercules et des tiges présentant dessymptémes de jambe noire et de pourriture
molle ont été collectés dans 91 exploitations sélectionnées au hasard. L'identification des
agents pathogenes a été réalisee a l'aide de méthodes phénotypiques qui impliquaient la
culture sur un milieu semi-sélectif, des tests biochimiques, des tests de pathogenicité et des
méthodes basées sur I'ADN. Les résultats ont permis d'identifier la présence de
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (6 isolats) dans les quatre régions et de
Pectobacterium wasabiae (5 isolats) pour la premiére foisa Elgeiyo Marakwet. L'identité des
douze isolats n'a pas pu étre précisée et doit donc faire I'objet d'une enquéte plus approfondie.
I-2 Méthodes

- Des échantillons de lapomme de terre ont été recueillis a partir de quatre grandes régions

productrices de pommes de terre du Kenya. les échantillons présentant des symptdmes de
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pourriture molle sur les tubercules et des symptdmes de la jambe noire sur les tiges ont été
collectés pour analyse en laboratoire.
-Les échantillons ont été préparés et cultivé sur un milieu de cristal violet polypectate (CVP)par la
suite incubé & 27 ° C pendant 48 h, puis verifié la présence de colonies pectinolytiques La
purification des colonies bactériennes a été effectuée par ensemencement d'une seule colonie sur
des boite pétri contenant de la gélose nutritive stérile en préparant une suspension bactérienne de
107 cellules/ml dans une solution de tampon phosphate a pH 7,4. chaque isolat a éte stocké a 20°C
dans 10% de glycérol.
- les testsbiochimiques effectuéssont: métabolisme oxydatif/fermentatifdu glucose ; Oxydase
; catalase avec 3% de peroxyde d’oxygene ; test sucrose et la production d’indole a partir du

tryptophane.

-Tests de pathogénicité tels que décrits par Naggash et al.,, (2016) et Ismail et
Mostafa (2012). : Les tubercules desemence certifiés (shangi) obtenus aupres du Centre
international de la pomme deterre (CIP), Kenya, ont été stérilisés avec de l'alcoola 70%, rincés avec
de l'eau distillée stérile et coupés de maniere aseptique en tranches del cm d'épaisseur. Les
tranches de pomme de terre ont été placées dans des boites de Pétri stériles contenant du papier filtre
stérilisé imbibéde 2 ml d'eau distillée sterile.

Les tests des caractéristiques de la pourriture molle ont été effectués en deux répétitions. Des
tranches de pommes de terre ont été inoculées en étalant une colonie bactérienne sur la surface a
l'aide d'une anse stérile. Lestranchesinoculées ont été maintenues dansdes conditions humides et
incubées a 27 ° C pendant5 jours.

Lescultures bactériennes qui produisaient dessymptémes caractéristiques de pourriture
molle surdestranches de pomme de terre ont été sélectionnées et retenues comme étant positive.

Pour le test de la jambe noire et de la pourriture de latige, les tubercules de semence certifiés
avec 3 - 5 bourgeons ont été stérilisés avec de l'alcool a 70% et rincés avec de I'eau distillée stérile.
Lestubercules ontété piqués avec uneaiguille pourcréer desblessures infectieuses. Lestubercules
blessés ont été trempés pendant 15 min dans des suspensions bactériennes contenant 1x107
cellules/ml. Les tubercules inoculés ont été plantés dans des pots contenant du sol stérile amendé
avec de I'engraisau Di-ammonium phosphate (Mavuno®) dans des conditions sous serre maintenues
a 25 - 30°C pendant 90 jours. L'arrosage des plantes a été effectué 3 jours par semaine. Des

observationsont été réalisés pour les symptdmes de la jambe noire et de la pourriture molle
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dans les 21 jours précédant I’inoculation.
Caractérisation moléculaire :

L'ADN génomique a été extrait de cellules bactériennes en utilisant une méthode d'extraction
d'ADN standard telle que décrite par Sambrook et Russell (2001). La quantité et la qualité de
I'ADN ont été vérifiées dans un gel d'agarose a 0,8%. Des amplifications utilisant la PCR
conventionnelle ont été effectuées pour identifier davantage les isolats qui étaient devenus positifs par
des méthodes phénotypiques. Les réactions ont été effectuées avec des concentrations finalestelles
que décrites par Pritchard et al. (2012) et Kim étal. (2012) avec des amorces pour (EXPCCF
| EXPCCR), Pectobacterium wasabiae (PW7011F / PW7011R) et Dickeya spp. (ADE1 /
ADE) et BRIf / LIr pour Pectobacterium carotovorum subsp. Brasiliense 2).

Les profils Thermiques utiliséstels que décrits par Pritchard et al., (2012), en utilisant un ABI
GENE Thermocycler ®. Toutes les amorces proviennent d'Ingaba Biotech, en Afrique du Sud. Une
aliquote de 5 pl issus des produits de PCR amplifiés, a été coloré avec GelRed® (10000 unités), les
produits sont séparés sur1,5% (w/ v) gel d'agarose dans 1x tampon Tris Borate EDTA. Les produits
ont été visualisés sous Gel Doc-1t Imaging system® (800) 452 - 6788, Upland -CA, Etats-Unis.

Lestailles d'amplicon ont été établies par comparaison aune échelle moléculaire standard
de 100 pb (Fermentas®).

La RT-PCR pour identification de Dickeya dianthicola a été réalisé en utilisant un apprét et une
sonde spécifique pour Dickeya dianthicola (DIA-AF / DIA-ARDIA-A P) comme décrit par
Pritchardetal., (2012).

la réaction contenait 25 mM de MgCl 2, Mélange ANTP 10 mM, 5 u M amorces avant et arriere,
5u Sonde M, 0,63 U ADN polymérase (AmpliTag® Gold) et 50 ng / ul de matrice. Les conditions
de réaction ont éte fixées a une phase de dénaturationde 10 mina 95 ° C et 40 cyclesde PCRde 15 s
a4 95° Csuivisde 60 s a 60 ° C (Pritchard et al., 2012) dans le détecteur de séquence Realplex
Eppendorf AG® (Allemagne) utilisant la TagMan.

I-3 Résultats

Un total de 91 échantillons a été collectés sur le terrain, présentant des symptomes typiques de la
jambe noire, de la pourriture molle des tubercules ou de la pourriture de la tige (Figure 13 et 14)
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Les bactéries pectinolytiques sécretent des enzymes efficaces de dégradation de la paroi cellulaire
(Pritchard et al., 2012), responsable de la macération des tissus qui donne généralement des
caractéristiques d'aspect imbibé d'eau, visqueux et pourri de la plante infectée ainsi que la coloration

noire du tubercule mére jusqu'a la tige.
les échantillons ont montré ces symptémes sur le terrain (Figure13) tandis que les tubercules

infectés étaient mous, agqueux avec une masse pourrie (Figure. 14).

Figure 13 : Symptomesde la jambe noire sur les tiges des plants de pommes de terre dans

les champs

Figure 14: Symptémes de pourriture molle les tubercules dans les champs de

pommes deterre.
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Des testsbiochimiques ont été effectués pour caractériser davantage les isolats et pour
séparer le putatif Pectobacterium spp. et le Dickeya spp. Les résultats ont montré que neuf
isolats ne produisaient pas d'indole et pourraient appartenir au genre Pectobacterium et 12
isolats étaient indole positifs, indicatifs au genre Dickeya bien que Pectobacterium
carotovorum subsp. Brasiliense les souches peuvent également étre indole positives (Lee
et al.,2014). Selon Dickey (1978), les bactéries pectinolytiques sont négatives pour I'oxydase
car elles manquent d'enzyme cytochrome oxydase qui catalyse le transport d'électrons entre
les donneurs dans les bactéries et un colorant red ox-tétra-métthyl-p-phénelyne-diamine pour
produire une couleur violette, mais peut varier sur lindole et d'autres tests. Plus
Pectobacterium spp. et les souches sont négatives pour lindole. Ils n'ont pas I'enzyme
tryptophanase qui décompose l'acide aminé tryptophane en indole. Dickeya spp. et certaines
PC subsp. Brasiliense les souches sont indole positives car elles contiennent I’enzyme
tryptophanase (Maet al., 2007 ; Lee et Yu 2006 ; Leeet coll, 2014).

Les 26 isolats positifs aux tests de pourriture des tranches (Figurel7) dont les 12 qui
présentaient dessymptémes dela jambe noire et dela pourriture de la tige (Figurel8) ont été
soumis a une PCR conventionnelle pour une identification plus approfondie. Six isolats (23%)
amplifiés avec succés avec la paire d'amorces EXPCCF / EXPCCR pour produire I'amplicon
attendude 550 pb de PC subsp. carotovorum tand is que cing (19%) amplifiés avec d es amorces
PW7011F / PW7011R pour produire 'amplicon attendude 140 pb pour PC subsp. wasabiae
(Figure 15).

Positive Negative

Ladder control trol
f—“H‘Z&—-\ r—Z‘L fZL 1—8}—. 1;811—. —t— f::: \

Figure 15 : Amplification par PCR de Pectobacterium carotovorum subsp. Wasabiae ;
71, 74, 76, 81, 84 sont des échantillons d'Elgeiyo Marakwet. Tailles de bande comparées a

une échelle de 100 pb. les isolats ont donné la taille attend ue de 140 pb.
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Cependant, nous n'avons pas pu confirmer en utilisant I'ensemble d'amorces disponible le
groupe de 12 isolats qui étaient indole positif comme potentiel Dickeya spp. (E.
chrysanthemi) ou Pectobacterium carotovorum les bactéries pectinolytiques sont négatives
pour l'oxydase car elles manquent d'enzyme cytochrome oxydase qui catalyse le transport
d'électrons entre les donneurs dans les bactéries et un colorant redox-tétra-métthylp-
phénelyne-diamine pour prod uire une couleur violette, mais peut varier sur I'indole et d'autres
tests. Plus  Pectobacterium spp. et les souches sont négatives pour l'indole. Ils n'ont pas
I'enzyme tryptophanase qui décompose l'acide aminé tryptophane en indole. Dickeya spp. et
certaines PC subsp. Brasiliense les souches sont indole positives car elles contiennent
I’enzyme tryptophanase (Ma et al., 2007 ; Lee et Yu 2006 ; Lee et coll,2014). positifs aux
tests depourriture des tranches (Figure. 17) dont les 12 qui présentaient des symptémes de la
jambe noire et dela pourriture de latige (Figure.16 ) ont été soumis a une PCR conventionnelle
pour une identification plus approfond ie. Six isolats (23%) amplifiés avec succes avec la paire
d'amorces EXPCCF / EXPCCR pour produire I'amplicon attendude 550 pb de PC subsp.
carotovorum tandis que cing (19%) amplifiés avec des amorces PW7011F / PW7011R pour
produire I'amplicon attendude 140 pb pour PC subsp. wasabiae (Figure 15). Cependant,
nous n‘avons pas pu confirmer en utilisant I'ensemble d'amorces disponible le groupe de
12 isolats qui étaient indoles positifs comme potentiel Dickeya spp. (E. chrysanthemi) ou
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense.

Une PCR conventionnelle a été réalisée pour ce groupe d'isolats en utilisant Dickeya jeu
d'amorces géneriques ADEL1 / ADE2 et BRIf / LIr spécifique pour Pectobacterium
carotovorum subsp. brasiliense (Pritchard et coll, 2012). Hormis le témoin positif (Dickeya
dianthicola souche GBBC 322), aucun desisolats de ce groupe n'a donné la taille de prod uit
attendue de 420 pb pour Dickeya spp., a la place, les isolats ont produit des bandes comprises
entre 1000 et 1500 pb. Sur le test pour Pectobacterium carotovorum subsp. Brasiliense tous les
douze isolats étaient également négatifs. Réisolement des agents pathogenes des plantes hétes et
des tranches de pomme de terre qui avaient est devenu positif pour P. carotovorum et P. wasabiae
était fait pour identifier I'agent causal spécifique de lamaladie de la jambe noire et de la pourriture
molle dans ces échantillons de pomme de terre. Toutes les bactéries réisolées ont été testées par
PCR conventionnelle comme décrit par Pritchard et coll, (2012)et des tests biochimiques tels
que décrits par Pérombelon (2002).

Lessix échantillons qui étaient auparavant devenus positifs pour P. carotovorum sont

restés positifs pour ce test tandis que les cing qui étaient devenus positifs pour P. wasabiae
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est également resté positif pour ce test. Ces isolats étaient également positifs aux tests O / F mais
négatifs aux tests indole et oxydase. Les résultats combinés des tests phénotypiques et basés sur
I'ADN montrent que des bactéries pectinolytiques positives pour l'indole sont présentes au
Kenya, mais leur identité doit étre étudiée plus avant. Les résultats de notre étude sont en ligne
avec les résultats de Onkendi et coll, (2014) cette Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum est le principal agent pathogéne trouve dans les pommes de terre touchées par la
jambe noire et la pourriture molle au Kenya. Onestime que cette maladie bactérienne représente
jusqu'a 1/4 despertes annuelles de pommes deterre (Onkendi et al., 2014). Notre étude par
les résultats phénotypiques (test indole) peut indiquer que les bactéries pectinolytiques virulentes
sont répandues et ne font probablement pas partie du genre Pectobacterium. |1 faut toutefois
préciser que certaines souches de PC subsp. Brasiliense sont également positifsa I'indole (Lee

et al., 2014), nécessitant une étude plus approfondie de ces isolats (Figurel6 et 17).

Figurel6 : Essais en pot.

1 : plantes non infectées servant de témoins négatifs ; les plantes sont restées
saines pendant les 90 jours entiers.

2, tubercule de semence infecté avec le témoin positif PD 1006 ; la plante est
morte dans les 21 jours.

3,4, 5, graine tubercules infectés par des colonies de culture pure d'Elgeiyo
Marakwet les plantes présentaient des symptémes de pourriture molle et de
pourriture noire de la base vers le haut dans les 21 jours
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Figurel7 : Trancher les essais de pourriture. 1, tubercule de semence infecté
avec une colonie de culture pure provenant des échantillons du marché
Elgeiyo. 2, tubercule de semence sain utilise comme controle négatif. 3,
tubercule infecté avec Pcc contrble positif numéro de souche PD 1006. La
pourriture a été observée dansles 72 h

I-4 Conclusion
En conclusion, I’étude a identifié Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
principal agent causal de la jambe noire et pourriture molle de la pomme de terre. Ce pathogeéne
ainsi que P. carotovorum subsp. Brasiliense sont connus pour se produire dans Kenya
(Onkendi et al., 2014). Nousavonségalement pu découvrir pour la premiere fois P. carotovorum
subsp. wasabiae causant des symptémes de jambe noire et de pourriture molle au Kenya. P.
carotovorum subsp. carotovorum a été trouvé dans les quatre régions tandis que P. carotovorum
subsp. wasabiae n'aététrouve qu'aElgeiyo Marakwet. Des souches pectinolytiques positives pour
l'indole ont été trouvees dans les quatre régions, leur identité exacte nécessite une étude plus
approfondie ainsi que leurs mécanismes de survie et devirulence. De plus, I'analyse séquentielle
de PEL genes comme génes domestiques (Darrasse et al., 1994) doit étre fait pour finaliser et

confirmer leurs identifications.
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Article 2

II- Sensibilité de la pomme de terre aux pourritures de tiges

provoqueées par Dickeya spp

I1-1-Résumé

Dickeya dianthicola et 'Dickeya solani' sont les bactéries qui posent le plus de problemes

en production de plants de pommes de terre en Suisse. Elles provoquent au champ des
symptdmes de pourrit ures aériens de tiges communément appelées jambes noires. L’étude
présentée icia deux objectifs principaux : d’une part étudier lasensibilité a Dickeya spp. des
variétés Agria, Victoria, Charlotte, Innovator, Arinda et Lady Claire, et d’autre part, étudier
I’agressivité detrois isolats de D. dianthicola et trois isolats de 'D. solani' sur la variété Agria.
Pour cela, des essais en pots ont été mis en place en serre. Lavariéte Agria semble plus
sensible au développement de pourriture detiges que lesautres variétés testées. Lesisolats les
plus agressifs de'D. solani' nesont pas plus virulents que lesisolats de D. dianthicola les plus
agressifs testés. L’agressivité desisolatsde D. dianthicola semble plus variable que celle des
'D. solani’. Enfin, le risque de développement de symptdmes surles tiges lié aux isolats de
Dickeya spp. semble plusimportant que celui lié alavariété. En effet, la variété la plus sensible
développe six fois plus de symptéme que la variété la moins sensible, tandis que I’isolat le plus

agressif développe 40 fois plus de symptdme que I’isolat le moins agressif.

11-2-Méthodes
Le premier essai (A) porte sur la sensibilité variétale de six variétés : Agria, Victoria,
Charlotte, Innovator, Arinda et Lady Claire. Cetessai est mené en serre et a été répété deux
fois (essais Alet A2).Vingt tubercules de chaque variété sont inoculés par trempage avec
I’isolat Dickeya dianthicola 8823 a laconcentration 106 ufc/ml et chaque tubercule est
ensuite planté en pot. Pourchaque variété,20 plants servent de témoin et sont trempés dans de

I’eau.

Le second essai(B), porte sur 1’agressivité desisolats de Dickeyaspp. six isolats de
bactéries sont testéssur la variété de pommes de terre Agria & une concentration de 106

ufc/ml :
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Dickeya dianthicola 980, Dickeya dianthicola 8823, Dickeya dianthicola 12, ‘Dickeya solani’
2222, ‘Dickeya solani’ 05026 et ‘Dickeya solani’ 0704 4. Cet essai aégalement été mene en
serre et répété a deux reprises (essais Bl et B2), 20 pots sont mis en place pour chacun des
isolats ainsi que pour le témoin. L’inoculation des plantsse déroule sur une période de48h
et en 4 étapes: trempage dans I’caupendant deux heures, ouverture des lenticelles pendant
22 heures (humidité relative proche de 100% a 25 °C), trempage dans la suspension
bactérienne pendant 12 heures et séchage pendant 12 heures. Cette méthode présente
I’avantage depermettrel’inoculation d’un grand nombre de tubercules en un temps relativement
court. Dés I’apparition des premiers symptomes de jambe noire, deux observations par semaine
sont effectuées a chaque observation, le pourcentage de tiges infectées est calculé. Enfin, un
calcul de I’aire sous lacourbe de Progression de lamaladie (AUDPC.rel). Nous avons utilisé
latransformation angulaireafinque les données de pourcentages de tigesinfectées satisfassent
aux conditions d ’application de I’analyse de la variance (ANOVA) Le logiciel statistiques
(Statsoft , Tulsa, USA)est utilisé pour 1’analyse statistique.

Pour chaque essai, une analyse de la variance (ANOVA)a deux facteursest réalisée. Le
premier facteur correspond a la répétition del’essai dans le temps. Le second facteurest la
variété pour le premier essai et I’isolat de Dickeya spp. pour le deuxiéme essai. L’interaction
entre les deux facteurs est également testée. S’il y a présence d’une différence significative

(p<0,05), un test de Newman et Keuls (comparaison de moyennes) s’ajoute alI’analyse.

11-3 Résultats

Les plantes des pots témoins n’ont pas développé de pourritures des tiges. Cela indique
que les lots de tubercules utilisés sont sains et exclut tout développement de symptdmes issus
d ’infections naturelles dans I’expérience.

Aprés analyse de I’aire sous la courbe de développement dela maladie aucune différence
de sensibilité variétale n’est observée (p>0,05).donc lesdifférencesd’expression desymptomes

entre variétés sont trop faibles pourétre détectées (AUDPC.rel; figure 18).
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Les observations descourbes de développement des symptémes au cours du temps
indiquent que certaines variétés développent leurs symptomes tardivement, c’est particuliérement
le casd’Agria dans I’essai A2(figure.18). lesécarts les plus importants entre la variété la
plus et la moins sensible sont obtenus le dernier jour d’observations, respectivement 23
jours apres levée pour I’essai Al et 20 jours apres levée pour l'essai A2. L’ANOVA
réalisée sur ces données permet de mettre en évidence desdifférences de sensibilité entre

variétés (p<0,001). Aucune interaction entre I’essai et les variétés testées n’a été observée (p>0
05).
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Figure 18 : Evolution du pourcentage de tiges présentant des symptomes de pourritures
aériennes dans les essais Alet A 2 d ’étude de lasensibilité des variétés a Dickeya spp

Agria s’est montrée en moyenne six fois plus sensible qu’Arinda, avec 37,4 % de tiges
infectées contre 6,1 % pour Arinda. Entre cesdeux extrémes, on trouve Charlotte (16,6 % de
tiges infectées)et Lad y Claire (17,3 %), ainsi qu’Innovator (22,6 %) et Victoria (27,7 %) (figure
19)
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Chartolle Lady Clawre Irnmovator Wotorsa

Figure 19 : pourcentage maximum de tiges infectées par variété (moyennes desessais A1l et
A2). La variabilité est représentée par 1’air standard et les groupes d’homogénéité sont

representés par des lettres minuscules au sommet des barres d’erreurs

Essai B : agressivité des isolats

L’analyse les données d’AUDPC.rel, indique une différence d ’agressivité entre les
isolats de Dickeya spp. testés (p<0,001). Cependant, une interaction entre la variété et la
répétition de I’essai est apparue (p<0,001). L’isolat D. dianthicola 8823 semble étre
responsable de cette interaction car lorsqu’on le soustrait de TANOVA, Iinteraction disparait
(p>0,05). Cet isolat aen effetdéveloppésignificativement moins de symptdmes dans 1’essai
Blque dansl’essai B2.La différenceobservée pourrait avoir pour origine une mauvaise
conservation de I’échantillon de la souche utilisée dans le cadre del’essai B1. Cetisolat ne

sera donc plus pris en compte dans I’analyse statistique.
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Figure 20 : Essai Bl et B2 :évolution du pourrecentrage de tiges présentent des
symptémes de pourritures aériennes duesaux différents isolats testés.
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Si, comme pour I’essai de sensibilité variétale, on analyse les donnéescorrespondant
au jour ou les écarts entre isolats sont les plus importants (15 jours apres levée), on
observe également des différences significatives entre isolats (p<0 ,0 01 ). Lesisolats D.
dianthicola 980, ‘D. solani’ 2222 et D. dianthicola 05026 sont moins agressifs que D.
solani’ 07044 et D. dianthicola 12 (figure.22). La différence d’agressivité entreisolats d "une
méme espece est plus grande pour les isolats de D. dianthicola (D. dianthicola 12 est 40
fois plus agressive que D. dianthicola 980) comparée aux isolats d de’D. solani’ (‘D.
solani’ 07044 est six fois plus agressive que °D. solani’ 2222).
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Figure 21 : Pourcentage maximum de tiges infectées par isolat (moyennes des essais B1 et
B2). La variabilité est représentée par I’erreur standard et les groupes d’homogénéité sont

représentés par des lettres minuscules au sommet des barres d’erreurs

11-4 Discussion

Cet essai a permis de démontrer I’existence de différences de sensibilité variétale au
développement de jambe noire provoquée par Dickeya spp.

La variété Agria semble plus sensible au développement de pourriture de tiges que les
autres variétés testées. Les variétés Charlotte et Lady Claire parmi les variétés les moins
sensibles testées dans ces essais. Charlotte est la premiere variété a chair ferme produite en
Suisse avec 14% des surfaces plantées et Lady Claire la premiere variété type « chips» avec
4 % des surfaces de pommes de terre cultivées en Suisse (Hebeisen et al.,2012 ; Swisspatat
2013).
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Les essais ont également mis en évidence des différences d’agressivité entre les
isolats de Dickeya spp. Contrairement ace que mentionne la littérature (Toth et al., 2011),
les isolats de ‘D .solani’ ne sont pas systématiquement plus virulents que les isolats de
D. dianthicola. En effet, parmi les souches les plus agressives étudiées dans ces essais,
on trouve a la fois des isolats deD. dianthicola et de ‘D. solani’. On observe par ailleurs
une agressivité beaucoup plus variable au sein desisolats de D. dianthicola comparé aux
isolats de‘D. solani’.

Cette différence peut s’expliquer par le fait que ‘D. solani’ apparait comme étant«clonal
», c’esta dire avec une variabilité génétique plus restreinte que D. dianthicola (Bourget
2012 ; Czajkowski et al., 2012 ; Pritchard et al., 2012). Cette variabilité  génétique
plus importante observée chez les isolats de D. dianthicola pourrait également concerner
les génes impliqués dans les mécanismes de développement des pourritures, ce qui

expliquerait les importantes différences d’agressivité observées.
Enfin, en comparant les résultats obtenus dans le cadre des essais de sensibilité variétale

et d’agressivité d’isolats, on constate que les différences d’agressivité sont beaucoup plus
importantes entre isolats qu’entre variétés. En effet, si on se réfeére au pourcentage de
pourriture maximal obtenu, la variété la plus sensible développe six fois plus de symptdémes
sur tiges que la variété la moins sensible, tandis que I’isolat le plus agressif développe 40 fois
plus de symptémes sur tiges que I’isolat le moins agressif.
Ceci indique que le risque variétal de développement de symptomes est inférieur au risque lié
a I’isolat de bactérie.

Cette étude ouvre différentes perspectives. D’une part, il serait pertinent de savoir si la
réponse des variétés et des isolats est équivalente dans le cadre d’essais menés au champ.
D’autre part, il serait également intéressant de déterminer s’il existe une interaction entre la

variété et I’agressivité des isolats.

11-5-Conclusion
La sélection par les agriculteurs de la variété de pomme de terre la moins sensible aux
Dickeya spp est essentielle pour réduire le risque de développement des symptdmes de

pourriture de tige. Si les resultats de sensibilité variétale obtenus par des essais au champ
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devaient étre comparables aux résultats obtenus en serre, ces derniers représenteraient

une alternative plus rapide et moins colteuse pour déterminer la sensibilité des variétés.
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Article 3
I1I-Pomme de terre: ’Empire Pectobacterium contre -attaque

111-1 Résumé

La maladie dela jambe noire dela pomme deterre est provoquée par plusieurs espéces et
sous-espéces de bactéries pectinolytiques. Jusqu’en 2012, les especes apparentant au genre
Dickeya étaient a I’origine de la plupart des symptomes observés en Suisse. Deux
nouvelles espéces ont été identifiées comme ét ant responsables de certains cas de jambe
noire en Suisse durant I’année 2013.11 s’agit de Pectobacterium wasabiae et Pectobacterium
carotovorum subsp . Brasiliense. La premiere espéce étant déja présente en Europe, sa
découverte en Suisse ne constitue de ce ne fait pas une surprise. La deuxieme n’était pas
encore identifiée en Europe avant 2013, mais desisolats datant desannées 1988 et 1999 ont
été décelées subséquemment dans la collection bactérienne de I'Agroscope. Cette sous-
espéce P. c. subsp. Brasiliense a déjaprovoqué des dégatsau champ en 2014, et était, a elle
seule, responsable de 80 % des cas de jambe noire analysés au laboratoire. De plus, la
saison 2014 a permis I’observation de symptomes atypiques de jambe noire, qui peuvent

porter a confusion lors des visites culturales.

111-2 Matériels et méthodes

Les plantes de pomme de terre présentant des symptémes de jambe noire (pourriture
de latige) ont été coupées sous la base de la tige et envoyeées au laboratoire. Les tiges
ont ensuite été lavées a I’eau et coupées transversalement au moyen d *un scalpel stérile. Un
échantillon de4 —5mm detissu infecteé situé dans la zone entre tissu sain et malade a été déposé

dans un tube stérile contenant1,5 ml de tampon phosphate (PBS).

Apres 10 minutes d ’agitation, un préléevement a été effectué al’aide d 'une anse stérile
suivi d’un étalement, sous flux laminaire, dans une boite de Pétricontenant du milieu CVP
(Crystal Violet Pectate) (Hélias et al,2012). Une incubation de2 jours a 28 °C a permis
aux bactéries pectinolytiques de se multiplier et, se nourrissant de la pectine contenue dans
le milieu, de creuser des cavités dans la gélose (figue. 22). Les colonies ayant creusé le milieu
ont pu étre repiquées sur milieu nutritif standard (King’s B ou Nutrient Agar).
especes apparentées et d’origines géographiques diverses (figure.23). Ony remarque que
les souches de P.c. Subsp. brasiliense sont trés proches des cavités dans la gelose (figure.
22).
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Les colonies ayant creusé le milieu ont puétre repiquées sur milieu nutritif standard (King’s
B ou Nutrient Agar).

La détermination des souches bactériennes s'est faite par PCRen prélevant directement
un peu de créme bactérienne. L’utilisation d’amorces spécifique sa permis 1’identification des
espéces bactériennes mentionnées précédemment (figure.23 ). Par la suite, le séquencage
d’une partie des génes constitutifsacnA, gapA, icdA, mdh, mtiD, pgi et proA de ces souches
a eté réalise (GenB an k Accession Nos. KM017537 -K M017552, KP027692 -K P 027735,
KP40413 5 - KP404148). Ce séquencage a permis une comparaison du profil de ces souches
avec celui d ’autres souches bactériennes connues et référencées dans la banque de d données
informatiques Gen-B ank, ce qui a permis d ‘établir un arbre phylogénique (figure 24) au

moyen du logiciel MEGADS.

2 ‘ s / - |

Figure 22 : colonies de Pectobacterium carotovorum subsp . brasiliense creusant sur
milieu CVP

Afin de mettre en évidence la pathogénicité de ces deux nouvelles souches,
une expeérience d ’inoculation artificielle en chambre de culture a été conduite (figure.25)
Dix plantules en pot de la variété Markies ont été infectées par injection de 100 pl de
suspension bactérienne (106 CFU/mI) ala base dela tige (figure. 25). Une partie des plantes
a également été inoculée avec unisolat de Dickeya solani pour comparaison. Les
plantes témoins ont été inoculées avec 100 pld’eau. Les plantes ont ensuite été incubées
dans une chambre de culture (25 °C et 80 % d *humidité relative), avec arrosage régulier.

Apreés 20 jours de croissance, les plantes sont contrblées pour des symptdmes
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de pourriture. A un but illustratif uniquement, les souches anciennes P.c. subsp.
brasiliense AC W88/157 —2 et 99/39 —31-1 ont été inoculées surtranches de pomme

de terre, pour en observer le développement de pourriture humide (figure.28) .
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Figure 23 : Gel d'électrophorése de trois PCR amplifiant spécifiqguement P.
wasabiae (100 bp), P. c. subsp. brasiliense (377 bp) P. atrosepticum (400 bp).
Lorsque les amorces PCR pour P.wasabiae et P. c. subsp. brasiliense ne trouve
pas ’ADN correspondant pour I'hybridation, il y amplification non-spécifique
de bandes d 'ADN de longueurs diverses.
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Figure 24 : Arbre phylogénique de ressemblance maximal e obtenu par la méthode
deneighbor joining des parties de séquences de sept genes constitutifs de différentes
souches de Pectobacterium sp. et Dickeya sp. Les bactéries sont désignées par leur
nom taxonomique la désignation de la souche ainsi que le pays de provenance, abrégé
entre parentheéses. Les sequences dessouches non indigenes ont été obtenues dans
la banque de données GenBank. L'arbre optimal avec la somme de la longueur des

branches (=0,5522) est représenté . Le pourcentage de lavaleur dutest debootstrap
est indiqué a coté de chaque branche.

I11-3 Résultats et discussion
Identification des nouvelles especes bactériennes :

L’identification par PCR (figure. 23) et par séquencgage (figure. 24) des nouvelles
souches isolées en Suisse en 2013 et 2014 confirme leur appartenance al’une ou
lautre des especes décrites précédemment, a savoir Pectobacterium wasabiae et
Pectobacterium carotovorum subsp. Brasiliense (de Werraet al., 2015). L’apparition de
P. c. subsp. brasiliense en Suisse en 2013 fut trés inattendue car cette souche n’était
pas encore annoncée en Europe. Le séquencage de certains génes a permis une analyse

plus fine deleur filiation dans un arbre phylogénique regroupant de nombreuses autres
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génétiquement de P. c. subsp. carotovorum. Parmi les souches de P. c. subsp . brasiliense,
les souches suisses sont plus apparentées a celles des Pays-Bas qu’aux souches du Brésil ou
de la Nouvelle -Zélande.

Une analyse moléculaire systématique des isolats en collection a la station Agroscope a
Changins a permis de trouver des souches de P. c. subsp. brasiliense identifiées jus?que-
la comme Pectobacterium sp. Parmi celles-ci , deux souches isolées sur cv. Erntestolz, en
1988 (souche 88/157 —2) eten 1999 ( souche 99/39 — 31-1) Le profil phylogénétique de ces
deux anciennes souches les situe actuellement pres des souches européennes. Rien ne
permet cependant d’établir un lien de filiation entre ces anciennes souches et celles
rencontrées actuellement en Suisse. De méme, P.wasabiae semble faire partic d 'une branche
apparentée a P. atrosepticum. La souche P. wasabiae isolée au Japon différe aussi légérement
des souches européennes (figure. 24). En Suisse, plusieurs souches ont pu étre ainsi
réidentifiées : une souche isolée en 1987 sur la variété Ostara (souche 87/83) et la souche
Ecc99/3 de 1999, identifiées a 1’origine comme P.c. subsp. carotovorum (anciennement
Erwinia carotovorum subsp. carotovorum ) sont en fait des souches de P. wasabiae .
Ceci démontre que ces especes bactériennes étaient déja présentes sur notre territoire
depuis denombreuses années. Le pouvoir pathogene deces bactéries a été évalué en chambre
de culture (figure.25) , afin de répondre aux quatre postulats de Koch. Les plantules de pomme
deterre cultivées en pots et infectées artificiellement avec chacune de ces bactéries présentent,
20 jours apres inoculation, des pourritures aériennes se propageant sur la tige a partir du
point d’inoculation (figure. 25). Les contrbles inoculés avec de I’cau ne présentent pas de
symptdéme. Les bactéries isolées a partir de ces lésions ont été identifiées par PCR et
correspondent aux bactéries inoculées. Cette expérience a permis de mettre en évidence
la pathogénicité de ces souches bactériennes. Une observation superficielle des symptdomes
ne permet cependant pas deconstater des différences d ’agressivité entre les souches.
L’inoculation des souches anciennes de P.c. subsp. brasiliense sur tranches de pomme

de terre (figure. 26), outre I’aspect illustratif, a montré que les bactéries étaient encore
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capables de provoquer de la pourriture humideaprés de nombreuses années en

cryoconservation.

Figure 25 : Expérience en chambre de culture (A), inoculation artificielle sur plantules de

pomme de terre (B) et progression de la pourriture sur tige (C).

Génétiquement proche de P. c. subsp. carotovorum, P. c. subsp. brasiliense est peut-étre
plus apte a survivre dans une gamme de conditions pédoclimatiques plus étendue, ainsi
que dans d’autres environnements, comme sur certaines adventices ou sur d’autres cultures.
Une prolifération facilitée au stockage, une meilleure dissémination au champ, tout comme
un mangue de compétition par d’autres souches bactériennes ou microorganismes pourraient
expliquer les dégatsoccasionnés au champ en 2014. Autre hypothése, P. c. subsp. brasiliense
pourrait étre avantagé lors de condition de production trés humides, comme ce fut le cas
en 2013 et 2014.
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Figure 26 : Inoculation artificielle sur tranches de pomme de terre avec les souches bactériennes
suivantes : P. c. subsp. Brasiliense ACW88/157-2 (A), et 99/39-31-1 (Bet C), et controle eau (D).

Durant la saison 2014, I'observation de symptémes de flétrissement et de jambe noire
au champ aconduit au constat suivant : par rapport aux observations desannées précédentes
les symptomes de flétrissement et de jambe noire étaient dans la plupart des cas atypiques
Ces symptbmes atypiques se caractérisaient par un flétrissement atténué, avec des folioles
légérement enroulées, la feuille composée restant a I’horizontale ou s’incurvant légérement
vers le bas, contrairement aux cas classiques ou les feuilles s’affaissent entiérement. De
plus, les tiges ont rarement présenté une pourriture brune visible de I’extérieur, alors que
I'intérieur des tiges était creux et bruni par les bactéries. Cette pourriture de tige interne n’a
toutefois jamais dépassé quelques centimeétres au-dessus du collet .Ces symptomes étaient
systématiquement  accompagnés d ’un tubercule-mére pourri et humide, a partir duquel des
bactéries pectinolytiques ont pu étre isolées. Ces symptdmes atypiques sont tres proches de
ceux provoqués par le rhizoctone brun (Rhi- zoctonia solani).

Une observation plus méticuleuse des symptdémes permet d ’éviter toute confusion :
absence de plages nécrosées séches sur les tiges et les stolons, absence de tubercules fils
malformés ainsi que de tubercules aériens. L’enti¢reté des symptdmes atypigques observés en
2014 ne peuvent cependant pas étre systématiquement associés a P. c. subsp. brasiliense. En

effet, lessymptdmes peuvent aussi étre le résultat des conditions pédoclimatiques de la saison.
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On notera enfin que P. c. subsp. brasiliense a également été isolé a partir de plantes
présentant des symptomes typiques, habituellement attribués a Dickeya sp.

Au niveau international, des observations similaires ont été faitesaux Pays- Bas, ou P.
c. subsp. brasiliense a été responsable deprées de 60% des cas de jambe noire en 2014 (M.
Kooman, NAK (NL), comm .pers.). En France aussi, bien que P. atrosepticum reste la
bactérie la plus répandue, cette nouvelle sous- espece c’est aussi manifesté (V. Hélias, INRA
(F), communication personnelle). Par contre, la situation reste inchangée en Ecosse, pays
exempt de Dickeya, ou P. atrosepticum cause encore 95 % des cas de jambe noire (G. Sad
dler, SASA (UK), communication personnelle). (Boomsma et al.,2012). Il ressort que I’'impact

detoutesces souches bactériennes sur la culture de la pomme deterre devraétre minutieusement

suivi a ’avenir.

I11-4 Conclusion

Identifiéspour la premiére fois en 2013 en Suisse, P. wasabiae et P. c. subsp. brasiliense
fontd’oreset déja partie intégrante du paysage phytosanitaire helvétique. La forte expansion
dela bactérie P. c. subsp. brasiliense en 2014 est remarquable au niveau épidémiologique.
Avec aussi peu de recul dans le temps, ces changements de populations bactériennes sont
difficilesa interpréter, tant il y ade facteurs pouvant influencer leur dissémination. Une
explication aces changements fait intervenir des mécanismes de sélection « naturelle ».
Depuis plusieurs années en effet, les souches de Dickeya identifiées, sont contre sélectionnées
dans les lots de plant exportés par certains pays. Il est donc possible que la Suisse ait
ainsi réduit ’incidence de Dickeya dans la culture de la pomme de terre, laissant alors le
terrain libre a d ’autres bactéries (p.ex. : P. c. subsp. brasiliense), qui échappent encore aux

systéemes de détection mis en place.
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Conclusion

Conclusion générale

Les genres Pectobacterium et Dickeya, causent d'énormes pertes aux cultures
agricoles sur tout la pomme de terre en raison de leur dynamisme, de lI'expression différente

des symptdmes, ainsi que de leur capacité a se multiplier et a se propager rapidement.

Notre travail consiste a faire une étude comparative entre les souches bactériennes
pectinolytiques sur différentes variétés de pomme de terre pour I’évaluation de I’agressivité de
ses souches bactériennes. A cet effet, nous avons constaté a travers I’analyse bibliographiques
réalisé qu’il existe une différence de sensibilité ou de résistance entre différentes variétés de

pomme de terre.
Les résultats obtenus aprés I’analyse bibliographique de certaines études antérieures sur

la résistance variétale de pomme de terre aux agents pectinolytiques confirment I’existence de
différences de sensibilité variétale au développement de jambe noire et pourriture molle
provoquée par Dickeya et Pectobacterium, Ily a aussi des différences d’agressivité entre les
isolats de Dickeya spp.

Les résultats indiquent que le risque variétal dedéveloppement de symptdmes de jambe

noire et pourriture molle est inférieur au risque lié a I’isolat bactérien.

Les résultats ont permis d’identifier Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
principal agent causal de la jambe noire et pourriture molle de la pomme de terre. et d'identifier
la présence de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum et de Pectobacterium
wasabiae au Kenya. et aussi de I’identifier pour la premiére fois en 2013 en Suisse, P.
wasabiae et P. c. subsp. brasiliense donc les bactéries pectinolytiques sont présentes dans tous

les pays ou la pomme de terre est cultivée et provoquent d’importantes pertes économiques.

La sélection par les agriculteurs de la variété de pomme de terre la moins sensible aux
Dickeya spp et est Pectobacterium spp essentielle pour reduire le risque de développement des
symptomes de jambe noire et pourriture de molle.

La lutte contre les agents pathogenes de la pourriture molle et la jambe noire est limité
en raison du manque de moyens et de mécanismes appropriés pour les éliminer, ainsi que du
manque d'informations sur la stratégie de survie des agents pathogénes dans différents

environnements. L'utilisation d'une plante saine avec des mesures préventives est nécessaire
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pour réduire I'émergence de la pourriture molle et la jambe noire, la maladie peut survivre

parce gu'elle se développe pendant le transport et le stockage.
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