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Introduction

Introduction :

La pomme de terre est I’une des denrées alimentaires de base, et I’'un des 1égumes les
plus consommés dans le monde, avec une moyenne de 32,60 Kg/personne/an. Sa production
mondiale annuelle avoisine les 370 millions de tonnes, elle est cultivée sur une surface de 19
millions d’hectares avec un rendement moyen de 19,45 tonnes /hectares. La culture de pomme
de terre est classée, en termes de production, en quatriéme position derriere le mais, le riz et le
blé (FAOSTAT, 2011).

En Algérie, la pomme de terre fut introduite au milieu de XIXeme siecle, depuis elle
occupe une place importante dans les habitudes alimentaires du pays, avec une production
qu’a atteinte 3,99 millions de tonnes en 2011 sur une superficie de 161 200 hectares. Aussi,
elle occupe la deuxiéme place en Afrique apres I’Egypte (FAOSTAT, 2011).

De part son cycle de vie, ses conditions culturales ainsi que a large distribution, la
pomme de terre représente ['une des productions végétales les plus ciblées par de nombreuses
maladies microbiennes, quelles soient d’origine bactérienne (pourriture molle et jambe noire
dues especes pectinolytiques du genre Pectobacterium), fongique (mildiou causé par
Phytophtora infestans) ou virale (virus de I’enroulement et de la mosaique).

Dans notre étude nous nous sommes intéressé aux especes phytopathogenes

Pectobacterium et Dickeya sp, agents causals de la pourriture molle, et ceci vu la grande
incidence de cette derni¢re en Algérie.
Ces bactéries envahissent les espaces intercellulaires de la plante et produisent des enzymes
pectinolytiques qui sont responsables de la dégradation de la paroi végétale par macération et
libération du contenu cellulaire conduisant ainsi a une mort des cellules infectées (Johnson et
al., 2011).

Parmi ces pectinases; les pectate lyases jouent un role majeur dans le catabolisme de la
pectine chez les bactéries et dans 1’apparition des symptomes de macération (Wlodarczyk,
2010). En effet, des extraits purifiés de pectate lyases peuvent a eux seuls induire une
macération cellulaire (Basham et Bateman, 1975 ; Liao, 1989).

Les objectifs de ce travail sont de caractériser le potentiel pathogéne de ces enzymes,
ainsi que le degré de sensibilité des tubercules de pomme de terre et d’autres hotes vis-a-vis
des souches les plus virulentes. De méme que 1’établissement de la relation existante entre
I’activité enzymatique et ’intensité des symptomes de pourriture sur les tissus infectés, et ceci
en démontrant le role clef des tissus végétaux dans 1’induction et la surexpression des

enzymes.
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I) Généralités sur la pomme de terre

I-1) Origine
La pomme de terre fut importée du continent sud-américain par les espagnols a la fin
du 16°™ siécle, pour étre cultivée un peu partout en Europe (Jouzier, 2005). Elle fut introduite
en Afrique, a la fin de 19°™ siécle, ou elle est rencontrée trés fréquemment en zones arides,
principalement au nord et au sud du continent africain. En Algérie, elle fut probablement
introduite vers 1856 par des colons frangais ou des commergants algériens (Yahiaoui-zaidi,

2004).

I-2) Description botanique et morphologique

La pomme de terre (Solanum tuberosum L) appartient a la famille des Solanacées, qui
regroupe d’autres cultures comme la tomate, I'aubergine et le poivron...etc. C’est une espece

herbacée vivace par ses tubercules mais cultivée en culture annuelle (Rousselle et al., 1996).

La plante comporte a la fois des tiges aériennes et souterraines (Darpoux et Debelley,
1967) (Fig 1). Par ailleurs, elle s'adapte bien aux différentes zones climatiques des régions

tropicales et extra tropicales (Yagi, 2010).

L’appareil aérien est constitué de plusieurs tiges principales souvent ailées qui peuvent
atteindre jusqu’a une cinquantaine de centimetres. Les feuilles sont alternes, composées et
comportant 7 a 15 grandes folioles latérales, primaires flanquées de folioles secondaires et de
folioles intercalaires. Les fleurs sont souvent stériles, la production de fruit (baie sphérique)

est donc généralement rare (Rousselle ef al., 1996).

L’appareil souterrain représente la partie la plus importante de la plante puisque on y
trouve les tubercules qui conférent sa valeur alimentaire a la pomme de terre. Ces derniers se
trouvent sous plusieurs formes, claviformes, oblongs, cylindriques allongées et arrondies,
avec des couleurs de chaire variables allant du blanc au jaune. Leur taille est variable selon le

cultivar et les conditions de culture (Grison, 1983).
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Généralités sur la pomme de terre
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Figure 1 : Morphologie de la pomme de terre (Saguez, 2007).
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IT) Maladies de la pomme de terre

La culture de la pomme de terre est la cible de nombreuses attaques, a la fois par des
agents biotiques (bactéries, champignons, virus, nématodes....) ou abiotiques (conditions

environnementales défavorables).

Les maladies bactériennes de pourriture molle et jambe noire dues aux espéces
pectinolytiques des genres Dickeya et Pectobacterium, sont parmi les pathologies les plus
importantes et les plus répandues, vu le manque de moyens de lutte les préjudices

¢conomiques qu’elles engendrent.

II-1) Jambe noire et pourriture molle

I1I-1-1) Jambe noire

La maladie de jambe noire (appelée aussi pourriture aérienne) se développe
généralement en conditions aérobies, elle est souvent favorisée par des sols humides et des
températures relativement fraiches (<19°C). Seul, I’espéce Pectobacterium atrosepticum,
ainsi que le nouveau genre Dickeya sp sont connus comme étant les agents de la maladie

(Pérombelon, 2002).

Les symptomes typiques de la jambe noire se manifestent par une pourriture humide
brune foncée a noire a la base des tiges, avec des nécroses plus ou moins séches (Fig 2). Des
jaunissements/flétrissements du feuillage sont souvent associés aux symptomes. La
macération et pourrissement des organes infectés ont tendance a se produire en conditions
humides, tandis qu’en conditions chaudes et séches, des nécroses sur tiges et des
flétrissements des feuilles sont favorisés (Pérombelon et Kelman, 1987). La jambe noire peut
atteindre toutes les tiges d’une plante ou n’étre localisée que sur quelques unes, voire une
seule (Héelias, 2008). L'évolution de la maladie peut conduire a la pourriture totale de la tige,
qui s'affaisse et passe souvent inapergue au sein des plantes voisines (Schaerer et Dupuis,
2010).

Le cycle d’infection de la jambe noire est schématisé dans la figure 4.
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I1-1-2) Pourriture molle

La pourriture molle de tubercule commence d’abord, dans des conditions
humides, au niveau des lenticelles, a 1'extrémité du stolon ou suite a des blessures. La
Iésion peut ensuite s'étendre au tubercule entier et de la jusqu’aux tubercules voisins en
conditions de stockage. Les bactéries dégradent les tissus provoquant une macération du
parenchyme, les tissus macérés présentent une pourriture d’aspect crémeux de couleur
claire, qui brunit jusqu’a devenir noire au contact de l'air, développant ainsi une odeur
putride, une fois envahis par des microorganismes, (Fig 3) (Czajkowskiab et al., 2011).

Toutefois, en conditions séches, la pourriture reste localisée a de petites parties seches,
foncées et déprimées, Une fois les semences infectées plantées, les tubercules-meére risquent
de pourrir avant 1I’émergence, ce qui entraine les symptomes de manque a la levée
(Elphinstone, 1991).

Parmi les conditions environnementales favorisant 1’initiation des symptomes sur
tubercules en conservation on recense: I’anaérobiose, I’humidité, 1’eau libre, les températures
supérieures ou inférieures a ’intervalle requis pour la croissance bactérienne, le potentiel
hydrique des cellules végétales, ainsi que le seuil minimum des bactéries estimé a environs

10° cellules par tubercule (Pérombelon et Kelman, 1980 ; Bain et al., 1990).

Les bactéries peuvent également survivre dans le sol, infectant la culture suivante aux
champs. Le développement de la maladie atteint son maximum a des températures de 25°C a
30°C, mais sa large distribution mondiale suggeére une adaptation des bactéries a des

températures moins €levées (Lallemand, 2010).
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Figure 2 : Symptome de jambe noire sur la plante de pomme de terre (Pérombelon, 2002).

Figure 3 : Symptodme de pourriture molle sur les tubercules de pomme de terre

(Banks, 2006 ; Huttons, 2009).

Figure 4 : Cycle de la maladie de jambe noire (De Boer, 2004)



Syntheése bibliographique Maladies de l1a pomme de terre

I1-2) Les agents pathogénes

Parmi les agents pathogénes qui affectent la pomme de terre, les bactéries
anciennement nommées Erwinia pectinolytiques (actuellement reclassées dans les genres
Pectobacterium et Dickeya sp) sont responsables de dégats potentiellement importants en
végétation et/ou en conservation.

En plus de la pomme de terre, ces dernieres sont capables d'infecter d’autres cultures
végétales tels que la carotte, la tomate, la betterave a sucre, le chou, I’oignon etc..., Trois
types d’espeéces peuvent causer ces dégats, Au cours des derni¢res années, ces agents
pathogénes ont fait I’objet de plusieurs remaniements et classements et ont été rebaptisés a

maintes reprises (voir tableau I).

Tableau I : Especes de Pectobacterium et Dickeya responsables de pourritures molles chez

les végétaux

Ancienne Nouvelle Importance Autres plantes | Références
appellation appellation hotes
Erwinia Pectobacterium | Agent pathogene de la | Limitée (Hélias et
carotovora atrosepticum jambe noire le plus fréquent | essentiellement | al., 2008).
ssp. (Pa) dans les pays d’Europe du | aux pommes
atroseptica nord. Se développe a des | de terre
(Eca) températures plus fraiches
(15 et 25 °C).
Erwinia Pectobacterium | Souvent isolée lors de | Tres large | (Henz et
carotovora carotovorum | pourriture molle des | spectre d’hétes | al., 2006)
SSp. (Pc) tubercules et pourriture des | (Iégumes,
carotovora tiges (apres humidité | tournesols,
(Ecc) stagnante). tabac, etc.)
Meéne plus rarement a la
jambe noire bien étendue
dans le sol et sur les
tubercules. S’exprime
préférentiellement a des
températures plus élevées
que P. atrosepticum, allant
de 20430 °C
Erwinia Dickeya Agent pathogéne le plus | Tomates, (Hélias et
chrysanthemi dadantii courant de la jambe noire. | endives, al., 2008).
(Ech) (D. dadantii) | Préfére les températures | artichauts
¢levées (35-37 °C)
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I1-3) Facteurs de virulence

I1-3-1) Facteurs extrinseques

L’invasion, la colonisation et la dégradation des tissus végétaux impliquent la

combinaison de facteurs de virulence, aussi nombreux que variés (Lallemand, 2010).

Lorsque les conditions climatiques sont favorables, les Pectobacterium présents dans le
sol et a la surface des végétaux sensibles passent d’un état de latence a un état d’activité
favorisé par les blessures des plantes et le relargage de sucs végétaux. La pénétration dans
I’hdte est facilitée par ces blessures, mais elle peut aussi se faire par I'intermédiaire

d’ouvertures naturelles comme les lenticelles et les bourgeons (Latour et al., 2008).

Le développement d'une maladie bactérienne dans une culture de pommes de terre est
fortement influencé par des facteurs environnementaux tels que I'humidité du sol et de la
température (Hutton, 2009). En générale les plus importants facteurs externes influencant les

maladies de pourriture molle et de jambe noire sont :

La température : la température détermine les especes pectinolytiques impliquées et
la vitesse du développement de la maladie. A basses températures, Erwinia carotovora ssp.
atroseptica (Pectobactrium atrosepticum) prédomine aussi bien au niveau de la pourriture
molle que pour les maladies de la tige. Au fur et a mesure que les températures augmentent
Erwinia carotovora ssp. carotovora (Pectobactrium carotovorum) et Erwinia chrysanthemi

(Dickeya sp) ont tendance a se développer (Smadja et al., 2004).

L’humidité : afin d’initier la pourriture molle, la présence de pellicules d’eau a la
surface du tubercule est indispensable pour favoriser les conditions d’anaérobiose permettant

ainsi une multiplication rapide des bactéries (Elphinstone, 1991).

D’autres facteurs favorisent la dissémination des germes comme 1’utilisation des
machines agricoles souillées, les insectes vecteurs, l'eau d'irrigation, l'eau de pluie, les
aérosols, I’activit¢ humaine durant les inspections sur pied, ou par l'intermédiaire des animaux

entrants dans des gisements de pommes de terre (Czajkowski, 2011).
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I1-3-2) Facteurs intrinséques

Parmi les facteurs de virulences internes (chélation du fer, mobilité, Eps, Lps....Etc),
le principal déterminant de pathogénie des espéces pectinolytiques est la production et
sécrétion d’enzymes extracellulaires de dégradation, notamment les pectinases et les

cellulases (Lallemand, 2010).

I1-3-2-1) Enzymes pectinolytiques

Les enzymes pectinolytiques (pectinases) constituent un groupe hétérogéne d’enzymes
qui hydrolysent les substances pectiques largement présentes chez les plantes supérieures et
les micro-organismes. Ces enzymes sont capables d’attaquer une multitude de liaisons
chimiques. Cependant, le terme «enzyme pectinolytique» ne concerne que les enzymes qui

agissent sur la partie galacturonique des substances pectiques (Combot et al., 2011).

Ces enzymes sont classées selon la nature du substrat (pectine, acide pectique,
oligogalacturonate), le mécanisme de dégradation (trans-¢limination ou hydrolyse) et le type
de clivage (endo ou exolytique) (Favela-Torres et al., 2006).

Les pectinases sont divisées en deux grands groupes : les pectinestérases (PE) et les

dépolymérases (polygalacturonases et lyases) (Arunachalam et Asha, 2010).

I1-3-2-2) Les différentes classes de pectinases et leur mode d’action
I1-3-2-2-1) Pectinestérases (PE)

Les PE catalysent 1’hydrolyse des liaisons esters méthyliques des pectines hautement
méthylées, entrainant la libération du méthanol et la formation d’acide polygalacturonique.
Leur activité peut étre mise en évidence soit par dosage du méthanol libéré, ou bien par
détermination de 1’augmentation du nombre de carboxyles libres ou encore en utilisant un

régulateur de pH. Leur pH optimal est compris entre des valeurs de 4 a 5 (Combot et al.,

2011).

I1-3-2-2-2) Dépolymérases

Les dépolymérases agissent soit par hydrolyse (Hydrolases) ou par B-élimination (Lyases)
sur les liaisons glycosidiques. Elles ont pour substrat préférentiel, les pectines ou les pectates
et clivent les liaisons a I’intérieur du polymére (mode endo) ou a partir d’une extrémité de

substrat (mode exo) (Combot et al., 2011).
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» Les polygalacturonases (PG)

Les PG catalysent I’hydrolyse des liaisons glycosidiques a (1-4) des pectines acides
(acide polygalacturonique). Ces enzymes sont spécifiques des substances pectiques non ou
partiellement estérifiées par le méthanol. Elles constituent la classe d’enzymes la plus étudiée
parmi la famille des pectinases. Selon leurs modes d’actions, on distingue les
endoplygalacturonases et les exopolygalacturonases.

Deux méthodes ont été développées pour déterminer I’activité des PG et des PMG
(polyméthylgalacturonases). On apprécie cette activité en mesurant la diminution de viscosité
ou I’augmentation du pouvoir réducteur du substrat (acide pectique ou pectine) (Combot et

al., 2011).

> Les lyases

Selon Bekouche en 2006 Les lyases catalysent la dépolymérisation d’un substrat par
B-¢limination de la liaison glycosidique a (1-4) entre deux résidus d’acide D-galacturonique.
L’absence de molécule d’eau dans le mécanisme réactionnel conduit a la formation d’une
double liaison entre le C4 et le C5 a I’extrémité non réductrice libérée d’une unité d’acide

galacturonique. Comme pour les polygalacturonases, il existe aussi deux types de lyases :

e Les pectine-lyases (PL)
Elles ont pour substrat préférentiel la pectine et possédent deux modes d’action:

- Les endopectines-lyases agissent par B-élimination et ont une préférence pour les
pectines hautement méthylées. Leur affinité pour les pectines diminue avec le degré de
méthylation du substrat et sont inactives sur 1’acide polygalacturonique. Elles coupent les
liaisons soit entre deux acides gras méthoxylés, ou entre un résidu acide gras libre et un autre
méthoxylé. Leur plus petit substrat est un acide gras a 4 C totalement méthoxylé (Lemberg et
al., 2000).

- Les exopectines-lyases quant a elles agissent sur les pectines fortement estérifiées

(Bekouche, 2006).

e Les pectate-lyases (PeL)
Elles agissent préférablement sur une chaine d’acide galacturonique mais aussi sur

les pectines faiblement méthylées selon un mécanisme endo ou exolytique (Fig 5):

10
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- Les endopectate-lyases attaquent aléatoirement a [D’intérieur de la chaine
polygalacturonique. Le substrat préférentiel est une pectine faiblement méthoxylée avec un
degré de polymérisation plus élevé. Le plus petit substrat obtenu est un trimere (AG3)
(Bekouche, 2006).

- Les exopectate-lyases ont une action récurrente a partir de 1’extrémité réductrice de
I’acide galacturonique en libérant des diméres insaturés. La présence de calcium serait

nécessaire a I’action des endo et des exopectate-lyases (Bekouche, 2006).

Figure 5 : Mode d’action des Pectate Lyases (PL) (Steven et al., 2000)

Le principe du clivage de ’acide a-1,4-polygalacturonique par un mécanisme de p-élimination par les
pectate lyases qui contribuent au minimum trois groupes au mécanisme catalytique : P+, qui neutralise la charge
sur le groupe d'acide carboxylique ; B, une base générale qui soustrait le proton de C-5 ; et A, qui est impliqué

dans le transfert du proton final a I'oxygene glycosidique, laissant un double lien entre C-4 et C-5.

Les modes d’action des différentes classes de pectinases sont résumés dans la figure suivante :

COQOCH, COOCH COOCH
OH H O_H H o
oH PMGL H H PMG H H OH O
H OH COOCH, COOCH COOCH
2CH,OH PE

Figure 6 : Mode d’action des pectinases (Combo et al., 2011)
PMGL : polyméthylgalacturonate lyase ; PMG : polyméthylgalacturonase ; PE : pectinestérase; PGL :

polygalacturonate lyase ; PG : polygalacturonase.
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I1-3-2-3) Effet de la température et du pH sur Pactivité pectinolytique

I1-3-2-3-1) Effet de la température
» Sur I'activité polygalacturonase
Les polygalacturonases possédent un optimum de température a 55°C (Nihan, 2006).
» Sur Pactivité pectine lyase
L'enzyme a montré un intervalle entre 50 a 70°C avec un maximum a 60°C
(Salmaan et Alyaa., 2010).
» Sur Pactivité pectate lyase
Les activités spécifiques maximales et minimales des Pels sont respectivement
¢gale 20°C et 10°C. (Augustin MOH ,2012). L'activité de Pel la plus élevée est a environ
17°C (Ni et al., 2010).

11-3-2-3-2) Effet du pH
» Sur I'activité polygalacturonase
Environs 80% des PGA ont un pH entre 6 et 7. L’enzyme est trés stable a pH 5 et
maintient 65 et 70% de son activité a pH 4 et 6 respectivement. L'enzyme perd environ 50 a
60% de son activité a pH 8. L'enzyme est aussi stable a pH acide et alcalin (Nihan, 2006).
» Sur I'activité pectine lyase
L'activité optimale des pels est atteinte a 1’intervalle de pH (8-10), avec un optimum
a 8.5. D'une part, la pectine lyase a montré une activité trés réduite a des valeurs de pH acides
(Salmaan et Alyaa, 2010).
» Sur Pactivité pectate lyase
Le pH optimal des endopectate lyases est voisin de 6, Leur gamme d'activité s'étend

de 4,5 2 9,5 avec une plus grande intensité¢ a pH 6 et 8,5 (Heim et al., 1971).

12



Synthése bibliographique Activités pectinolytiques

IIT) Détermination des activités pectinolytiques

III-1) Mesure de ’activité enzymatique :

L’analyse enzymatique est une pratique de laboratoire courante, ce terme couvre la

mesure de I’activité des enzymes et les dosages de substrats par voie enzymatique.

Les méthodes de mesure de 1’activité enzymatique sont aussi nombreuses que variées.
Les unes sont essentiellement des techniques de recherche permettant une étude fine de la
réaction enzymatique (polarisation rotatoire, méthodes d’analyse rapide), les autres sont
utilisées pour la détermination des activités dans les produits biologiques, en particulier en
pratique médicale.
On peut distinguer :

» Les méthodes d’analyse chimique directe qui consistent a doser le substrat disparu ou
le produit formé pendant un temps déterminé, dans les conditions expérimentales de
détermination de la vitesse maximum. Les techniques de dosage sont souvent
colorimétriques, elles peuvent étres aussi volumétriques ou potentiométrique.

» Les méthodes cinétiques spectrophotométriques ou fluorimétriques, dans ces
techniques on visualise la cinétique enzymatique ce qui donne une garantie du bon
déroulement de la réaction lorsque 1’on obtient une droite. Ces méthodes présentent
plusieurs avantages : spécificité, précision, rapidité, facilit¢ dans 1’expression du

résultat directement en unités internationales (Audigié et Zonszain, 1995).

II1-2) Dosages enzymatique :

La quantité présente d’une enzyme peut étre déterminée ou dosée selon I’effet
catalytique qu’elle produit, correspondant ainsi a la conversion d’un substrat en un produit.
Pour doser une enzyme, il faut maitriser 1’équation-bilan de la réaction catalysée et disposer
d’un procédé analytique qui permet de quantifier soit la disparition d’un substrat, ou
I’apparition d’un produit.

L’activité d’une enzyme est généralement dosée en mesurent la vitesse d’apparition du
produit ou la vitesse de disparition du substrat. Si le substrat ou le produit absorbe la lumiére a
une longueur d’onde spécifique, les variations de la concentration de ces molécules peuvent
étre mesurées en suivant la variation de [’absorption a cette longueur d’onde. Ceci est

typiquement réalisé¢ en utilisant un spectrophotomeétre.

13
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La densité optique étant proportionnelle a la concentration, la vitesse de la variation de
I’absorption est proportionnelle a la vitesse de la réaction enzymatique exprimée en moles de
substrat consommées(ou en moles de produit formées) par unité de temps (Hames et al.,

2000).

II1-2-1) Dosage des pectinases :

C’est au début des années 1950 que les recherches sur les cellulases et les
polysaccharidases ont commencé, puis étendues vers les années 70 et 80 (Bajpai, 1999).
Cependant, les pectinases ont été employées dans 1'industrie alimentaire dés 1930. Au regard de
leur importance, les pectinases sont extraites et dosées a partir d'une large variété de
micro-organismes comprenant des bactéries, mycetes, actinomycetes, levures, ainsi qu’a
partir de diverses plantes (Bhat, 2000). L'analyse de I’activité pectinolytique est suivie
spectophtométriquement, avec comme substrat la pectine (acide polygalacturonique). C'est
une technique qui permet de quantifier les sucres réducteurs libérés dans le milieu réactionnel

(Amraoui et al., 2004 ; Oyeleke et al., 2012).

IT1-2-1-1) Pectinestérases :

L’analyse de I’activité¢ des PE est basée sur la libération de groupes carboxyliques ou
du méthanol de pectine. La technique la plus utilisée consiste a mesurer le taux de
dégagement des groupes carboxyliques de la pectine en utilisant une méthode d’analyse
spectrophotométrique a une longueur d’onde de 412 nm, basée sur la mesure de changement
de I’absorbance d’un indicateur de pH, en raison de la formation de groupes carboxyliques
libres. Le méthanol peut étre mesuré par méthode colorimetrique ou par chromatographie

gazeuse (Mcfeeters et al., 1992 ; Rondan-Sanabria ef al., 2006).

I11-2-1-2) Polygalacturonases :

La mesure de l'activité PG est réalisée par spectrophotométrie UV-Visible en utilisant
I’acide polygalacturonique comme substrat qui se dégrade en acide galacturonique.
L'absorbance est mesurée a 500 nm. La quantité¢ de sucres réducteurs peut étre estimée aussi
en utilisant I’acide 3,5 dinitrosalicyclique et la méthode du cuivre d'arsenomolybdate, ou par

la méthode de réduction de la viscosité (Nihan, 2006 ; Apoorvi et Vuppu, 2012).
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I11-2-1-3) Pectine-lyases :

Le dosage des PL est réalisé en mesurant l'augmentation de I'absorbance a 235 nm. La
pectine ou l’acide galacturonique sont utilisés comme substrat, avec une solution tampon
comme mélange réactionnel ajusté au pH optimum de I’enzyme. Aprés incubation, le mélange

est dilu¢ et I'absorbance est déterminée a 235 nm (Elizabeth ef al., 1989 ; Salmaan et Alyaa,

2010).

I11-2-1-4) Pectate-lyases :

La technique de dosage de I’activité Pel est basée sur le principe que la pectine est
dégradée sous I’action des Pels par B-élimination. Cette réaction libére des composés
contenant une double liaison entre C4 et C5 ; cette double liaison et le groupe carboxyle en
C5 entrainent une absorbance maximale a 235 nm (Mehri-Kamoun, 2001).

Le dosage est réalisé soit avec le surnageant des cultures bactériennes ou en utilisant le
toluéne sur D’extrait cellulaire. L’activité de Pel est déterminée par spectrophotométrie en

suivant la dégradation du PGA en produits insaturés (Wilfred et al., 2010).
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Partie expérimentale Matériel et méthodes

I) Matériel

I-1) Matériel bactérien

Quatre souches de références :

. Dickeya dadantii 3937-(470) ;

. Dickeya solani (99) ;

. Pectobacterium atrosepticum (86.20) ;

. Pectobacterium carotovorum (82.22).

La souche 470 provient de ’'UMR (Unité Mixte de Recherche) ; Microorganismes,
Adaptation et Pathogénie (MAP)-Université Claude Bernard-69100, Lyon-France.

La souche 99 est d’origine polonaise (Laboratoy of Plant Protection and
Biotechnology- Intercollegiate Faculty of Biotechnology University of Gdansk and Medical
University of Gdansk, Poland).

Les souches 82 et 86 sont issues de la collection francaise de bactéries

phytopathogénes (CFBP)-INRA de Rennes (France).

I-2) Matériel végétal
Tubercules de pommes de terre et rhizomes de carottes échantillonnées a partir de

marchés hebdomadaires au niveau de la ville de Bejaia durant la période comprise entre mars

et avril 2013.

I-2-1) Pommes de terre
Les tubercules appartenant a la variété Spunta, de taille uniforme, d’apparence saine,
ne présentant aucune blessure ou symptome (Fig 7). Ces tubercules sont utilisés

ultérieurement pour la réalisation de tests d’infection.

16



Partie expérimentale Matériel et méthodes

Figure 7: Tubercules de pomme de terre sélectionnés

I-2-2) Carottes

Les carottes utilisées dans cette étude sont choisies selon leurs tailles uniformes, et

exemptes de blessures ou de maladies (Fig 8).

Figure 8 : Echantillons de carottes utilisés

II) Méthodes

I1I-1) Revivification des souches

Les souches de référence (D. dadantii, D. solani, P. atrosepticum et P. carotovorum)
apres congélation a -80°C sont revivifiées. Elles sont d’abord ensemencées sur du bouillon
nutritif (BN) en tubes a essai pour enrichissement. Apres incubation a 27°C pendant 24 a 48h,
elles sont repiquées plusieurs fois sur milieu de culture semi sélectif King B en boites de Pétri
et tubes a essai.

Les souches sont conservées sur milieux Luria Bertali et LPA (Levure Peptone Agar)

en gélose inclinée, ceci afin de réaliser les tests subséquents de confirmation.
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I1-2) Tests de conformité biochimique

Dans le but de mettre en évidence les principales activités biochimiques et
physiologiques des souches, une batterie réduite de tests clefs d’identification a été réalisée,
elle comprend :

» La détermination de ’activité pectinolytique ;
» La présence d’enzyme nitrate réductase ;

» L’utilisation de sucres spécifiques : a- méthyl-glucoside, sucrose et inuline.

I1-2-1) Mise en évidence de ’activité pectinolytique
La recherche de ’activité pectinolytique ou test pectinase sert a déterminer ’activité
enzymatique d’une bactérie, c¢’est-a-dire sa capacité¢ a dégrader la pectine contenue le milieu
de culture comme seule source de carbone, ceci via la production d’une gamme d’enzymes.
Différents milieux sélectifs a base de pectine et polypectate de sodium sont utilisés
pour I’isolement et I’identification des bactéries pectinolytiques (Liao et Shollenberger, 2004)
d’apres Ladjouzi, (2007). Parmi lesquels les principaux sont: le milieu Crystal Violet Pectate

(CVP) et le milieu de Sutton, c’est ce dernier que nous avons utilisé dans notre étude.

Milieu de Sutton

Les souches sont ensemencées par piqure centrale dans 3 ml du milieu Sutton en tubes
a essai. Apres 24 h d’incubation a 27 °C, la présence d’une activité pectinolytique se traduit
par le virage de I’indicateur de couleur du bleu-vert vers le jaune, ce qui signifie une
acidification du milieu. Aprés 48 h, la liquéfaction du milieu indique la dégradation de la

source de pectine (Hélias, 1999).

I1-2-2) Recherche du nitrate réductase

Ce test permet la détection de I’enzyme nitrate réductase qui réduit les nitrates en
nitrites et en azote ¢lémentaire. Des tubes a essai avec 5 ml d’eau peptonée nitratée sont
ensemencés par une suspension bactérienne fraiche, puis incubés a 27°C pendant 24 heures.

La lecture se fait par addition de quelques gouttes des réactifs de révélation I et II.
L’apparition d’une couleur rouge sang met en évidence la présence de nitrites (NO73)

(Yahiaoui-Zaidi, 2004).
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I1-2-3) Utilisation des sucres (o-méthyl-glucoside, sucrose et inuline)

La dégradation de I’a-méthyl-glucoside et la production de substances réductrices du
sucrose (saccharose) permettent d’identifier les especes atrosepticum qui sont positives aux
tests

Des amas de cultures bactériennes sont ensemencés dans 2 ml des milieux o-méthyl-
glucoside, SRS et inuline, puis incubés a 27°C pendant 24 a 48h. L’utilisation de ces sucres se
traduit par :
¢ Une acidification du milieu (couleur jaune) pour I’a-méthyl-glucoside, 1’absence d’un

couleur signifie une réaction négative ;
« Un virage de I’indicateur coloré du rouge vers le jaune pour le milieu inuline ;
« L’apparition d’un précipité de couleur jaune-orange, apres chauffage et ajout du

réactif de révélation Benedict (Lacroix et Vézina, 2003 ; Hélias, 1999).

I1-3) Préparation de ’inoculum standard et dénombrement
cellulaire

L’inoculum standard est préparé a partir d’une colonie bactérienne inoculée dans 5 ml
de bouillon Levure Peptone (LP), puis incubée pendant 24h a 27°C, ensuite une série de

dilutions est réalisée dans 9 ml d’eau physiologie stérile.

Un volume de 100 pl de chaque dilution est ensemencé sur 2 boites de pétri contenant
le milieu King B, la densité optique (D.O) est mesurée par spectrophotometre a 600 nm. Les

boites sont incubées a 27°C pendant 18 a 24h. Apres lecture, les colonies sont dénombrées.

Toutes les suspensions bactériennes utilisées pour les tests biochimiques sont ajustées et

standardisées.

La standardisation de I’inoculum de départ et les dénombrements cellulaires sont

réalisés selon le protocole modifié¢ d’Hélias et al. (2005) comme suit (Fig 9) :
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Milieu LP

Prélévement de colonies

Milieu King B

v

Incubation a 27 °C pendant 24h

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

\_/ \/ \/ \/ \/ \/
NA N N NN N

SM 10 107 107 10" 107 10 107 10 107 107"

Ensemencement du milieu King B sur boites de Pétri avec 0,1ml (100ul)

S ——

s s S  S— | S— ) S—— | S— S— S— | S———

Figure 9 : Dénombrement des colonies de Pectobactérium et Dickeya sur milieu solide

20



Partie expérimentale Matériel et méthodes

I1-4) Test de pathogénicité

La technique d’inoculation des demi-tubercules recommandée pour sa précision est
utilisée pour différencier les niveaux de pathogénicité des souches testées, et le degré de
sensibilité des différents échantillons de pomme de terre et de carotte selon la méthode décrite
par Ibrahim et al (1978).

Les échantillons sont d’abord lavés a 1’eau de robinet, puis mis dans de I’éthanol 10%
pendant 5 minutes afin de désinfecter toute contamination sur leur surface. Ils sont ensuite
rincés a I’eau et séchés a température ambiante.

Une pré-culture réalisée sur bouillon LP est ensuite repiquée sur milieu King B, pour
étre transférée par la suite dans des tubes d’eau physiologie a 0,85%.

Sur pommes de terre chaque tubercule est coupé longitudinalement en deux parties
identiques, tandis que I’inoculation est réalisée sur les carottes entiéres. A I’aide d’un
emporte-piece des puits de Smm de diamétre/Smm de longueur sont creusés. Chaque puits est
rempli par 50 pl de suspension bactérienne.

Les demi-tubercules et les carottes sont disposés dans des boites en plastique couverte,
a I’abri de la lumiére afin de créer une atmosphére humide et confinée. Cinq répétitions sont
réalisées pour chaque essai.

L’incubation  se fait a température ambiante (20°C) pendant 5 jours. Le
développement de la maladie est suivi visuellement, et les différences de pathogénicité entre
les souches de Pectobacterium et Dickeya sont estimées en fonction des quantités de tissus

macérés. La lecture est réalisée en mesurant quatre différents parameétres :

» Prélévement et pesée des tissus pourris (gr) ;

» Mesure du volume d’eau nécessaire pour remplir les puits par une pipette graduée,
correspondant a la quantité de tissus macérés (ml) ;

» Calcul de la longueur de la zone macérée (cm) ;

» Estimation de la profondeur de la dépression créée par la pourriture (cm).

La figure suivante résume les étapes entreprises pour les tests d’infection bactérienne :
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Ringage des tubercules de
pomme de terre et des
carottes, puis séchage

pendant une nuit.

Demi-tubercules

Réalisation des
puits et inoculation
de la suspension
bactérienne

Aprés ’incubation
pendant 3 a 5 jours a
température ambiante

.

Prélévement des
pourritures et mesure
des diamétres et les

volumes d’eau

Figure 10 : Méthode d’inoculation sur pommes de terre et carottes

A : Témoin C : Carotte inoculé

B : Demi-tubercule inoculé D : Témoin
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I1-5) Dosage de D’activité pectate lyase

Les Pectate lyases clivent les liaisons osidiques o (1-4) du polygalacturonate, en
libérant des oligogalacturonides insaturés qui présentent un maximum d’absorption a 230 nm.
Le dosage des pectate lyases repose sur la détermination spéctrophotometrique des

oligogalacturonides libérés au cours du temps.

I1-5-1) Produits et matériels utilisés pour le dosage

» Spectrophotométre UV-Visible.
» Tampon PL (4°C): Tris HC1 0,1M pH 8,5, CaCl, 0,1 mM, PGA 0,05%.

Soit pour 100 ml :
» 10 ml Tris HC1 1M pH 8,5
50 pl CaCl, 0,2 M
2 ml PGA a2,5% (peser 2,5 g de PGA dans 100 ml tris HCI 0,1M pH 8,5).

Ajouter environ 0,8 ml de soude 1N puis ajusté a pH 7 toujours avec NaoH.

Y V V V

Diluer le CaCl, dans I’eau et le Tris : ajouter le PGA a la fin.

I1-5-2) Protocole de dosage
- 0,5 g de tissus macérés sont mis dans 5 ml de bouillon nutritif en tube a essai, puis la
culture incubé sous agitation a 27°C pendant 24 heures.
- Pour estimer la concentration bactérienne, 0,1 ml de chaque culture sont mises dans
0,9 ml de bouillon nutritif et la DO est mesuré a 600 nm.
- Le dosage de ’activité pectate lyase est réalisé apres 2 séries de centrifugation a 12000
g pendant 3 minutes en prélevant Iml de chaque culture. 50 pl du surnagent sont mis

dans 950 pl de tampon PL, la DO est ensuite mesurée a 230 nm.

I1-5-3) Calcul de Pactivité spécifique
Ce calcul est basé sur la formule : ADO= € Ic
Ou € est le coefficient d’extinction molaire, 1 est la longueur de la cuve (lcm) et ¢ la

concentration en mole par litre.
Le coefficient d’extinction molaire pour ce dosage est de 5200 c'est-a-dire 1pmole/ml
d’oligogalacturonide insaturés libérée par clivage du PGA donne un coefficient de 5,2 a 230

mg de PSB correspondent a une DO de 0,6 a 600 nm, on peut calculer I’activité spécifique
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exprimée en nmoles de produits libérés /min/mg de PSB. Tout calcul fait, on utilise la
formule :
AS = (0,412 x pente x dilution enzyme) /DQOgpp Ou pente = ADO/min

La figure suivante illustre le protocole expérimental utilisé :

0,5 g de tissu macérés (pourriture molle) + Sml de BN

l

~
N

0

(

Incubation a 27°C sous agitation pendant 24h.

1 ml de I’extrait < » 0,1 ml de I’extrait + 0,9 ml de BN

1

Mesurer la DO a 600 nm

Centrifugation a 12000 g/3 min

Culot

Surnagent

}

50 pl de surnagent + 950 ml de tampon PL

!

Mesurer la DO a 230 nm
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Figure 11 : Protocole de dosage de ’activité pectate lyase.
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I) Revivification des souches

Apres de multiples repiquages des souches bactériennes sur milieu King B, les
colonies observées présentent des caractéristiques morphologiques conformes a celles de
Pectobacterium et de Dickeya sp définies par Jean-Francgois et al en 1981, a savoir une

couleur blanche crémeuse, un aspect butyreux et Iégérement iridescent.

IT) Tests de confirmation des souches Pectobacterium et Dickeya

Pour la détermination de I’activité des Pectobacteriumi/Dickeya, des critéres clés sont
indispensables. Les plus importants sont la mise en évidence de la dégradation de la pectine

sur milieu Sutton, ’activité nitrate réductase et 1’utilisation de I’inuline, réduction du

saccharose.
Tableau II : Résultats de la mise en évidence des souches.
Tests
Activité Présence de | Dégradation Utilisation Utilisation
pectinolytique | nitrate de I’ a-méthyl- | de I’inuline | de
Souches sur Sutton réductase glucoside saccharose
Pc + + - - -
Pa + + + - +
Ds + + - - -
Dd + + - - -

I1-1) Mise en évidence de ’activité pectinolytique

Concernant ’activité pectinolytique, les quatre especes ont donné des résultats positifs
sur milieu de Sutton, traduit par un changement de couleur de bleu-vert en jaune et une
liquéfaction de milieu au bout de 48h d’incubation (fig. 12). Ce qui indique qu’elles possedent
une activité pectinolytique réguliére, de méme les 4 souches ont montré des résultats positifs

aux autres tests.
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Figure 12 : Activité pectinolytique sur milieu Sutton.

A : réponse négative B : réponse Positive

I1-2) Réduction des nitrates en nitrites

L’apparition d’une couleur rouge sang apres ajout des réactifs I et II est indicatrice de

la présence de nitrites pour toutes les souches testées (Rahman et al., 2012).

Figure 13 : Réduction des nitrates en nitrites

A : réponse négative B : réponse Positive

I1-3) Utilisation des sucres (a-méthylique-D-glucoside, sucrose et inuline)
L’espece P. atrosepticum a montré une réponse positive aux tests d’utilisation de I’ a-
méthylique-D-glucoside (Fig 14) et du sucrose (Fig 16) par I’apparition d’une couleur jaune
due a I’acidification du milieu qui indique 1’utilisation de ces sucres par les bactéries, alors
que les autres souches n’ont pas métabolisé les deux sucres.
Tandis que pour I’inuline, I’ensemble des souches utilisées n’ont pas induits de réaction, a
savoir absence de virage de couleur (Fig 15), ce qui est conforme aux résultats obtenus par
Holt et al., (1994), Hyman (1998), Sutra et al (2001) Ahmed en 2001, et Ni. L et al. ,
(2010).

26



Partie expérimentale Résultats et discussion

i

Figure 14: utilisation de Figure 15: Utilisation de I’inuline
L’a-méthylique-D-glucoside

A : réponse négative B : réponse Positive

Figure 16 : Réduction du saccharose

IIT) Dénombrement bactérien sur milieu solide

Les résultats du dénombrement cellulaire ont permis de déterminer la concentration de
I’inoculum standard requise, en se basant sur la formule suivante :
C=[(Ec)/(n1+0.1n2)]*(1/d) Avec :
» C : concentration bactérienne en UFC/mL
Ec : nombre de colonies comptées sur toutes les boites
nl : nombre de boites retenues de la premiére dilution
n2 : nombre de boites retenues de la deuxiéme dilution

d : dilution

La concentration obtenue est de 1’ordre de X10* cellules /ml (P. atrosepticum : 10,5 10°
UFC/ml ; P. carotovorum : 13,2 10® UFC/ml ; D. dadantii : 7 108), tandis que pour D. solani

nous n’avons pas pu déterminer la concentration.
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IV) Test de pathogénicité

Dans le but d’évaluer I’activité de macération de notre collection de souches, ces
dernieres ont été testées sur demi-tubercules de pomme de terre, ainsi que sur carottes. Apres
5 jours d’incubation, la lecture est réalisée en mesurant quatre facteurs (poids des pourritures,

volumes d’eau, longueur et profondeur de la zone de macération) (Fig 17).

Figure 17 : Mesures des longueurs et des profondeurs des tissus pourris

(B,E): Pa,(A,F): Pc ,(C,G): Ds,(D,H): Dd

L’intensité des symptomes et la quantité de tissus macérés et pourris autour du site

d’inoculation confirment la pathogénicité de ces bactéries.

Les symptomes de pourriture sont typiques pour chaque souche. Les souches de
P.atrosepticum et P.carotovorum sont distinguables par 1’apparence de la pourriture
occasionnée. P.atrosepticum est caractérisée par une pourriture foncée et humide entourée
d’un halo noir marquant une frontiere avec les tissus sains. Tandis que les symptomes
provoqués par P.carotovorum sont plutot secs, de couleur marron clair, avec une surface

nécrosée et plus réduite (Fig 18).
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Figure 18: Symptomes de pourriture molle sur demi-tubercules de pommes de terre
A:Pc,B: Pa, C:Ds,D:Dd
Une variabilité pathogénique est observée au sein des différentes souches inoculées.

Pour la masse des tissus macérés, on remarque que la différence peut aller jusqu’a 4
fois entre les souches les plus pathogeénes de Dickeya sp et les souches les moins virulentes de
Pectobacterium, notamment ’espéce P.atrosepticum (Fig 19). Le méme constat est observé
pour les volumes d’eau mesurés, ou les volumes engendrés par les souches de Dickeya sont

nettement plus élevés par rapport aux souches de Pectobacterium (Fig 20).

12,00

10,00 T

8,00

mPc
6,00 - mPa

O Ds
4,00 - oDd

2,00 - B \

0,00 -

Poids des pourritures (gr)

Souches

Figure 19 : Poids des pourritures sur pomme de terre (gr)
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o Pc
mPa
O Ds
O Dd

Volume des pourritures (ml)

Souches

Figure 20 : Volume des pourritures sur pomme de terre (ml)

Pour les mesures des longueurs et profondeurs des pourritures, ce sont toujours les
especes D. dadantii et D. solani qui sont les plus agressives, tandis que P. atrosepticum est la

moins virulente, avec des rapports pouvant aller jusqu’a 2 fois (Fig 21 et 22).

@ Pc
mPa
0O Ds
0O Dd

Longueur des pourritures (cm)

Souches

Figure 21 : longueur des pourritures sur pomme de terre (cm)
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Figure 22 : Profondeur des pourritures sur pomme de terre (cm)

Sur carottes, les résultats sont similaires, en se référant aux données de Rukshima et
Siddiqui en 2013, qui ont testé la virulence de trois souches bactériennes différents parmi
lesquelles I’espece atrosepticum sur carottes, ils ont démontré que chaque souche provoque
une pourriture molle d’un degré plus élevé en inoculant les souches séparément qu’on les
appliquant en association. On observe ainsi une prédominance du genre Dickeya, notamment
I’espece solani, ainsi qu’une virulence plus réduite pour les souches du genre Pectobacterium

(voir Fig 23 jusqu’a 26).

Ainsi, nous sommes arrivés aux mémes conclusions par rapport au test d’infection sur

carottes, ce qui suggere que les souches de Dickeya sont nettement plus agressives que

Pectobacterium.
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Figure 23: Poids des pourritures sur carotte (gr)
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Figure 26 : Profondeur des pourritures sur carottes (cm)
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Pour les résultats de mesure du volume d’eau occupé par la pourriture, la souche
solani a occasionné des volumes plus importants que les autres souches au point que la

mesure de volume été impossible car la plupart des carottes sont complétement consumées.

L’infection des échantillons de pommes de terre et carottes est réalisée dans le but de
sélectionner les souches les plus agressives ainsi que pour mieux maitriser la résistance des
plantes hotes aux maladies de la pourriture molle et de jambe noire. Par ailleurs, il existe une
corrélation entre les tests de pathogénicité effectués sur pomme de terre et ceux qui réalisés
sur carotte.

En comparant le degré de pathogénicité des souches entre la pomme de terre et carotte
en constate que la pomme de terre qui est 1’hdte spécifique de ces souches est plus sensible
par rapport a la carotte qui présente une certains résistance, et une moindre sensibilité.

Ces résultats sont confirmés par les travaux d’Ishii (1976) qui a montré que la
susceptibilité des tissus végétaux a la macération enzymatique dépend en grande partie de la

spécificité d'enzymes et non de la concentration en enzymes.

La mesure des facteurs de macération (longueur, profondeur et de volumes d’eau) est
réalisée afin d’évaluer le degré de pénétration des tissus par les souches de Pectobacterium et
Dickeya (Lapwood et al., 1984).

D’une maniére générale, et en vue des résultats obtenus, on constate que c’est la
souche D. solani qui présente les taux d’infection les plus €levés, ceci a la fois pour tous les
parametres de mesures, (poids, volume, longueur et profondeur des pourritures), aussi bien
sur tubercules que sur carottes, avec une capacit¢ de macération plus importante sur pomme
de terre. Suivi de prés par D. dadantii. Alors que les souches de Pectobacterium sont les
moins agressives car ayant enregistré les taux les plus bas. L’espece atrosepticum affiche les
valeurs de pourriture les moins ¢élevées, P. carotovorum étant intermédiaire.

Par ailleurs, les demi- tubercules témoins ne présentent aucun symptome de pourriture
molle apres 5 jours d’inoculation.

En analysant les différentes interactions plante-pathogéne, on constate que pour les
démentions des pourritures (la surface et la profondeur), les souches de Dickeya (Ds) et (Dd)
sont les plus agressives par apport a celle de Pectobacterium (Pc) et (Pa) respectivement. La
méme conclusion est faite pour le poids de pourriture et le volume d’eau mesur€.

Plusieurs études antérieures ont confirmé les résultats obtenus dans ce travail. Ainsi,

Woltrers et Collins. (1994) ont démontré que les souches de Dickeya et P.carotovorum sont
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beaucoup plus agressives par rapport aux souches de P.atrosepticum . De méme, les travaux
de Marquez-Villavicencio et Charkowski, (2011) qui ont testés la virulence de deux souches
Pc et Pa sur 9 variétés de pomme de terre ont conclut que la souche P.carotovorum est bien
plus agressive que la souche P.atrosepticum . Ainsi que les travaux de Michalik et al (1992)
qui ont porté sur le degré de virulence des deux souches P.carotovorum et P.atrosepticum sur

carottes et ont conclu que P.carotovorum est plus virulente que P.atrosepticum.
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Figure 26: Comparaison du degré de pathogénicité entre pommes de terre et carottes

Allefs et al. (1996) ont aussi montré que chez 12 variétés de pomme de terre, la
résistance a 1’inoculation est plus prononcée pour les tubercules inoculés par Dickeya que
ceux traités par Pectobacterium (Pa).

Par ailleurs, les résultats du test d’inoculation peuvent étre différents et opposés d’un
auteur a un autre et d’une année a une autre. Ainsi Zimnoch-Guzawska et al. (1999) ont testé
la résistance de 44 hybrides diploides de pomme de terre vis-a-vis des maladies de jambe
noire et pourriture molle. Ils ont en conclu que les souches de P.atrosepticum sont les plus
virulentes et produisent des quantités de pourritures généralement plus importantes que les
souches de Dickeya, ceci dépend bien sur des conditions expérimentales, notamment les
températures d’incubation.

En effet, la prédominance des espéces appartenant au nouveau genre Dickeya peut étre
expliquée par la température optimum de croissance entre 25°C, ce qui favorise 1’activité de
ces dernicres. Le test de pathogénicité a été réalisé vers la fin du mois mars et début de mois

avril, caractérisé par des températures ambiantes allant jusqu'a 30°C.
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V) Dosage de ’activité Pectate lyase

La quantification de I’activité pectate lyase nous a permis de comparer I’activité
enzymatique des souches de Pectobacterium et celles de Dickeya, cette derniére joue un role

primordial dans la pathogénicité.

La méthode de dosage utilisé¢ au cours de ce travail est basée sur la quantification des
oligouronides insaturés. Ces derniers sont produits lors de la réaction de PB-élimination,
catalysée par la pectate lyase. La concentration des produits de dégradation est

proportionnelle a la quantité de pectate lyase libérée dans le milieu.

Les résultats obtenus dans les figures 28 et 29 montrent que 1’activité spécifique des
souches de Dickeya peut varier de 56 jusqu’a 73 Unités Internationales (UI), par contre
I’activité des Pectobacterium se situe entre 16 et 28 UL Ce qui permet de conclure que les
souches de Dickeya libérent une quantité importante d’enzymes dégradatives de la paroi
végétale provoquant ainsi la pourriture molle. Ces résultats confirment les précédents résultats
du test d’infection, a savoir que les souches de Dickeya sp sont les plus agressives.

Corbaz (1990) a montré que les recombinants des clones de Dickeya capables de
produire la polygalacturonique-acide transéliminase provoqueraient une macération des
pétioles et céleri, des tubercules de pomme de terre et des racines de carotte, tandis que des
clones mutants dépourvus de I’enzyme n’engendraient pas de symptomes de macération.

Se référant aux résultats des travaux de Lautier, 2007 qui a montré que 1’agressivité de la
bactérie phytopathogeéne Dickeya, est essentiellement liée a sa capacité a produire massivement

différents facteurs de virulence dont les Pels,
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Figure 28 : Activité spécifique des Pels sur pomme de terre
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Figure 29: Activité spécifique moyenne Pels sur pomme de terre

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

que tel, ne pourrait pas étre dégradée par les pectate lyases.

De méme que pour le dosage de D’activité spécifique des PelLs sur carotte, on a
constaté que les souches de Dickeya sécrétent plus des Pels que les souches de
Pectobacterium (Fig 30 et 31). Nos résultats sont aussi en conformité avec ceux de Parthiban
en 2012, qui a testé I’effet de quatre enzymes pectinolytiques dont les pectate lyases de trois
souches de P.carotovorum sur des tissues de carottes, ils ont ainsi confirmé une corrélation

entre activité enzymatique et symptomes de macération au cours de 5 jours d’infection.
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Figure 30 : Activité spécifique des Pels sur carotte
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Figure 31 : Activité spécifique moyenne des Pels sur carotte

Cependant, I’activité spécifique des Pels est plus élevée chez les souches inoculées sur
pomme de terre que celle réalisées sur la carottes confirment ainsi les résultats de Corbaz.
(1990) qui a montré que I’activité enzymatique est plus le reflet du milieu que du pathgéne.et
les résultats d’Ishii (1976) qui conclu que les enzymes de macération tissulaire, leurs

activité relative varie en fonction du tissu végétal et de la souche bactérienne.

Ces résultats mettent en évidence la relation proportionnelle existante entre 1’activité
enzymatique et I’intensité des symptomes de pourriture sur les tissus infectés de pomme de

terre et de carotte.
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Conclusion

Au terme de notre étude, la capacité des especes Pectobacterium et Dickeya a induire
les symptomes de pourriture molle sur tubercules de la pomme de terre et sur carottes a été

mise en évidence. De méme, que pour leur pouvoir de production d’enzymes pectinolytiques.

Les résultats du test de pathogénicité réalisés par inoculation nous ont permis
d’estimer et d’évaluer le degré d’infectivité de notre collection de souches, en se basant sur
I’intensité¢ des symptomes générés. Ainsi, il s’avere que les souches de Dickeya sp,
notamment I’espéce D. solani sont les plus virulents a la fois sur tubercules et sur carottes, car
enregistrant les valeurs de pourritures les plus importantes que ¢a soit en termes de poids,
volume, longueur et profondeur des zones macérées. Tandis que Pectobacterium atrosepticum
est de loin la moins virulente. Cette différence de pathogénicité est due a la forte activité
pectinolytique des especes Dickeya par rapport aux Pectobacterium. 11 a été observé aussi que
les tubercules de pommes de terre sont plus susceptibles a la pourriture comparé aux tissus de

carottes.

Par ailleurs, les résultats du dosage de I’activité pectate lyase (pels), par analyse
spéctrophotométrique, a partir des tissus macérés ont confirmé le potentiel hautement
pectinolytique des souches de Dickeya solani puis dadantii dont la production de pels est
nettement plus importante, corroborant et confirmant ainsi les résultats des tests d’inoculation.
En outre, ces données ont établit une étroite corrélation proportionnelle entre degré de
macération et activité enzymatique. Par ailleurs, le role des tissus végétaux, en particuliers, les

tubercules de pommes de terre dans 1’induction d’enzymes, a été clairement démontré.

Ces résultats mettent 1’accent sur 1'éventuelle différence observée entre les quatre
souches li¢ d’une part, a leur capacité de synthése d’enzymes de dégradation, et d’autres parts,

a la spécificité leur interaction pathogene-hote.

Pour terminer, cette étude se doit d’étre complétée en ¢largissant la collection de
souches testées, ainsi qu’en analysant d’autres types de pectinases. De méme, il serait
intéressant d’étendre notre échantillonnage a des cultures cible, autres que la pomme de terre

et la carotte.
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Annexe I

Tableau I: Symptomes et dégats des principaux ravageurs et maladies de la pomme de terre

(Chibane, 1999)

Maladies
ou microorganismes Symptomes et dégats

ravageurs

Maladies fongiques

Feuillage : apparition de taches jaunatres qui
brunissent rapidement. Un duvet fin, blanc grisatre
dissémine les spores. Les tiges attaquées noircissent,
et la plante est détruite en quelques jours.

o Phytophtora .
Mildiou Tubercule : taches diffuses brunitres sur
infestans . '
I’épiderme. La chair présente des zones a texture
granuleuse de couleur brun-rouille, des pourritures

secondaires s’installent par la suite.

Feuillage : taches arrondies, brunes a noires, avec
) | des cercles concentriques.

‘ Alternariasolani
Alternariose Tubercule : plages brunes légerement déprimées a

la surface

Tige : apparition de plusieurs petits tubercules
aériens de couleur violacée. Nécrose des racines et
Rhizoctone pourriture du collet

Rhizoctoniasolani ‘ .
Tubercule : formation de sclérotes noirs de forme
irréguliere, I’epériderme se trouvant au-dessus des

sclérotes n’est pas affecté

Pourriture Phytophtora Tubercule : taches brunatres, lenticelles colorées en

rose erythroseptica | noir. Tubercules tendres et ¢lastiques au toucher.
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Gale

argentee

Helminthosporiu

m solani

Tubercule : taches claires, argentées et irrégulicre,
déshydratation des tubercules et formation de

conidiophores noirs sur les parties mortes.

Maladies bactériennes

Jambe noire

Tubercule: dépressions circulaires a  partir

et pourriture | Pectobacterium | desquelles la pourriture peut se répandre rapidement.
molle spp. Les tissus infectés sont humides et prennent une
couleur allant du blanc au marron créme.
Tubercule : un liquide visqueux suinte a travers les
' yeux des tubercules fortement atteints. Une section
Pourriture Pseudomonas .
transversale du tubercule montre la décoloration des
brune solanacearum _ '
faisceaux vasculaires.
Tubercule : pustules a la surface et parfois en
Gale Streptomycesscab | profondeur du tubercule.
commune ies
Viroses
Virus de Feuillage : enroulement et jaunissement des feuilles
I’enrouleme PLRV qui prennent un port €rigé ;
nt Tubercule : Durcissement du tubercule mere.
) Feuillage : les feuilles deviennent cassantes, se
Mosaique ) . .
‘ Virus Y (PVY) | plient et se dessechent, la croissance de la plante est
(bigarrure) _ ‘
ralentit et le port est affaissé.
Feuillage : décoloration en forme de mosaique
' légére entre les nervures.
Virus X PVX
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Insectes et ravageurs

' Rhizoglyphusechi | Tubercule : tubercules fendillés avec des couloirs
Acarien des ' ‘ _
) nopus remplis d’une farine granuleuse jaune-brun.
racines
(R. robini)
Puceron vert Déformation du limbe et écoulement de miellat sur
Myzuspersicae ) o S
du pécher les feuilles entravant ainsi I’assimilation.
Feuillage : les larves vivent en mineuse au niveau
_ des feuilles, surtout les plus basses et les plus larges.
Teigne de la )
Phthorimaeaoper | La plante flétrit et meurt.
pomme de L
culella Tubercule : les larves creusent des galeries a
terre
I’intérieur des tubercules qui constituent des ports
d’entrée pour d’autres contaminants.
Les premiers symptomes sont des retards de
croissance et une végétation rabougrie.
Nématode a . . '
Globoderapallida | Feuillage : rapetissement des feuilles et des pousses
kyste blanc ) ) ) )
(Heteroderapallid | et enroulement des folioles, les racines infectées
de la pomme )
a) présentent des nceuds ou des galles.

de terre

Tubercule : les tubercules présentent des galles et se

déforment perdant ainsi leurs qualités commerciales.
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Annexe I1

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

pendant 20 minutes.

II-1) Milieux gélosés pour la culture et la conservation des

Pectobacterium et Dickeya

Milieu de King B (pH 7,2)
composition Par litre
Protéose peptone 20g
K2HP04 1,145 g
MgSO, 15 ¢
Glycérol 10g
Agar I5¢
Eau distillée Ajusté a 1000 ml
Milieu LB (pH 7,2)
Composition Par litre
Tryptone 10g
Extrait de levure S5g
NaCl 5¢
Agar I5¢g
Eau distillée Ajusté a 1000 ml
Bouillon LP
Composition Par litre
Peptone 5¢g
Extrait de levure 3g
Eau distillée Ajusté a 1000 ml
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I1-2) Milieu utilisés pour I’identification biochimique des

Pectobacterium

Milieu de Sutton (7,2)

Eau distillée

Compsition Par litre
NaOH IN 6a10ml
CaCl,, 2H,0 (10%) 6a2l ml
Bleu de bromothymol (0,5%) 6 ml
Extrait de levure 5¢
Polypectate de sodium I5¢g

Ajusté a 1000 ml

Milieu Inuline

Composition Par litre
Tryptone lg
(NH4)2SO4 2 g
Extrait de levure 0,5¢g
Rouge de phénol 0,18
Inuline 3g
Eau distillée Ajusté a 1000 ml
Milieu SRS (pH 7,2)
Composition Par litre
Bacto-peptone 10g
Extrait de boeuf 5¢g
Saccharose 40 g

Eau distillée

Ajusté a 1000 ml

Réactif de Benedict

Solution A: C6H5Na307 ,2H20
N32CO3, IOHZO
Eau distillée

Dissoudre en chauffant filtrer

Solution B : CuS0O,, 5H,0
Eau distillée

Verser la solution A dans la solution B et compléter a 1000 ml.



Milieu a- méthyl-D-glucoside (pH 7,0-7,2)

Milieu eau peptonéé nitratée ( pH 6,8-7,2)

Annexes

Composition Par litre
Peptone 10 g
NaCl 5¢g
A-méthl-D-glucoside 10g

Bleu de bromothymol (0,5%) 6 ml

Eau distillée

Ajusté a 1000ml

Composition Par litre
Peptone 10g

KNO; lg

Eau distillée Ajusté a 1000ml

Réactifs de révilation de ’activité nitrate réductase

Composition Par litre
Réactif I

Acide sulfanilique 8g

Acide acétique 1000ml

Réactif 11

Acide a- naphtylique 5g

Acide acétiqque Ajusté a 1000ml

Annexe 111

I11-1) La longueur de la surface occupée par la pourriture molle en (cm)

Tableau II : pour la pomme de terre.

Répétitio Pc Pa Ds Dd
souches

R, 3.4 3,5 5,0 3,0

R, 3,7 3,1 3,5 3,2

R; 5,9 4,5 6,2 4,5

Ry 4.2 3,7 5,6 5,0

Rs 4,7 4,7 6,6 5,3




Tableau III : pour la carotte.
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Répétitio Pc Pa Ds Dd
souches
R, 1,2 1,5 5,0 2,5
R, 1,1 1,2 5,5 2,0
Rj 1,2 1,3 8,0 3,5
Ry 0,9 1,3 6,5 3,6
Rs 1,1 0,9 7,0 3.4
I11-2) Poids de pourriture molle en (g)
Tableau IV: pour la pomme de terre.
Répétition Pc Pa Ds Dd
souches
R, 0,641 1,046 3,605 0,744
R, 1,143 0,435 1,808 0,395
R3 3,068 1,055 6,087 2,831
R4 1,000 1,449 8,684 6,291
Rs 3,873 2,356 11,490 4,541
Tableau V: pour la carotte.
Répétition Pc Pa Ds Dd
souches
R, 0,537 0,608 9,824 2,436
R, 0,297 0,362 12,064 3,114
R; 1,400 0,404 25,860 5,518
R4 0,112 0,341 15,602 2,901
Rs 0,245 0,104 16,541 5,405
I11-3) Le volume occupé par la pourriture molle en ml
Tableau VI : pour la pomme de terre.
Répétition Pc Pa Ds Dd
souches
Ri 0,9 1,8 2,25 1,1
R, 1,2 1,1 1,2 0,9
R; 2,7 2,0 1,2 1,9
R4 1.4 1.4 5,0 4,0
Rs 3,9 2,1 4,9 4,1
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Tableau VII: pour la carotte.

Répétitio Pc Pa Ds Dd
souches

R, 0,8 1,0 1111 2,0

R, 0,55 0,7 1111 2,8

R; 2,0 0,8 1111 2,2

R4 0,6 0,85 1111 1,4

Rs 0,4 0,7 11 472

I11-4) Profondeur de la pourriture molle en centimetre

Tableau VIII : pour la pomme de terre.

Répétition Pc Pa Ds Dd
souches
R, 0,7 0,9 1,3 1,2
R, 1,0 0,9 1,5 1,1
R; 0,8 0,7 1,8 0,9
R4 1,0 0,8 2,0 0,8
Rs 0,9 0,6 1,8 1,3
Tableau IX : pour la carotte.
Répétitio Pc Pa Ds Dd
souches
R, 1,0 1,3 1,5 2,2
R, 0,9 1,2 1,3 2,0
Rj 1,0 1,1 1,5 1.4
R4 1,0 1,1 1,2 1,4
Rs 0,7 1,2 1,6 2,0
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I11I-5) Dosage de la suspension bactérienne par I’absorption a I’uvée visible a une
longueur d’onde de 600 nm

Tableau X: pour la pomme de terre

Répétitio Pc Pa Ds Dd
souches
R, 0,140 1,191 0,617 0,632
R, 0,160 1,258 0,545 0,640
R3 0,136 1,937 0,517 0,554
R4 0,110 1,259 0,572 0,631
Rs 0,159 1,340 0,654 0,591
Tableau XI : pour la carotte
Répétition Pc Pa Ds Dd
souches
R, 1,342 1,399 0,601 0,725
R, 1,242 1,299 0,693 0,650
Rj3 1,288 1,382 0,507 0,547
R4 1,355 1,316 0,623 0,685
Rs 1,202 1,389 0,648 0,608

I11-5) Dosage des enzymes pectinolytique par I’absorption a I’ultra violé & une longueur

d’onde de 230 nm

Tableau XII: pour la pomme de terre :

Répétition Pc Pa Ds Dd
souches
R, 1,438 1,140 1,823 1,752
R, 1,284 1,226 1,871 1,737
R3 1,868 1,237 1,834 1,695
R4 1,379 0,882 1,789 1,737
Rs 1,583 1,057 1,806 1,731
Tableau XIII : pour la carotte :
Répétition Pc Pa Ds Dd
souches
R, 1,501 1,722 1,776 1,709
R, 1,462 1,699 1,737 1,737
Rj 1,456 1,743 1,752 1,717
R4 1,408 1,403 1,806 1,789
Rs 1,494 1,675 1,752 1,723




Résumé :

Les especes Dickeya et Pectobacterium sont des entérobactéries phytopathogenes
responsables des pertes économiques importantes. Alors que P. atrosepticum est un pathogene
exclusif de la pomme de terre, P carotovorum, D. dadantii, et D solani ont un spectre d’hote
plus large incluant tomates, carottes, choux... etc. Ces bactéries causent les maladies de
jambe noire et pourriture molle des pommes de terre, respectivement en végétation en
conditions de conservation, La macération des tissus est due a la production massive
d’enzymes principalement des pectinases, parmi lesquels les pectate lyases qui jouent un role
majeur dans la pathogénicité. 4 souches, dont 2 du genre Dickeya (espéces dadantii et solani)
et 2 autres appartenant aux Pectobacterium (atrosepticum et carotovorum) ont été testées
pour leurs pouvoirs pathogénes sur les demi-tubercules de pomme de terre, ainsi que sur
carottes, les résultats ont montrés que les souches de genre Dickeya, notamment D. solani sont
plus agressives que celles du genre Pectobacterium. Par ailleurs, apreés dosage de 1’activité
pectate lyase a partir des tissus infectés, il apparait que cette dernicre est plus importante chez
Dickeya par rapport aux Pectobacterium, suggérant ainsi une étroite relation entre activité
enzymatique et intensité¢ des symptomes de macération.

Mots clefs : pommes de terre, Dickeya, Pectobacterium, pourriture molle, dosage, pectate
lyases, pathogénicité.

Abstract:

Dickeya and Pectobacterium species are enterobacterial phytopathogenes responsible for an
important economic losses. Whereas, P. atrosepticum is pathogenic exclusive of potatoes, P
carotovorum, D. dadantii, and D solani have a broader spectrum of host including tomatoes,
carrots, cabbages .... etc. These bacteria cause blackleg and soft rot diseases of potatoes in
vegetation, and in conservation respectively. Tissue maceration is due to the great production
of pectinolytic enzymes, namely pectate lyases (pels) witch play an important role in
pathogenicity. 4 strains of genus Dickeya (dadantii and solani) and 2 of Pectobacterium
(atrosepticum and carotovorum) were tested for their pathogenic capacities on the potato half-
tubers and carrots. The results show that Dickeya strains, namely D. solani are more
aggressive than Pectobacterium species. After enzyme assay from infected tissues, pels
activity is greater with genus Dickey than Pectobcterium, suggesting a tight relationship
between enzyme activity and maceration symptoms.

Key words: potatoes, Dickeya, Pectobacterium, soft rot, enzyme assay, pectate lyases,
pathogenicity.
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