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INTRODUCTION

Introduction :

La pomme de terre est I’'une des denrées alimentaires de base les plus cultivées, et
I'un des légumes les plus consommés dans le monde. Cette culture est classée, en termes
de production, en quatriéme position derriere les céréales (respectivement mais, blé et riz),
avec des valeurs supérieures a 376 millions de tonnes par an, sur une surface de 19

millions d’hectares avec un rendement moyen de 19,5 tonnes/ha. (FAOSTAT, 2016)

En Algérie, la pomme de terre occupe une place importante dans les habitudes
alimentaires du pays, avec une production atteignant 4,78 millions de tonnes sur une
superficie supérieure a 150 000 hectares, occupant ainsi la deuxiéme place en sur le
continent Africain juste derriére ’Egypte. (FAOSTAT, 2016)

De par ses conditions culturales ainsi que sa large distribution, la pomme de terre
est, a I’instar de diverses autres cultures, I'une des productions végétales les plus ciblées

par de nombreuses maladies bactériennes, fongiques et virales.

Parmi les pathologies les plus répandues, les maladies de jambe noire et pourriture
molle dues aux bactéries appartenant aux genres Pectobacterium et Dickeya sp
(anciennement nommeés Erwiniae pectinolytiques), engendrent des symptdmes caractérises
par une forte macération tissulaire au champs ou en conditions de conservation (Dupuis et
al., 2005 ; Latour, 2008).

L’agressivité de ces bactéries est régie par de nombreux facteurs comme la
production d’enzymes extracellulaires, notamment, les cellulases et pectinases. Ces
derniéres dégradent les polysaccharides des parois végétales, libérant le contenu cellulaire
et entrainant la mort des cellules infectées ainsi qu’une maceération des tubercules (Johnson
etal., 2011).

Ces maladies sont souvent associées a d’importantes pertes économiques, menagant
de plus en plus la sécurité alimentaire des pays en voie de développement. En Algérie, la
propagation massive de ces bactérioses est a I’origine de préjudices économique
importants. On estime en effet qu’environ 32% des refus d’importation de pommes de terre

sont dus aux pourritures molles (Yahiaoui-Zaidi, 2004).
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Ainsi, la situation agroalimentaire du pays nécessite une meilleure prise en charge
de I’'amélioration de la production des cultures stratégiques a large consommation, comme
c’est le cas pour la pomme de terre. Au regard de son importance économique
considérable, et vu la dépendance actuelle de 1’étranger, les problemes phytosanitaires de

cette culture se doivent étre bien étudiés et traités en conséquence.

La lutte contre les maladies bactériennes de la pomme de terre fait appel presque
exclusivement a des mesures prophylactiques et culturales (De Boer, 2004). Cependant,
aucun traitement ne permet de lutter efficacement contre 1’action néfaste de ces bactéries,
que ce soit les luttes chimique, culturale ou génétique. Ces méthodes malgré leurs intérét,

restent insuffisantes (Rouselle et al., 1996).

Dans ce contexte et vu les limites des moyens de lutte classique, on assiste de plus
en plus a D’apparition d’alternatives naturelles basées sur 1’utilisation d’organismes

biologiques ayant des propriétés antagonistes.

Le contr6le biologique est considére comme une méthode efficace dans le cadre de
la protection alternative des cultures. De nombreux microorganismes appliqués ont montré
un potentiel antimicrobien assez prometteur. Parmi les agents de bio-contréle, les espéces
du genre Trichoderma sp sont tres largement utilisées vis-a-vis de différentes pathologies

vegétales.

Dans cette étude, notre travail expérimental est axé sur les points suivants :

e Evaluer la sensibilité des tissus végéetaux par réalisation des tests de pathogénicité
sur les tubercules de deux variétés de pomme de terre via I’inoculation de trois
souches pectinolytiques ;

e Etude de I'effet antagoniste in vivo de I’agent Trichoderma asperellum sur demi-
tubercules infectés ;

e Détermination de la teneur des composés phénoliques produits a partir des tissus

macerés apres traitement des tubercules.
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I-Description des espéces des genres Pectobacterium et Dickeya
I-1 Définition

Les bactéries pectinolytiques des genres Pectobacterium et Dickeya sp appartenant a la
famille des enterobacteriaceae sont responsables des pathologies végétales de pourriture
molle et jambe noire(Chattargie et starr,1973)sur de nombreuses cultures d’importance

économique comme les pommes de terre, tomates, oignons...etc. (Montesano, 2002).
I-2 Evolution de la taxonomie

Ces bactéries représentent un taxon complexe, composé de plusieurs souches,
especes et sous-especes avec des caractéristiques tres variées et ayant grandement évolué

au cours du temps.
I-2-1-Ancienne taxonomie

e En 1901 Jones décrit une bactérie pectinolytiqgues qui I’isola a partir d’une
pourriture humide de carotte et la nomma Bacillus carotovorus (Skerman et al.,
1980).

e Winslow proposa, en 1917 de regrouper I’ensemble des entérobacteries pathogenes,
saprophytes et épiphytes des végétaux sous le nom de genre Erwinia nommé ainsi
en honneur a un autre phytopathologiste : Erwin Frink Smith (Winslow et al.,
1917).

e En 1942, le genre Pectobacterium fut proposé par Walde pour faire la distinction
entre les Erwinia pectinolytiques et non pectinolytiques (Brenner et al., 1973).

e Dey, en 1969, restaura le genre Erwinia et le subdivisa en 4 groupes : Amylovora, ,

Carotovora, Herbicola et un dernier groupe composé d’espéces atypiques (Heélias,

1999).

I-2-2-Nouvelle taxonomie
e Sur la base du séquencage des ARN 16S, les especes pectinolytiques du genre
Erwinia ont été reclassées dans le genre Pectobacterium (Hauben et al., 1998).
e Des travaux phylogéniques basés sur la sérologie, les caractéristiques

phénotypiques et moléculaires ont confirmé la classification des genres Erwinia en
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3 sous-especes: Pectobacterium  atrosepticum  (Pca), Pectobacterium
betavasculorum (Pcb) et Pectobacterium wasabiae (Pcw) (Gardan et al., 2003).

e Actuellement, les bactéries pectinolytiques ont été subdivisées en 2 principaux
groupes : un groupe contenant les genres Erwinia et Pantoea et un deuxiéme
groupe composé des genres Pectobacterium, Brenneria, Samsonia et Dickeya
(Young et Park, 2007).

I-3-Caractéristiques morphologiques et biochimiques

I-3-1- Caractéres morphologiques

Les especes appartenant aux genres Pectobacterium et Dickeya sp sont des cellules
bactériennes anaérobies facultatives, Gram négatif, non sporulés, sous forme des bacilles
de 0,5 um a 1 de diametre sur 1a3 um de longueur, mobiles grace a leurs flagelles
péritrichesisolées par pairs et parfois en chaines courtes. (Charcowski, 2012)

I-3-2-Caractéristiques biochimiques
Les principaux caracteres biochimiques et culturaux des Pectobacterium et Dickeya

sp sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1 . Tests physiologiques et biochimiques utilisés pour I’identification des
principales especes pectinolytiques (Pca, Pcc, Pcw, Pcb et Dickeya spp) (Pérombelon et
Van der Wolf, 2002).

Bactéries Pcb | Pcc | Pcw | Pcb | Dickeya spp
Test
Formation des cavités sur milieu CVP + + + + +
Croissance sur gelose nutritive a 37°C - + | -+ + +
Croissance dans du NaCl a 5% + + | -+ + +
Sensibilité a I’érythromycine - - - - +

Production de :
Substances réductrices a partir de sucrose + - - - -
Indole - - - -
Phosphatase - - - - +
Production d’acide a partir :
Lactose +
Maltose +
a-méthyl-D- glucoside +
Tréhalose +
Sorbitol - - - - -
Malonate - - - - +

+




Chapitre | Synthese bibliographique

Pca : Pectobacterium carotovorum subsp atrosepticum ;
Pcb : Pectobacterium carotovorum subsp betavascularum ;
Pcc : Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum ;
Pcw : Pectobacterium carotovorum subsp wasabiae ;

+ : indique une réaction positive.

- : indique une réaction négative.

- [+ : indique une réaction ambigle

I-4-Habitat et écologie

Les especes de Pectobacterium et Dickeya sp colonisent principalement le sol, la
rhizosphere des plantes hétes et non hotes et méme dans les eaux de surface (lacs, riviéeres
et océans) (Pérombelon et Kelman, 1980). Elles affectent une tres large gamme d’hétes
(légumes, tournesols, tabac...etc.) dans des aires géographique étendues (régions tropicales
et tempérés), ainsi qu’a différentes conditions climatiques. La répartition geographique des
Pectobacterium et Dickeya sp est conditionnée par la présence de 1’hdte et les exigences
thermiques (20°C a 30°C) (Pérombelon, 2002). P. atrosepticum est répandu dans les
régions tempeérées froides et a pour héte principal la pomme de terre (Pérombelon et
Kelman, 1980).

L’association préférentielle Pectobacterium-pomme de terre est expliquée en terme
de concordance des exigences écologiques de la bactérie et celles de la culture. Dickeya sp
sévit dans les zones tropicales et subtropicales sur de nombreuses cultures telles que
pomme de terre, banane...etc. (Priou et Jouan, 1989). Les travaux entrepris par Van der
Wolf et al (2007) indiquent que les souches de Dickeya sp ne peuvent survivre plus de trois

semaines dans un sol nu.
I1- La culture de pomme de terre
I1-1-Historique

La pomme de terre est originaire de I’Amérique du Sud. Sa culture débuta en
Europe vers la fin du 16°™ siécle, principalement en Espagne, en Angleterre puis en
France (Spire et Rousselle, 1996).Elle fut introduite en Afrique, a la fin de 19°™ siécle,
principalement au nord et au sud du continent africain (Yahiaoui-Zaidi, 2004).

En Algérie, la pomme de terre a probablement été introduite une premiére fois au
16°™ siécle par les Maures andalous qui ont propagé d’autres cultures dans la région
(tomate, poivron, mais, tabac...). Elle fut réintroduite a la deuxieme moitié du 19°™ siécle
(Kechid, 2005).
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Tableau Il : Rang taxonomique de la pomme de terre (Grison, 1983)

Regne Plantae
Embranchement | Spermaphyte
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Solalnales
Famille Solanaceae
Espece Tubersum

I1-2- Exigences culturales

La culture de la pomme de terre nécessite un ensemble de facteurs, dans le but

d’avoir un meilleur rendement. Ses conditions pédoclimatiques sont décrites comme suit :

Tableau I11 : Exigences culturales de la pomme de terre
Types d’exigences Exigences Caractéristiques Références
La température optimale pour la | (Patel
Température | croissance de la pomme de terre | et Rajput,2007)
se situe entre 15et 25°C.
Exigences climatiques Ce facteur est trés important pour
Lumiere la pomme de terre surtout|(Van Dam et
pendant la phase de croissance. al,1996 ;
Chibane,1999)
Les sols preferes sont ceux qui
Sol profonds, fertile meuble et a | (Bamouh,1999)
texture plus au moins grossieres.
pH Dans les sols légerement acides | (Chibane, 1999)
Exigences édaphiques (pH : 5,5 a6).
Létaux de salinité eélevé peut
Salinité bloquer I’absorption de I’eau et | (Bamouh, 1999)

diminuant la croissance de la

plante.

11-3-Intérét nutritionnel

La pomme de terre est destinée a quatre grands types d'utilisations :

¢ |'alimentation humaine (sous forme de tubercules frais ou transformes) ;

e l'alimentation animale ;

e [l'extraction industrielle de I'amidon et d'autres sous-produits ;

e La production de plants.
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La pomme de terre est une bonne source de glucides. Cependant, elle est déficiente
en lipides, en protides et renferme de faibles teneurs en vitamines (Jouzier, 2005). Sa
valeur calorique reste toutefois modeste, entre 80 et 90 kcals (334 a 376 kJ)/100 g (Kechid,
2005).

Par ailleurs, le fécule de pomme de terre posséde de nombreuses débouchées industrielles,
principalement dans la papeterie, chimie, pharmacie, textile et plus récemment son

incorporation dans les emballages plastiques (Saguez, 2007).

Riboflavine Vitafpine C
Thiamine 0.02 miligrammes  13.0 milligrammes

0.106 milligrammes /

Niacine \

1.44 milligrammes~___

Protéines
1.87 grammes

Lipides

Eau 77 grammes
Fer g 0.1 grammes

0.31 milligrammes§~ J

Fibres
1.8 grammes

\

Phosphore / v
44 milligrammes

Potassium Cald Hydrates de carbone
aldum
379 miligrammes 5 iiarammes 20.13 grammes

Figure 01 : Valeur nutritionnelle de la pomme de terre (pour 100 g de pommes de terre

cuites avec leur peau et épluchées avant consommation) (Oswaldo, 2010).

I1-4 Maladies causées par les espéces des genres Pectobacterium et

Dickeya sp

Les bactéries pectinolytiques, anciennement regroupées sous le genre Erwinia
sp sont responsables de deux maladies de la pomme de terre : la jambe noire qui touche les

plantes et la pourriture molle sur tubercules (Czajkowskiet al., 2011 ; Toth et al.,2011).
11-4-1 Pourriture molle

La pourriture molle est considérée comme étant une des plus importantes maladies
bactériennes qui affectent la pomme de terre (De Boer, 1994). Ces agents pathogenes
induisent des symptémes typiques de la maladie sur tubercules au champ et en
conservation (Helias, 2008). (Voir Fig 02)
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Figure 02 : Symptémes de pourriture molle et humide sur tubercule (Hélias, 2008)

11-4-2 Jambe noire

Cette maladie se caractérise par une pourriture humide brun foncé a noire qui débute a la
base de la tige et peut s’étendre au-dela du collet voir méme atteindre la totalité de la tige.

Dans des conditions climatiques plus séches, les symptomes sont moins marqués (Gaucher,

2007).

P

Figure 03 : Symptémes de jambe noire a la base des tiges (Hélias, 2008)
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I11- Méthodes de lutte contre la jambe noire et la pourriture molle

A T’heure actuelle, il n’existe pas de méthode de lutte directe que ’on puisse mettre en
pratique, mais un ensemble de mesures ayant pour objectifs principaux de réduire les
niveaux d’inoculum au départ d’une culture et/ou de rechercher les conditions les moins
favorables a la multiplication et la transmission de la maladie (Rousselle, 1996).

Cela implique notamment des techniques culturales préventives, des méthodes chimiques,

biologiques et génétiques.

I11-1-Pratiques culturales
C’est un ensemble de recommandations, dont les principales sont :

v' Eviter les conditions de culture humides qui influencent les niveaux de
contamination par I’intermédiaire des lenticelles (Hélias et al., 2000) ;

v’ Se débarrasser des plantes infectées pour éviter les contaminations (Elphinstone et
Perombelon, 1986) ;

v' Récolter a maturité et avec beaucoup de soins en évitant les blessures qui
constituent autant de portes d’entrée (Pérombelon et Kelman, 1980) ;

v' Maintien d’une hygiéne stricte de I’exploitation (désinfection réguliere du matériel
et des locaux, de son environnement, élimination des déchets) (Pérombelon et
Kelman, 1980) ;

v Eliminer les auxiliaires capables de transmettre les germes, comme par exemple les
drosophiles (Molina et al., 1974) ;

v’ La pratique des rotations de culture et d’irrigation pour débarrasser les résidus des
végetaux contaminés, les repousses et résidus de culture permettent la survie et la

multiplication des bactéries (Kerlan et Tribodet, 1996).

I11-2- Lutte chimique
v Application de composés chimiques, ex : le 5-nitro-8-hydroxyquinolineare capable
de diminuer I’incidence de pourriture molle sur des tubercules fraichement blessés
(Harris, 1979) ;
v' Traitement a base de cuivre, mais peu efficace et déconseillé pour des raisons de

protection d’environnement (Priou et Jouan, 1996) ;



Chapitre II Synthese bibliographique

v Utilisation de solutions salées de chlorure d’aluminium et de métabisulfite de
sodium (YYaganza et al., 2004), ou de peptides de synthéses (Kamysz et al ., 2005),

capable d’altérer I’intégrité cellulaire et la croissance des pathogenes.

I11-3- Lutte biologique
Cette méthode consiste a utiliser différents organismes vivants, appelés auxiliaires,
ou leurs produits, pour prévenir ou réduire les dégats causés par les bio-agresseurs. Il s’agit

dutiliser la biodiversité et les ennemis naturels des espéces nuisibles (Fernandes, 2005).

La lutte biologique est une alternative tres prometteuse, a cause de l'ubiquité
naturelle des agents microbiologiques dans les écosystéemes. Ces derniers se caracterisent
par leur grande variété, leur dissémination facile, leur spécificité d'action ainsi leur

persistance dans I'environnement (De Kouassi, 2001).

Les micro-organismes utilisés en lutte microbiologique appartiennent a plusieurs
taxons (virus, bactéries, microchampignons, nématodes et protozoaires). Les champignons
et les bactéries étant les micro-organismes les plus utilisés, et ayant un intérét agronomique

considérable.

La lutte biologique connait ces derniéres années une popularité due en partie a un
certain échec de la lutte chimique qui constitue un danger sur I’environnement et sur
I’homme. En fait, I’utilisation des moyens de lutte biologique contre les agents
phytopathogenes antagonistes a connu un essor considérable a partir des années 1980
(Mouria et al., 2013).

v Kloepper (1983) proposa d’utiliser les capacités antagonistes de certaines bactéries
vis-a-vis des Pectobacteria.

v" L’isolement de Pseudomonas a permis de sélectionner quelques souches (P.
fluorescens, P. putida) antagonistes des Pectobacteria in vitro, leur pouvoir
protecteur est d{, entre autres, a la production de sidérophores (Xu et Gross, 1986) ;

v' Action et efficience des antibiotiques produits par Bacillus subtilis sur P.

carotovorum et atrosepticum in vivo et in vitro (Sharga et Lyon, 1998).

10
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v' Le controle du développement des bactéries pectinolytiques par le genre
Pseudomonas sp (Yaganza (2005).

I11-4- Lutte génétique

Les connaissances actuelles sur la génétique de résistance de la pomme de terre aux
bactéries sont encore a leur debut. Latour et al (2008) ; Gebhardt et Valkanen (2001) ont
identifié, grace a des marqueurs ADN, 19 genes de résistance dominants, liés a la
résistance aux virus, nématodes et champignons. Les quelques régions susceptibles de
jouer un réle dans la résistance a P. atrosepticum semblent éparpillées sur les 12
chromosomes de cette plante. Ces résultats peuvent, en partie expliquer pourquoi il
n’existe que peu d’espéces du genre Solanum présentant des caracteres de résistances aux

Pectobacterium sp et que les niveaux de résistance enregistrés restent encore peu élevés.

11
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IV- Le contréle biologique
IV-1- Définition

Le contrle biologique ou bio-contréle concerne I’ensemble des méthodes de
protection des végetaux utilisant des mécanismes naturels. 11 vise la protection des plantes
en privilégiant son interaction avec des organismes ou des biomolécules et en régissant les
relations entre espéeces dans le milieu naturel. Ainsi, le principe de bio-controle est fondé
sur la gestion des équilibres des populations plutdt que leur éradication (Thibierge, 2015).

IVV-2-Les agents de bio-controle

D’apres Freund (2013), quatre grandes familles des produits de bio-controle sont

utilisés dans le cadre de la protection durable et intégrée des cultures :

a)-Macroorganismes : Parmi les éléments de bio-contrble : les macro-organismes,
(invertébres, insectes et nématodes), sont les plus anciennement utilisés d’une fagon

raisonnée pour protéger les cultures contre les attaques des bio-agresseurs.

b)-Micro-organismes : Les micro-organismes (champignons, bactéries et virus) sont
utilisés pour protéger les cultures contre les ravageurs et les maladies et/ou stimuler la
vitalité des plantes. lls combinent plusieurs modes d’action (production de toxines,
compétition notionnelle...) pour combattre les bio-agresseurs et ainsi assurer la protection

des végétaux.

Bacillus thuringiensis est parmi les micro-organismes les plus couramment utilisés en

phytoprotection.

c)- Médiateurs biochimiques : Les médiateurs biochimiques comprennent I’utilisation de
phéromones d’insectes et kairomones. Ils permettent le contrdle des populations d’insectes
par la méthode de confusion sexuelle et le piégeage. Ce sont des substances sémio-
chimiques, c’est-a-dire émises par la plante ou les animaux dans I’environnement. Ces
composés sémio-chimiques sont classées en phéromones qui permettent la communication
entre individus de la méme espece, les kairomones sont échangées entre des individus

appartenant a des espéces différents.

12
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d)- Substances naturelles : Les substances naturelles utilisées dans le cadre du bio-
contrdle sont présentes dans le milieu naturel et peuvent étre d’origine végétale, animale ou

microbienne.

IV-3 Le genre Trichoderma, agent de biocontrdle et de croissance des

plantes
IVV-3-1 Historique

Le terme « Trichoderma » a été introduit en mycologie a partir de 1794 par Persoon
(Bissett, 1991). Il désigne un grand ensemble de champignons microscopiques cosmopolites
sans reproduction sexuée connue (Roquebert, 1996). Leur production d'enzymes, de substances
bioactives et leur développement rapide font des Trichoderma sp. des agents potentiels en

agroalimentaire et une matiére de choix pour I'exploitation industrielle (Prieto et al., 1997).

Quelques especes sont d'intérét économique et sont utilisées comme agents de lutte
biologique en raison de leur antagonisme vis-a-vis d'autres espéces fongiques (antibiose,
mycoparasitisme, compétition, lyse, promotion de la plante héte) (Roquebert, 1996 et Prieto et
al., 1997).

IVV-3-2 Taxonomie
La taxonomie moderne des champignons a abouti I’embranchement des
Deuteromycotina auquel appartenait le genre Trichoderma. La classification phylogénique

actuelle des Trichoderma sp se présente comme suit :

Tableau IV : Taxonomie de genre Trichoderma (Bissett, 2004).

Régne : Fungi

Embranchement : Amastigomycota et /ou Eumycétes

Sous embranchement : | Ascomycotina

Classe : Sadariomyceétes
Ordre : Hypocréales
Famille : Hypocraceae
Genre : Trichoderma

13
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IVV-3-3 Morphologie
L'aspect macroscopique des Trichoderma sp. Présente un mycélium composé
d’hyphes jaunes, septés, ramifiés a parois lisses. Les conidiospores ont une forme conique

ou pyramidale, tres ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de quilles.

Les phialides portent les spores (Kubicek et al., 2003).

Phial
/ Conidies = ° °sp<i
l Phialide
Conidiospores § &
10 ym T

Figure 04 : Aspect morphologique d’un conidiophore de Trichoderma sp (Samuels et al .,
1994).

Les colonies fongiques sont legérement floconneuses ou bien compactées en touffes.
Entre ces deux extrémes, existent des aspects intermédiaires. Les colonies sont d'abord
colorées en blanc en forme de cercle, puis aprés deux jours une couleur verte est visible sur les

parties aériennes du mycélium (Cournut, 1984 ; Landreau, 2001, Kubicek et al., 2003).

~¥_d

Figure 05 : Aspect des colonies et cellules de Trichoderma sp

14
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IVV-3-4 Habitat et écologie

Grace a sa grande capacité d'adaptation a différentes conditions climatiques, les
especes de Trichoderma sp sont trés répandues dans la nature, aussi bien en milieu terrestre
que marin (Roquebert, 1996 ; Esposito et Silva, 1998). Elles sont remarquables pour leur
croissance rapide et leur capacité a utiliser différents substrats (Widden et Abitrol, 1980).

Les Trichoderma sp. terrestres se développent quasiment dans tous les sols (forestiers
ou cultivés) et sur les végétaux en décomposition, mais sont rarement parasites de plantes
vivantes (Roquebert, 1996 ; Esposito et Silva, 1998). La présence des Trichoderma sp. en
milieu terrestre (6% du nombre total des espéces fongiques) semble comparable a celle en
milieu marin (6,4% a 10,4%) (Landreau, 2001).

Leur abondance dans les écosystemes est due a leur capacité a produire diverses substances
bioactives et des enzymes (Widden et Abitrol, 1980 ; Vining, 1990 ; Kubicek et al., 2003).

I\VV-3-5- Pouvoir antagoniste et mode d‘action

La premiére publication qui fait mention des propriétés antagonistes des Trichoderma
date de 1887. Cependant, I'é¢tude approfondie du phénoméne d'antagonisme et de son
application comme moyen de lutte contre les parasites des plantes n'a débuté qu'au milieu du
20°™ siécle.

Les Trichoderma sont trés efficaces pour la lutte contre les maladies des plantes reliées
aux sols, aussi bien que pour la dégradation de composés toxiques présents dans les sols. Les
sols inoculés protégent les cultures et garantissent un milieu sain pour un développement

normal de la végétation (Harman, 2000).

En effet, ce champignon secrete de multiples enzymes, antibiotiques, hormones qui
sont utiles pour la croissance des plantes et leur conférent une protection contre les pathogénes.
Il en résulte aussi une amélioration du contenu du sol en nutriments. La présence de
Trichoderma dans le sol joue a la fois un role préventif et curatif (Harman et al. 2004; Singh et
al. 2007).

Geénéralement, Trichoderma inhibe ou dégrade les pectinases et d'autres enzymes
essentiels aux phytopathogenes. En plus de son effet inhibiteur, Trichoderma est aussi
capable d'induire une résistance localisée et systématique. L'amélioration de la croissance
des plantes par Trichoderma peut prendre lieu soit au niveau de la plante (Yedida et al.,
2001), soit au niveau du sol (Chang et al., 1986 ; Harman, 2000).
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Trichoderma sp a la capacité dattaquer les agents pathogénes via différents modes
d'action. Il peut utiliser :

> L’antibiose : résulte de la production de substances agissant comme des « antibiotiques
» et qui inhibent la croissance de I'agent pathogene ;

> La compétition : se manifeste par l'aptitude de Trichoderma a utiliser les mémes
ressources du milieu (aires d'alimentation, sites de développement) que les champignons
pathogénes mais Trichoderma emploie ce mode d'action surtout pour occuper les lieux
avant l'arrivée des indésirable ;

> Le parasitisme qui se manifeste par la destruction de l'agent pathogene lorsque
Trichoderma s'enroule autour de celui-ci soit en I'étranglant, en pénétrant a l'intérieur et/ou

en lui « injectant » des substances (enzymes) qui le détruisent.
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I- Matériel
I-1- Matériel bactérien

Pour les besoin de notre étude trois souches bactériennes de référence sont utilisées :

= Pectobacterium carotovorum ssp carotovorum (Pcc 86.21) et Pectobacterium
carotovorum ssp .atrosepticum (Pca 88.22) provenant de la collection francaise de
bactéries phytopathogénes (CFBP-INRA Rennes, France).

= Dickeya solani (Ds IFB 0123), Institut Francais de Bio-informatique, CNRS UMS 3601-
IFB-Core, isolée en 2007 par Van de Wolf au Pays-Bas.

I-2- Matériel végétal

Les échantillons vegétaux utilisés pendant notre expérimentation sont composes de
deux variétés de pomme de terre de consommation : une a peau blanche « Spunta », et une
autre peau rouge « Désirée », prélevés de plusieurs marches de la ville de Bejaia durant la

période comprise entre février et avril 2018.

Les tubercules de pomme de terre sélectionnés sont de dimensions moyennes et
plus au moins uniformes (calibre 25-45 mm), d’aspect sain, ne présentant aucun symptéme

de maladie et dépourvus de blessures.

Figure 06 : Tubercules des deux variétés sélectionnées
I1-Méthodes

I1-1- Préparation des cultures bactériennes

En conditions stériles, les souches bactériennes sont d’abord revivifiées a partir d’un
p

milieu de conservation minimum, et sont ensuite ensemencées sur bouillon nutritif ou LP
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(Levure Peptone) pour I’enrichissement. Aprés une période d’incubation d’environ 24/48h
a 27C°, plusieurs repiquage successifs sont effectuées sur gélose nutritive et sur milieu
semi- sélectif King B (Pseudomonas Agar) dans le but d’écarter d’éventuels contaminants

afin d’obtenir des colonies pures.

La composition des milieux utilisés est donnée en annexe |
I1-2- Test de pathogénicité
11-2-1-Principe

Le test d’inoculation repose sur 1’observation des différent symptomes de pourriture
molle provoquées apres infection sur les demi-tubercules de pomme de terre, afin de
déterminer le niveau de pathogénicité des différentes souches pectinolytiques ainsi le degré
de sensibilité des variétés utilisées. Ces essais sont réalisés selon les protocoles
expérimentaux d’lbrahim et al., (1978) et de Priou et al ., (1992).

I1-2-2-Mode opératoire
a)-Préparation de I’inoculum standard

Une préculture bactérienne est d’abord préparée sur bouillon LP & partir d’une
colonie bactérienne individualisée, aprés 24h d’incubation a 27°C, une série de dilutions

est réalisée dans 9 ml d’eau distillée stérile.

La standardisation de I’inoculum est déterminée par spectrophotométrie a une
langueur d’onde de 540nm pour une densité optique de 0,1 (DO = 0,1), ce qui correspond a

une population bactérienne de 108 cellules/ml.
B)-Inoculation sur demi-tubercules

L’effet des souches Pectobacterium et Dickeya sp sur les tranches de pomme de
terre est investigué selon les protocoles d’lbrahim et al (1978) et Priou et al (1992) avec de

Iégeres modifications.
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contaminants épiphytes

I

Les tubercules sont trempés dans 1’éthanol a 10% pendant 10
minutes pour désinfecter les surfaces

l

[ Ringage a I’eau suivis d’un séchage sous hote a flux laminaire ]

l

[ Chague tubercule est coupé longitudinalement en 2 parties plus ou moins identique ]

I

[ Les demi-tubercules sont déposés dans des bacs en plastique J

I

Des puits uniformes (5 mm de profondeur sur 5 mm de diameétre)
sont réalisés a I’emporte-piece au centre de chaque demi-tubercule

[ Lavage des tubercules pour éliminer 1’excés du sol ainsi que les }

[ 100 pl de suspension bactérienne sont inoculés dans chaque puits ]

[ Incubation a 28C° pendant 48h\72h a I’obscurité ]

Figure 07 : Protocole d’inoculation sur tubercules de pomme de terre selon Ibrahim et al.,
(1978) ; Priou et al., (1992)
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C)- Lecture des résultats

La lecture est réalisée en mesurant cing différents parametres :
» Prélévement et pesée du poids des tissus pourris (gr) ;
» Mesure du volume d’eau nécessaire pour remplir les puits, correspondant a la
quantité de tissus macérés (ml) ;
» Calcul de la longueur de la zone macérée (mm) ;
> Estimation de la profondeur de la dépression créée par la propagation du pathogéne
(mm) ;

I1-3- Traitement par Trichoderma asperellum (T34)

T. asperellum est un champignon asexué, avec une multiplication végétative
effectuée par des conidies de petites tailles et ovoides. La germination de ces conidies et le
développement des tubes germinatifs sont influencés par différents facteurs tels que le pH,

la nutrition, la lumiere et les propriétés hydrologiques du sol (Magan, 1988).
11-3-1- Principe et mode opératoire

Ce test consiste a évaluer I’interaction pomme de terre-pathogéne-antagoniste en
utilisant une souche industrielle du genre Trichoderma sp connu pour sa large application
en tant qu’agent de contrdle biologique des cultures, ce champignon est disponible sous
forme de poudre formulée industriellement. L’effet préventif de la souche fongique
Trichoderma asperellum « T34 » est évalué sur demi-tubercules, deux concentrations de
T34 sont préparées (10° et 10’ UFC/ml), puis inoculées a raison de 100 pl sur des puits de
tubercules (5/5 mm). L’infection bactérienne se fait apreés 8h, 16h et 24h post-traitement
selon le méme mode opératoire que celui de I’inoculation. La poudre de T34, ainsi que ces

deux dilutions sont conservées a 4°C.

Figure 08 : Aspect morphologique des colonies de T34 sur milieu de culture PDA
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I1-4- Extraction/dosage des composés phénoliques
I1-4-1- Extraction
a)-Principe

Il s’agit d’une extraction solide-liquide. Le principe consiste a ce que le solvant doit
franchir la barriére cette interface solide-liquide, dissoudre le principe actif a I’intérieur du
solide en I’entrainant vers I’extérieur. La plupart des auteurs suggerent que 1’entrée du
solvant se fait par un mécanisme osmotique et la sortie du soluté par dialyse ou par
diffusion (Ribereau-Gayon, 1968).

b)-Protocole

Dans la présente étude ; les tissus symptomatiques macerés et/ou traités par le T34
ainsi que les tissus adjacents sont prélevés afin de déterminer leur teneur en composés

phénoliques sur demi-tubercules.

Afin d’extraire les composés phénoliques et selon le protocole modifié de Bachir
Bey et al., (2013), un gramme des tissus prélevés sont hachés et broyés a 1’aide d’un pilon
en verre, ensuite chaque échantillon est homogénéisé par ajout de 20 ml de solvant
(méthanol a 99,7%). Le melange subit une maceération a température ambiante durant 30
minutes, puis est filtré. Les extraits obtenus sont conservés une courte période a 4°C avant

dosage des composés phénoligues.
11-4-2- Dosage
a)-Principe

Le reéactif Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et Tl’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). 1l est réduit, lors de
I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsteéne et de molybdéne. La
coloration produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ribéreau-
Gayon, 1968).
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b)-Protocole

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu est estimé selon
la méthode de Singleton et Rossi (1965).

Un volume de 750 pl du réactif dilué 10 fois dans de 1’cau distillée sont ajoutés a

200 pl d’extrait dilué, par la suite 400 pl de la solution de carbonate de sodium (Na2COs)

(75g/l) sont additionnés. Apreés 1 heure d’incubation a 1’obscurité et a température

ambiante, 1’absorbance et mesurée a une longueur d’onde de 740 nm grace a un

spectrophotométre.

I1-5- Test d’antibiogramme

a)-Principe

L’antibiogramme consiste a déterminer la sensibilit¢ ou la résistance aux

antibiotiques d’une bactérie a I’origine d’un processus infectieux (Jehl et al., 2015). Selon

le cercle qui entoure le disque d’antibiotique, il existe trois interprétations différentes :

bactérie sensible résistante ou intermédiaire a 1’antibiotique.

b-) Matériel utilisé

e Milieu standardisé : gélose Meuller-Hinton.

e Suspensions bactériennes (Pca ,Pcc et Ds) a une DO de 0,1 a 540 nm (108

cellules/ml).

e Ecouvillons de laboratoire stériles.

e Disques d’antibiotiques ;

Tableau V : Les différents disques d’antibiotiques utilisés.

Noms Symbole | Quantité par disque (u1g)
Amikacine AK 30
Amoxyclav AMC 30

Gentamicine GN 10
Cefoxitine FOX 30
Oxacilline OoX 5
Cefotaxime CTX 30

Ceftazidime CAZ 30

Rifampicine RD 5
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c)-Mode opératoire :

Une pré-culture est préparée a partir de gélose nutritive ordinaire sur milieu LP en
tubes a essai, puis une suspension bactérienne ajustée a une DO comprise entre 0.08 et 0.13

a 600 nm est préparée sur des tubes d’eau physiologique (Andrews, 2008).

Avec un écouvillon stérile, le milieu Mueller-Hinton est ensemencé en surface.
Cing disques d’antibiotiques sont déposés pour chaque boite a I’aide d’une pince stérilisée.
Les boites sont ensuite incubées pendant 24h/27°C. L’efficacité d’un antibiotique vis-a-vis
d’une souche bactérienne est directement visible en €évaluant le diameétre de 1’anneau

entourant le disque d’ATB (zone d’inhibition).
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I11) Résultats

I11-1) Tests d’infection sur tubercules de pommes de terre

Dans le but de mettre en évidence et d’évaluer I’agressivité et le potentiel infecticux des
souches pectinolytiques utilisées et aussi afin d’estimer les différences de sensibilité des
cultivars de pommes de terre, des essais d’inoculation sont réalisés sur tubercules de deux

variétés (a couleur blanche et rouge), par induction des symptémes de macération.

Parmi les méthodes décrites pour la détermination du taux de macération des tissus sur
demi-tubercules de pommes de terre figurent la mesure des poids et volume des tissus pourris.
Dans notre travail, nous avons tenu compte de deux autres paramétres, a savoir le diamétre des
zones maceérées et la profondeur des cavités.

Aprés 48 a 72h d’incubation, on constate un net effet pathogene. Ce dernier varie d’une
souche a 'autre tant au regard de la nature des symptomes observés et par I’étendue des

nécroses formées (figure 09).

A signaler aussi que les symptomes observes sur demi-tubercules sont typiques des
pourritures molles et sont en accord avec les données bibliographiques. Ainsi, les tissus
vegétaux inoculés par les souches de Pectobacterium et Dickeya sp sont distinguables par
I’apparence de la pourriture occasionnée sur demi-tubercules.

Les symptomes causés par Pca sont caractérises par une pourriture foncée et humide
entourée d’un halo noir marquant une frontiére avec les tissus sains, ceux provoqués par Pcc et
Ds sont plutot secs, de couleur marron clair et 1’étendue de la surface nécrosée est plus réduite

(Tableau V).

(B) (A)
Figure 09 : Symptdmes de pourriture molle sur demi-tubercules a couleur Blanche (A)
Rouge (B)
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Tableau VI : Aspects typiques des macérations engendrés sur demi-tubercules

Variété | Souche Caractéristiques

Ds -Couleur marron claire avec une
zone nécrosée plus réduite.

Pcc

Blanche -Pourriture humide entourée d’un
halo noire ayant une démarcation
avec les tissus sains.

Pca - odeur caractéristique.

Ds -Couleur noire claire et 1’étendue
de la surface nécrosée plus
réduite.

- odeur caractéristique.

Rouge Pcc
-Une pourriture humide entourée
d’un halo marron marquant une

Pca frontiére avec tissus sains.

a)-Estimation des poids des tissus maceéreés

La mesure des poids des tissus symptomatiques nous indique un effet agressif plus

important chez I’espéce Pcc qui a enregistré les valeurs les plus élevées (jusqu’a 11,9 g), suivi

de pres par Ds. L’espéce Pca induit les plus faibles taux de macération, a savoir 2 fois moins

que les autres souches.

Concernant la réponse variétale, on note que les tubercules a couleur de peau blanche

sont plus sensibles par rapport a ceux de couleur rouge avec des pourcentages d’infection

pouvant atteindre 85%, on constate aussi une différence entre les cultivars rouge et blanc avec

un rapport de 1/6 pour la souche Pcc (Figure 10).
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Ds P-B Pca P-B Pcc P-B Ds P-R Pca P-R Pcc P-R

Poids des tissus (gr)

Souche/Pomme de terre

Figure 10 : Mesure des poids des tissus macéres sur tubercules de pommes de terre des
variétés blanches et rouges
b)-Mesure des volumes d’eau

Pour le calcul des volumes d’eau nécessaires pour remplir les cavités, on note la méme
tendance avec Pcc comme étant la plus virulente (plus de 8 ml) et Pca la moins pathogene, Ds
ayant un niveau intermédiaire.

Le méme constat est a faire pour les tubercules a couleur blanche qui sont nettement moins
tolérants que les demi-tubercules de couleur rouge, le cultivar rouge présente des valeurs 4 fois
moins importantes par rapport aux tubercules de la variété blanche pour la méme souche

inoculée (Pcc) (Figure 11).

12.00
10.00
8.00
6.00

4.00

Volume d'eau (ml)

—

2.00
0.00

DS V-B Pca V-B Pcc V-B DS V-R Pca V-R Pcc V-R
Souche/Pomme de terre

Figure 11 : Mesure des volumes d’eau des zones macérées sur tubercules de pommes de terre
des variétés blanches et rouges
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c)-Calcul des longueurs et profondeurs des zones macérées

L’estimation des longueurs des zones macérées, ainsi que des profondeurs des cavités
engendrées par la macération, nous indique un méme plateau de pathogénicité pour les trois
souches qui ont enregistré des valeurs assez similaires sur la variété blanche, tandis que sur
cultivar rouge, il existe une certaine variabilité entre souches. Cependant, on note globalement
le méme effet, avec des tubercules de couleur rouge moins sensibles a 1’action des souches

pectinolytiques (Figure 12).

Les diameétres des pourritures varient jusqu’a 11 fois entre les souches les plus
pathogénes et celles qui le sont le moins. Ce qui démontre une nette variabilité entre les souches
testées. Cette variabilité, notamment présentes chez I’espece carotovorum a été décrite par de
nombreux auteurs (Smith et Bartz, 1990 ; Priou et al., 1992 et Yahiaoui-Zaidi et al., 2003 ).

8.00
7.00

6.00

5.00 1
4.00
3.00
2.00
I
| | 11
0.00 i

DS L-B Pca L-B Pcc L-B DS Pr-B Pca Pr-BPcc Pr-B DS L-R Pca L-R Pcc L-R DS Pr-R Pca Pr-RPcc Pr-R

Longueur/Profondeur (mm)

Souche/Pomme de terre

Figure 12 : Mesure des longueurs et profondeurs des zones macérées sur tubercules
de pommes de terre des variétés blanches et rouges

La mesure des poids des tissus macérées nous renseigne sur I’incidence et la sévérité de
la maladie, tandis que I’évaluation des volumes d’cau est utile pour déterminer les taux de
propagation du pathogéne, ces deux parametres sont généralement bien corrélés et présentent

une bonne proportionnalité, comme indiqué ci-dessous.
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Figure 13 : corrélation entre les facteurs poids et volume d’eau des zones macérées

Les parametres longueur et profondeur des zones de macération preésentent également une
corrélation positive.
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Figure 14 : corrélation entre les facteurs longueurs et profondeur des zones macérées

De nombreux auteurs ont mis en évidence que les méthodes d’inoculation basées sur la

mesure des volumes des lésions et poids des tissus macérés sont des outils plus fiables et

meilleurs que le calcul de dimensions linéaires comme la longueur ou la profondeur des zones

macérees qui sont des approches beaucoup plus subjectives « Lyon et al., (1975) ; De Boer et
al., (1978) and Wright et al., (1991) ».
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L’effet causé par les deux souches carotovorum et Dickeya solani sur les 2 variétés est
nettement plus important et intense, dans la mesure ou une grande surface des demi-tubercules
présente des symptdmes de macération. Contrairement a la souche atrosepticum, moins
agressive avec une capacité de macération plus limitée.

D’une maniére générale, et en vue des résultats obtenus, on constate que c’est la souche
Pcc qui présente les taux d’infection les plus élevés, ceci a la fois pour tous les paramétres de
mesures, (Poids, volume, longueur et profondeur des pourritures avec une capacité de
macération importante sur pomme de terre. Suivi de prés par D. solani. Alors que la sous-espece

atrosepticum est la moins agressive avec les taux d’infection les plus bas.

La faible virulence de Pca est expliquée par son optimum de température. En effet,
d’aprés Pérombelon (1992) et Smadja et al., (2004), a des tempeératures de 15 a 22°C, les
souches d’atrosepticum produisent des quantités élevées de pectinases, induisant ainsi des
symptdmes intenses de pourriture molle. Tandis qu’a des tempeératures superieures a 25°C, cette
production diminue pour devenir presque indétectable a 30°C, et c’est les souches Pcc et Ds
qui predominent alors. Ainsi la température d’incubation de 28 a 29°C, a fortement diminué la
virulence de Pca

Plusieurs études précédentes ont confirmé les résultats obtenus dans ce travail. Ainsi,
Woltrers et Collins (1994) ont demontré que les souches de Dickeya et Pc sont beaucoup plus
agressives par rapport aux souches 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 conclu que la souche carotovorum est bien plus agressive que

Pca.

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

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 de pourriture molle, ils ont en conclu que les souches de Pa 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.
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En effet, la prédominance des espéces appartenant a Pcc ainsi qu’a Dickeya sp peut étre
expliquée par la température optimum de croissance entre 25 et 30°C qui favorise I’activité de
ces derniéres. Les essais ont été réalisés a une température de 27 °C.

Une variabilité dans leur réponse a ’infection est aussi observée sur les deux variétés,
ainsi on a remarqué que la variété a couleur Blanche est plus sensible que celle de couleur rouge.
Les tubercules a couleur blanche ont montré une plus grande sensibilité vis-a-vis des agents de
pourriture molle.

Cette faible tolérance peut étre en partie expliquée par la présence d’un déficit en
certains composes secondaires tels que les glycolakaloides (a-solanine and a-chaconine) et
autres métabolites par comparaison aux variétés colorées de pommes de terre. En effet, ces
métabolites secondaires sont impliqués et jouent un réle non négligeable dans la résistance

contre divers pathogénes et ravageurs (Ginzberg et al., 2009).

Andrivon et al (2003) ont mentionné dans leurs travaux que la résistance de pomme de
terre vis-a-vis des agents de pourriture molle est corrélée a leur teneur en composés phénoliques

et autres substances bioactives.

Lapwood et al (1984) ont montré lors de I’évaluation de la résistance de 22 cultivars a
la pourriture molle entre 1982 et 1983, que la variété Désirée a peau rouge est plus résistante
vis-a-vis des deux especes atrosepticum et carotovorum. Tandis que Acufia et al. (2004) ont
évalué la réaction de 14 cultivars vis-a-vis de quatre maladies, et ont conclu que la variété
Désirée est sensible a la pourriture seche. Par contre, elle est plus résistante a la pourriture
molle, ainsi qu’a la gale commune et a la nervure noire.

La tolérance des tubercules a peau rouge est probablement aussi expliquée par leur
teneur en matiere seche relativement plus élevée comparé au cultivar a peau blanche. Marquez-
Villavicencio et al (2011) suggére aussi que la taille des tubercules ainsi que leur degré de
maturité affecte la susceptibilité des pommes de terre envers la pourriture molle, avec les plus
grands calibres a maturité précoce (variété rouge) plus tolérants que les tubercules tardifs a petit
calibre (variété blanche).

Enfin, il semblerait que les variétés colorées (rouge, pourpre ou autre teinte), renferment
plus de composés phénoliques, notamment les anthocyanines et sont par conséquent plus
tolérantes vis-a-vis de maladies bactériennes et ravageuses que les cultivars non colorés
(Wegener et Jansen, 2007).
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I11-2) Traitement des demi-tubercules par Trichoderma asperellum T34
Le traitement préventif des demi-tubercules des 2 cultivars par inoculation de 100 pl de
la solution fongique & deux concentrations (10° et 107 UFC/ml) a été effectué en trois temps :
8, 16 et 24h avant infection bactérienne. Pour cet essai nous avons pris en considération
uniquement les mesures poids des tissus pourris et volumes d’eau. Les deux autres tests

(longueur et profondeur des zones macérés, bien que effectués, n’ont pas été retenus.

Les résultats obtenus nous ont permis de constater ’effet inhibiteur de Trichoderma
asperellum pour les deux concentrations utilisées, avec un net avantage pour la solution la plus
concentrée (107 cellules/ml). Ainsi, il semblerait globalement qu’a 8h post traitement, on
enregistre une nette diminution des symptomes de macération par rapport au témoin positif
(tubercules infectés et non traités), ceci a la fois pour la mesure des poids des tissus, ainsi que
des volumes d’eau. Tandis que les tubercules inoculés a 16h et 24h apres traitement n’ont
présenté aucune trace de symptomes de macération, que ¢a soit par mesure des poids des tissus

infectés ou bien via ’estimation des volumes d’eau.

On note cependant deux exceptions : sur les demi-tubercules a variété blanche inoculés
par Dickeya solani, ainsi que sur la variété rouge infectée par Pcc. Pour ces deux essais, on a
constaté une absence de symptomes aprés 8h, ensuite une apparition de lésions pour les
tubercules inoculés aprés 16h, et enfin une absence de traces de macération apres 24h. Ces
incohérences peuvent étre expliquées par des erreurs de manipulations ayant engendre des

contaminations (figures 15, 16, 25 et 26).

160 -
140 -

0 0 0 0 0 o

T+ T- 105 107 10° 107 105 107
8h 16h 24h

Figure 15 : résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
variété blanche infectés par Dickeya solani (mesure des poids des tissus macérés)
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Figure 16 : résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
variété blanche infectés par Dickeya solani (mesure des volumes d’eau)

L’analyse des données obtenues nous a permis d’affirmer certaines conclusions, ainsi a
16h et 24h, ’effet antagoniste de Trichoderma asperellum est avec un taux d’inhibition qui
atteint 100 %.

8h apres traitement, on observe une nette diminution des symptomes de macération par
rapport au témoin, ainsi pour les tubercules a peau blanche inoculés par Pca il y’a une différence
de poids de plus de 2 fois et de 1,5 fois pour le volume par rapport au contréle, ce qui

corresponde a une réduction de 53% et 37% respectivement (figures 17 et 18).
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Figure 17 : résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
variété blanche infectés par Pectobacterium atrosepticum (mesure des poids des tissus
maceérés)
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Figure 18 : résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
variété blanche infectés par Pectobacterium atrosepticum (mesure des volumes d’eau)

Concernant le traitement des tubercules infectés par la souche Pcc, on constate les meilleurs

taux de régression de la maladie (symptomes 20 fois plus réduits que le contréle) sur cultivar

blanc, avec un taux d’efficacité d’environ 95% (figures 18 et 19).
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Figure 19 : résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
variété blanche infectés par Pectobacterium carotovorum (mesure des poids des tissus
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Figure 20 : résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
variété blanche infectés par Pectobacterium carotovorum (mesure des volumes d’eau)
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Pour les demi-tubercules de la variété rouge, on observe le méme constat avec une
réduction des symptomes de macération induits par la souche Ds, aprés 8h de traitement, avec
des taux allant de 15 & 33% pour la mesure du poids et de 7 & 33% pour le calcul du volume
d’eau. Il semblerait que I’effet du traitement soit moins efficace lorsqu’il est en interaction avec

la souche Ds (figures 21 et 22).
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Figure 21 : résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
variété rouge infectés par Dickeya solani (mesure des poids des tissus macéres)
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Figure 22 : résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
variété rouge infectés par Dickeya solani (mesure des volumes d’cau)

Les autres demi-tubercules traités n’ont affiché aucun symptéme y compris apres 8h (figures
23 et 24).
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Figure 23: résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
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variété rouge infectés par Pectobacterium atrosepticum (mesure des poids des tissus macérés)
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Figure 24 : résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
variété rouge infectés par Pectobacterium atrosepticum (mesure des volumes d’eau)
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Figure 25 : résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
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Figure 26 : résultat du traitement par Trichoderma asperellum des demi-tubercules de la
variété rouge infectés par Pectobacterium carotovorum (mesure des volumes d’eau)

Ces donnees nous renseignent clairement sur 1’effet antagoniste du champignon T34
durant I’interaction plante-pathogéne-agent de biocontréle. Cet effet inhibiteur est dépendant
d’une part du temps de contact (intervalle entre traitement et infection) ; I’action du T34 est

optimale apres 24h post-traitement avec un taux d’inhibition de la pourriture molle de 100%.

Cet effet du temps de traitement est lié a la grande vitesse de croissance des cellules
fongiques de Trichoderma sp. En effet, leur taux de croissance éleveé permet un avantage
considérable durant les premiers stades de I’infection pour la compétition avec les pathogeénes
afin d’occuper I’espace et aussi I’assimilation des nutriments et ceci avant méme que

I’antagoniste déploie son arsenal de métabolites bioactifs Barbosa et al (2001).

Les colonies de la souche T. asperellum T34 utilisée ont montré une croissance rapide,
pouvant méme étre dénombrées au-dela des dilutions 10 sur milieu PDA. Cette croissance
rapide de la souche fongique explique en partie sa capacité a coloniser 1’espace et les tissus de
I’hote et a s’approprier les ressources nutritives, méme juste apres leur introduction au sein de

I’hote.

111-3) Dosage des composés phénoliques

Les résultats du dosage des polyphénols et autres composés ont montré une
augmentation de la concentration en composés phénoliques en relation avec le temps de
traitement et d’inoculation pour atteindre un pic aprés 24h. On constate que cette méme
tendance générale est observée sur les deux variétés inoculées par les trois souches de référence.

La courbe d’étalonnage de I’acide gallique est donnée en annexes.
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Ainsi, les demi-tubercules a variété blanche traités par le T34 puis inoculés par D. solani
(figure 27) ont montré une augmentation de la teneur en polyphénols au cours du temps pour
atteindre un pic aprés 24h de traitement et ceci pour les deux concentrations utilisées (10° et
107) et aussi a la fois pour les tissus macérés, traités et ceux adjacents.

On note aussi que les tissus directement inoculés par le T34 présentent de meilleurs taux
en composés phénoliques par rapport aux tissus les plus éloignés (environs 1 cm de distance).
A noter aussi que c’est la concentration 10° qui a induit une teneur plus élevée en composés

phénoliques par rapport a 10°.

Composés phénoliques (mg/100g)
Composés phénoliques (mg/100g)

TMTA 8 16 24 8 16 24 8 16 24 8 16 24 TMTA 8 16 24 8 16 24 8 16 24 8 16 24
Témoin + Témoin -, TT Témoin -, TA Traité, TM  Traité, TA Témoin + Témoin -, TT Témoin -, TA Traité, TM  Traité, TA

Figure 27 : dosage des composés phénoliques sur demi-tubercules de la variété blanche
infectés par Dickeya solani et traités par T34 a 10° (droite) et 107 cellules/ml (gauche)

Sur tubercules rouges infectés par D. solani, on observe le méme effet avec une
augmentation des concentrations en polyphénols jusqu’a 24h et une accumulation de ces
composés plus importante chez les tissus traités uniquement par le T34. C’est la solution la

moins concentrée du T34 qui induit toujours le plus de composés phénoliques (figures 28).

On constate aussi, que c’est sur les tubercules a cultivar blanc, qu’on observe le plus de

composés phénoliques produits et accumulés par rapport au cultivar a peau rouge.
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Figure 28 : dosage des composes phénoliques sur demi-tubercules de la variété rouge infectés
par Dickeya solani et traités par T34 & 10° (droite) et 107 cellules/ml (gauche)

Pour P. atrosepticum, on note le méme effet sur les deux variétés (figures 29 et 30), avec plus
de composés phénoliques induits sur cultivar blanc. Les tissus macérés présentent moins de
composés phénoliques que les tissus adjacents.

Composés phénoliques (mg/100g)
Composés phénoliques (mg/ 100g)

TMTA 8 16 24 8 16 24 8 16 24 8 16 24 TMTA 8 16 24 g 1624 8 16 24 8 15 24
Témoin + Témain -, TT Témoin -, TA Traite, TM  Traité, TA Témoin + Témeain-, TT Témoin -, TA Traité, TM  Traite, TA

Figure 29 : dosage des composés phénoliques sur demi-tubercules de la variété blanche
infectés par P. atrosepticum et traités T34 a 10° (droite) et 10’ cellules/ml (gauche)
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Témoin + Témoin -, TT Témoin -, TA Traité, TM ~ Traité, TA Témoin + Témoin -, TT Témoin -, TA Traité, TM  Traité, TA

Figure 30 : dosage des composés phénoliques sur demi-tubercules de la variété rouge infectés
par P. atrosepticum et traités par T34 a 10° (droite) et 107 cellules/ml (gauche)
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Enfin, on observe le méme résultat sur Pcc (figures 31et 32), avec une teneur en
composeés phénoliques nettement moins élevée que les deux autres souches bactériennes. Et

toujours, c’est la concentration 10° qui induit le plus de composés.

Composés phénoliques (mg/100g)
Composés phénoliques (mg/100g)

TMTA 8 16 24 8 16 24 8 16 24 8 16 24 TMTA 8 16 24 8 16 24 8 16 24 8 16 24
Témoin + Témoin -, TT Témoin -, TA Traité, TM  Traité, TA Témoin + Témoin-, TT Témoin -, TA Traite, TM  Traité. TA

Figure 31 : dosage des composés phénoliques sur demi-tubercules de la variété blanche
infectés par P. carotovorum et traités par T34 a 10° (droite) et 107 cellules/ml (gauche)
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Figure 32 : dosage des composés phénoliques sur demi-tubercules de la variété rouge
infectés par P. carotovorum et traités par T34 a 10° (droite) et 107 cellules/ml (gauche)

D’aprés les résultats du dosage, on peut suggérer qu’il existe un lien direct entre
traitement par Trichoderma asperellum et accumulation des composés phénoliques dans les
tissus végetaux, ainsi les teneurs les plus élevées en polyphénols et autres composés
correspondent aux temps de contact maximum, a savoir aprés 16h et 24h, ou on observe une

inhibition totale des symptémes de pourriture molle.
En effet, il est bien connu et documenté que I’antibiose est parmi les mécanismes utilisé

par les espéces du genre Trichoderma sp au cours de son interaction antagoniste avec les agents

pathogénes, il s’en suit une production de diveres substances et métabolites a effet bioactif.
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Le genre Trichoderma sp est réputé pour sa production d’un large panel de métabolites
secondaires estimé a plus de 100 composés dotés d’activités antibiotiques, dont la production
dépend de différents facteurs tels que le pH, température et nature des tissus colonisés
(Sivasithamparam and Ghisalberti, 1998 ; Hort, 2008 ; Vinale et al., 2008). Aussi, le pouvoir
antagoniste des souches de Trichoderma sp est directement corrélé aux taux de substances
bioactives produites et libérées, incluant les composés phénoliques.

Par ailleurs, sur les deux variétés testées, c’est le cultivar de couleur blanche, plus sensible
aux agents de macération, qui a affiché les teneurs les plus élevées en composés phénoliques

en comparaison avec les tubercules de couleur rouges, pourtant plus tolérants.

Ce résultat peut étre expliqué en partie par le fait que ce sont souvent les végetaux les
plus attaqués et au niveau desquels on enregistre le plus de symptomes et Iésions qui accumulent
dans leur tissus des teneurs plus importantes en composés secondaires induits. Ainsi, les
enzymes pectinolytiques et autres facteurs de pathogénicité induisent une plus grande
accumulation de ces métabolites en comparaison aux variétés moins sensibles et qui sont
relativement moins exposées aux attaques microbiennes des phytopathogeénes, et qui renferment

surtout plus de métabolites constitutifs que de substances induites.

I11-4) Test d’antibiogramme

La lecture du test d’antibiogramme nous a permis d’évaluer le degré de sensibilité de
nos souches bactériennes a 1’égard de quelques antibiotiques connus pour leur efficacité vis-a-
vis des bactéries a Gram négatif. Ainsi on a pu observer que les trois souches testées (Dickeya
solani, Pectobacterium et atrosepticum carotovorum) sont globalement sensibles a la plupart
des antibiotiques utilisés avec différents degres.
Parmi tous les antibiotiques utilisés, seuls, les disques de Ceftazidime (Caz), n’ont induit aucune

zone d’inhibition sur les trois souches, malgré leur concentration (30 pg/disque).

D’une maniére générale, les antibiotiques les plus efficaces sont : 1’Amikacine (AK), la
Gentamicine (GN) et a moindre degré la Cefotaxime (CTX) et la Rifampicine (RD). Notons
que les autres antibiotiques (Amoxyclav « AMC », Cefoxitine « FOX » et Oxacilline « OX »

n’ont induit aucun effet antibactérien sur la souche Ds (figure).
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Selon Karam et karam (1994), un diametre inférieur & 1,5 cm indique que la souche est
résistante ® a I’antibiotique considéré. Tandis que pour un diamétre supérieur a 1,5 cm elle est

sensible (S). Ainsi, on observe les résultats suivants :

v Dickeya solani est résistante a 4 antibiotiques (AMC, FOX, OX et Caz) et sensible a
deux autres (AK, CN), tandis qu’elle présente une sensibilité intermédiaire pour les
antibiotiques CTX et RD.

v’ Pectobacterium carotovorum ssp carotovorum : résistant a Caz, sensible a AK, AMC,
CN et FOX ; intermédiaire aux OX, CTX et RD ;

v’ Pectobacterium carotovorum ssp atrosepticum : résistant a Caz, sensible a AK, AMC,
CN et FOX ; intermédiaire aux OX et CTX ;

v

Tableau VII : Réponses des souches pectinolytiques vis-a-vis des antibiotiques testés

B AK | AMC |[CN |FOX | OX | CTX | RD | CAZ
Souc
Pca S S S S | | S R
Pcc S S S S | | | R
Ds S R S R R | | R
S: Sensible R :Résistant | : Intermédiaire

Consideérant les résultats obtenus, on peut affirmer que les trois souches présentent des niveaux
de sensibilité similaires, avec une plus grande résistance pour la souche Dickeya solani tandis

que Pcc et Pca présentent des niveaux de sensibilité similaires vis-a-vis des antibiotiques testeés.

Antibiogramme

4.5
4
3.5

w

2.5

1.5
0.5 I II
0
AK AMC CN FOX OX CTX RD

Souches utilisées

N

=

CAzZ

Concentration d'antibiotique (mg/ml)

B Pcc WDs MPca
Figure 33 : Résultats du test d’antibiogramme
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Le test d’antibiogramme a été réalisé dans le but de comparer entre le pouvoir pathogene
de nos souches pectinolytiques et leur résistance a certains antibiotiques actifs sur les bacteries
Gram négatif.

La souche Pca qui est la moins virulente sur pomme de terre est aussi la plus sensible
aux antibiotiques, vu qu’elle est inhibée par 5 antibiotiques sur les 8 testés. La souche Ds affiche
une certaine tolérance aux antibiotiques étant résistante a la moitié d’entre eux, tandis que Pcc

bien qu’étant la plus agressive, est considérée comme antibiosensible.
Ainsi et au vu des résultats, et a premiere estimation, il semblerait qu’il n’y est pas de

correlation directe entre pouvoir pathogene et résistance aux antibiotiques, effectivement cette

piste mérite d’€tre encore plus investiguée.
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Conclusion

Notre étude s’inscrit dans une optique de biocontrdle et protection des cultures, ainsi,
nous avons testé 1’efficacité d’un agent antagoniste, a savoir Trichoderma asperellum sur
tubercules de pommes de terre infectés par les bactéries macérées appartenant aux genres
Pectobacterium et Dickeya sp.

Le pouvoir infectieux de deux souches de Pectobacterium sp (carotovorum et
atrosepticum) et de Dickeya solani a d’abord été évalué par la méthode d’inoculation sur
demi-tubercules. Ces essais nous ont permis de différencier les niveaux de pathogénicité de
nos souches avec P. carotovorum puis D. solani comme étant les plus agressives, tandis que
la souche Pca est celle qui a induit le moins de symptémes. Une variabilité dans la réponse
vegétale a aussi été observée, avec le cultivar de couleur rouge plus tolérant que la variété a

peau blanche.

Le traitement préventif des pommes de terre par 1’agent fongique T. asperellum a
différents temps 8, 16 et 24h avant inoculation, a permis de constater une nette régression des
symptdmes de macération juste aprés 8h. On observe une compléte inhibition de la pourriture

molle a 16 et 24h d’intervalle entre traitement et inoculation.

Un protocole d’extraction/dosage des composés phénoliques a été réalisés a la fois sur
tissus sains et macerés, la quantification de ces métabolites nous a permis de faire le lien entre
antagonisme du T34 et production de métabolites secondaires aprés traitement et infection.
Ainsi I’augmentation de la teneur en composés phénoliques est positivement corrélée avec
I’activité antimicrobienne du T34 et est fonction de I’intervalle de temps entre traitement et

infection.

A la lumiere des résultats obtenus, il apparait que I’utilisation d’agents de biocontrdle
dans la lutte contre les phytopathogénes est une stratégie prometteuse et pouvant étre

appliquée a concentrations réduites.

Ces résultats préliminaires se doivent étre approfondis par des investigations
ultérieures qui pourront s’intéresser a une caractérisation plus poussées des métabolites
impliqués dans I’interaction plante-pathogene-antagoniste. De méme il serait intéressant de
tester ’efficacité de cet agent de contrdle sur des pathogénes de la pomme de terre, autres que

Pectobacterium/Dickeya sp et aussi d’effectuer des essais in vitro.
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Annexes

Annexe | :
La plupart des milieux des cultures sont stérilisés a une température de 120 °c pendant 20min.

Composition des milieux utilisés pour la culture et la conservation des bactéries
pectinolityques.

s Milie GNO (pH=7,2)

Composition Par litre
Peptone 59
Extrait de levure 290
Extrait de viande 1g
NaCl 59
Agar 15¢
Eau distillé 1000 ml

e Milieu King B (pH=7,2)

Composition Par litre
Peptone 209
Phosphate de K dibasique (K2HPo04) 1,145¢
Sulfate de Mg (MgSOa, 7H20) 1,59
Glycerol 15ml
Agar 159
Eau distillé 1000 ml

s Milicu LP (pH=7,5)

Composition Par litre
Peptone 5¢g
Extrait de levure 30
Eau distillé 1000 ml

mmm Milieu Mueller- Hinton (pH=7,2)

Composition Par litre
Agar 179
Amidon de mais 159
Peptone 175¢g
Infusion de viande 300 ml
Eau distillé 1000ml




Annexes

mmm) Milieu PDA (pH=5,4)

Composition Par litre
Pomme de terre 200 g
Glucose 209
Agar 15¢
Eau distillé 1000ml
Annexe Il :
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Figure :I’appareil végétatif de la pomme de terre. (Madec et Perennec. 1962)
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Figure : courbe de tendance avec 1’acide gallique comme étalon
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Résumé

Résumé

Les espéces des genres Pectobacterium et Dickeya sp sont les agents responsables d’une des
plus importantes maladies bactériennes de la pomme de terre : la pourriture molle qui induit
des dégats considérables au champ, ainsi qu’en conservation. Face a I’inefficacité des moyens
de lutte classique, des méthodes alternatives ont été mises au point. Dans notre étude, nous
nous sommes intéressés au potentiel antimicrobien d’une souche fongique de Trichoderma
asperellum T34, connue pour son activité antagoniste. Deux souches de Pectobacterium
(atrosepticum et carotovorum) et une de Dickeya solani ont été inoculées sur demi-tubercules
de pommes de terre de deux variétés (blanche et rouge), les résultats du test d’infection ont
permis de distinguer les souches hautement agressives (D. solani et P. carotovorum) de celles
qui le sont le moins (P. atrosepticum), et aussi de différencier les tubercules a peau rouge plus
tolérants a la maladie que ceux a peau blanche. Le traitement préventif par deux
concentrations de T34, (10° et 10" UFC/ml), des demi-tubercules infectés par les trois souches
a permis dans un premier temps de de réduire I’intensité des symptomes aprés 8h, puis
d’inhiber complétement le développement des pathogénes aprés 16 et 24h. Le dosage des
composes phénoliques réalise sur des tissus macéres, traités et/ou intacts a aussi permis
d’établir une corrélation positive entre teneurs en composés phénoliques et activité
antibactérienne du T34. Les résultats obtenus confirment le grand intérét antagoniste de
Trichoderma sp sur pommes de terre et ouvrent la voie vers d’autres applications.

Mots-clés : Antagonisme, Trichoderma asperellum, Pomme de terre, Dickeya solani,
Pourriture molle.

Abstract

Pectobacterium and Dickeya species are responsible of one of the most important bacterial
potato diseases : soft rot which induces considerable damage on field, and in conservation.
Faced with the effectiveness of conventional control tools, alternative methods have been
developed. In our study, we investigated the antimicrobial potential of fungal strain
Trichoderma asperellum T34, known for its antagonistic activity. Two strains of
Pectobacterium (atrosepticum and carotovorum) and one of Dickeya solani were inoculated
on potatoes half-tubers of two varieties (white and red skin), results of infection test allow us
to distinguish highly aggressive strains (D. solani and P. carotovorum) of those least
susceptible (P. atrosepticum), and also to differentiate red-skinned tubers that are more
tolerant to disease than white skinned potatoes. The preventive treatment with two
concentrations of T34, (10° and 10’ CFU/mI), of infected half-tubers reduce firstly the
intensity of symptoms after 8h, then inhibit completely the pathogen’s development after 16
and 24h. Phenolic compounds assay carried out on macerated, treated and/or intact tissues
establish a positive correlation between phenolic compounds contents and antibacterial
activity of the T34. Our results confirm the antagonistic interest of Trichoderma sp on
potatoes and open the way to other applications.

Key-words : Antagonism, Trichoderma asperellum, Potato, Dickeya solani, Soft rot.



