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Résumé

Les bactéries pectinolytiques du geBreinia notamment Erwinia chrysanthemi
(Dickeya dadantii) et Erwinia carotovorgpectobacterium carotovorunprovoquent des
dégats de grande importance économique a la cdpmmme de terre. Ces dégats sont dus
a la capacité des Ewinias a sécréter des enzynetagigtiques. Dans ce travail nous avons
essayé de construire une collection des bactEmesia a partir de trois régions du Maroc
(Guigo, Meknés et Moulay Bouselham), afin de pousudier la diversité génétique des
bactéries de ce genre d'une part, et de chercheradgagonistes capables d’inhiber leur
croissance d’autre part, des antagonistes qui peudtee utilisé dans la lutte contre ces
bactéries phytopathogénes et particulierement edfriivinia chrysanthemipour remédier
aux grands problemes liés a I'utilisation des pitsdohytosanitaires de nature chimique.

Les résultats ont mis en évidence la ramtgarquable de ces bactéries prouvant que la
pourriture molle et la jambe noire ne sont plus deux maladies envers lesquelles il faut
déclencher l'alarme. Le test d’antagonisme a pemfigentifier deux bactéries du genre
Bacillus douées d’activité antimicrobienne coniewinia chrysanthemsouche3739 Pinl4
ce résultat qui est en parfaite concordance aveg cées dans les difféerents références
bibliographiques montrant que le geB®&cillusa une valeur considérable dans le domaine de
la lutte biologique.

Mots clés : Erwinia chrysanthemiDickeya dadantji Erwinia carotovora,pectobacterium

carotovorum pectinolytique pacillus pourriture molle, jambe noire, antagonisme.
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| ntr oduction

Les bactéries du genEgwinia (surtout Erwinia chrysanthemet Erwinia carotovora
peuvent étre responsables de plusieurs maladilespbenme de terre, comme des pourritures
de tiges appelées «jambes noires» et des pousritigetubercules appelées «pourritures
molles». Les symptdémes de jambe noire varient djpmerriture humide a seche des tiges
selon les conditions climatiques, les tubercuksvpnt étre atteints de pourritures molles au
champ et en conservation (Helias, 2008). Cette rjgjoteg molle est la plus importante
maladie d’origine bactérienne de la pomme de tarrkéchelle mondiale, et les pertes
économiques qui lui sont reliées sont tres impoema(De Boer, 1994; Sharga et Lyon, 1998).
Pourtant, ces pertes sont tres difficiles a estime 'aveu méme de I'OEPP (organisation
européenne et méditerranéenne pour la protectiopldates), parce que les symptdomes due a
la sécrétion extracellulaire d’enzymes dégradativpesctinases et cellulases, ne sont pas
spécifigues aErwinia chrysanthemiDickeya dadant), d’autres bactéries pectinoytiques
comme certaines souchesEdvinia provoquent des symptdémes similaires. De récents
travaux de taxonomie ont abouti a un remaniementadaomenclature des pathogenes
responsables de ces symptébmes, qui appartiennedeua genres :Pectobacterium
(anciennemenErwinia carotovord et Dickeya (anciennemeng&rwinia chrysanthemi Ce
remaniement de la classification n’a pas résolurddleme de la reconnaissance des bactéries
in planta (Helias 2008).

Au Maroc, les études entreprises sur la nitove molle des végétaux causée par les
Erwinia pectinolytiques ont porté sur la recherdeeces bactéries dans la pomme de terre
(Chouibani, 1997). Tres récemmeriErwinia carotovora subsp. carotovora Erwinia
carotovorasubsp.atrosepticaet Erwinia chrysanthemont été détectées en association avec

une pourriture de la betterave a sucre dans lagtii Gharb au Maroc (Snaikiat, 2005).
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lutte chimique est la plus utilisée, mais, I'd#tion de ces produits chimiques, quoiqu’elle
donne de bons résultats, est limitée a cause @siEtance que développe les bactéries au fur
et a mesure des applications (Vidaver, 2002). Ba @& ces raisons, il existe d’autres qui sont
liées aux dangers potentiels de ces composés posanté humaine, I'environnement et a
leurs colts élevés (Thot at., 2003l). La lutte par utilisation de micro-organismes @sé
alternative trés prometteuse pour assurer une ghiate phytosanitaire performante.
L’'ubiquité naturelle des agents microbiologiqguesslées écosystemes, leur grande variété,
leur dissémination facile, leur spécificité d’actioet aussi leur persistance dans
I'environnement rend leur utilisation tres attraeti

C’est dans sens que se situe I'objectif de ce ifrguaconsiste en la recherche et I'isolement
des bactéries douées d'un pouvoir antagoniste eol#s Erwinia pectinolytiques et
particulierement contr&rwinia chrysanthemsouche 3937 pinl4. Dans lescachéant, la
mise en évidence et la caractérisation de la owsubstance(s) actives secrétée(s) par ces
antagonistes seront entrpris. Egalement, ce tragaiiste a la recherche et I'isolement des
Erwinia pectinolytiquesErwinia chrysanthemeét Erwinia carotovord a partir de champs de
pomme de terre de trois régions du Maroc (Mek@sgo (région Boulemane) et Moulay
Bouselham) afin de construire une collection desgifiia pectinolytiques qui sera sujette a la
recherche des antagonistes contre la croissanceisdiegs marocains et déterminer la
biodiversité génétique intraspécifique et interdiees desErwinia pectinolytiques, travalil

qui sera réalisé en France par un membre de I'églégMeknes.

En effet, ce présent travail rentre dansddre d’'un projet PRAD (Programme de
recherche agronomique pour le développement (2014)2dont le coordonnateur est le Pr.
Moumni (FS-Meknés). C’est un projet de recherchplignant I'équipe de Biotechnologie
des microorganismes (Laboratoire de Biotechnolo§8DM-Fés), I'équipe Génomique
cellulaire et Techniques moléculaires d’'investigasi (FS-Meknés) et I'Institut des Sciences
du Végétal, CNRS, Paris, France.
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|- Histoire, origine et maladiesdelapommedeterre

1- Rappel botanique

On pensait autrefois que la pomme de tetaé &ssue d’'une plante sauvage unique,
I'espéceSolanum tuberosunbés 1929, les botanistes russes Juzepczuk etsBulkavaient
montré que cette origine était plus complexe, & kpn retrouvait parmi les ancétres des

especes de pomme de terre cultivées, des plantesges différentes (Rousselleakt 1996).

Le genreSolanumest tres vaste (environ 1000 espéces) largemstribdie dans le
monde. Il y a cependant une forte concentratiospees en Amérique du Sud et Amérique
Centrale. Les solanacées tubéreuses ne représgotantpetit dixieme du genr8olanum
On en connait environ 200 especes reparties egrigdsgaxinomiques. On les trouve dans les
montagnes rocheuses au Sud du Chili, surtout éndat Mais certaines especes existent
dans les plaines d’Argentine, d’'Uruguay et du SudsB ou sur le littoral du Pacifique
Péruvien et Chilien (Rousselleadt, 1996).

2- Historique de la pomme de terre
2-1- Origine de la pomme de terre

la_ pomme de ter&olanum tuberosuna été cultivé et domestiqué pour la premiére fois

par les Amérindiengqui vivaient il y a plus de 10.000 ans (époquditiéque: fin de la

derniere période glacialjredans la zone coétiere de Il'actuel P&buau sud-ouest de

I'Amérique Latine L'introduction de la pomme de terre en Europeeddt XV siécle

grace a l'arrivée des Conquistadiors de la colonisation espagnole des Amérigeesce

moment l'alimentation de I'empire Inea des populations vivant dans les régions vassine
était basée sur la pomme de terre et le mais, Easiubercules ont été emporté par ces
Conquistadores vers les cotes de I'Europe a bardya@éns et les explorateurs du Nouveau

Monde les débarqueront dans les port d'Esppgiseceux de I'Angleterrd@Ernest. 2010).

Les famines et les guerres ont contribuéaécélération de sa conquéte du territoire

européen. Sa diversité allélignaturelle lui a permis d’adapter rapidement dwrloge
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2-2- Refus de cette nouvelle culture

Toutefoiscette nouvelle production n’a pas été accueilialeureusement au début, son
refus a été lié aux superstitions religieuses dyem@ge encore dominantes. Le mal (I'enfer)
est sous terre. Ces tubercules qui veulent entretompétition avec le blé, plante sacrée
productrice du pain et de I'hostie sont donc degtsbsataniques. Parce qu’elle est une
production souterraine, la pomme de terre est getaé dont le nom a une connotation
diabolique. Elle est censée diffuser la lepre, Vaipeste. Du fait de son appartenance aux
solanacées productrices de toxines, elle est sggrdlée aux autres plantes de cette famille
(mandragore, datura, belladone), toutes herbesodsése. Pendant un certain temps, la
pomme de terre est d'ailleurs appelée morelle s, par assimilation aux solanacées
indigénes (morelle noire S. nigrumet douce-amere S. dulcamara En plus de ces mythes
d’autres raisons (biologiques et socio-économigeeshblent avoir joué un rdle dans le
ralentissement de la propagation de cette nougeltare (Rousselle &il., 1996).

2-3- Introduction de la pomme terre en Afrique

Son introduction en Afrique est due a I'exgan des empires coloniaux européens . Elle
y était considérée par les colons comme un alirdertaute valeur et ils étaient ainsi les seuls
a déguster. Avec la décolonisation elle est devemualiment de base ou d'accompagnement

largement répandu dans la plupart des pays afdasdlikenneth edl., 2000).
3- Principales maladies bactériennes de la pomme tirre
3-1- Bactériose vasculaire

La bactériose vasculaire est une maladieegd®s la pomme de terre dans les régions
chaudes souvent responsable de la baisse du remddnegent causal edPseudomonas
solanacearumLes premiers signes de flétrissement peuventdaigord vu sur une seule
partie de la feuille ou sur une ou plusieurs tigese plantes, peu de temps apres toute la
plante flétrit puis meurtRigure 1). Le systéme vasculaire devient sombre et surcon@e

transversale la plante laisse apparaitre un sugmnénactérien visqueux variant de gris au
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laiteux confirme I'infectionRousselle eal., 1996.

Figure 1: Symptdmes de flétrissement sur la plante de ponerierde induit par la bactériose

vasculaire Rousselle edl., 1996)
3-2- Pourriture annulaire

C’est une Maladie des régions tempérées,aglparait occasionnellement dans les pays
tropicaux, elle est due a la bactém@orynebacterium sepedonicunha plante flétrit
généralement a un stade avancé de la cultureJéttisfement est souvent accompagné de
chlorose d’'une ou de plusieurs tiges pouvant étnd de la mort de la plantd-igure 2A).

Des sections faites dans la tige ou les tubercatesitrent un systeme vasculaire brun qui
exsude un suintement blanc laiteux de bactériesyriéau vasculaire du tubercule se détériore
en laissant un vidé={gure 2B) d’ou le nom de “Ring Rot” de cette maladie enlaisg par la
suite des crevasses peuvent se développer a &sutés tubercules, ainsi qu’'une coloration

rouge des lenticelles (D’hondt-Defranco, 1984).
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Figure 2. Symptémes de la pourriture annulaire, sur feu{lfset sur tubercule de la pomme de teB (

3-3- Galle commune

La galle commune est I'une des maladiesubercule les plus répandues dans toutes les
régions du monde. L'agent causal &stepotomyces scabiglses symptémes peuvent étre
proéminents, superficiels ou réticulaire ou enanecreux. Ces lésions sont de formes et de
dimensions variables et peuvent se rejoindre si ljee toute la surface du tubercule est
affectée (Rousselle at., 1996) Figure 3).

Figure 3: Symptome de la galle commune sur tubercule de podenerre.
(Source: http://bacteries-champigons.blogspot.com/201A4didale-commune-de-la-pomme-de-
terre.htma).

3-4- La jambe noire (sur tige)

Les symptbmes causés par Rsctobacterium sppet Dickeya spp deux espéces
pectinolytiques s’expriment en végétation et/owcenservation. L'apparition et la nature des
symptébmes dépendent essentiellement des condit@ngronnementales (température,
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semence ou de l'attaque des germes avant ou Idiéndergence (Pérombelon &k, 1988),

peuvent s’observer rapidement apres la plantatiersymptome le plus typique est celui de la
jambe noire (Black leg), variant d’une pourriturettide brun foncé a noire a la base des tiges
a des nécroses plus ou moins sé¢kagure 4A). Il est provoqué par les bactéries, qui, apres
avoir attaqué le tubercule mére, envahissent atadégt une ou plusieurs tiges grace a leur
activité pectinolytique (Pérombelon et Kelman, 198Alors que des symptdmes de
macération et de pourritures des tubercules owlatere a se produire en conditions humides
(Figure 4B).

La jambe noire peut atteindre toutes les tigesal'plante ou n'étre localisée que sur
guelques tiges, voire une seule. La pourritureeaé@g correspond a toute lésion de la tige
(Pérombelon et Kelman, 1987) débutant au-dessusveau du sol & la faveur d’'une blessure
ou suite a son contact avec le sol (fin de véggtatiies symptémes, similaires a ceux de la
jambe noire, sont liés a des contaminations des fo@r les eaux de pluie et d'irrigation, le
sol, les insectes ou les opérations culturales.

Hormis les conditions climatiques, le cudfivet la présence simultanée de plusieurs
agents pathogénes influent sur le type de symp&xpamé (Pérombelon et Kelman, 1987).
Il faut par ailleurs prendre garde a ne pas confords flétrissements et enroulement-
jaunissements liés a la jambe noire avec ceux paw@paraitre en cas desclérotiniose, de
rhizoctone ou de flétrissement bactérien, caussizeotivement pasclerotinia sclerotiorum
Rhizoctonia solanét Ralstonia solanacearuiftHélias, 2008).

3 T
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rot) qui se développent en culture ou en consemwatigure 4B). Au stockage, la pourriture

molle de quelques tubercules peut entrainer l|a acaingtion rapide des tubercules
avoisinants. Des bactéries pectinolytiqgues variééSlostridium sppBacillus spp,
Pseudomonas spp etc.) peuvent étre les agents responsables mulaiture des tubercules
en conservation, particulierement lorsque les teaipées sont élevées (Pérombelon et
Kelman, 1987), mais leBectobacterium sppestent les agents les plus fréquents et les plus
dommageables.

Dans le cas d’attaques localisées aux kg, les pourritures sont qualifiées de
lenticellaires. Un séchage adéquat des tubercaestputefois bloquer leur développement.
(De Boer, 1994).

I1- Généralités sur desErwinia

Le genreErwinia, a été nommé en 1920 en honneur du phytopatht#oBisvin Fank
Smith (WIlodarczyk, 2010). Ce genre regroupe lestémms de la famille des
Entérobacteriaceae, a Gram négatif, anaérobiettdticas, mobiles par des flagelles dont le
nombre et la position varient selon les especess'@iéressera ici aux deux espedes

chrysanthemiet E. carotovora

1- Erwinia chrysanthemi(Dickeya dadanti)

Erwinia chrysanthemest unea-protéobactérie, de la famille des Entérobacteaace
C’est une bactérie a Gram négatif, en forme ddlbaanaérobie facultative et mobile par des
flagelles péritriches. En 2005, en se basant sucdeactéeres phénotypiques, sérologie et par
analyse de séquences ARNr 16S et la technique iiaflon ADN-ADN, certaines souches
d’E. chrysanthemnaiinsi que I'espéc8renneria paradisiacant été placées dans un nouveau
genre :Dickeya Cette derniére a été réparties en 6 nouvellescespSamson al., 2005) :
Dickeya chrysanthemi, D. dianthicola, D. dieffertiiae, D. paradisiaca, D. zeae et D.
dadantii La souche . chrysanthemi3937 fait désormais partie de I'espébickeya
dadantii Cependant, la dénominatidh chrysanthemest encore utilisée, (Samson adt,
2005).

2- Erwinia carotovora (Pectobacterium carotwwvm)
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des Entérobacteriaceae, de forme batonnet, génmenalalisposée par deux, a Gram négatif,
anaérobie facultative, non sporulante et mobilai8rtal., 2006)

Cette bactérie qui est définie par Gardasest collaborateurs en 2003, comprend deux
sous-espécesP. carotovorunsubspcarotovorum et P. carotovorusubspatrosepticum.

- P. carotovorum subsp. carotovorum appelée aussiErwinia carotovorasubsp.
carotovorg est distribuée dans une aire géographique éteradissi bien dans les
zones tempérées que tropicales et sur une trés ¢gigpme d’hétes (Pérombelon et
Kelman, 1987).

- P. carotovorum subsp. atrosepticum appelé aussi Erwinia carotovorasubsp.

atrosepticum.

Sur la pomme de terre, la bactérie carotovorum subsp. carotovoruns’exprime
préférentiellement a des températures plus élegée®. carotovorumsubspatrosepticum
allant de 20 a 30 °C (Smith et Bartz, 1990). Le syime de la jambe noire, connu comme
étant caractéristique dB. carotovorumsubspatrosepticumen conditions fraiches, peut
également étre provoqué pEr carotovorumsubsp.carotovorumlorsque les températures
sont élevées (30-35°C). Identifié aux Etats-Unisisdées années 1970, (Stanghellini et
Meneley, 1975)P. c.subsp.carotovoruma été identifiée plus réecemment a partir de tels

symptémes en Europe (Héliasagt 2006).

2- Pathogeénicité dErwinia chrysanthemi

2-1- Structure de la paroi végétale

La paroi végétale a une structure hétérggehe est composée de polysaccharides,
protéines, composés aromatiques et aliphatiques,cguoférent une rigidité aux tissus
végetaux. Il existe trois classes de polysaccharidie cellulose, I'hémicellulose et la pectine.
La pectine contient les homogalacturonanes, rhaalaomironanes | et I, qui sont
majoritaires et les apigalacturonanes et xylogatacanes (Caffal et Mohnen, 2009).
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représenter 60% des pectines de la paroi végédtdlemogalacturonane est généralement
estérifié et lié de maniere covalente aux rhamramgatonanes | et Il, qui s’'intercalent entre
les chaines d’homogalacturonakég(re 5) (Willats etal., 2001). Aucune interaction n’a été

détectée entre les rhamnogalacturonanes | et |l.

La cellulose est un polymere [8€1,4)-D-glucose formant des chaines parallelds. ¢4
lie avec une forte affinité avec I'hémicellulose.

L’hémicellulose est un hétéropolysaccharictanposé majoritairement de xylose mais
aussi de glucose, galactose, mannose, arabinosepndse, acides galacturonique et
mannuronique. Le modele actuel de la structureadmatoi végétale est un réseau de pectine
et un réseau de cellulose, maintenus ensembleepandmicelluloses (Caffal et Mohnen,
2009). L’homogalacturonane fixe des ions calciufeehamnogalacturonane fixe de l'acide

borique, qui contribuent au maintien de la strugtur

Pectine —

| 4

| | Lamelle moyenne
N

M
Hemicellulose

Paroi cellulaire

f Membraone plasmique
v

Cellulose

Figure 5: Représentation schématique des réseaux de patie]lulose et d’hémicellulose de la paroi

végétale (Willats eal., 2001).

2-2- Aspects généraux de la pathogénie
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elle peut infecter de multiples plantes, mono arotyiédones comme la pomme de terre,
I'endive, la pasteque, le concombre, le riz, lesyai le chrysanthéme. C’est une bactérie
pectinolytique provoquant la macération des tisgégetaux par dégradation de la pectine
(Rapport OEPP, 2010). Les bactéries se logent enblessures ou les lenticelles de la
plante hote ou elles peuvent rester en latences fpleuvent également survivre dans le sol
pour infecter la culture de la compagne suivante.

Une fois la bactérie est installée danslémte hdte, elle met en jeu une panoplie de
moyens et de mécanismes appelés déterminants @oippathogéne : pectinases, cellulases
et protéases et des facteurs secondaires, quiquenbla rupture de la structure de la paroi
cellulaire et libérent les éléments nutritifs né&adies pour la croissance bactérieririgyre
6).

La virulence d’E. chrysanthemi est multifactorielle
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(Lautier., 2007)

2-3- Mécanisme de la pathogénie
Premiérement, la bactérie synthétise degneez pectinolytiques (EP), principalement

des pectates lyases et des polygalacturonases (Mot al., 1993), qui vont dépolymériser
la pectine des parois cellulaires des tissus deolame de terre. Les oligogalacturonates
(OGS) résultant de cette dépolymérisation sontralésgpar la bactérie et dégradés en 5-keto-
4-deoxyuronate (DKI), 2,5-diketo-3-deoxy-gluconédKIl) ainsi qu’en acide galacturonique
(AG) par I'action des oligogalacturonides lyasegj(re 7). Les DKI, DKII ainsi que d’autres
composeés résultant de la dégradation des pardidaieds vont entrainer une réaction en
chaine aboutissant & une augmentation de la piodudtEP et ainsi, accroitre la virulence de
la bactérie (Yang et al., 1992). Les OGS résultienta dégradation de la pectine par les EP
vont induire des mécanismes de résistance chetafdepcontre ces attaques tels que la

production d’inhibiteurs de protéases (IP) et aupieytoalexines (Weber et al., 1996).

Grains d’amidon

Bactérie Cellule de pomme de terre
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Figure 7 : Représentation schématique des mécanismes mis\ea s de I'attaque des tissus de la pomme

de terre par Dickeya spp.
2-4- Les enzymes dégradatives

2-4-1- Les Pectinases (enzymes pectinolytiques)

La dé-estérification et la dépolymérisatintégrale de la pectine sont amorcées par des
enzymes extracellulaires. Les produits de dégranlatii- ou digalacturonates sont acheminés
vers le cytoplasme ou ils sont entierement dégradgsyruvate et 3-phosphoglycéraldéhyde
qui rentreront dans le cycle de I'acide citriquéerisemble de ces processus requiert deux
grands groupes d’enzymes les pectines estérase®t les dépolymérases(Mathilde
Lallemand, 2010).

+ Les pectines estérasgsermettent la dé-estérification de la pectine yrdlysant les
groupements meéthyles ce qui donne des polygalaztes (PGA) et du méthanol ou
des groupements acétyles (acide acétique). Onngligti donc lespectines
méthylestéraseset les pectines acétylestérasedl a été montré que la croissance
d’Erwinia chrysanthemiest fortement ralentie lorsque une pectine treserfioent
estérifiee est la seule source de carbone (Sheethak, 1996). La dé-estérification

semble donc étre une condition préalable a la détjom complete de la pectine.

+ Les dépolymérasesegroupent deux types d’enzymes :

> Les pectates lyases clivent pap-élimination les liaisons glycosidiques des
polymeres pectiques, généralement des polygalacites et génerent des
oligogalacturonates planaires avec une double oliaientre C-4 et C-5 a
I'extrémité non réductrice.

> Les pectines lyasesclivent par B-élimination des polyméres hautement ou
moyennement méthylés.

> Les polygalacturonases clivent les liaisons glycosidiques des polygaleenates

par hydrolyse et générent également des oligogatattes (Tardgt al, 1997).
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2-4-2—tesCellutases{enzymesecellviotytigges)—m————————————————————

L’hydrolyse enzymatique de la cellulose pibgbrincipalement du glucose. Elle dépend
fortement des caractéristiques structurales dellalase (Sandhya etl., 1984) ainsi que de
la composition et la nature du substrat.

La cellulase est un complexe enzymatiquedyito par un grand nombre de
microorganismes, surtout les bactéries et les clgpraps (Bahkali, 1966). Elle comporte 3
types d’enzymes, elle appartient au groupe desolagks O-glycoside hydrolysant la liaison
entre deux carbohydrates ou plus (Henrissat 1¢#hrissat et Bairoch 1996).

Les 3 types sont :

+ L'endo{} 1,4-glucanase.

+ L’exocellulase (cellobiohydrolase).

+ La cellobiase[{ -glucisidase).

2-4-3- Les Protéases

Les Protéases fournissent les acides amigsssaires pour la biosynthese des protéines
microbiennes ou pour la dégradation des protéird$dte liees a la résistance (Heilbronn et
Lyon., 1990), elles peuvent a linstar des pecesast cellulases jouer un rble dans la

pathogenese de cette bactélenlinia chrysanthemi(Marits etal., 1999).

2-5- Genegelresponsables de la macération des tubercules denpme de terre

La souché&. chrysanthem8937 produit cing isoenzymes de pectate lyasend#igurs
car ayant une forte activii@ vitro, elles sont codées par les gepebA, pelB, pelC, pel@t
pelE. Ces genes sont organisés en deux cluspai®,DE et pelBC Chaque gengel est
transcrit sous le contr6le de son propre promotees. protéines PelA, PelD et PelE sont
homologues, de méme que PelB et PelC, ce qui saigpee des duplications de genes
récentes sont a l'origine de ces isoenzymes (HugauCotte-Pattatt al. 1996). Ces pectate
lyases appartiennent a la famille 1 des polysaabsmiyases (PSL). Aucun gepel n’est
indispensable a la virulence (Beaulieual., 1993). De plus, la délétion des cing gepeb
majeurs n’élimine pas totalement la capacité deénadion (Beaulielet al.1993) suggérant

qu’E. chrysanthemproduit d’autres pectate lyases capables de déglesiéissus végétaux,
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identifiés, ils codent pour des protéines de difées familles : PSL9, PSL3 et PSL1
respectivement (Lojkowskeat al., 1995 ; Pissaviet al.,1997).

2-6- Autres facteurs de pathogénicité

En plus des pectinases, cellulases et mesdarwinia chrysanthemidispose aussi
d’autres facteurs de pathogénicité dits secondaires

2--6-1- Les Exopolysaccharides et les Lipopolysacfides

Les deux glycoconjugués majeurs de la sarfaxtérienne sont les lipopolysaccharides
(LPS) et les exopolysaccharides (EPS). Le LPS esstitué d'un lipide, d’'un noyau
oligosaccharidique et de chaines hétérogenes paolyaadiques de haut poids moléculaire
('antigene O). Les mutants affectés dans le nogauLPS sont complétement avirulents
(Schoonejans dl., 1987). Les LPS pourraient étre impliqués danfixition des bactéries

aux parois végeéetales et dans l'induction des réastile défense de la plante.

2-6-2- Le systéeme d’assimilation du fer

Le fer est un élément essentiel pour lesaoiganismes, la concurrence pour le fer entre
le microbe et I'h6te est un mécanisme qui peutrdéter le résultat de I'invasion de I'hote
par la bactérien (Enard ak, 1988). Les végétaux stockent le fer a I'intérides cellules en
I'associant avec des molécules de phytoferritirmuanmlées dans les chloroplastEswinia
chrysanthemest capable d’entrer en concurrence avec les glaater le fer en secrétant des
sidérophores et/ou en utilisant des molécules tdéia du fer.

Les sidérophores sont des molécules deefgibids moléculaire ayant une tres forte
affinité pour le fer ferrique (B&. En condition de carence en fé&, chrysanthemi 3937
produit deux sidérophores la chrysobactine de tgiéchol et 'achromobactine de pouvoir
chélateur plus faible que la chrysobactine (MascleiuExpert, 1995). Le mutailich 3937
incapable de produire la chrysobactine est incapdélprovoquer la réponse systémique lors

de linfection de Saintpaulia mais il provoque umeacération localisée au site d’infection
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I'assimilation du fer par I'intermédiaire de la ghobactine est indispensable.

2-6-3- Le genansrA (méthionine sulfoxyde réductase) et sodA ( supermbe dismutase)

Des travaux de recherche ont mis en évidémagéle du MsrA (méthionine sulfoxyde
réductase, une enzyme de réparation des dommageseau des protéines bactériennes, et
du SodA (manganese-superoxide dismutase dansulandge dE. chrysanthemiEl Hassouni
etal., 1999 ; Santos at., 2001),

Pour se défendre contre les bactéries phytopatiesgdes plantes recourent a une
stratégie qui consiste a produire dans les celinfestées des espéces réactives de 'oxygene
(AOS) (anion superoxyde (Q, peroxyde d’hydrogéne ¢8.,) ou radical hydroxyle (O
Cette production des AOS constitue un stress o¥yaglatpeut endommager les protéines, les
acides nucléiques et des membranes cellulaires thadtérie. Les bactéries a leur tour ont
développé un arsenal enzymatique inductible dexdiation et de réparation pour remédier
aux dommages causeés par les agents oxydants lipgrda cellule héte. L'enzyme MsrA,
impliquée dans la réparation des protéines oxydéesssentielle au pouvoir pathogerte.
chrysanthemilLes mutantsmsrA deviennent avirulents par rapport a la souche spva
réparation des dommages oxydatifs permet aux peittesg virulents de survivre dans

I'environnement de I'h6te (EI Hassouniagt 1999).

2-6-4- L'indigoidine

E. chrysanthen{Dickeya dadantjiest la seule espéce du geRravinia qui est capable
de produire un pigment bleu insoluble dans I'eqebp:Indigoidine (Figure 8) (Starr etal.,
1966 ). En conséguence, la production de ce pigaeamg un milieu appelé NGM (annexe 1)
peut étre utilisée comme un trait chimiotaxonomiqueur lidentification rapide €.
chrysanthem(Starr efal, 1966., Reverchon etl., 2002). Il a été montré que l'indigoidine est
impliqué dans la pathogénicité Eiwinia chrysanthemigen effet, chez les mutantadA
(incapable de produire l'indigoidine) I'agressiviégt Iégerement diminuée par rapport a la

souche sauvage
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Figure 8 : Milieu NGM montrant la production du pigment indigme.

Zones 1, 2 et 3 : 3 souches différerddswinia chrysanthemi.

Zones 4,5 et 6 : Autres espec&srdinia.
2-6-5- La mobilité

La mobilité est un critere majeur du gekmvinia, elle est aussi un facteur essentiel
pour le pouvoir pathogénekll’ chrysanthemiDes tests de pathogénicité menés par Hossain
M.M. et al., en 2005 ont montré que le mutaafliC) qui ne dispose pas de flagelles est
devenu d’'une facon significative moins pathogéne rppport au type sauvage. Le méme
résultat a été obtenu avec le mutatmétA), qui dispose de flagelles mais dont le mouvement

est arréte.
I11-La lutte contre Erwinia chrysanthemi

1- La lutte chimique

On ne connait pas de composés chimiquesiasgdent destinés a lutter contre la
pourriture molle de la pomme de terre. Toutefasmaladie se développant facilement sur
des tubercules pré-infectés par les champignaut#ijdation de fongicides aide indirectement
a controler cette maladie (De Boer, 1994). Expéntadement, le traitement de tubercules
avec le formaldéhyde et I'hypochlorite de sodiuipeamis de réduire la quantité d’'inoculum
bactérien sur ces derniers (De Boer, 1994). L’appbn post-récolte d’acétaldéhyde et de

benzoate de sodium mélangés a la tourbe, pour ented tubercules pendant le transport a
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séverité de la pourriture molle (Wyatt et Lund, 198

La lutte chimique peut donner de bons réasultmais le probléme de résistance que
peuvent développer ces bactéries demeure toujousuci pour les agriculteurs (Vidaver,
2002).

2- La lutte biologique

Les mécanismes par lesquels les agents detta biologique bactérien (contréle
microbiologique) peuvent prodiguer leur effet podéeir sont multiples et peuvent varier pour
un microorganisme donné en fonction du pathosyst@meple héte végétal/pathogéne) sur
lequel il est appliqué. Cependant, d'un point de giebale, leur effet bénéfique qui conduit &
un antagonisme se fonde sur certains phénoménesoqui I'antibiose, la compétition et la
prédation ou parasitisme (Companakt 2005).

Le pré-requis a toute efficacité biologigd@ine souche donnée est son potentiel a
coloniser efficacement le systéme racinaire et dache environnante du sol appelée
rhizosphere. Cela signifie s’imposer par rapporx autres populations microbiennes et
persister en utilisant les faibles ressources tmirielles disponibles dans le
microenvironnement. Plusieurs propriétés intringsqaontribuent au pouvoir colonisateur
telles que la mobilité, la faible exigence nutritielle, et la vitesse de croissance (Van Den
Broeket al, 2003).

2-1- Controle par des pratiques sanitaires et cultrales

Actuellement on a recours a un controlei@lage la pourriture molle par un ensemble de
pratiques sanitaires et culturales comme l'utiidatie semences saines, la bonne disposition
des résidus végétaux dans les champs et les etstraypi@s la récolte et la manutention, la
réduction de lincidence des blessures attribuatdes opérations de récolte et de
manutention, ainsi que la désinfection des enteegbtes équipements de travail. (Yaganza,
2005)
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Plusieurs chercheurs ont utilisé avec sicdes bactéries, des levures et des
Streptomyces pour controler les maladies bacteeemes plantes (Alivizatos et Pantazis
1992; Ozaktan et al.,, 1999 ). L'une des méthodésrratives pour lutter contr&.
chrysanthemest I'utilisation des agents de contrble biolog&j(biocontrdle). Une étude qui a
été menée pour la premiére fois en Turquie pontréter E. chrysanthemsur les tomates a
montré que l'effet inhibiteur des antagonistes rennd pas de corrélation entre les
expérience vivo etin vitro. Par exemple il y a un isolat qui n'est pas efgcaur boites de
Pétri (6%), tout en réduisant de maniére signifieate développement des symptémes sur
des tranches de pommes de terre (100%), d’autnktdssont efficaces contre les bactéries
sur boites de Pétri alors qu'ils ne le sont pasiesritranches de pommes de terre et les plants
en serre. La corrélation négative entre les résuibavitro et in vivo a été rapportée par
plusieurs chercheurs (Taniat, 1990 ; Bora et Ozaktan, 1998).

Tani et al. (1990) notent que I'antagonismeitro ne doit pas étre utilisé comme le seul
critere de sélection des agents de lutte biologpientiels. Il est accepté que les essais sous
serre ou au champ est la méthode la plus fiable fester les micro-organismes efficaces,

méme si elles ne donnent pas toujours des résatiatslés (Aysan etl., 2003).

2-3- Utilisation des bactériophages dans la lutteiologique

L'utilisation des bactériophages comme agel® biocontrble a beaucoup de
caractéristiques désirables qui incluent leur ewdivité vis-a-vis de I'environnement, leur
spécificité pour un héte donné et le fait qu’ilmsisolés a partir du méme environnement que
leur héte. (Flaherty etl., 2000).

Des bactériophages spécifiqueSr&inia carotovoraont été isolés a partir des plantes
malades et a partir de leurs rhizosphéres (Eagt.,€1995), des essais menées par Ravensdal
et ses collaborateurs ont montré que des bact@gmshspécifigues BErwinia carotovora
subsp carotovora réduisaient le UFC de cette bactérie responsabtee eautres de la
pourriture molle de le pomme de terre jusqu'a 98%réduisaient les symptomes de la

maladie sur des tubercules jusqu'a 50%, cettactidth est observée dans les milieux de
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derniers inhibent la réplication du matériel géméi virale (Romeo etl., 2001).
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|- Site de prélévement et Echantillonnage

[-1- Sites de prélevement

Des compagnes d’échantillonnages ont étéisééa dans trois régions différentes
connues par la culture de pomme de terre, la radpoBuigou (Fes-Boulemane), la Région de
Meknes et la région de Moulay Bouselham (Larache).

Les dates d’échantillonnage se présentent comre sui
Guigou : 23/11/ 2013
Mekneés : 18/12/2013 et 26/12/2013
Moulay Bouselham : 18/02/2014 et le 29/04/2014
Les cordonnés GPS des sites de préléventemnte eparcelles qui ont fait I'objet

d’échantillonnage sont indiquées dans I'annexdViet V.

I-2- Echantillonnage

Plusieurs échantillons sont réalisés. L'étHannage est un prélevement soit du Sol,
Tige, feuilles ou de tubercules.

Dans le cas ou on a des plantes présenensymptomes de la pourriture molle au
niveau de feuilles, tige ou tubercules, des échamsi de chaque partie de la plante sont
prélevés.

I1- isolement et identification desisolats

[I-1- Isolement des bactéries sur le milieu CVP

Pour chaque échantillon, un morceau de digeubercule ou un échantillon de sol est
broyé dans 10 ml de PBS. Apreés agitation pendami8Qet centrifugation en cas de besoin),
100 pl de chaque échantillon sont étalés stérilerdans une boite de pétri contenant le
milieu CVP (annexe 1), Aprés incubation pendantad82 heurs, les colonies présentant des
dépressions indiquant la dégradation de la pestiné étalées, plusieurs fois, par épuisement

sur un milieu LB solide afin d’obtenir des colanjgures

lI-2- Isolement sur milieux (spécifigues)

Dans le but de forcer lisolement desvinia (sachant qu’elles sont pourvu d’activité
cellulase et pectinase et qu’elles sont Gyades isolements ont été réalisés sur un milieu qu
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pectinase mais dépourvu de glycérol) et les bast@pui y ont poussé ont été repiquées sur un
milieu qui contient le CMC comme seul source décae (le méme milieu de révélation de
I'activité pectinase ne contenant ni glycérol hiogse). A noter que nous avons ajouté le
crystal violet dans les milieux de culture afinndfiber la croissance des bactéries a Gram
Ainsi les bactéries isolées sont pectifiase cellulasé et Gram ce qui augmente la chance

d’isoler desErwinia pectinolytiques.

[1-3- Conservation des isolats dans le glycérol

Les isolats sont conservés dans du gly@8# et conservés a -20°C.

[I1-4- Révélation de I'activité pectinase

Afin de mettre en évidence l'activité peeSe, les isolats sont ensemmencés sur un
milieu a base de pectine (annexe 1), apres incoib@i28°C pendant (48 a 72h), la révélation
est faite par I'’écoulement d’'une solution d’acétigecuivre a 7,5% sur la boite, Apres 10 a 20
min les boites sont lavées plusieurs fois avecaul'dstillée (Tamburini et al., 2003). Les
pectinases secrétés par les bactéries testéesyaépisient le substrat. Le colorant se fixe
sélectivement sur les polymeéres de la pectinetfiVis& est caractérisée par la présence des
halos clairs autour des colonies ce qui signifie hydrolyse compléte du substrat.

On peut utiliser aussi la solution de I'ieelipour mettre en évidence cette activité

[I-5- Révélation de I'activité CMCase

L’activite CMCase est révélée sur milieu CMé&arboxy-méthyl-cellulose ; annexe I).
Apres 48 a 72h d’incubation a 28°C, l'activité CMgaest mise en évidence par écoulement
d’une solution de rouge de Congo a 1% sur les &oite dernier se fixe sélectivement sur les
polyméres de la cellulose. Apres 15 minutes, leebcont rincées avec une solution de NacCl
1M. L'apparition d’halos clairs autour des colontémoigne d’'une dégradation du carboxy-

méthyl-cellulose.

+ Estimation de 'activité enzymatigue
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reposant sur le diameétre de la colonie (DC) etickdu’halo (DH).

A (activité enzymatique) = (DH-D@PC

[1-6- Test de production de I'indigoidine

L’indigoidine est un pigment bleu insoluble dafeau, il est produit exclusivement par
I'especeErwinia chrysanthem{Starr etal., 1966 ) . C’est un critere qui peut étre utilsgir
I'identification rapide de cette espece. Pour cetaus avons ensemencé le milieu NGM
(annexe 1) avec les isolat&ensemencement en patches, comme pour le testadvité
cellulase ou pectinasapres 48 a 72h d’'incubation a 28°C, les coloniesigueloppent une
coloration bleu doivent correspondre sans douierdnia chrysanthemi.

Remarqgue : sachant que l'indigoidine est produit gawinia chrysanthemen réponse a un
stress oxydatif, des boites ont été étalées avdr {l0d'eau oxygéné 0,2 M avant

'’ensemencement des bactéries a tester.

[I-7- |dentification des Erwinia pectiolytiques par la technique de PCR

[I-7-1- Principe de la PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction ou réaal® polymérisation en chaine) est une
technique d’amplification d’ADNn vitro. Elle permet d’obtenir un tres grand nombre de

copies d’'une sequence d’ADN choisie. Un cycle d®RGmprend trois étapes :

» Etape 1: Une fois tous les éléments rassemblés (voir tadlgd ADN a amplifier est
chauffé jusqu’a 90°C pendant 30 secondes a unetenpawr séparer ses deux brins.

» Etape 2 :Le tube est refroidi a environ 50°C (températureuwtée en fonction de la
séquence des amorces). Cette température va perttgtbridation des deux brins
d’ADN avec les deux amorces.

» Etape 3 :synthese des brins complémentaires par la Taq @oase (a 72°C).

Le couple d’amorces universelles utilisé pikamplification d’un fragment de 1500 bp
de I'ADNr 16S de tous les Eubactéries est fD1&t6R
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% Rs16 (5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3).

Tableau | : réactifs utilisés pour la PCR et leurs conceiurns.

Réactifs Concentration finale
Tampon GoTaq 1X
MgCl, 1,5mM
Taq polymerase (Promega) 0,01 U/ ul
DNTPs 0,2 mM
chaque amorce 0,5 uM
ADN matrice 2 pl

II-7-2- Electrophorése sur gel d’agarose

L’électrophorése permet de s’assurer deidditg et de la spécificité de I'amplification.

[I-7-2-a- Préparation du gel

Le gel délectrophorése est préparé en aputg d’agarose a 100 ml de tampon TAE
(annexe 1), ce dernier est obtenu par diluticsme’ solution mére concentrée 50 fois.

Ce gel est obtenu alors en faisant boddlisolution TAE-agarose jusqu’a dissolution
compléte puis en la laissant refroidir (50°C). Etes@ ul de BET sont ajoutés au gel, le BET
permet la visualisation de I'’ADN sous lumiére UV gimtercalant entre les brins d’ADN
néoformes.

Par la suite le gel est coulé dans un mméau d’'un peigne a 14 cupules (nombre qui
peut varier selon le moule), aprés solidificatioa fiel est placé dans une cuve

d’électrophorese et immergé dans une solution dé TA

[1-7-2-b- Dépobt des produits d’amplification

Afin de suivre la migration des produits mjalification dans le gel d’agarose, 5 pl de
chaque produit est mélangée a 5 ul d’'une solutoohdrge avant de la déposer dans les puits
du gel.
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» Un marqueur de mobilité (bleu de bromophénol qunat de suivre la migration).

» Un alourdisseur (glyceérol) qui entraine ’'ADN awntbdes puits.

[1-7-2-c- Migration

La migration est realisée a l'aide d’un gatéur de courant électriqgue sous un voltage de

80V, elle est considérée terminée quand le blduramophénol dépasse les % du gel.

[1-7-2-d- Visualisation

Le gel est visualisé en utilisant un transillimeata rayons UV.

[I-8- Séquencage du produit de PCR

Le séquencage est réalisé sur les prodaiBCR ayant été purifiés. Il se fait selon la
technique automatisée de Sanger. Cette méthodéstepr@sfaire une amplification (PCR)
spécifiqgue qui differe de la PCR ordinaire parilisation des didésoxynucléotides (ddNTP)
généralement marqués par des fluorochromes. Cdéotides ne possedent pas dOH en
position 3’ du désoxyribose. L’incorporation de delésoxyribonucléotide par 'ADN
polymérase bloque I'allongement de la molécule d¥ABn cours de synthese. Le résultat
final est donc un grand nombre de fragments d’ARMec des longueurs différentes selon
gu'un désoxynucléotide (dNTP) ou un didésoxynucteos(ddNTP) a été, au hasard,
incorporé. Mais dans tous les cas, toutes les miggse terminent obligatoirement par un
ddNMP. Ces fragments nucléiques sont séparés eetr@phorese selon leur longueur, les
plus petits migrent plus vite. Le pouvoir discrivant du gel de polyacrylamide est si élevé
qu’il permet de différencier des brins d’ADN ne fdiant en longueur que par un seul
nucléotide. La séquence de '’ADN amplifié est als par un balayage automatique qui
permet de distinguer grace a des fluorochromegréifts les quatre bases A, T, C ou G.
L'utilisation de logiciels informatiques permet fiirnir un tracé électrophorétique avec des

couleurs différentes pour chaque base élémentaire.

[1-9- Analyse bioinformatigue des séquences
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programme BLAST pour rechercher les séquencesllssppoches déposées dans GenBank.

La détermination du genre stipule que les homotodies séquences des ARNr 16S doivent
étre supérieurs ou égales a 97%, une homologieidnfé ne permet pas l'identification
(Drancourt et al., 2000).

[1-10- Détection d’Erwinia chrysanthemipar des amorces spécifigues

Afin de détecter la présenc&dvina chrysanthenparmi nos isolats, nous avons utilisé

des amorces spécifiques a cette espece :

» Couple 1:
P143 (5-CACCCGTGGTTGTAAAACACGTTTCGG-3))
P145 (5-GCGGTTTCCTGCTCTGTGGTT-3’)

Ce couple d’'amorces permet I'amplificatiangénemsrAd’Erwinia chrysanthemilont
la taille est de 584 pb (El Hassounaét 1999 ).

» Couple 2:
PICB1 (5-TCTGCGGCCAGTGGAGCAAAG-3)
PICB2 (5-CGGCCGGTTTGGTGATGTTGT-3’)

Ce couple d’amorces permet I'amplificatiom gene Pectate lyase @éckeya dadanti
3937 dont la taille est de 650 pb.

La PCR se déroule de la méme facon qué)(isauf que le temps requis pour la phase
de I'élongation (étape 3) est réduit a 45 s a ealesla petite taille des deux fragments a
amplifier (485 et 650 pb).

[I-11- Test de pathogénicité sur pomme de terre
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de terre, le test de pathogénicité permet de iedtee l'intervalle de recherche de ces
bactéries. Pour effectuer ce test des pommes de det été lavés avec de I'eau de javel
commerciale pendant 2 min, puis découpées et mises des boites de pétri stériles
contenant du papier humide. Un volume de 15 pl @’gnlture bactérienne d’une nuit
(D.Osoar= 0,2) dans milieu de culture LB liquide est dépdans de petits puits formés a la
surface des tranches de pomme de terre. Le réssitgiositif lorsque le symptome de la
pourriture molle apparait sur les tranches aprés @32 h d’incubation a 28°C.

Figure 1 : Test de pathogénicité sur tranches de pomme d& terr
Les bactéries ayant causeé le développerasmyinptomes de la pourriture molle ont subi
le test moléculaire (PCR) comme cité avant (lI-7).

I11- Recherches de bactéries antagonistes contre Erwinia chrysanthemi

I11-1- Mise en évidence de la substance bioactiveads un milieu solide

I11-1-1- Méthode de la surcouche

Le pouvoir antagoniste des différents isolat été testé contre la soucBewinia
chrysanthemi3937 Pinl4collection de I'équipe de biotechnologie microbie, Source,

LCB, CNRS, Marseille). Les souches testées proephmnles champs de pomme de terre
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microorganismes, ainsi que du sol de la FacultéSdesnces Dhar El Mehraz.

La détection de I'antagonisme bactérierrémlisée selon la méthode décrite pagg et
al. (1976) avec modification. Elle consiste a recaules boites de Pétri contenant des
colonies des bactéries a tester par une surcoqetigu liquide a 0,5% de gélose maintenu
en surfusion) contenant une bactérie indicatritang notre cas 100 ul d’'une préculture
fraiche dErwinia chrysanthemj)apres solidification les boites sont incubées teimpérature
optimale de croissancektwinia chrysanthem(28°C). (Figure 2)

Remarque : ce test ainsi que les tests suivants soéalisés en duplicata.

1 Milieu de culture en surfusion (45°C)
Contenant 0,5% de géldse

100 pl d'une préculture
d’Erwinia chrysanthemi

Surcouche ensemencée
par la souche teste

Milieu de culture

Figure 2 : Technique de surcouche permettant la détectiobaetgries antagonistes.
* La quantité normale de 1,5% de gélose risque d’'ehgrd’acces de I'air aux colonies testés, poutecet

raison une concentration plus faible qui est déd &st utilisée.

' ce
d’Erwinia chrysanthemsouche3937 Pinl4sont potentiellement antagonistes.

I11-1-2- Méthode des stries

La méthode des stries est une autre méthedrettant de mettre en évidence l'activité
antimicrobienne d’'une bactérie donnée, cette méthmahsiste a étaler la bactérie a tester en
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milieu LB), puis I'incuber pendant une durée su#fite (de 24 a 48h) pour permettre la

production de la substance bioactive qui diffusdems la gélose. La soucherwinia
chrysanthemest ensemencée parallelement a coté et a distiencette bactérie, des boites
témoins contenant des stries He coli au lieu de la bactérie antagoniste sont préparées
parallelement (voir schéma 1 pour plus d’expligatio

Un autre test d’antagonisme par stries &#égetué differemment du premier, la bactérie
antagoniste eErwinia chrysanthembnt été ensemencés en méme temps, sans incubation
préalable de la bactérie antagoniste.

Ensemencement par strie de la bactérie

i L indicatrice Erwinia chrysanthen)i
Ensemencement par strie de la bactérie a tester

Incubation a
37°C pendant 24
a 48h 3 4

»
»

a représentantnhat
I'activité antago

antes de la bactértester, se so

I11-2- Production de la substance bioactive dangn milieu liquide

I11-2-1- Test de I'activité antimicrobienne avec & méthode des disques imbibés

I1l-2-1-a- avec le surnageant
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liquides sont ensemencés avec les bactéries ayamtérun pouvoir antagoniste sur milieu
solide (isolats L80 et L55, avec un tube coméBa colicomme témoin négatif), aprés une
nuit d'incubation & 37°C, les tubes sont centrifjgé surnageant est récupéré. L'activité
antibactérienne a été testé par la méthode desedismbibés avec 15 pl du surnageant sur
des boite ou ont été étalés 100 ul d’'une préculiiEewinia chrysanthem(D.Osoa.»= 0,18)

ce qui correspond & i®actéries/ml. L'inhibition de la croissance estfiée aprés incubation

a 30°C pendant 24 a 48 h.

Figure 4 : Test de I'activité antimicrobienne avec la méthdde disques imbibés

I11-2-1-b avec le concentré du surnageant

Le méme protocole que (IlI-2-1-a)a été sdaviseule différence c’est que le surnageant a
été concentré a l'aide du "rotavapor" pour obtamie grande quantité de la substance
bioactive dans un petit volume. (Surnageant 20 pceatré).
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I11-2-2-a- Préparation des boites

La technigue des puits consiste a réparit Bu milieu LB agar dans des boites de pétri,
apreés solidification 10 ml du méme milieu est ag@uaux boites, les puits sont formés dans la
premiére couche de la gélose apres solidificatpmui empécher le surnageant de couler en
dessous de la gélose) a I'aide d'une pipette pastérile.

Figure 5 : Boites utilisées dans la méthode des puits dagéltse
Aprés avoir étalé 100 ul d'une préculturaidne (D.Qoon= 0,18) dErwinia
chrysanthemi60 pl du surnageant concentré a été déposélestént dans ces puits.

L'activité antimicrobienne se manifeste papparition d’'un halo d'inhibition de
croissance autour des puits.

I11-3- Extraction de la substance bioactive

L’extraction de la substance bioactive éatisée dans différents solvants. Ainsi 20 ml du
milieu LB liquide sont ensemencés avec une coldaita bactérie ayant manifesté un pouvoir
antagoniste, apres incubation pendant une nuituliare est centrifugée pour récupérer le

surnageant. 20 ml d'acétate d'éthyle (A.E.) estamgée avec le surnageant dans une
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solvanique et agueuse sont séparées. La fractioansgue est récupérée et évaporée dans un
"rotavapor" a 50°C jusqu'a obtenir un petit volufmml environ, 20 X concentre).

Afin de tester si I'extrait solvanique cantt cette substance bioactive, 100 pl d’'une
préculture dErwinia chrysanthemsont étalés sur le milieu LB, les disques stéiieisibés
avec 15 pl de I'extrait sont déposeés. Les disggr@®ins contenant 'A.E sont utilisés comme

témoin négatif.

l1l-4- Test d’antagonisme sur tranche de pomme désrre

Les tubercules de pomme de terre ont é€ekavec de |'eau de javel, découpées et
posées dans de grandes boites de pétri contenguapiler imbibé avec de I'eau pour assurer
une humidité convenable. Le test d'antagonisme &f#é¢ctué de deux fagons :

1- en pulvérisant une préculture fraiche de ladaeta tester sur ces tranches, ensuite 20 pl
d’'une préculture Erwinia chrysanthema été déposé dans de petits puits formés a lacgurf
de la pomme de terre, des témoins ou la bactétayaniste n’est pas pulvérisée ont été testé
aussi.

2- en mélangeant 15ul d’'une précultureErlinia chrysanthemavec 15ul d’'une préculture
de l'isolat a tester dans le méme puit.

Aprés 3 jours d’incubation a 28°C, le diametrecdaque macération a été mesuré, le résultat
est positif si les symptdmes de la pourriture mediat réduits par rapport au témoin.
Remarque : la pathogénicité de la bactérie antagoniste desté comme indiquée dans (I-

10) pour voir si elle provoque une macération ¢essis ou non.
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Resultats et
discussion
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|- | solement et identification des Erwinia pectinolytiques

I-1- Isolement des bactéries sur milieu CVP

Le but de cette manipulation est d’isolermleximum de bactéries pectinolytiques a
Granmi dans le milieuCVP (annexe 1), I'apparition des dépressions dansileuntémoigne
d’'une dégradation de la pectine, et I'ajout du @ysiolet, qui est un inhibiteur des bactéries
a Grani, au milieu de culture implique que les bactérigma poussé sont a Gram

Ainsi 97 isolats ont été isolés et purifiés

Figure 1 : Apparition des dépressions dans la gélose CVP aggradation de la pectine.

I-1-1- Purification des isolats sur un milieu LB

Les bactéries ayant poussé au niveau deesspns sur milieu CVP ont été repiquées
dans un milieu LB avec étalement par épuisemerm,culture est considérée pure apres trois

ou quatre repiquages de colonies isolées.
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Figure 2 :Colonies purifiées a partir du milieu CVP sur euliLB.

Le code des différents isolats ainsi quettdgantillons dont ils proviennent sont indiqués
dans le tableau 1 :
Tableau 1 :Echantillons et codes deslats purifiés a partir du milieu CVP.

source Echantillons Code des isolats
TBS8 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13
TAG1 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21
TAG2 22,23 ,24
Tubercule TG2 42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49
TG3 50, 51, 52, 53
TG5 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70,71,72,73,74,75,76, 77,78, 79
TG8 92, 93, 94, 95, 96, 97
Tige gA6 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41
gBD1 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91
Sol SBD2 54, 55, 56, 57, 58, 59
SBD3 80, 81, 82, 83

I-1-2- Mise en évidence de I'activité pectinase

Le test de dégradation de la pectine a réaqifaucun isolat n’est pectinds@ar contre
le témoin positif qui est la souche 3937 PinlErdinia chrysanthema donné un halo de
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7z

purifiéss a partir des dépressions formées sur milgVP, ces dépressions qui sont
normalement dues a la dégradation de la pectine.

Fi

I-1-3- Mise en évid

L’activité CMC glucose) et (CMC+

Glyceérol), les résul

CMC.
milieu Isolats Isolats Pas de croissance
cellulasé cellulase
CMC + Glycérol 2 82 12
CMC + Glucose 2 91 4

Les deux isolats (26 et 88) sont capablesi@gader le CMC dans les deux milieux
(CMC + Glucose et CMC + glycérol), mais d’apregatgleau (2) le nombre d’isolat qui n'ont
pas poussé sur le milieu CMC + glycérol (12 isglatt supérieur a celui des isolats qui n’ont
pas poussé sur le milieu CMC + glucose (4 isolats)jui suggére que les bactéries favorise
le glucose comme source de carbone par rappotyeérgl.

Parmi 97 isolats testés, 2 se sont révé@shies de dégrader le CMC (tableau 2), le
pourcentage de bactéries cellulolytiques est aers

* 2,30% sur milieu CMC + glycérol.
* 2,15% sur milieu CMC + glucose.
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Figure Reévélation de I'activité CMCase par le rouge congo

- Estimation de l'activité cellulase et pectinase

L'estimation des activités pectinase et CBi;aa donné les résultats indiqués dans les
deux tableaux suivants :

Tableau 3 :Estimation de I'activité cellulase.

code isolat Diametre de la, Diametre de Activité
colonie (DC) | I'halo (DH) cm CMCase
cm
26 gA6 0,4 1,2 2
88 gBD1 0,3 1 2,33
E.ch 3937 - 0,3 1,8 5
Pin14

Ce tableau montre que la souche 3937 PinE#wihia chrysanthemia une activité

CMCase plus élevée que celle des deux autresssola

Tableau 4 :Estimation de I'activité pectinase pdeich3937Pin14

code Diametre de la| Diameétre de Activité
colonie (DC) | I'halo (DH) cm pectinase
cm
E.ch 3937 0,4 2 4
Pin14
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forte activité pectinase.

En conclusion, les 97 isolats isolés deéffian de Meknes et Guigou ne possedent pas a
la fois les activités pectinase et cellulase etqmrséquent n'appartiendraient pas au genre
Erwinia. C'est la raison pour laquelle, lisolement, daeant, est réalisé sur milieu

minimum avec CMC ou pectine comme source de carbone

[-2- Isolement sur milieu (mMinimum)

Afin de forcer I'isolement ddsrwinia pectinolytiques, Les échantillons provenant de la
région de Moulay Bouselham ont été étalés suemitinimum contenant la pectine comme
seul source de carbone, les bactéries qui y onsggoant été repiquées sur un milieu qui

contient la CMC comme seul source de carbone.

Ainsi 800 isolats sont obtenus sur milieiage de pectine. Seulement 173 ont montré la
capacité d'utiliser le CMC comme source de carbaési le pourcentagePj des bactéries
ayant a la fois l'activité cellulase et pectinasede 21,3% (voir annexe ).

P =(173/800) * 100 21,3%
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Figure 5 : Bactéries isolées sur milieu contenant la peatorame seule source de carbone.

« Dans le cadre du projet PRAD, les 173 ont étéwdw a Paris afin que la détection et I'identifimat
d’Erwinia chrysanthemet carotovorapar approche moléculaire soit réalisé par KHAY.Id8ctorant a la faculté
des sciences de Mekneés sous la direction de Pririvdiow

|1- Test de production d'indigoidine

La production de l'indigoidine est mise evidénce par I'apparition d’'une coloration
marron a noiratre avec parfois, selon les souctes, nuance bleuatre sur milieu NGM
composé de gélose nutritive, glycérol et manga(éseg-An Lee, Cheng-Pin Yu, 2006).

Parmi la totalité des isolas qui ont étéét€97+173), aucun n’a développé la coloration
marron-noiratre attendu. Mais il y a des isolats @t développé une coloration jaunatre,
d’autres une coloration jaunatre-marron (tableal®meErwinia chrysanthemi 3937 Pin 14
n'a pas développé la coloration marron a noirates. auteurs de l'article cité ci-dessus, suite
a une conversation par mail, ont expliqué que amiteration marron-noiratre dépend de la

nature de la gélose nutritive utilisée.
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attendu et ce test malheureusement n’a pas pundiser entreErwinia chrysanthemi3937

Pin 14 et les autreErwinia pectinolytiques.
Tableau 5: Test de production de I'indigoidine.

Coloration sur milieu NGM Nombre d’isolats

Jaunatre-marron 26
jaunatre 52
aucune 19

La production de l'indigoidine est trés inm@amte pourErwinia chrysanthemic’est un
pigment qui joue un rble dans sa pathogénicitéiajpe dans sa défense contre les
intermédiaires actif de I'oxygéne produite par lanpe héte, c’est le chercheur Yung-An et
ses collaborateurs qui ont mis au point le milig@NN pour faciliter la détection &rwinia

chrysanthempar rapport aux autferwinia.

Le géne de lindgoidine peut étre induit par glycérol (Reverchon et al., 2002).
L’addition du manganése dans le milieu favoriseptaduction de ce pigment avec un
mécanisme qui n'est pas encore bien éclairci, dgmtheses ont été alors émises pour
expliquer ce mécanisme, I'une de ces hypothesageseigiue I'indigoidine est produit par la
condensation de deux molécules de glutamine (Rbwaret al., 2002), et que le manganéese
est un cofacteur de la glutamine synthétase (Ruial.e1989), ainsi cet ion augmente la
production de la glutamine et par conséquent addlel'indigoidine. D’autres chercheurs
supposent que si le manganese provoque un strgsitiwe chezErwinia chrysanthemi
comme c’est le cas chez les cellules animales (@hdrLiao, 2002), ce stress pourrait étre a
I'origine de 'augmentation de cette production.
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pr

est, soit molle ( plus ou moins semblable a cetle/gguée par le témoin positiErwinia
chrysanthemsouche 3937 Pin 14), soit seche (figure 7). Ceusrpermet de determiner le
pourcentage de bacteries pathogenes qui est de 35%.

Tableau 6 : Test de pathogenicité sur tranches de pommede terr

Isolats pathogenes Isolats pathogenes Isolats non pathogenes
(pourriture molle) (pourriture dure)
4 10 26

Figure 7 : Test de pathogénicité sur tranche de pomme de terr
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Dans I'objectif de détecter et d’identifierwinia chrysanthemet Erwinia carotovora

trois genes sont ciblés pour étre amplifié :
- Gene pectate lyase avec les amorces PICB1 et PICB2.
- GenemsrApour détecter spécifiquemesitwinia chrysanthemi
- Gene de 'ARNr 16S pour l'identification.
|V-1- Détection par PCR dela pectate lyase

Cette PCR est réalisé en France par le godt&limane Khayi de la faculté des sciences
de Meknés, avec des amorces spécifiques du gepectie lyase en utilisant les amorces Y1
et Y2 et ADE1 et ADE2 pour détectdtrwinia carotovora et Erwinia chrysanthemi
respectivement :

Les résultats, aprés avoir testé seuleménis@ats de la région Meknés, ont montré
'absence des bactérigsrwinia chrysanthemi(Dicheya dadant)i et Erwinia carotovora
(Pectobacterium carotovorumLes isolats isolés de la région moulay bouselliagt 2 sont
envoyes a Paris et le test d’identification est@umrs de réalisation.

|V-2- PCR del’ADNr 16S

Un certain nombre d’isolats (CMCast pectinasg est pris au hasard pour amplifier et
séquencer ’ADNr 16S dans l'objectif de les idastif
La figure 8 montre le profil électrophocgte des produits d’amplification de I'ADN 16S

de quelques isolats.
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1500 Pb

Figure 8 : Profil électrophorétique des produits d’amplificatpar PCR avec le couple d’amorces FD1 et
RS16 pour quelques isolats de Moulay Bouselhant gedud’agarose (1%).

1 :IsolatC170 5, 6, 7, 8 et 9solats de I'équipe de B.M

2 :Isolat C171

3 :lsolat C172

4 :Isolat C174

La séquence est obtenue pour 4 isolats, C8BJ1, C372 et C374 (voir annexe).

L’alignement de ces séquences avec celles de lgubaties séquences NCBI est réalisé par

Blast et les résultats sont présentés dans leaiall@avant :

Tableau 7 :Résultat de I'alignement des sequences de 'ADNF 4¢éec celles de NCBI.

Isolat Pourcentage Genre proche ou espéce
d’homologie
C170 99% - Salmonella
bongori

- Salmonella sp.
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Cc174 99% Enterebacter
aerogenes
- Enterobacter sp.
Cc172 99%
- Enterobacter sp.
- Escherichia sp.
C174 99%

- Acinetobacter
rudis
- Acinetobacter

Comme le montre le tableau ci-dessus, iesldts n’appartiennent pas au geBrevinia

1V-3- PCR du géne msrA

Au laboratoire, il a été démontré que la RILRyénemsrAavec les amorces P143/P145
permet de détecter spécifiquemé&mvinia chrysanthem(Terta etal., 2010). La PCR a été
testé sur la souche de référeri&mvinia chrysanthemi 3937 (chromosome du pin3g)
fragment attendu de 564 pb a été amplifié (figyreCtte PCR est en cours de réalisation
pour détecteErwinia chrysanthemparmi les isolats CMCaset pectinase
Aussi I'amplification du géne de la pectate lyasét@testé suErwinia chrysanthemet un
fragment attendu de 650 a été obtenu (figure 9tede@CR est également en cours de

réalisation pour détect@rwinia chrysanthemparmi les isolats CMCaset pectinaseisolés.

08214
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Figure 9 : Electrophorése en gel d’agarose (1%) des prodigtsgification par PCR
avec les couples des amorces (P143/P14By 1/pIBC2) (Fd1/R16) a partir d’ADN

génomique et de chromosomekiwinia chrysanthemi

let 2:PCR avec amorces Fd1/R16S a partir deNArch pin 14

3 : PCR avec amorces Fd1/R16S a partir d'une coBrah Pin 14

4 : PCR avec amorces pIBC1/pIBC2 & partir de I’ABi¢h pinl14

5: PCR avec amorces pIBC1/pIBC2 a partir de I’ABi¢h pin32

6 : PCR avec amorces pIBC1/pIBC2 a partir d’'unewie Erch Pin 14
7 . PCR avec amorces 143/145 a partir de ’TADNhErin32

I1- Recher che des bactéries antagonistes contre Erwinia chrysanthemi

Les isolats isolés de différents biotopest sestés dans I'objectif de sélectionner celui
ou ceux ayant un effet inhibiteur de la croissati&winia chrysanthem(tableau 9) :

Tableau 8 :Isolats testés pour la recherche d’antagonistee&nivinia chrysanthemi

origine Nombre d’isolats testés

Biotope salin 41

Sol de champs de meknés 97
(milieu CVP)

sol de champs de Meknes 15

sol de champs Moulay 21
Bouselham 1

sol de champs de Moulay 16
Bouselham 2

sol du jardin de la faculté des 9

sciences Dhar el Mehraz
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I1-1- Méthode de la surcouche

L'inhibition de la croissance de la soudBewinia chrysanthemiest manifestée par

I'apparition d’'un halo d’inhibition de croissanaatour de la colonie testé,

Figure 10 : Méthode de la surcouche utilisée pour la déted@mbactéries antagonistes.
Les isolats ayant manifesté un pouvoir amiége contréerwinia chrysanthemsont :
L55 et L80. Pour confirmer ce résultat le tesntBgonisme est réalisé par la méthode de

stries

I1-2- Méthode des stries

La figure 11 montre une inhibition de craisse dErwinia chrysanthemau voisinage
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produite par I'antagoniste dans la gélose, danphi@to 2 nous avons remplacé lisolat

antagoniste avec la souci&l d’E. coli qui n’a aucun effet sur la croissand&rwinia

chrysanthemconfirmant ainsi I'effet inhibiteur de l'isolat80.

Figure 11:Photo montrant I'inhibition de la croissanc&duvinia chrysanthempar I'antagoniste L80 avec la
méthode des stried], aucun effet avec les striessd’coli (B).

[11- Production dela substance bioactive dans un milieu liquide

l11-1- Méthode des disgues imbibés

Pour la méthode des disques imbibés, leitémégatif qui est le surnageant concentré de
la souche TG1 ¢. coli n'la montré aucune activité, confirmant ainsi guehibition de
croissance n’est pas due a la concentration depasdes du milieu de culture mais a une
molécule bioactive produite par lisolat L80 (Figul2 et 13). Pour cette raison cet isolat a
été choisi pour le test d’antagonisme sur les traacle pomme de terre.

L'isolat L55 a monté une inhibition moyende la croissance d&rwinia chrysanthemi
sur milieu solide avec la méthode de surcouches asqu’il a été cultivé en milieu liquide
son surnageant n'a pas montré une inhibition, clipsepeut étre expliquée de plusieurs
manieres :

1- peut étre que cet isolat est incapable de predaisubstance bioactive lorsqu’il pousse en
milieu liquide ou il n’est pas immobilisé comme stdée cas du milieu solide LB, parce que
'immobilisation des cellules peut étre un factedeterminant dans la production de plusieurs
substances.

2- peut étre que la production de la substancectv@aest induite par le contact entre la
bactérie productrice et une autre bactérie, ennalesge ce contact la production n’a pas lieu.

3- peut étre que la substance bioactive est pidains le milieu liquide mais elle est assez
diluée que méme la concentration du surnageant evémtavapor" ne permet pas de la

mettre en évidence.
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une molécule thermolabile. La concentration papévation a 60°C entraine I'inactivation de
la molécule.

Figure 12 : Inhibition de croissance de la bactéisvinia chrysanthempar le surnageant concentré de

l'isolat L80 (1 et 2) par la méthode des disq®est 4 surnageant d& coli)

I11-2- Méthode des puits dans la gélose

L’avantage de cette méthode par rapportla des disques imbibés c’est qu’elle permet
de déposer une grande quantité du surnageant 'gusgd pl), ce qui augmente la chance de
mettre en évidence une activité antimicrobienne pput passer inapercue avec d’autres
méthodes. La figure 13 montre des halos d’inhibitabtenus apres avoir déposé 70ul du
surnageant concentré de l'isolat L80 dans les foitaés dans la gélose.
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Figure 13 : Photo montrant une inhibition de croissanderdiinia chrysanthemautour des puits contenant

le surnageant concentré de l'isolat L80 : (1, 2A8)cun effet autour des puits contenant le suraageoncentré
deE. coli: (4, 5).

I11-3- Test de I'activité antimicrobienne avec I'extrait du surnageant dans I'acétate
d’éthyle

Le surnageant de l'isolat L80 a subit unérastion dans le solvant acétate d’éthyle
(figure 14). L'extrait solvanique n'a pas montréeffét inhibiteur de croissance Etwinia
chrysanthemi(figure 15), ce qui montre que la substance biwgactecherchée n’est pas

soluble dans I'acétate d’éthyle.
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Figure 15 :Inhibition de la croissance Eiwinia chrysanthemiAcétate d’éthyle pur (1,2). Extrait du
surnageant par I'acétate d’éthyle (3, 4, 5).
Nous remarquons dans la figure 15 que l&eétd’éthyle inhibe la croissanceEdwinia
chrysanthem(1, 2) lorsqu’il est appliqué seul, mais I'extrdit surnageant par ce solvant n'a
aucun effet (3, 4, 5).

V- Test d’antagonisme sur tranchesde pommedeterre
IV-1-Test de pathogénicité del’isolat antagoniste L 80

L'isolat L8O qui a montré un pouvoir antagge remarquable contré&rwinia
chrysanthemiest doué d'activité cellulase et pectinase, parséquent, le test de
pathogénicité a montré qu’il provoque une pouretsur tranches de pomme de terre (figure
16), cette pourriture est différente de celle mpllevoquée paErwinia chrysanthemimais
ce résultat indique que la lutte avec cette bartéimante n'est pas possible, il faut alors
penser a utiliser la substance bioactive respoasibl’inhibition.




Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

Figure 16 : pourriture provoquée par l'isolat L80 sur trancdegpomme de terre.

| V-2- Test d'antagonisme sur tranches de pommedeterre

Les résultats de ce test ont montré quel#isL80 est capable de diminuer les
symptémes de la pourriture molle causée par Ervahnigsanthemi seule de 7cm de diamétre
(figue 17, 1) a 3 cm de diamétre quand les bastémnt co-inoculés ensemble (figure 17 : 2
et 3). Mais l'isolat LBO comme le montre la figuté provoque une pourriture molle d’un
diametre de 2 cm de diamétre.

Des essais d’antagonisme semblables memé&ysan etal., en 2003 ont montré que
I'effet antibactérien d’'un antagoniste donné suitéba’'implique pas que cet isolat soit
efficace sur tranches an vivo. Ces expériences ont mis en évidence un isolah’gst pas
efficace sur des boites de Pétri (6%), alors qeduit les symptdomes sur des tranches de
pommes de terre (100%), d’autres isolats, par eprse sont révélés efficaces contre les
bactéries sur boites de Pétri alors qu'ils neé gas sur des tranches de pommes de terre et
in planta. Pour cette raison le choix d'un antagtendoit étre basé sur son effet sur boite, sur
tranches, et in vivo.

Une autre étude concernant I'antagonismetredarwinia chrysanthemiet Erwinia
carotovora qui a été réalisée par Krzyzanowska et ses cobddars en 2012, a mis en
évidence 12 bactéries antagonistes capables ddnhia croissance de ces deux
phytopathogénes in vitro. Les 12 isolats ont éeniifiés par PCR, 4 appartenant a I'espece
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subtiliset le dernierB. simplex.

L’antibiose n'est pas le seul mécanisme dpit étre pris en considération lors de la
recherche des antagonistes réduisant les symptéenkspourriture molle (Haas et Defago.,
2005), la sécrétion des pectinases et cellulasekepdactéries phytopathogénes est régulée
de plusieurs manieres (Barras et al., 1994; Hugaxv{Cotte-Pattat et al., 1996), ainsi les
génes responsables de la pathogenese ne sont éxpgne si la production de I'AHL
responsable du phénomeéne appelé «quorum senspay ses bactéries atteint un seuil
déterminé. (Fuqua et al., 1994). Krzyzanowska gicedlaborateurs ont mis en évidence cinq
especes du genreacillus capables de freiner la production des AHL par bastéries
phytopathogénes, le sequencage de 'ADNr 16S andojie ces especes sobt ccereus, B.

thuringensis, B. weihenstephanensis, B. anthrati&. mycoides.

Figure 17 :Test d’antagonisme sur tranches de pomme dertemgrant
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parErwinia chrysanthemen présence de l'isolat L80 (2 et 3).

V- ldentification del’'isolat antagoniste (L80) par PCR.

Apres amplification et séquencage du genampdour 'ARNr 16S de l'isolat L80, la
séquence obtenue d’'une taille de 1461 pb (figB)ealété comparé a celles disponibles dans

la base de données Genbank en utilisant le progealBirAST via NCBI.

Pour montrer le degré d’homologie nous avi@galisé un alignement entre la séquence de isofiE et
celles de la base de données (Figure 19). Legaésoint montré que l'isolat L80 appartient ap@seBacillus
subtilis. Confirmant ainsi que le genmacillus est celui qui contient le plus d'espéces douéepas/oir

antagoniste comme c’est cité dans la plupart éfésences bibliographiques.

CTGGECGEECGT GCCTAATACAT GCAAGT CGAGCCGACAGAT GCGAGCT TGCTCCCTGATG
TTAGCGECCGACGEET GAGT AACACGT GGGTAACCT GCCTGTAAGACT GGGATAACT CCG
GGAAACCGGEGEECTAATACCCGATGCT TGT TTGAACCGCATGGT TCAAACATAAAAGGT GG
CTTCGGCTACCACT TACAGAT GGACCCGCGECGCAT TAGCTAGT TGGT GAGGAGGT AACG
GCTCACCAAGGCAACGATGCGT AGCCGACCT GAGAGEGT GATCGECCACACTGEGACTGA
GACACGGECCCAGACT CCTACGEGAGECAGCAGTI AGGGAATCTTCCGCAAT GGACGAAAGT
CTGACGGAGCAACGCCGCGT GAGT GATGAAGGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGI TGT TAG
GGAAGAACAAGT ACCGT TCGAATAGEGECGGTACCT TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC
GCCTAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGT AGGT GGCAAGCGT TGT CCGGAATTAT
TGGEECGTAAAGGEGECT CGCAGECGGT TTCTTAAGI CTGAT GT GAAAGCCCCCGGECTCAACC
GGGGAGGEGT CATTGGAAACT GGEGAACT TGAGT GCAGAAGAGGAGAGT GGAAT TCCACGT
GIAGCGGT GAAAT GCGTAGAGAT GT GGAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACTCTCTGGTC
TGTAACT GACGCT GAGGAGCGAAAGCGT GGGGAGCGAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGAGT GCTAAGT GT TAGEEGEGT TTCCECCCCT TAGT GCTGCAGCT
AACGCATTAAGCACT CCGCCT GEGGAGT ACGGT CGCAAGACT GAAACT CAAAGGAATTGA
CGGEEEECCCECACAAGCGGT GGAGCATGTGGT TTAAT TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGT CCCCT TCGEEEECAGAGT G
ACAGGT GGTGCATGGT TGT CGT CAGCT CGT GT CGT GAGAT GT TGGGT TAAGT CCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGATCTTAGI TGCCAGCAT TCAGT TGEGCACT CTAAGGT GACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGT GEGGAT GACGT CAAAT CATCATGCCCCT TATGACCT GGGCT
ACACACGT GCTACAAT GGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGECGAGGT TAAGCCAATCCC
ACAAATCTGI TCTCAGT TCGGATCGCAGT CTGCAACT CGACT GCGT GAAGCTGGAATCGC
TAGI AAT CGCGGAT CAGCAT GCCGCGEGT GAATACGT TCCCGEECCT TGTACACACCGCCC
GICACACCACGAGAGTI TTGTAACACCCGAAGT CGGT GAGGTAACCT TTTAGGAGCCAGCC
GCCGAAGGT GGACAGAGAT GG

Figure 18: Séquence du géne de 'ARNr 16S de l'isolat L8Qenbe aprés chevauchement
entre les deux amorces FD1 et RS1
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La figure suivante représente l'alignement en&gegéne de I'ARNr 16S de l'isolat L80,

amplifié par les deux amorces fD1 et RS16 et a@uBacillus subtilis

Query 1 CTGGCGECGT GCCTAATACAT GCAAGT CGAGCGGACAGATGEGAGCTTGCTCCCTGATGT 60

COLEEEEE et e e e e e iy
Sbjct 8 CTGGOGGEOGT GCCTAATACAT GCAAGT CGAGCGGACAGATGBGAGCT TGCTCCCTGATGT 67

Query 61 TAGCGGCCGACGEGET GAGT AACACGT GGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGG 120

N R A A R A AR AR
Sbjct 68  TAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT GGGTAACCTGOCTGTAAGACTGGGATAACTCCGG 127

Query 121 GAAACCGGGEECTAATACCGGATGCTTGT TTGAACCGCATGGT TCAAACATAAAAGGTGEC 180

A AR A A RN
Sbjct 128  GAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGT TTGAACCGCATGGT TCAAACATAAAAGGTGGC 187

Query 181 TTCGGCTACCACT TACAGAT GGACCCGCGGECGCATTAGCTAGT TGGTGAGGAGGTAACGG 240

R R R A AR AR
Sbjct 188  TTCGGCTACCACT TACAGATGGACCCGCGGOGCATTAGCTAGI TGGT- - - GAGGTAACGG 244

Query 241 CTCACCAAGGCAACGATGCGT AGCCGACCT GAGAGGGT GATCGGCCACACTGGGACTGAG 300

R R AR AR A AR
Sbjct 245  CTCACCAAGGCAACGATGOGTAGCCGACCT GAGAGGGT GATCGGOCACACTGGBGACTGAG 304

Query 301 ACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC - 360

AR AR R AN AR AR AR R AR
Sbjct 305  ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT TCCGCAATGGACGAAAGTC 364

Query 361 TGACGGAGCAACGCCGCGT GAGTGATGAAGGT TTTCGGATCGTAAAGCTCTGITGITAGG 420

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 365  TGACGGAGCAACGCCGCGTGA TTCGGATCGTAAAGCTCTGITGT 424

Query 421 GAAGAACAAGTACCGT TCGAAT AGGGECGGTACCT TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG 480

R R R AR R A R AR AR AR RN
Sbjct 425  GAAGAACAAGTACCGT TCGAATAGGGCGGTACCT TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG 484

Query 481 GCTAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTI TGTCCGGAATTATT - 540

AR AR A R AR R RN R AR R
Sbjct 485  GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT GGCAAGCGT TGTCCGGAATTATT 544

Query 541 GGCGCGTAAAGGGECTCCCAGGCGGT TTCTTAAGT CTGATGT GAAAGCCCCCGGECTCAACCG 600

R R R R AN RN
Sbjct 545  GGGOGTAAAGGGECTCGCAGGCGGT TTCTTAAGT CTGATGT GAAAGCCCCCGGCTCAACCG 604

Query 601 GCGAGGGT CATTGGAAACT GGCGAACT TGAGT GCAGAAGAGGAGAGT GGAATTCCACGTG - 660

RN AR R R AR AR AR R A AN
Sbjct 605  GGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACT TGAGT GCAGAAGAGGAGAGT GGAATTCCACGTG 664

Query 661 TAGCGGT GAAAT GCGTAGAGAT GT GGAGGAACACCAGT GGCGAAGCCGACTCTCTGGTICT - 720

R AR R AN AR AR AR A RN
Shjct 665  TAGOGGTGAAATGOGT AGAGAT GT GGAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACTCTCTGGTCT - 724

Query 721  GTAACTGACGCT GAGGAGCGAAAGCGT GGGEGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGIC - 780

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct 725 GACGCT GAGGAGCGAAAGCGT GGGGAGOGAACAGGAT TAGATACCCTGGT 784

Query 781  CACGCCGTAAACGATGAGT GCTAAGT GTTAGGGGEGT TTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTA - 840

R R A R AR AR AR
Shjct 785  CACGOCGTAAACGATGAGTGCTAAGT GT TAGGGGGT TTCCGOCCCTTAGTGCTGCAGCTA - 844

Query 841  ACGCATTAAGCACTCCGCCT GGGGAGTACGGT CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC 900

RN R R R AR R R AR RN RN
Shjct 845  ACGCATTAAGCACTCCGOCT GGGGAGTACGGT CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC 904
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Query 901 GGGEECCCCECACAAGCGGT GGAGCATGT GGT TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC 960

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 905  GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA 964

Query 961 CAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGT CCCCTTCGEGEGEGECAGAGTGA 1020

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct 965  CAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGT COCCT TCGGEGGECAGA 1024

Query 1021 CAGGIGGIGCATGGITGICGICAGCTCGTGTCGTGAGATGI TGGGTTAAGTCCCGCAACG 1080

R R R R R AR R AR AR
Shj ct 1025 CAGGTGGTGCATGGT TGTCGTCAGCT CGTGTCGT GAGATGT TGGGT TAAGTCCCGCAACG 1084

Query 1081 AGCGCAACCCTTGATCTTAGITGCCAGCATTCAGI TGGGECACTCTAAGGTGACTGCCGGT 1140

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct 1085 AGCGCAACCCTTGATCTTAGT TGCCAGCAT TCAGT TGGGCACT CTGCCGGT 1144

Query 1141 GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGECTA 1200

AR R AR A A AR NN
Shjct 1145 GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAAATCATCATGOCCCTTATGACCTGGGCTA 1204

1201 CACACGTGCTACAAT GGACAGAACAAAGGGECAGCGAAACCGCGAGGT TAAGCCAATCCCA 1260

Quer
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct 1205 CACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGOGAAACCGOGAGGT TAAGOCAATCOCA 1264

Query 1261 CAAATCTGITCTCAGT TCGGATCGCAGI CTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCT 1320

R R R R A AR AR AN
Shjct 1265 CAAATCTGITCTCAGI TCGGATCGCAGTCTGCAACT CGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCT 1324

Query 1321 AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT GAATACGT TCCCGGEECCTTGTACACACCGCCCG 1380

RN R A R A A
Sbjct 1325 AGTAATCGCGGATCAGCATGOCGOGGT GAATACGT TCCOBGGCCT TGTACACACCGCCCG 1384

Query 1381 TCACACCACGAGAGT TTGTAACACCCGAAGT CGGTGAGGTAACCT TTTAGGAGCCAGCCG 1440

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 1385 CCACGAGAGT TTGT AACACCCGAAGT CGGTGA GGAGCCAGCCG 1444
Query 1441 CCGAAGGTGGACAGAGATGGG 1461

[LTTTT] |||||||||||||
Sbjct 1445 CCGAAGGGGGACAGAGATGEG 1465

Figure 19 : Alignement entre le géne de 'ARNr 16S de I'isdl80, amplifié par les deux
amorces fD1 et RS16 et cetie Bacillus subtilis(Badour eal., 2013)(ID: gb|AY162126.1]).
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Conclusion

La pourriture molle et la jambe noire sorgsdmaladies redoutables provoquant
d’'importants dégats aux champs et au stockaged€lesmaladies sont dues essentiellement
a des bactéries de la famille des Entérobactésacikegenrd=rwinia, pathogenes primaires
des cultures, en végeétation comme en post-recCks. bactéries sécretent des enzymes,
notamment des pectates lyases, qui hydrolysetiskss, engendrant une perte d’électrolytes
et la mort des cellules des tubercules d’ou d’émsrpertes économiques. Jaafar SNAIKI a
déclaré que I'observation de la pourriture mobeimpla premiére fois au Maroc date de 2001,
elle a été trouvée dans la plaine du Gharb, eteleeggErwinia a été identifié au Centre
technique des Cultures sucriéres, par isolemenngigu de culture.

Au terme de cette étude, les résultats omlément et identification des bactéries
pectinolytiques ont mis en évidence une raretéedgenre dans les parcelles qui ont fait objet
d’échantillonnage, ce qui prouve que les menaées la la pourriture molle et la jambe noir
ne sont plus inquiétantes, effectivement, sur unbire de 97 isolats caractérisés par approche
moléculaire, aucun d’entre eux ne s’est montré @epant au genrérwinia.

La rareté de ce genre mise en évidence gite étude peut étre due a l'application des
produits phytosanitaires de nature chimique quibi@ht la croissance de ces bactéries. Ces
produits qui ont plusieurs aspects négatifs ssafdé humaine et environnementale. Pour ces
raisons la recherche des agents de contrble biplega été effectuée durant ce travail. Cette
recherche a mis en évidence 3 bactéries appartanagénreBacillus capable de freinda
multiplication de la souch&937 Pin 14d’Erwinia chrysanthemiMalheureusement, ces
antagonistes se sont révélés doués d’activitemmgtique et cellulolytique provoquant ainsi
une pourriture séche sur tranches de pomme de terre

L'utilisation dans ce cas de la molécule bib&cproduite par ces antagonistes est une
solution prometteuse pour remédier a ce problénesteRa savoir si cette molécule affecte
uniquement le genre désiré ou bien il peut avoiefiet inhibiteur sur les bactéries phyto-

bénéfique.
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