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Evaluation de ’importance de fer dans le pathosystéme pomme de terre-
bactériose

Résumé

Cette ¢tude a été effectuée afin de mettre en évidence D’activité ferrique et la
production de sidérophores chez une collection de bactéries type Soft Rot Enterobacteriacea.
La mise en culture des souches sélectionnées sur milieu Crystal Violet Pectate a confirmé
’activité pectinolytique de ces souches bactériennes. Le test d’évaluation de la production de
sidérophores a été réalisée dans deux milieux de culture différents, a savoir le milieu
succinate et le milieu King B. Les souches bactériennes testées produisent différents types de
sidérophores a des quantités significativement élevées, selon les valeurs de 1’absorbance la
densité optique est de 1.25 chez la souche SAS. L’inoculation des disques de pomme de terre
par dépot de suspension bactérienne a révelé 1’apparition et le développement des symptomes
se traduisant par une dégradation des tissus infectés qui deviennent spongieux, de couleur
créme a brun foncé et dégageant une forte odeur nauséabonde. De méme, la croissance des
souches étudiées a une température de 41°C a révélé que 67% des souches ont pu se

développer apres 24h d’incubation.

Enfin, le test d’antibiotique, montre une résistance de 1’ensemble des souches
bactérienne a I’érythromycine a 1’exception d’une seule souche se révélant sensible ce qui a

conduit a l'apparition de la zone d'inhibition.

Mots- clés : Pomme de terre, pourriture mole, Soft Rot Enterobacteriacea, sidérophore,

maladies bactériennes.



Abstract

This study was carried out in order to highlight the ferric activity and the production of
siderophores in a collection of bacteria such as Soft Rot Enterobacteriaceae. Cultivation of the
selected strains on Crystal Violet Pectate medium confirmed the pectinolytic activity of these
bacterial strains. The siderophore production evaluation test was performed in two different
culture media, succinate and King B media. Bacterial strains tested produce different types of
siderophores at significantly high level, depending on the values of the absorbance the optical
density is 1.25 in the SAS strain. Inoculation of potato discs by bacterial suspension
deposition revealed the appearance and development of symptoms resulting in a breakdown
of infected tissues which became spongy, cream to dark brown in color and gave off a strong
foul odor. Similarly, the growth of the strains studied at a temperature of 41°C revealed that

67% of the strains were able to develop after 24 hours of incubation.

Finally, the antibiotic test shows resistance of all bacterial strains to erythromycin with
the exception of a single strain proving to be sensitive, which led to the appearance of the

zone of inhibition.

Keywords: Potato, soft rot, Soft Rot Enterobacteriacea, siderophore, bacterial diseases.
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ERO : Espéces Réactives de I’Oxygene.
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KB: King B.
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LPS: Lipolysaccharides.

MADR: Ministere d’Agriculture et de Développement Rural.

MH:Mueller-Hinton.
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SM: succcinate media.

SRE: Soft Rot Enterobacteriacea.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

La pomme de Terre joue un rdle socioéconomique important pour les agriculteurs.
u ulture a z court qui u u ,
C'est une culture a cycle assez court qui donne un haut rendement, elle a de bonnes

perspectives économiques et la superficie cultivée s'agrandit de jour en jour.

La pomme de Terre (Solanum tuberosum L.) appartient a la famille des Solanacées,
genre Solanum (Quezel et Santa, 1962), cette famille regroupe plusieurs espeéces connues
telles que la tomate, le tabac, le poivron et I'aubergine. La pomme de Terre, semble avoir pris
naissance et avoir vécu a I'état spontané dans les rivages d'Ouest de I'Amérique latine Selon

(Grison, 1993).

De nos jours, cette solanacée constitue 1'une des cultures légumieres les plus
importants dans le monde. Elle est classée en quatriéme position apres le bl¢, le mais et le riz
avec une production totale d’environ 368 millions de tonnes. La production mondiale est de
385 millions de tonnes entre 2013 et 2014 tonnes métriques répartis entre 151 pays

producteurs de la pomme de terre dans une surface de 20 millions d'hectares (F.A.O., 2013).

En Algérie, la pomme de terre est la plus importante culture légumiere, avec plus de
156176 ha et une production de 46735155 de quintaux pour un rendement de 299,2 Qx/ha,
elle est tient une place importante (FAOSTAT, 2015).

La pomme de terre comme toute autre plante, est la cible de nombreuses maladies et
ravageurs. Parmi les pathologies les plus répondues, la jambe noire et la pourriture molle dues
aux bactéries du genre Pectobecterium (anciennement Erwiniae pectinolytiques),
caractérisées par une importante activit¢ de macération. Le développement massif de ces
pourritures est a 1’origine de préjudices économique importants. A ce titre, on estime qu’en
Algérie, environs 32% des refus d’importation sont dus aux pourritures molles (Yahiaoui-

Zaidi, 2004).

D’autre part, les bactéries requicrent des mécanismes d’homéostasie précis pour
équilibrer I’apport et le stockage de différents métaux essentiels a la vie. La concentration

intracellulaire de chacun de ces métaux est fortement régulée.

Les sidérophores sont des métabolites secondaires qui jouent un role dans
I’homéostasie du fer chez les microorganismes (Raymond et al. 2003). La gamme de

concentrations des sidérophores dans le sol est assez large (Hersman et al.1995). Les
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sidérophores jouent un rdle primordial dans la solubilisation extracellulaire du fer a partir de
minéraux afin de le rendre disponible aux microorganismes ainsi, la synthése de ces composés
est indispensable a la survie, au bon développement de nombreux microorganismes (Lambert

et al. 2014).
Le présent travail consiste a étudier les points suivants :

e Purification et régénérations des isolats bactériens par utilisation de plusieurs milieux.

e Mise en évidence la production de sidérophores.

e Effet de la variation de température sur le développement des symptomes sur la
pomme de terre.

e Test de sensibilité aux antibiotiques.

e Test de pathogénicité sur tubercules de pomme de terre.



Chapitre 1 :
Synthese Bibliographiques



Synthése Bibliographiques

Chapitre I : Synthése Bibliographiques

1. Généralité sur la pomme de terre :

1.1. Historique :

La pomme de terre existe depuis plus de 8 000 ans. D'apres les recherches réalisées,
I'Amérique Du Sud serait la terre natale de ce légume. Au XVIeme siccle, a la recherche de
trésors et du pays d'El Dorado, les conquistadors espagnols ont découvert la pomme de terre
dans les potages des indigenes. Dés lors, le précieux légume entrepris son périple vers
I’Europe (Anonyme, 2000). Il passe en Italie et en Espagne a la fin du XVIéme siécle,
s’introduit en Angleterre, puis gagne 1’Irlande. Dés le milieu du XVIIeme siecle, il est connu
en Allemagne et de 1a, se propage vers I’Est, suivant les colonies Allemandes qui s’enfoncent
dans les pays slaves et vers I’Ouest. Au début du XVIIIéme siecle, la plante fut introduite en

Amérique du Nord (Anonyme, 2004).

1.2. En Algérie :

La pomme de terre a été introduite une premiére fois aul6™°

siecle par les Maures
Andalous qui ont propagé les cultures de tomate, de poivron, de mais et de tabac dans la
région. Par la suite, elle est restée dans I’oubli n’ayant pas suscité d’intérét. Dans la deuxieme
moiti¢é du 19¢me siccle, les colons I’ont cultivé pour leur usage, car les algériens y sont
réticents malgré les disettes successives. Apres 1I’indépendance (1962) de 1’ Algérie, la pomme
de terre est devenue une des principales cultures destinées a la consommation (Djebroune,

2019).
1.3. Description botanique :

La pomme de terre est une culture a cycle annuelle, elle est caractérisée par la

présence de stolons, inducteurs de tubercules. Les tiges aériennes sont généralement au
nombre de deux a dix, parfois davantage avec un port plus ou moins dressé et une section
irréguliere. Les feuilles sont composées et permettent par leur aspect et leurs colorations, de
caractériser les variétés. Les fleurs dont la couleur et le nombre caractérisent les variétés sont
généralement autogames. Elles peuvent étre de couleur blanche, bleue, violette ou rose
suivant les variétés. Les fruits ou baies contiennent des graines sans intérét en culture, mais
essentielles en sélection amélioratrice (Elzebroek et Wind, 2008).

Le systéme souterrain comprend les racines, les tiges souterraines (stolons) et les
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tubercules. Les racines nombreuses et fines sont fasciculées et peuvent pénétrer

Facilement le sol s’il est suffisamment meuble. Les stolons sont plus ou moins courts et leurs
extrémités se renflent pour former les tubercules : ce sont les organes de conservation qui
permettent de classer la pomme de terre parmi les plantes vivaces. C’est dans cet organe que

la plante accumule toutes ses réserves nutritives (Atef, 2009) (Figure 1).

-
Nouveaux )

- =
tubercules ra 7
=
o ;_{;"'

Figure 1:Description végétale et terminologie de la pomme de terre ( Soltner, 2005)

Racines fasciculées

1.4. Taxonomie de la pomme de terre :
D’aprés Cronquist (1988), la pomme de terre appartient:

Reégne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Solanales

Famille : Solanaceae
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Sous-famille : Solanoideae

Genre : Solanum

Espece : Solanum tuberosum

2. Importance de la pomme de terre :

La pomme de Terre joue un role clé¢ dans le systétme alimentaire mondial. C’est la
principale denrée alimentaire non céréaliére du monde, la production mondiale a atteint le
chiffre record de 368 millions de tonnes en 2013 selon Food and Agriculture Organization
Corporate Statistical Database(FAOSTAT, 2014). Plus de 150 pays cultivent la pomme de
Terre sur une superficie de 194 millions d’hectares en 2013 selon Food and Agriculture

Organization Corporate Statistical Database(FAOSTAT, 2014).

2.1. Dans le monde

En terme monétaire la culture de pomme de terre arrive aprés le riz, le blé, et le mais, au
quatriéme rang des cultures vivri¢res des pays en voie de développement (Horton, 1987).La
pomme de terre s’adapte a des situations trés diverses du cercle polaire a I’équateur en

jouant sur les saisons, les variétés, 1’altitude. (Boufares, 2012).

Selon le Organisation des Nations unies pour l'alimentation et l'agriculture (FAQ, 2008),
en 2005 pour la premiére fois la production de la pomme de terre du monde en
développement a dépassé celle du monde développé. La Chine est devenue le premier
producteur mondial de pomme de terre avec 23% de la production mondiale, viennent ensuite

la Russie 11%, I’Inde 8%, 1’Ukraine, les Etat Unis, I’Allemagne et la Pologne (FAO ,2008).

2.2. En Algérie

9‘me giscle. Elle est devenue Iune des

La pomme de Terre est introduite en Algérie au 1
principales cultures destinée a l'alimentation humaine. La production est passée de 2 180 961
de tonnes en 2006 a 4 400 000 de tonnes en 2014selon Ministére de I'Agriculture et du
Développement Rural (MADR, 2014). Avec une consommation annuelle de 35kg/habitant en
1990 celle-ci est passée a 102 Kg / habitant en 2012 selon les données du FAO (FAO, 2014)

Tableau 1.
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Tableau 1:Production et Superficies cultivées de pomme de terre en Algérie. (MADR ,2014).

Années 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Production | 2 180 1 506 2171 2 636 3300 3862 4219 4 400
s/ (tonnes) | 961 859 058 057 312 194 476 000
Superficies | 98 825 | 79339 | 91841 | 105121 | 121 131 138666 | 140000
cultivées / 996 903

hectare

2.3. A Ain Defla
La wilaya de Ain Defla représente la terre préférée pour la production de la pomme de
terre dont elle couvre prés de 35% des besoins nationaux. En effet, elle s’appréte aussi a se
lancer dans la transformation de ce tubercule de large consommation a la faveur de la

réalisation d’une usine dédiée a ce segment d’activité (Anonyme., 2021).

2.4. Evolution de La production de la pomme de terre en Algérie
La production de pomme de terre constitue 1’un des succes les plus notables de
I’agriculture algérienne au cours des 20 dernieres années. Elle est estimée a plus d’un milliard
de Dollars en 2006 (Omari, 2009). Cependant, la filiecre pomme de terre demeure fragilisée
par une dépendance accrue au marché extérieur de la semence a I’amont et par un
dysfonctionnement de la mise sur marché de la production de pomme de terre a I’aval. Aussi,
la filiecre et marginalement intégrée a l’industrie de transformation selon Ministére de

I'Agriculture et du Développement Rural (MADR, 2013)(Tableau 2).

Tableau 2:Production de la culture de pomme de terre en Algérie de 2003 a 2012 ( Unité: 100
tonnes) ( MADR,2013)

Années PRIMEUR SAISON A. SAISON TOTAL
2003 750 11435 6614 18799
2004 802 12145 6016 18963
2005 767 13583 7216 21565
2006 903 13760 7146 21810
2007 452 8040 6577 15069
2008 332 14546 6831 21710
2009 789 17993 7577 26360
2010 1005 19866 12130 33003
2011 1058 22543 14951 38621
2012 1126 25217 15918 42194

Selon le Ministére de I’Agriculture et du Développement Durable (MADR, 2018), le

rendement a approximativement doublé, passant de 160 quintaux/ha 2000 a plus de 320
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quintaux/ha en 2018. Le rendement moyen annuel est de 320 quintaux/ha. Pour la pomme de
terre de saison, le rendement est de 340 quintaux/ha avec des pics de 560 quintaux/ha pour
Ain Defla et 350 quintaux/ha pour El-Oued. Pour la pomme de terre d’arri¢re-saison, le
rendement est de 300 quintaux/ha avec des pics de 360 quintaux/ha pour Ain Defla et 320
quintaux/ha pour El-Oued (Figure 2).

350

300

g & 8 &
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Figure 2:Evolution des rendements de la pomme de terre (MADRP, 2018)

2.5. Principales wilayas productrices de la pomme de terre en Algérie :

La superficie occupée par les cultures maraichéres varie chaque année entre 380.000 et
400.000 ha, dont 100.000 a 130.000 ha emblavés en pommes de terre, soit 26% de la
superficie maraichére totale. Selon Ministére de 1'Agriculture et du Développement Rural
(MADR, 2010) 11 est a relever aussi que I’on assiste, depuis quelques années, a
I’augmentation de cette culture par I’occupation de nouvelles zones ou elle était pratiquement
inconnue : cas de Sedrata, de Djelfa, du Sud et de Ain-Defla. Donc, les zones de production
sont réparties selon quatre zones géographiques : Littoral, sublittoral, atlas tellien et hautes

plaines.

e Primeur : Boumerdes, Tipaza, Skikda, Alger, Mostaganem, Tlemcen

e Saison:Ain-defla, Mascara, Mila, Souk ahras, Boumerdes, Mostaganem, Sétif, Tizi
ouzou, Tiaret, M’sila, Tlemcen, Batna, Chlef, Bouira, El-oued.

e Arriére-saison : Ain-defla, Mascara, Guelma, Chlef, El oued, Tlemcen, Mostaganem,

Djelfa...
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2.6. Les Principales variétés cultivées en Algérie

Cent vingt variétés sont inscrites au catalogue algérien des especes et variétés
cultivées. Cette inscription est obligatoire pour leur commercialisation. Elle est précédée de
deux ans au cours desquels sont évalués les caractéres d’utilisation, le rendement, le
comportement vis-a-vis des parasites par le service de Centre Nationale de Controle et
Certification des Semences et des Plants (CNCC). Les principales variétés cultivées en

Algérie sont : Spunta (a chair blanche), Désirée (a chair jaune), Bartina, Lisita.

Les variétés de pomme de terre sont reparties en deux catégories organisées comme

suit :

Variétés a peau rouge: Bartina, Amorosa, Cardinal, Condor, Désirée, Cléopatra,

Resolie et Thalassa. (Anonyme, Tlemcen ,2008).

Variétés a peau blanches : Safran, Spunta, Diamant, Sahel, Lola, Appolo, Ajax et

Yesmina. (Anonyme, Tlemcen ,2008).

3. Les maladies et les ravageurs de la pomme de terre:
Comme toutes les cultures, la pomme de terre est soumise a ’attaque de plusieurs
maladies et ravageurs occasionnant parfois des dégats importants. Les principales maladies et

ravageurs de la pomme de terre rencontrés en Algérie sont répertoriés dans le Tableau 4.
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Tableau 3:Principales maladies et ravageurs qui touchent la pomme de terre, leurs
symptomes et les moyens de lutte (Rouselle et al. 1996) (Maladie et ravageurs pris en
compte dans le cadre du contréle officiel des plants de pomme de terre, 2006)

(PVY et PVA)

-Recourbement des feuilles.

Maladie Symptomes Méthodes de lutte
1-Virales
Virus de | -Enroulement des feuilles avec une couleur |-Epuration des touffes
I’enroulement de la|Jaune pale ou pourpre rougeatre malades.
terre (PLRYV) ) o ) o
- Nécrose du systeme vasculaire. -Application d’insecticide
) ) systémique.
-Chlorose marginale et interne
Virus Y et virus A |-Mosaique sur les feuilles. -Sélection clonale.

-Epuration des touffes

malades.

-Application des cultivars
résistants

Mosaique rugueuse et
frisolée infection
complexe entre virus
X et Y et entre virus
XetA

-Mosaique sur le feuillage

-Feuilles tachetées de bandes décolorées et
de nécrose.

-Déformation et plissement des feuilles.

- Utilisation des plants
sains.

pourriture molle.

jaunissement généralisé.

Mosaique (virus X, S|-Mosaique légere, tacheture et faible|-Sélection clonale.
et M) | éclaircissement des nervures sur le feuillage.
X(PVX).S(PVS).M ) )
(PVM) -Déformation des feuilles.
Virus MOP TOP|-Anneaux bruns et nécrotiques sur les|-Traitement des  sols
(PMTYV) tubercules. infectés a l’aide de
) ) ) calomel, de sulfure ou
TTaches brunes, jaune brillant sur les feuilles oxyde de zinc.
intérieures.
-Epuration des touffes
malades.
2-Bactérienne
Pourriture brune | -Flétrissement localisé au sommet de plants. |-Rotation des cultures.
(Bacteriose). o ) )
Pseudomonas - Un liquide bactérien visqueux de couleur
solanacearum. blanchatre dans les tiges.
Jambe noire et [-Un enroulement typique du sommet et un|-Récolter les tubercules a

maturité, ne pas les laisser
au soleil, les sécher
convenablement avant de
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-flétrissement et mort du plant.

leur stockage.

Gale commune

Streptomyces scabies

-Des besoins superficiels et réticulaires sur
les tubercules, parfois profonde ou en cratere
ou encore protubérantes.

-Employer des plants sains
ou distincts. Rotation des
cultures betteraves,
carottes.

3- Cryptogamiques

Mildiou

Phytophtora infestans

-Des Iésions d’aspect humide sur le feuillage.
deviennent brunes lors qu’elles sont séches.

-une sporulation blanche la face

inferieure des feuilles

sur

- Noircissement des tiges.
-La plante enti¢re détruite en quelque jour.

-Coloration brune de tubercules

-Employer des cultivars

résistants.

-Application des fongicide
organique et cupriques.

-L’emploi d’un « adhésif »
et la pulvérisation de la
face inferieure des feuilles.

Rhizoctone Brun

Rhizoctonia solani

-Des levées irrégulieres ou tardives des
plants.

-les stolons et les radicelles présentent des
taches brunes profondes.

-Le rhizoctone se traduit par un enroulement
et un jaunissement de feuillages.

Le tubercule contaminé porte a la surface de
petits amas noirs trés durs (Sclérotes).

Se fait par I’utilisation de
plant sain, rotations
longues, plantation en sol
réchauffé et bien préparé et
I’utilisation de fongicides
en traitement des plans
comme (Monceren,
Dithane, Lota, Oscar,...).

Alternariose

Alternaria solani et

Alternaria alternata

-Sur les feuilles ; des taches nécrotiques, bien
délimitées, de taille variable, situées sur les
feuilles du bas ; -Sur les tubercules
pourritures brunes a noires, trés seches avec
une dépression.

pour la lutte éviter les
stress accélérant

: | Paffaiblissement

desplantes, utiliser les
fongicides antis mildiou
(Chlorothalonil,
fluazinam,...).

Fusariose
pourriture séche)

(la

Fusarium roseum var.
sambucinum et
Fusarium solani var.
coeruleum

-Sur le tubercule ; les tissus touchés
brunissent et dépriment présente des sites
concentriques, la coupe de tubercule montre
une pourriture de couleur marron qui se
développe vers I’intérieur.

Eviter les blessures des
tubercules lors de
manipulations, bien sécher
les tubercules a la récolte
et favoriser la cicatrisation
des blessures ; traiter peu
de temps apreés la récolte
par un fongicide a base
(Thia bendazole +
Imazalil) pour contrdler

10
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toutes les souches.

Verticilliose

Verticillium dahliae et
Verticillium alboatrum

le jaunissement des feuilles suivi par
flétrissement du feuillage qui se généralise a
I’ensemble de la plante, les feuilles tombent
ou restent fixées a la tige qui conserve une
couleur verte ; sur les tiges mortes ; la
présence de petites sclérotes noirs ou de
mycélium suivant I’espéce de champignon et
sur les tubercules on note des taches brunes
au niveau de I’anneau vasculaire.

la rotation minimale de
trois ans entre les cultures
solanacées, I’utilisation des
plants certifies et traiter
par les fongicides avant la
plantation.

4-Les nématodes

Nématodes a Kkystes
Globodera spp

-Croissance peu vigoureuse,
rabougrissement, jaunissement et
vieillissement précoce de la partie aérienne. -
Des spheres minuscules blanches sur les
racines et les tubercules (femelles de
nématodes)

-Longue rotation parvient a
réduire les populations.

- Traitement
nématicide.

par

4. La pourriture molle bactérienne:

4.1. Généralités sur ’agent causal :

Les bactéries pectonolytiques regroupent principalement Les genres Pectobacterium et

Dickeya sp,

(anciennement appelés Erwiniae pectinolytiques), Ces phytopathogenes

provoquent le flétrissement, la pourriture de la tige et la maladie de la pourriture molle sur de

nombreuses cultures. (Winslow et al. 1917 ; Muraschi et al. 1965 ; Lautier., 2007).

4.2. Taxinomie et description :

Les bactéries pectinolytiques appartiennent au phylum des proteobactéria, famille des

Entérobactériacées,

genres

Pectobacterium et Dickeya. Ce

sont

des bactéries

phytopathogeénesGram négatif, anaérobiques facultatives, ayant une forme de batonnet (0,5-1

um de diametre surl-3 um de longueur) et munies de flagelles péritriches (Hauben et

Swings,2005;Charkowski ,2006).

11




Synthése Bibliographiques

Les bactéries pectinolytiques ou les Soft Rot Enfterobacteriaceae (SRE)se distinguent
des autres entérobactéries pathogenes par les nombreuses enzymes de dégradation de la paroi
cellulaire végétale qu'elles produisent. Au cours des derni¢res décennies, les entérobactéries
qui causaient la maladie de la pourriture molle étaient classées dans le genre Erwinia

(Winslow et al. 1920).

Avec l'avancée des outils de taxinomie, ont abouti a une nouvelle nomenclature des
Pectobacterium. Pectobacterium chrysanthemi et Pectobacterium carotovorum ont été ainsi
reclassifiés dans deux genres différents, Dickeya (pour P.chrysanthemi) et Pectobacterium
(pour P. carotovorum) (Samson et al., 2005).Désormais, les Erwinia pectinolytiques sont
maintenant reclassifiés en deux genres, Dickeya et Pectobacterium, comprenant plusieurs
especes et sous-especes :

Pectobacterium atrosepticum (Pa) (anciennement Erwinia carotovora sous-espece
atroseptica), Pectobacterium carotovorum sous-espece carotovorum (Pcc) (anciennement
Erwinia carotovor sous-espéce carotovora) et Dickeya chrysanthemi (anciennement Erwinia
chrysanthemi). Les especes de Dickeya sont tres diversifiées (Charkowski, 2006) et elles ont

été divisées en plusieurs pathovars et biovars (Nassar et al., 1996).

Les principales espéces associées a la pourriture de la pomme de terre sont D.

dianthicola, D. dadantii, D. paradisiaca, D. chrysanthemi(Samson et al., 2005). (Figure 3).

Soft rot Erwinia spp. (Burkholder et al. 1957) Soft rot Pectobacterivm spp. {Gardan et al. 2003)

*+ E. corotovora subsp. carotovora = . P cgrotovorun subsp. coretaverum (Pec)
* L. carotovora subsp. gtrosepticas —— - P otroseplicum (Pba)
= E. carotovora subsp. wasabioe —> = P waosabige (Pwa)

* P carotovorum subsp,. brasifiense (Peb} {Duarte et al. 2004)

Soft rot Dickeya spp- [(Samson et al. 2005)

= E. chrysanthem? — . P chrysanthemi e =  Dickeya species

= D odianthicolo

O dlodantii

O, zeae

D, chrysonthemi

. dieffenbachioe

D. poarodistaca

£ soland fwan der Woalf et
al, Za13)

L] E. chrysanthem/{ pw. dicnthicalo
E. chrysanthemi pw. dodantii

E. chrysanthem! pu. zeae

E. chrysanthemi pw. chrysanthemi
E.

E.

P chrysanthemi py. diarthicalo

P chrysanthemi pw. dadantii

P chrysanthemi pu. zeoe

P chrysanthent pw. chrysanthemi
P chrysanthemi pv. dieffenbachiae
P chrysanthems pyw. poradisioco

chrysanthemi pw. dieffenbachios
chrysanthemi pu. paradisiaca

s os 8o
LR I T Y
LI TR T

Figure 3:Classification taxonomique de Pectobacterium .sppEt Dickeya .spp. Associés aux

maladies de la jambe noire et pourriture molle sur pomme de terre ( Czajkowski et al.2015).

12
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4.3. Les maladies de la pomme de terre liées aux SRE:

Au cours des derniéres années, une augmentation de maladies dues aux bactéries
Pectobacterium a été constatée. Ce groupe de bactéries est classé parmi les agents pathogenes
les plus importants économiquement pour la culture de pommes de terre (Hélia, 2008). Lors
d’infections précoces des pousses par le Pectobacterium sp., des déficiences de peuplement
apparaissent au champ. Avec une infection plus tardive, différents symptomes peuvent étre
distingués a savoir : la pourriture molle des tubercules et la jambe noire. Les symptomes
peuvent se manifester différemment selon la variété, le temps, la période d’infection et I’agent

pathogene (Pérombelon, 2002 ; Toth et al., 2003).

4.4..La pourriture molle des tubercules

La pourriture molle est la plus importante maladie bactérienne de la pomme de terre a
I’échelle mondiale (De Boer, 1994). Les tubercules peuvent étre infectés au champ avant la
récolte ou pendant le stockage (Corcuff et al., 2011). Les semences et les sols infectés sont
les principales sources d’inoculum, et la propagation de I’infection au champ est facilitée par
les eaux d’irrigation et de pluie. La dissémination en entrepdt est de son coté assurée par le
suintement de tubercules pourris et par les insectes (figure 4) (Yaganza,
2005).Pectobacterium carotovorum carotovorum (Pcc), Pectobacterium atrosepticum (Pa) et

Dickeya dadantii sont les trois espéces a ’origine de la pourriture molle des tubercules

13
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(Pérombelon, 2002 ; Toth et Birch, 2005).

infeciion s propage lors
» [erireprsa

e

Figure 5. Cwcle de déveloopemen: de la pourtture molle (Howard et al . (19940

Figure 4:Cycle de développement de la pourriture molle (Howard et al .(1994).

4.4.1. La jambe noire

Cette maladie est caractérisée par une lésion noire, souvent visqueuses, se développant a la
base des tiges. Ces derniéres se laissent facilement arracher, car leurs racines sont détruites.
Généralement la maladie débute a partir du tubercule de semence. Les feuilles s’enroulent,
jaunissent et finalement flétrissent. Les tubercules pourrissent a partir du stolon. La jambe
noire peut se manifester en partie déja au printemps sur de jeunes plantes, cependant
I’infection devient principalement visible seulement en début d'été (juin/juillet). Elle est trés
répandue surtout en conditions climatiques humides. En conditions séches et froides, 1’attaque
est moins violente et le noircissement peut se limiter a la moelle. Cette maladie est
principalement due a Pectobacterium atrosepticum (ex Erwinia carotovora atroseptica)

(Toth et al., 2003;Czajkowski et al., 2011).

4.5. Symptomes:
Apres la pénétration d’E.ch; la plante hotes par les différents points d'entrée et avec la
présence des conditions favorable les bactéries colonisent d’abord les vaisseaux du xyleme de
la plante et se multiplient par la suite dans les espaces intercellulaires de I’hdte en sécrétant

une série de pectinases qui dégradent la paroi mitoyenne des cellules et déstabilisent le
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parenchyme provoquant ainsi la macération des tissus. Ces phénomeénes interrompent le
transport de 1’eau et des éléments minéraux, vers le sommet de la plante, tout en provoquant
des symptdmes de flétrissement et de jaunissement du feuillage (Figure 5 : A et B) (Hélias et

al., 2000).

Selon Perombelon et Salmadon, (1995), les attaques précoces de la bactérie au champ
peuvent faire pourrir les tubercules-meéres et provoquent des pertes a la levée ou fonte de
semis. Au stade plante, les premiers symptomes apparaissent sous forme d'un feuillage vert
pale ou jaunatre suivis d'un rabougrissement de la plante. Puis la maladie peut se manifester
sous forme d'une nécrose humide sur les tiges qui prennent alors une couleur noire d'ou le

nom de maladie de la jambe noire (Figure 5 : C) (Hélias, 2008).

Figure 5:Symptomes de la jambe noire sur la partie aérienne du plant de pomme de terre

A:flétrissement et jaunissement.B: pourriture mole de tige. C: nécrose sur tige. (Hélias, 2008).

Les symptomes observés sur tubercules se caractérisent par des pourritures molles. Se
manifestent par I’apparition de petites taches diffuses, d’aspect huileux autour des lenticelles.
Ces nécroses sont de couleur marron avec un point noir foncé au centre. Les bactéries se
répandent ensuite dans le tubercule en passant par les tissus vasculaires. Puis, les tissus sous-
épidermiques se dépriment, deviennentspongieux, brunisses et se crevassent provoquant ainsi

une pourriture molle (Figure 6) (Yahiaoui-Zaidi, 2004).
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Figure 6:Porrriture molle et humide causée par Dickeya spp.(Hélias,2008).

5. Facteurs de virulence :

Des facteurs de virulence additionnels, ubiquitaires & de nombreuses bactéries pathogenes,
sont requis pour une colonisation efficace des hotes (Figure7) : 1a mobilité (Antunez-Lamas
et al., 2009), les exopolysaccharides de surface (EPS) (Condemine et al., 1999 ; Prigent-
Combaret et al., 2012), les systémes d’acquisition du fer (Enard et al., 1988 ; Franza and
Expert, 2013 ; Franza et al., 2002) ou encore les systemes de protection contre les réactions

de défense de I’hote (Reverchon et al., 2002 ; Santos et al., 2001).

5.1. Les exopolysaccharides (EPS)
Les facteurs d’adhésion tels que les EPS ou les bio-surfactants sont synthétisés dans
les premiéres étapes d’infection (Charkowski et al., 2012 ; Prigent-Combaret et al., 2012).
Ces composés permettent aux bactéries d’adhérer a la surface des végétaux tout en les
protégeant de la dessiccation. Lors d’une blessure, la plante produit localement de 1’acide

jasmonique qui sert de chimioattractant pour D. dadantii (Antunez-Lamas et al., 2009).

Les bactéries peuvent alors pénétrer a ’intérieur des tissus végétaux dans les fluides
intercellulaires. Cet espace intercellulaire ou apoplaste se caractérise par une certaine acidité
et une faible disponibilité en fer et en nutriments. Par conséquent, durant les étapes précoces
de I’infection, les facteurs permettant la survie et la multiplication cellulaire sont mis en place
: afin de résister au stress acide, I’import de protons li¢ a 1’activité des flagelles est réduit ;
pour compenser la carence en fer, la production de sidérophores qui sont des chélateurs du fer

est induite (Expert et al., 2008).
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5.2. Espéces Réactives de I’Oxygéne (ERO)

De plus, en réponse a la colonisation de 1’apoplaste par D. dadantii, la plante va
chercher a se défendre : elle produit des Espéces Réactives de 1’Oxygéne (ERO) qui sont des
molécules hautement toxiques endommageant les structures cellulaires (végétales et animales)
et ¢galement des peptides antimicrobiens. Le but est de bloquer la propagation du pathogene
dans la plante en perturbant son métabolisme (la plante sacrifie dans le méme temps quelques-

unes de ses cellules).

Pour contrer ces réactions de défense de I’hdte, D. dadantii produits de nombreux
facteurs permettant de résister au stress oxydant tels que 1’indigoidine qui chélate les Especes
Réactives de 1’Oxygeéne (ERO) (Reverchon et al.,, 2002) ou encore les superoxyde
dismutases SodA et SodC et les catalases KatE et KatG qui sont des enzymes réductrices des
Especes Réactives de 1’Oxygene (ERO) (Miguel et al., 2000 ; Reverchon et al., 2010 ;
Santos etal., 2001). Elle produit également le systétme SAP « Sensitivity to Antimicrobial
Peptides » qui lui permet de dégrader les peptides anti-microbiens (Lopez-Solanilla et al.,

1998).
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Figure 7:Le povouir pathogéne de D.dadantii est multifactoriel (Sepulchre et al., 2007).
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5.3. Les systémes de sécrétion

Quant aux systémes de sécrétion de type 1 (SST1) et 2 (SST2), ils sont impliqués dans
la sécrétion des enzymes qui dégradent les parois végétales : les protéases (SST1), les
pectinases et la cellulase (SST2).Lorsque les bactéries se sont acclimatées aux conditions de
I’hdte et se sont suffisamment multipliées pour lancer 1’attaque, elles produisent en grande
quantité un arsenal d’enzymes qui dégradent les parois végétales (composées majoritairement
de pectine et de cellulose) : des pectinases, des cellulases et des protéases. La sécrétion des
pectinases (Robert-Baudouy et al., 2000) et de la cellulase CelZ (Py et al., 1991) est réalisée
par le systéme de sécrétion de type II « Out » (Condemine et al., 1992 ; Gu et al., 2012).

L’inactivation du systeme de sécrétion Ont induit une perte de la virulence, illustrant
ainsi le caractére primordial des pectinases dans la macération des tissus végétaux. Quant a la
sécrétion des protéases, elle est réalisée par le systeme de sécrétion de type I « PrtDEF »
(Letoffe et al.,1990). Etant donné que la synthése massive des pectinases est déterminante a
la déstructuration des cellules végétales et que ces enzymes purifiées sont capables de
reproduire le symptome de pourriture molle, elles sont considérées comme le facteur de

virulence majeur chez D. dadantii (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996).

5.4. Les sidérophores

L’attachement de D. dadantii aux tissus végétaux est facilit¢ par la présence des
lipolysaccharides (LPS), des exopolysaccharides (EPS), des bio films ou encore des bio
surfactants exportés dans le milieu extérieur. Les sidérophores tels que la chrysobactine et
I’achromobactine qui se complexent au Fe3+ insoluble et le raméne sous une forme utilisable
par la bactérie (Fe2+) permettent a D. dadantii de survivre a la carence en fer, une condition
rencontrée apres 1’entrée dans 1’hote végétal. Les molécules ayant une action antioxydante tels
que la réductase MsrA, le superoxyde dismutase SodA ou I’indigoidine permettent a D.
dadantii de résister au stress oxydant généré par les réactions de défense de la plante. Par
ailleurs, des protéines effectrices (la harpine et la toxine DspE) qui perturbent le métabolisme
de la plante hote sont injectées directement dans les cellules végétales via un systéme de

sécrétion de type 3.
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6. Chélation du fer :

6.1 Définition :
La chélation permet de rendre le fer assimilable par un organisme. Le chélate de fer est
obtenu grace a 1’association du fer avec soit :Une substance argileuse ; un acide dit chélateur

de fer qui forme des complexes métalliques grace a son fort pouvoir chélatant.

6.2. Les sidérophores

Les sidérophores sont des composés des grecs anciens mots, sidero 'fer' et phore 'porteurs’
signifiant« transporteurs de fer ». Ce sont des produits de faible poids moléculaire (<10 kDa)
composés chélatants du fer, produits par «bactéries rhizosphériques» dans des conditions
limitées en fer afin d'améliorer la croissance des plantes en récupérant le fer de
I'environnement et en rendant le minéral disponible pour la cellule prés de la racine
(Neilands1952 ; Lankford1973; Alexandre & Zubererm 1991 ;Hider et Kong 2010 ;
Maheshwari 2011; Ahmed &Holmstrom 2014).

Le fer est le principal composant de diverses fonctions vitales (photosynthese,
cofacteur enzymatique, réactif redox, respiration, syntheése de nucléosides et d'acides aminés)
de la plante. En raison de carence en fer, diverses plantes semblent compter sur Excrétion de
phytosidérophores (c'est-a-dire des composés chélates, courants dans les graminées qui
séquestrent le fer) par les racines et la sécrétion des sidérophores par groupe de microbes pour
faciliter 1'absorption du complexe Fe sous conditions de carence en fer, qui se lie avec des
affinités pour le fer (Takagi 1976; Mino et al. 1983;Marschner et al. 1986; Neilands
1995 ; Kannahi &Senbagam 2014).

Les chercheurs on suppose que la compétition pour le fer dans la rhizosphére était
controlée par l'empathie des sidérophores pour le fer (Loper &Henkels 1999; Bernd &
Rehm 2008 ; Munees & Mulugeta 2014). Les sidérophores fonctionnent comme la
croissance des plantes promoteurs (Yadav et al. 2011 ; Verma et al. 2011), agents de lutte
biologique (Verma et al. 2011) et agents de bioremédiation (Wang et al. 2011 ; Ishimaru et
al.2012), en plus de leur role précieux dans l'altération des minéraux du sol (Reichard et al.
2005 ; Buss et al.2007 ; Shirvani & Nourbakhsh 2010). Sols alcalins sont considérés
comme des inducteurs potentiels de fer carence dans les plantes malgré la présence de fer en
forte concentration dans le sol, lorsque le pH du sol dépasse 6,5-7,0, la disponibilité du fer

dans le sol est Significativement réduite, tandis que les sols calcaires, qui ont un pH élevé,
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diminuent I'affinité des plantes pour Fe et entravent ainsi le mécanisme d'absorption de Fe

(Reichard et al. 2005 ; Buss et al.2007 ; Shirvani & Nourbakhsh 2010).

6.3. Classification des sidérphores

Une grande variation est observée dans la structure des sidérophores Produit par de
nombreuses bactéries. Les sidérophores sont généralement classés sur la base de groupes de
coordination qui chélates 1'ion Fe (III). Les groupes de coordination les plus courants sont les
catécholates, les hydroxamates et carboxylates (Ali & Vidhale 2013). Une minorité de les
sidérophores ont des ions Fe (III) chimiquement distincts groupe de liaison, y compris I'acide
salicylique, 1'oxazoline ou l'azote de la thizoline. (Ali & Vidhale 2013)

Certains sidérophores dont les pyoverdines sont classées comme des « ligands
mixtes » ayant groupes de coordination appartenant a des classes chimiquement différentes.
Différents types de sidérophores Ont été identifiés par mobilité électrophorétique, titrage
spectrophotométrique, spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du proton,

spectrométrie de masse, hydrolyse acide et activité biologique.(Ali & Vidhale 2013)

6.4. Les différents types de sidérophores

Lorsque les cellules microbiennes percoivent une carence en fer, I'expression des
genes codant les enzymes nécessaires a la synthése et au transport des sidérophores est activée
(Saha et al., 2013). Les sidérophores sont des molécules de faible poids moléculaire, de 400 a
1000 kDa, avec une forte affinit¢é pour le fer Fe3+et permettent la nutrition en fer des
microorganismes (Saha et al.,, 2013). Ces molécules contiennent généralement 1'un ou
plusieurs de ces quatre groupements assurant la chélation des ions Fe3+ : les catécholates, les
phénolates, les hydroxamates et les o hydroxycarboxylates (Figure 8) (Miethke and
Marahiel, 2007).

L'ion Fe3+ est chélaté par le sidérophore selon la denticit¢ de ce dernier. Si le
sidérophore est bidentg, le ratio fer-ligand est 1:3, si le sidérophore est hexadenté, le ratio est
alors de 1:1 et la stabilit¢ du complexe est augmentée (Winkelmann, 2002). L'affinité des
sidérophores pour le fer est variable et peut étre supérieure a Kaff>1030 M selon les
conditions environnementales (Raymond and Carrano, 1979). Askwith et al ont montré

qu'un sidérophore peut extraire le fer de I'acier inoxydable (Askwith et al., 1996).

Pour caractériser la capacité¢ de chélation d'un sidérophore, les chercheurs utilise le

pFe. Le pFe est une valeur logarithmique dépendante du pH, attribuée au sidérophore par
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convention lorsque la concentration en ions Fe (III) est égale a 10-6 M et celle du ligand égale

a 10-5 M, soit pFe=-log (Fe3+ aq libre) a pH=7,4 (Boukhalfa and Crumbliss, 2002).
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Figure 8:Les différentes types de structure des sidérophores et les groupements impliqués

dans la chélation du fer (Miethke and Marahiel, 2007)

6.5. Production de sidérophores :

Dans 1’apoplaste, Dickeya produit deux sidérophores : la chrysobactine et
I’achromobactine, qui permettent a celle-ci de faire face a la faible disponibilité en fer dans la
plante. Le fer étant un élément essentiel dans les réactions enzymatiques, son acquisition par
la bactérie est donc primordiale (Franza and Expert, 2013). Cependant, le fer est aussi un
métal dangereux du fait de sa capacité a générer des Reactive Oxygen Species(ROS)

(Cornelis et al., 2011).

C’est pour cette raison que Dickeya produit plusieurs protéines de stockage du fer
comme FntA, Bfr et Dps, qui contribuent a la virulence, illustrant I’importance d’un contrdle

parfait de ’homéostasie du fer pendant I’infection (Boughammoura et al., 2008).

6.5.1. L’acquisition du fer par les sidérophores.
L’utilisation de sidérophores pour assurer la nutrition en fer des microorganismes est

le processus le plus répandu. Les sidérophores sont produits par presque tous les
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microorganismes, procaryotes ou eucaryotes ¢étudiés, a 1’exception de Saccharomyces
cerevisiae, Cryptococcus neoformans et Candida albicans (Miethke and Marahiel, 2007).
Jusqu'a présent, plus de 500 sidérophores ont été identifiés (Miethke and Marahiel, 2007).
Cependant, si ces trois especes ne produisent pas elles-mémes des sidérophores, elles
possedent la machinerie moléculaire permettant ’utilisation de sidérophores sécrétés par

d’autres microorganismes, nommeés alors xénosidérophores(Miethke and Marahiel, 2007).

6.5.2. Acquisition du fer chez les bactéries

Le fer chez les organismes hotes est comme décrit précédemment en quantité
biodisponible trés limitée (Andrews, Robinson, et Rodriguez-Quiiiones, 2003). Par
conséquent, au cours de ’infection, les pathogeénes utilisent diverses stratégies afin d’accéder
aux ressources en fer. Une croissance bactérienne optimale (in vitro) nécessite une
concentration comprise entre 10-7 et 10-5 M de fer, alors que chez I’hdte la concentration en
fer biodisponible est d’environ 10-24 M. (Andrews, Robinson, et Rodriguez-Quifiones,

2003)

Les méthodes d’acquisition du fer sont liées étroitement avec la virulence de la
bactérie, et peuvent étre directes ou indirectes. L’acquisition directe du fer se fait par
I’intermédiaire d’un contact entre les protéines situées a la surface de la bactérie et les sources
de fer de I’hote (résumées précédemment) ciblées par le pathogene. L’acquisition indirecte
nécessite la synthése et la sécrétion dans le milieu extracellulaire de molécules présentant une
forte affinité¢ pour le fer : les sidérophores (affinit¢ forte pour le fer ferreux Fe3+) et les
hémophores (ciblent spécifiquement I’heéme, libre ou complexé)(Andrews, Robinson, et

Rodriguez-Quifiones, 2003).
6.6. Le stockage du fer chez les microorganismes

6.6.1. Le stockage du fer chez les bactéries
Chez les bactéries, trois types de protéines responsables du stockage du fer
cytoplasmique ont été décrites : les protéines Dps ou miniferritines, les ferritines et les
bactérioferritines .Les ferritines, qui sont également présentes chez les eucaryotes, ont été
identifiées chez les bactéries. Ces protéines sont constituées de 24 sous-unités et permettent
de stocker jusqu’a 3000 atomes de cet ¢lément. Lors de la phase de croissance exponentielle
de la bactérie E. coli, la protéine FtnA, codée par le géne ftnA, stocke I’excédent de fer dans

la bactérie (Abdul-Tehrani et al., 1999).
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Les bactérioferritines (Bfr), qui assurent le stockage du fer cytoplasmique, sont des
protéines de 500kDa organisées en 24 sous-unités qui comportent au total 12 hémes.
Cependant, des variants sans hémes ont été identifiés chez E. coli (Le Brun, 1995). Les
genes bfr, codant les bactérioferritines sont souvent associés aux genes bfd qui eux codent
des ferrédoxines associées aux bactérioferritines (Bfd). Il semblerait que les
bactérioferritines et ferrédoxines associées interagissent de sorte qu’en condition de carence
en fer la Bfd, grace a ses propriétés redox réduirait la Bfr afin de libérer et rendre disponible

le fer stocké par les bactérioferritines (Quail et al., 1996).

Expert et al. Ont montré que 5% du fer de D. dadantii est contenu dans les
bactérioferritines et 1% est stocké grace aux protéines Dps (Expert et al., 2008). Les geénes
codant ces protéines sont régulés transcriptionnellement par le régulateur Ferric uptake

regulator (Fur).

Les Dps, ou miniferritines, sont de petites protéines de 250 kDa qui ont été identifiées
chez E. coli et sont présentes uniquement chez les procaryotes. Une protéine Dps est
constituée de 12 sous unités Dps et peut stocker du fer a hauteur de 500 atomes de fer par
sous-unités (Andrews et al.,, 2003). La fonction biologique des protéines Dps est la
protection de I’ADN contre les dommages causés par le stress oxydatif, notamment li¢ a la
présence de fer dans la cellule (Almiron et al., 1992). De ce fait, bien que ces protéines
participent au stockage du fer intracellulaire, ce n’est pas leur fonction premicre (Zhao,

2002).
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Chapitre II : Matériels et méthodes

L’objectif de notre travail est la mise en évidence de Dactivité ferrique par la
production de sidérophores chez les bactéries pectinolytiques Soft Rot Enterobacteriaceae

(SRE) et pour confirmer par la suite si un systéeme d’acquisition du fer est fonctionnel.

1. Origine de I’inoculum bactérien

Les souches bactériennes ¢tudiées ont été isolées par (Chekalil et Zentou., 2019) et
identifiés par voie biochimique par (Larbaoui et Mennad., 2020). Pour rappel, ce sont des
souches isolées a partir des tubercules de pomme de terre var Spunta et désirée présentant des
symptomes de pourriture molle. Les souches étaient conservées a 4°C en tubes inclinés

contenant le milieu Gélose Nutritive (GN).

2. Purification des souches bactériennes

La purification est une opération nécessaire afin de s’assurer de la pureté des souches
bactériennes a inoculer. La méthode consiste a faire des étalements sectoriels avec la culture
bactérienne de chaque souche a I’aide d’une anse. A raison de 3 secteurs par boite contenant
le milieu GN, suivie d’une étape d’incubation a 28°C de 24a 48h en position renversée,

couvercles en bas, pour éviter I’eau de condensation sur le couvercle.

3. Identifications sur milieu selectif

La grande sélectivité du milieu Crystal violet polypectate CVP est notamment basée
sur I'utilisation du Crystal violet et du polypectate comme composants. Le premier inhibe la
croissance des bactéries Gram positif, alors que le deuxiéme permet la mise en évidence des
colonies pectinolytiques par la formation de cavités résultant de la dégradation du pectate

(Hélias et al., 2005).

A T’aide d’une anse stérile, on préléve une colonie de chaque souche et qu’on dépose
sur le milieu CVP en boite pétri, et incuber a 30°C pendant 24a 48 h. les souches formant des

cavités sur le milieu seront sélectionnées pour les tests antérieurs.

4. Mise en évidence de P’activité ferrique

La production des sidérophores est mise en évidence par la technique de (Pérez-

Miranda et al., 2007) sur milieu succinate et King B. les suspensions bactériennes sont
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préparées a partir des cultures jeunes agées de 24h. A 1’aide d’une anse en platine, on préléve
les colonies bactériennes qu’on dépose dans de 1’eau distillé stérile jusqu’a obtenir une

concentration de 10® cfu.ml™ correspondant 4 une densité optique de 0.3 (6001) (Figure 9).

Pour chaque souche, un volume de 200ul de la suspension bactérienne est déposé dans un
tube contenant 10ml de chaque bouillon succinate et de King B. Les tubes ont été disposés en

bain marie a 30°C réglé a une vitesse moyenne pendant 72h (Figure 10).

Le témoin négatif correspond a I’inoculation de 200ul d’eau distillée stérile.

Figure 9:Suspension  bactérienne | Figure 10:L'incubation dans un bain marie a 30°C
préparée 4 une concentration de 10° | durant 72h (Original, 2022).

cfu/ml (Original,2022).

Apres 72h d’agitation en bain marie, les tubes sont centrifugés pendant 45min a une vitesse de

5000rpm (Centrifuge 5804) afin d’obtenir deux phases: le surnageant et le culot. (Figure 11).
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Figure 11: Centrifugation des tubes apres agitation (Original.,2022).

Le surnageant obtenus de chaque tube est récupéré puis filtré en utilisant des papiers

filtres stériles de diamétre de 0.22pum (Figure 12).

L’absorbance du filtrat est mesurée a une longueur d’onde 400nm afin de confirmer la
présence et la quantité des sidérophores dans chaque surnageant (Rachid and

Bebsoltane2005).

La présence des sidérophores, est révélée par 1’utilisation de la solution de chlorure

ferrique FeClI3 a 2% a été préparée (Figure 13).

Figure 12: Filtration et récupération du | Figure 13:Préparation de la solution chlorure

surnageant (Originale, 2022). ferrique FeClI3 a 2 %.(Original, 2022).
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Un volume de 1 ml de filtrat est rajouté dans 5 ml de FeCl3 a 2%.La formation d’une
couleur rouge indique la présence de sidérophores ; I’absorbance est mesurée a une longueur
d’onde de 420 nm pour indiquer la présence de sidérophores de type hydroxamat (Neilands,
1981), et a 490 nm pour indiquer la présence de sidérophores de type catecholate (Jalal and
Vender Helm, 1990).1e test est considéré positif s’il y’aura un anneau rouge sur la surface du

mélange.

5. Test température a 39°C et41°C :

Les bactéries appartenant au genre Dickeya ont des températures de croissance optimales
plus élevées que les pectobacterium spp. Leur température maximale varie de 32 a 42°C.
Elles possedent une forte activité pectinolytique due a la production de pectinases (Murashi

et al ., 1965 ;Yahiaoui-Zaidi et al.,2003 ;Lautier,2007).

Pour chaque souche, des stries sont réalisées a partir d’'une culture pure sur le milieu GN
incubé pendant 48h a deux différentes température 39°C pour indique les Pectobactérium et
41°C pour indique les Dickeya. L’incubation et prolongé jusqu'a 4 jours. La lecture des

résultats se base sur la présence ou I’absence d’une croissance sur les tubes.

6. Test d’antibiogramme :

Les disques antibiotiques d’erythromicine sont utilisés pour ’analyse qualitative de la
sensibilit¢ des bactéries ou des moisissures aux réactifs antis microbiologiques par

diffusion in vitro.

Un inoculum standardisé de bactéries est tamponné sur la surface d’une boite de
gélose Mueller-Hinton (MH) (Figure 14 : A, B). Des disques d’erythromicine d’agents
antimicrobiens sont placés sur la gélose (Figure 15). Aprés 48 h d’incubation a 37°C, le
diametre de la zone d’inhibition est mesuré autour de chaque disque. En se référant aux
tableaux de la norme CLSI ou EUCAST, on obtient un rapport qualitatif de sensible,
intermédiaire ou résistant. Pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques des cultures

bactériennes.
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Figure 15: Application des disque d'érythromicine sur milieu Mueller Hinton

(Original,2022).

7. Pouvoir pectinolytique

Le test est réalisé sur des tubercules qui sont coupés en rondelles régulieres avec un
couteau stérile. Pour chaque rondelle et a 1’aide d’un scalpel stérile, trois puits d’environ 2mm
de diamétre et 5 mm de profondeur chacun sont réalisées. Chaque rondelle est déposée dans

une boite pétri contenant préalablement un papier filtre stérile humidifié.

A partir des cultures jeunes de 48h, chaque souche bactérienne est inoculée a une
tranche de pomme de terre. Les trois puits constituent les répétitions (Figurel6). Les boites
sont ensuite fermées avec du parafilm afin de limiter les échanges gazeux et incuber a une

température de 30°C pendant 48h. Le test est réalis¢ deux fois.
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- 4
Figure 16: Test du pouvoir pectinolytique sur les tranches de la pomme de terre (Original,
2022).

8. Conservation des souches bactérienne:

Une fois les manipulations terminées, les souches bactériennes pures sont conservées a

-5 °C en micro-tube a vis contenant v/v bouillon nutritif et glycérol.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I- Résultats

1. Croissance sur les milieux de cultures

1.1. Identification sur milieu GN
On se basant sur 1’observation macroscopique, les 12 souches bactériennes se sont bien

développées sur le milieu GN, les colonies sont de couleur blanchétre, de taille moyennes

avec forme circulaire a bord régulier et ¢lévation bombée (Figure 17).

Figure 17:Les caractéristiques macroscopiques des souches sur miliei GN(Original,

2022).

1.2. Identification sur milieu King B
Aprés 48h d’incubation sur milieu KingB, une seule soucheparmiles12souchesincubéesa

répondu positive par émettions de fluorescence sous rayons UV56 (Figurel8).

Figure 18:Aspect macroscopique sur milieu King B. A observé sous lumiére
UV(Original, 2022).
T+ : Résultats positif par présence de fluorescence.

T- : Résultats négatif absence de fluorescence.
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1.3. Sur milieu sélectif
Apreés48hd’incubation des souches sur le milieu CVP, les 12 souches testées ont formé
des cavités profondes, similaires a celles obtenues avec la souche de référence (témoin positif)

(Figure 19).

Figure 19:Résultats du test CVP (Original, 2022).
R+: Résultat positive se traduit par présence de cavité.

R- : Résultat négatif se traduit par I’absence de cavité.

2. Mise en évidence de I’activité ferrique

Sur le milieu succinate et King B
Apres I’ajout de FeCl3 au filtrat obtenu, nous avons remarqué 1’apparition d’un anneau

rouge pour I’ensemble des douze souches testées, indiquant ainsi la présence de sidérophores.

Cependant, pour la méme souche, les résultats sont plus visibles (anneau de couleur plus
fonce) sur le milieu succinate (Figure 20) que sur le milieu King B (Figure 21). Cette couleur

disparait quelques minutes apres réaction.
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Figure 20:Mise en évidence la présence de Figure 21: Mise en évidence la présence de
sidérophore sur milieu succinate(Original, sidérophore sur milieu King B (Original,

2022). 2022).

L’absorbance du filtrat est mesurée afin de confirmer la présence et la quantité des

sidérophores dans chaque surnageant.

La mesure de 1’absorbance du filtrat par spectrophotométrie a une longueur d’onde

400nm a confirmé la présence des sidérophores (Figure 22).

L'absorbance de filtrats a 400nm sur
milieu King B et Succinate

1,4

1,2

0,8
0,6 H SM a 400 nm

Donsité optique

0,4 B KB a400 nm

0,2
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Figure 22: La mesure de 1'absorbance a 400 nm (Original,2022).
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L’estimation qualitative de la production de sidérophores pour les souches étudiées a été
effectuée a deux longueurs d’ondes différentes a 420 et 490 nm, en effet, ces mesures ont

indiqué des valeurs significativement variables selon la longueur d’onde mesurée.

Les 12 souches ont monté une capacité différente a produire les 2 types de sidérophores
(catecholate et hydroxamat)sur les deux milieux King B et succinate. La mesure de
I’absorbance a 420nm sur milieu King B a indiqué que la souche SA5 montre une forte valeur
de sidérophores de type hydroxamat correspondant a une valeur de densité optique 1.25. Cette
valeur est presque similaire sur milieu succinate suivis parles souches S25 et S441 avec une

densité optique correspondant a 1 pour les deux milieux.

La mesure de 1’absorbance a 490nm correspondant a la présence de sidérophores de type
catecholate est faible chez les souches A13, SAS, 56, SA22, S25, et AS42 avec une densité
optique de 0.6 suivis de la souche SP24, avec une densité optique de 0.2 et enfin les souches

D14 et B74, avec une densité optique de 0.1 par rapport au témoin a valeur nulle (Figure 23).

Sur milieu King B
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Figure 23: Présentation graphique des résultats du test de production de sidérophores, des

bactéries testées sur le milieu King B (Original, 2022).

La mesure de 1’absorbance a 420 nm pour milieu succinate indique que les souches 56 et
SAS présentent les valeurs les plus élevées avec une densité optique de 1.1 comparé aux
valeurs pour la méme absorbance sur milieu King B, suivis de la souche S25 avec une densité
optique de 1.08, et enfin, la souche S441 d’une densité optique 1.016 sur milieu succinate

en présence de FeCl3.
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La mesure de 1’absorbance a 490nm correspondant a la présence de sidérophores de type
catecholate. Cette dernicre est élevée chez la souche S441, par contre la production est tres
faible chez les souches S25, AS42, SA5, SA22 et A13 avec une densité optique de 0.4.La
production est négative chez les autres souches en comparant avec un témoin d’une valeur

négative (Figure 24).

Sur milieu succinate

1,2

0,8

0,6 M Bactéries

0,4 | B DO 420nm

Densité optique

0,2 || i DO 490nm

Figure 24:Présentation graphique des résultats du test de production de sidérophores, des

bactéries testées sur le milieu succinate (Original, 2022)

A la lumiére des résultats obtenus, nous avons constaté que les souches étudiées

produisent différents types de sidérophores.

Sur milieu King B Cinquante pourcent (50%) des souches testées produisent des
sidérophores de types catecholate (6/12 isolats) a savoirla A13 SAS 56 SA22 S25 et AS42
et (25%) de type hydroxamat (3/12 isolats) SAS S25 S441. et enfin, (25%) dont les valeurs

sont non significatives.

Sur milieu succinate (50%) des souches testées produisent des sidérophores de types
catecholate (6/12 isolats) a savoir S441 A13 SAS5 SA22 S25 AS42 et (40%) de type
hydroxamat (4/12 isolats) SAS S25 56 et S441, et enfin (20%) dont les valeurs sont non

significatives.

3. Test température a 39°C et41°C

Aprées 48h d’incubation a 39°C, nous observons la croissance de 1’ensemble des bactéries

testées. Contrairement a la croissance a 41°C, ou huit souches sur 12 soit (67%) ont pu
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croitre. ces résultats indique fortement I’appartenance des souches pectinolytiques testées au

genre Dickeya (tableau 4).

Tableau 4:Résultats de test température a °39C er 41°C (Original ,2022).

Température 39°C | 41°C
souches

RS
SAS
S12
S441
D14
B74
Al13
56
SP24
SA22
S25
AS42

+ : Résultats positive (présence de croissance).

e e I I e I I S I I I

- : Résultats négative (absence de croissance).

4. Test d’antibiogramme

Ce test est visualis¢ en observant la sensibilit¢ des souches envers I’antibiotique
érythromycine et en calculant la zone d’inhibition correspondante. Parmi les 12 souches
testées, 11souches ont répondu négativement a 1’inoculation in vitro. De maniére hétérogeéne
les souches présentant un potentiel élevé de résistance aux antibiotiques, seule la souche 56

répondent positivement par 1’apparition de la zone d’inhibition (Figure 25).
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Figure 25:Résultats du test antibiogramme (Original, 2022).

R : Résultats resistanceau test d'antibiotique.
S : Résultats sensible de test d'antibiotique.

RS : Souche de référence.

5. Pouvoir pectinolytique

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

créme a brune foncée, dégageant une forte odeur nauséabonde (Figure 26).

Figure 26:Résultats des disques de pomme de terre a 1'inoculation des souches apres 48h

d'incubation a 30°C (Original, 2022).
RS : Souches de référence.
T+ : Témoin positive.

T- : Témoin négative.
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I1. Discussion

Les bactéries pectinolytiques, en particulier celles appartenant aux genres
Pectobacterium (Gardan et al., 2003) et Dickeya (Samson et al., 2005), figurent parmi les
principaux phytopathogénes des cultures importantes dans le monde (Ma et al., 2007). Leur
pathogénicité réside essentiellement dans leur capacité a sécréter des enzymes dégradant la
paroi cellulaire (notamment des pectinases, cellulases, protéases et xylanases), et donc a faire

macérer le tissu hote (Pérombelon, 2002).

Au cours des derniéres années, une augmentation de maladies dues aux bactéries
Pectobacterium a été constatée. Ce groupe de bactéries est classé parmi les agents pathogenes
les plus importants économiquement pour la culture de pommes de terre (Hélia, 2008). Lors
d’infections précocesdes pousses par le Pectobacterium sp. Des déficiences de peuplement
apparaissent au champ. Avec une infection plus tardive, différents symptomes peuvent &tre
distingués a savoir: la pourriture molle des tubercules et la jambe noire. Les symptomes
peuvent se manifester différemment selon la variété, le temps, la période d’infection et I’agent

pathogene (Pérombelon, 2002; Toth et al., 2003).

L’objectif de notre travail et de mettre en évidence ’activité ferrique d’une collection de
isolats bactériens. Les résultats que nous avons obtenus, nous ont permis de développer les

points suivants :

Identifications sur milieu CVP

La sélectivit¢ du milieu CVP est bas¢ sur la présence de crystal violet qui inhibe la
croissance de la plupart des bactéries a Gram positif et 1’utilisation du polypectate comme une
unique source de carbone (Hélias et al ., 2011).Les SRE sont identifi¢ sphénotypiquement sur
ce milieu par la formation de cavités volumineuse (KettaniHalabi.,2014), Ces information

confirmée nos résultats

Ce milieu permet l'identification des bactéries dégradant la pectine (Pectobacterium,
Dickeya), grace aux cavités caractéristiques qu'il y forme aprés Production importante
d'enzymes dégradant la pectine (Perombelon et Burnett, 1991; Heliaset Al, 2012 ;
Charkowski et coll., 2007 ; Freige et al., 1997).
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Mise en évidence de P’activité ferrique

La production de sidérophore a été détectée par 1’observation de halos orange entourant
les souches testées (Ried, and A. Collmer, 1987). La bibliographie réveéle que le genre

Dickeya produit plusieurs protéines de stockage du fer (Boughammoura et al., 2008).

Parmi les résultats obtenus par notre étude, 50% des souches produisent des
sidérophores de types catécholate sur les deux milieux King B et succinate. En revanche, la
production d'hydroxamate différe de 25% sur milieu King B et de 40% sur milieu succinate.
La souche la plus productrice de sidérophore dans le milieu King B est SAS avec une valeur
de densité optique de 1.25 a une longueur d’onde 420 nm alors que sur le milieu succinate,

c’est la souche S441 avec une densité optique de 1 a une longueur d’onde de 490 nm.

La capacité de plusieurs especes bactériennes a détecter des sidérophores pour produire
des composés liant le fer au sidérophore peut étre appliqué a un large éventail d’especes
microbiennes. Y compris les champignons et les bactéries Gram positives (Schwyn et
Neilands, 1997). Une fois libérés dans le milieu extérieur, les sidérophores chélatent le fer
(Fe3+), le séquestrent sous une forme inutilisable par le pathogéne (Lopper et Henkels,

1999).

Pectobacterium sp.requiert une concentration en fer d’au moins 10° M pour survivre.
Ainsi, chez Dickeya dadantii, des mutants non producteurs de chrysobactine ou
d’achromobactine sont trés affectés dans leur pouvoir pathogéne (Franza et al., 2005). Par
ailleurs, I’expression de geénes codant pour certaines pectate lyases (pelB, C, D et E) de
Dickeya dadantii est induite lors d’une carence en fer, et réprimée par la protéine Ferric
uptake regulator (Fur) en présence de fer dans le milieu (Franza et al., 2002; Franza et al.,
2005). Ce couplage entre deux fonctions essentielles au pouvoir pathogeéne de la bactérie, la
production d’enzymes pectinolytiques et 1’acquisition du fer, confére un avantage a la bactérie
au cours du processus d’infection.La production des sidérophores en cas de carence en fer,
constitue un majeur facteur de virulence chez Pectobacterium sp.(Boughammoura et al.,

2007; Dellagi et al., 2009).

Test température a 39°C et 41°C

La température joue un rdle de développement des symptomes de pourriture molle
(Tothetal.,2011).Nos résultats ont montré une croissance des souches testée dans les deux

différentes températures (39°C et 41°C).

38



Résultats et discussion

Pectobacterium spp.se développe a des températures de 20 a 37-40°C (Russell et
al., 1996), et est souvent isolé de la pourriture humide des organes de stockage et de la
pourriture aérienne des tige(Tothetal.,2003b).Les souches de Dickeya peuvent se développer
dans une large gamme de températures, de 21 a 41 °C avec une température optimale
d'environ 32 °C (Du Raan et al., 2016).

Ces résultats sont en accord avec le role de la température dans le développement de la

pourriture molle (Pérombelon., 2002; Toth et al., 2003).

Test d’antibiogramme

Les résultats de notre étude ont montré que seule la souche 56 Pseudomonas fluorescents
est sensible a I’erythromycine, ce qui a conduit a I'apparition de la zone d'inhibition. Malgré
que la souche 56 induise des cavités sur milieu CVP, en parallele sur milieu King B, la souche
56 émet une fluorescence. Ce qui confirme que cette souche n’appartient pas aux bactéries
SRE. 11 souches ont répondu négativement impliquant une résistance a 1’antibiotique

(Palacio-Bielsa et al., 2006).

Pouvoir pectinolytique

Les bactéries pectinolytiques peuvent étre a 1’origine de plusieurs maladies de la
pomme de terre, comme des pourritures de tiges appelées « jambe noire » et des pourritures
de tubercules appelées « pourriture molle ». Les symptomes de jambe noire induits sont variés
d’une pourriture humide a séche des tiges selon les conditions climatiques, alors que les
tubercules peuvent étre atteints de pourritures molles au champ et en conservation (Helias.,

2008).

Pour le test de pathogénicitéde pomme de terre des souches bactériennes, les résultats
obtenus par notre étude montrent que les 12 souches ont répondu positivement a 1’inoculation
sur disque de pomme de terre en présentant des pourritures molles, ce test vise a choisir
uniquement les isolats qui induisent des symptomes de pourriture molle. Nos résultats
concordent avec plusieurs études. La pourriture molle a induit une exsudation, et une fuite
d’eau, ainsi selon Van Vaerenbergh (2012), Un tubercule atteint perd environs 100 a 200 ml

de liquide.

Les symptomes de la pourriture molle sur les tubercules de pomme de terre, tels que
décrits par (Powelson et Franc,2001) ,semblent étre similaires, qu'ils soient causés

par Dickeya ou Pectobacterium spp. La pourriture molle des tubercules varie d'une légere
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décoloration vasculaire a une décomposition complete. Le tissu du tubercule atteint est de
couleur créme, avec un aspect mou et granuleux. Des pigments bruns a noirs se développent

souvent aux marges des tissus en décomposition.

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

peut étre attribu¢ a son effet sur la production des PEL (Smadja et al., 2004).
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Conclusion

L’objectif de notre travail est la mise en évidence de D’activité ferrique par la
production de sidérophores chez les bactéries pectinolytiques Soft Rot Enterobacteriaceae

(SRE) et pour confirmer par la suite si un systéeme d’acquisition du fer est fonctionnel.

Nous avons commencé notre expérimentation en réalisant une série de tests sur des
souches bactériennes isolées de tubercules de pomme de terre par (Chekalil et Zentou.,

2019).

Apres avoir effectué une série de purification sur ’ensemble des bactéries isolées,
12 souches sont sélectionnées sur la base de leurs réponses positives aux caractéristiques

appropriées aux bactéries pectinolytiques.

Afin de mieux identifier les souches, nous avons complété les tests de

pathogénicité en testant sur milieu sélectif GN, King B et CVP.

Ces (12) souches ont répondu positivement au test sur milieu sélectif CVP (Crystal
Violet Pectate). Ce milieu permet [’identification des bactéries pectinolytiques
(Pectobacterium, Dickeya), grace aux cavités distinctives qu’elles y forment suite a la

production importante d’enzymes pectinolytiques

Le test de fluoresence sur milieu King B, a indiqué que parmi les (12) souches
selectionnées, seulement une seule souche bacteriénne s’est révélée fluorescente. Les résultats
indiquent que la production de pigments fluorescents sur le milieu King B est une propriété

tres stable et peut étre utilisée comme propriété phénotypique pour différencier.

D’autres activités ont été étudiées chez les souches : formation de sidérophore. Les
souches bactériennes produisent les sidérophores a des quantités significativement élevées
selon 1’absorbance d’onde dans le milieu King B a une DO 1.25 chez la souche SAS, cela veut

dire que ce dernier produit des sidérophore de type catécholate a 490 nm.

Notre étude a également inclus 1'effet de la température sur la croissance bactérienne et
I'étude de la pathogénicité sur les tranches de pomme de terre. On a observé une forte
influence de la température sur le développement de la pourriture molle au niveau des disques

de pomme de terre, plus la température augmente, plus le risque est maintenu. De ce fait, nous
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pouvant dire que la température est un facteur important dans le développement des

symptomes de pourriture molle.

Enfin, Nous l'avons testé la sensibilit¢ aux antibiotiques des cultures bactériennes.
Cette derniere a montré qu’une seule la souche est sensible a 1’erythromycine, ce qui a

conduit a l'apparition de la zone d'inhibition.

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

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

La pomme de terre étant la cible privilégi¢ée de nombreux pathogenes, Et dans le but
de limiter I’impact des especes Pectobacterium/Dickeya sur cette culture, une meilleure

maitrise de I’interaction pathogéne-hdte est indispensable.

La principale difficulté associée aux bactéries de la pomme de terre est le petit nombre
de méthodes de contrdle disponibles. En effet, contrairement aux maladies fongiques dont les
moyens de lutte peuvent inclure des traitements chimiques, les maladies bactériennes ne
peuvent faire 1'objet de tels traitements pour des raisons d'efficacit¢ ou de réglementation

(Yaganza, 2005).

Les résultats obtenus apres 1’analyse bibliographique de certaines études antérieures
sur la résistance variétale de la 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, 1l y a aussi des différences

d’agressivité entre les isolats de Dickeya spp.

Au terme de notre étude, nous sommes en mesure d’attester du haut degré d’infection
des souches de notre collection, et en particulier, les espéces du genre Dickeya sp, qui ont
induit de séveres symptomes de pourriture a la fois sur tubercules, les souches
Pectobacterium atrosepticum et cartovorum ¢€tant moyennement virulentes. Il ressort
clairement que, les tubercules de pommes de terre sont plus sensibles a 1’action de ces

pathogénes.
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ANNEXES

Annexes

1. Appareillage :

Nom d’Appareil

e Balance de précision

e Centrifugeuse 5804

¢ Etuve memmert

e Agitateur magnétique (
AGITADOR
MAGNETICO MC-8)

e Réfrigérateur

e Spectrophotometre UV

e Vortex VELP

e Bain marie memmert

e Autoclave WiseVen
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1. Gélose nutritive

Composition Gramme/ litre
Extrait de viande lg
Extrait de levure 2g
Peptone 5¢g
Chlorure de sodium S5¢g
Agar-Agar 15¢g
PH 7.2

Autoclavage 120°Cpendant 20minutes.

2. Milieu Crystal Violet Pectate (CVP) : (Héliaset al. ,2005)

Composition Gramme/litre

Mix A

Tryptone (Oxoid | 1g
L42)

Tri-Sodium citrate S5g

CaCl2.2H20 (10%) | 2g

Crystal violet (1%) 100ml

Agar 6g
Eau distillée 500ml
Mix B
NaOH (5M/1) 2ml
Pectin 18¢g
Eau distillée 500ml

BUT : pour déterminer 1’activité pectolytique des bactéries.

Pour 1L a pH 7a7.2
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3. Milieu King B (bouillon) (King et al ., 1954).

Pour 1L a pH7,2

Peptone dite « B » 20.0g/LL
Glycérol 10.0g/L
Hydrogénophosphate de potassium 1.5g/L
Sulfate de magnésium heptahydraté 1.5g/L

4. Milieu succinate media (SM) :( Schaad, 2001).

Pour 1L a pH77.2

K2HPO4 6.0g/1
KH2PO4 3.0g/1
MgS0O4 0.2g/1
Sulfate d’ammonium (NH4)2S04 1.0g/1
Acide succinique 4.0g/L

5. Bouillon nutritif (BN)
Pour 1L a pH77.2

Ingrédients Gramme / litre
peptones 10g

Extrait de beeuf g

Extrait de levure 2g

Chlorure de sodium 5g

pH final 6.8 a7

6. Mueller Hinton (MH) :

Pour 1L a pH7-7.2

Composition Gramme/litre
Infusion de viande de beeuf 2g

Hydrolysat de caséine

17.5g
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agar

17g

Amidon




