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Résumé

Pectobacterium atrosepticu(®ba) etPectobacterium carotovorusubsp carotovorum(Pcc)
sont responsables de la pourriture molle des tubesae pomme de terre en stockage et de la
jambe noire de la pomme de terre au champ. Lesngdras écologiques tels que I'humidité
et la température influencent énormément le déypeloent de la maladie. L'objectif de la
présente étude est de modéliser la croissanceedesbactéries phytopathogenes (Pba et Pcc)
sous diverses conditions écologiques au niveautudescules de pomme de terre blessés.
Pour atteindre ce but, nous avons adopté deux apgsade travail a savoir une approahne
vitro etin vivo.

Nous avons détermirié vitro I'effet combiné de l'activité de I'eau (0,960; 8@et 0,997) et

de la température (10, 15 et 20°C) sur le tauxrdsgance spécifiqgue maximaln{3) et sur
I'activité spécifique des pectates lyases (PELPUda et Pcc au moyen de la densité optique
(DO). Les analyses statistiques ont montré un eftgtificatif de I'a,, et de la température sur
Hmax NOS résultats ont montré une augmentation dévitgc spécifique des PEL avec la
température quelles que soient les souches bautéséMais, contrairement a la croissance
les résultats n'ont pas montré une augmentatiotiadgvité spécifique des PEL ave@a)
excepté avec les traitements a 15 et 20°C pouwddes souches bactériennes. Sur la base des
résultats obtenus sur la croissance et sur la ptimiudes PEL nous avons conclu que Pba et
Pcc ont le méme comportement dans la gamme desirsaties deux facteursa,( et
température) testés.

Les études effectuées vivo ont consisté a évaluer et a modéliser linfluertz la
température (10, 15 et 20°C), de I'humidité retaii86, 96 et 100%) et de la concentration
initiale de bactéries appliquée ¢1Q0 et 10 UFC/mI) sur la densité de population de Pba et
Pcc et sur le développement des symptomes de fuwarmolle a la surface des tubercules de
pomme de terre blessés. L'analyse statistique drénan effet significatif des trois facteurs
testés sur la dynamique de la population bactégieatnle développement de la pourriture
molle a la surface des tubercules de pomme de Idgssés pour Pba et Pcc. Au regard de

I'analyse des coefficients de la régression mutigl des courbes de contour nous pouvons



dire que la température apparait comme le factephus important, suivi de la concentration
de I'inoculum et de I'humidité relative, pour laossance des delectobacteriunspp. (Pba

et Pcc) et le développement des symptdomes de poerrmolle dans nos conditions
expérimentales. Plus de 64% de la variation obseaweniveau des symptdmes de pourriture
molle pourraient étre expliqués par la présencé’bi@ et Pcc au niveau des blessures de
tubercules de pomme de terre sous I'effet combasfacteurs testés.

Les modeles prédictifs développés, par le biailadeéthodologie des surfaces de réponses,
dans cette étuden(vitro et in vivo) devraient prendre en considération, dans lesatrav
futurs, la grande variation génétique existante @ealuée dans cette étude) au sein du genre
PectobacteriunfPba et Pcc) ddickeyaspp.

Mots-clés: Pectobacterium atrosepticyrRectobacterium carotovorusubsp carotovorum
Activité de I'eau, Humidité Relative, Températuiiggux de croissance spécifigue maximal
(Umax, Pectate lyase (PEL), Tubercules de pomme de, télicrobiologie prédictive.
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Abstract

Pectobacterium atrosepticurfiPba) andPectobacterium carotovoruraubsp carotovorum
(Pcc) are the main cause of potato tuber decay (8Dfin storage and stem rot in the field
(blackleg). It has been reported that ecologicahmeters such as humidity and temperature,
greatly influence the disease development. Thectibbgeof the present study was to evaluate
and model the growth of two phytopathogens bac{@ien and Pcc) under various ecological
conditions at the level of wounded potatoes tubdis.this purpose, we adopted two
experimental approaches nameditro approach anah vivoapproach.

We determinedn vitro the effect of water activity (0.960, 0.980 and9¥.pand temperature
(10, 15 and 20°C) and their interactions on themgjnoparameters and pectate lyases (PEL)
specific activity of Pba and Pcc using optical dign@€D) measurement. Statistical analysis
showed a significant effect af, and temperature ony. Our result showed an increase of
PEL specific activity with the temperature whatettez bacterial strain®ut contrary to the
bacterial growth, this research did not show amease of PEL specific activity with,
except the treatment at 15 and 20°C for the twaeb@cstrains. According to our results on
growth and PEL production, we concluded that Pldh Rec had the same behaviour in the
range of the values of the two factoag &énd temperature) investigated here.

The studies madm vivo were consisted to evaluate and model the influedemperature
(10, 15 and 20°C), relative humidity (86, 96 an@%) and initial concentration of bacterial
inoculum (16, 10 and 18 CFU/mI) on the population density of Pba and Reaj on the
development of soft rot symptoms caused by thesgeba at the surface of wounded
potatoes tubers. With both bacterial species,ssizdl analysis showed a significant effect of
temperature, relative humidity and initially applidacterial concentration on population
dynamics and soft rot development at the surfacevofinded potato tubers. Multiple
regression analyses and the contour plots shovatdhb temperature is the most important
factor, followed by the initially applied bacter@ncentration and relative humidity. More
than 64% of the variability of the soft rot symp®mbserved could be explained by the
presence of Pba and Pcc at the level of woundemt@tibers under the combined effect of

tested factors.



The quadratic polynomial models developad\jtro andin vivo) in our research, by means
of the response surface methodology, should integrafurther research the large genetic
variation (which was not evaluated in this investign) within Pectobacteriungenus(Pba

and Pcc) an®ickeyaspp.

Keywords: Pectobacterium atrosepticyrRectobacterium carotovorusubsp carotovorum
Water activity, Relative humidity, Temperature, Maxym specific growth rate @y,
Pectate lyase (PEL), Potato tubers, Predictiveahiotogy.
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1.1. Introduction générale
Les maladies post-récolte de la pomme de tSaahumtuberosumL.) sont généralement

d’origine fongique ou bactérienne, et résultent rplau plupart de l'infection latente des
tubercules au champ et d’'une propagation subség@nentrepot (Stevenson et al., 2001).
Pectobacterium atrosepticu®ba),Pectobacterium carotovorusubsp carotovorum(Pcc)

et Dickeya spp. anciennement nommées respectivenmEnwinia carotovora subsp.
atroseptica(Eca),Erwinia carotovorasubspcarotovora(Ecc) etErwinia chrysanthem{Ech)
(Gardan et al., 2003; Samson et al., 2005) sopbresables des maladies de qualité. Ces deux
genres de bactériePdctobacteriunspp. etDickeyaspp.) sont responsables de la pourriture
molle des tubercules de pomme de terre en poslieéeiode la jambe noire de la pomme de
terre au champ (Pérombelon et Kelman, 1987; Vandaf et De Boer, 2007; De Haan et
al., 2008). La pourriture molle peut causer des mages importants dans les tubercules de
pomme de terre entreposés (Charkowski, 2006; Latbat., 2008). Cependant, en dépit de
nombreuses recherches, aucun traitement chimidueaed n’'existe (Peters et al.,, 2007,
Evans et al., 2010) et aucune variété cultivéetnemlement résistante vis-a-vis de la
pourriture molle et la jambe noire (Rasche et28l06; Czajkowski et al., 2011).

En stockage, la température et la formation d’'dae la la surface des tubercules de pomme
de terre par le phénomeéne de la condensation (Bétomet Salmond, 1995; Pringle, 1996)
au sein du tas des tubercules ou la ventilatiop@&stefficace, jouent un réle déterminant dans
l'initiation de I'infection et le développement degmptomes de la maladie (Pérombelon et
Kelman, 1980; Pérombelon, 2002). Des travaux almbrdztfet in vitro de la température et
de l'activité de l'eau &,) sur la croissance et l'activité des pectates dyafPEL) des
Pectobacteriunmspp. et Dickeyaspp. infectant la pomme de terre sont disponibbkassda
littérature (Mildenhall et al., 1981; Mildenhall Btior, 1983; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al.,
1992; Smadja et al., 2004a).

Plusieurs auteurs ont suggéré également que dlilmiti de la pourriture molle dépendait du
niveau de la population déXectobacteriunspp.et Dickeyaspp. sur tubercule (Bain et al.,
1990; Pérombelon, 2002; Toth et al., 2003). En tefflorsque les conditions
environnementales deviennent favorables, les hast@ectobacteriunspp.et Dickeyaspp.)
présentes a l'état latent au niveau du site d’'iidacentrent en multiplication active et

atteignent une population seuil de’@ cellules/g de tissu nécessaire & la production de
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large variété d’enzymes lytiqgues extra-cellulaicepables de macérer les tissus de I'hote
(Barras et al., 1994; Hugouvieux-Cotte-Pattat et2001; Toth et al., 2003). Ces enzymes
extra-cellulaires permettent at?ectobacteriunspp.et Dickeyaspp. d’assurer leurs besoins
énergeétiques (fonction trophique) et leur prog@ssians les tissus de I'héte (Boucher et al.,
2001). Au niveau du tubercule, la contaminatioriffe&ue le plus souvent par les lenticelles
et les blessures occasionnées par les insectes)éleatodes et les matériels agricoles
(Pérombelon et Salmond, 1995; Pérombelon, 2000).

Plusieurs études ont été consacrées a I'écologiePdetobacteriumspp. et Dickeya spp.
infectant la pomme de terre et a leurs maladiesligs’ occasionnent (Pérombelon et Kelman,
1980; Stanghellini, 1982; Pérombelon, 1992a). Diades de détection dé%ectobacterium
spp. et Dickeyaspp. sur milieu crystal violet pectate (CVP) (Pébeton et Hyman, 1986;
Pérombelon et Burnett, 1991; Hyman et al., 2001iadé&t al., 2012), par sérologie (Gorris et
al., 1994; Pérombelon et Hyman, 1995; Van der Wbél., 1996; Singh et al., 2000) et PCR
(Fréchon et al., 1998; Toth et al., 1999a; Anagiaal., 2007; Diallo et al., 200®jabhan et

al., 2012) ont été également effectuées.

La nécessité de 'humidité dans le développememd dealadie nous améne a penser que ces
bactéries Pectobacteriumspp. et Dickeya spp.) phytopathogenes de la pomme de terre
seraient sensibles a la dessiccation. Il est dopoitant d’étudier la relation de ces bactéries
(Pectobacteriunspp.et Dickeyaspp.) vis-a-vis de l'activité de I'eaa,). Pour finir, peu de
travaux ont été dédiés a la modélisation de la latipn de ces deux genres de bactéries
(Pectobacteriunspp. etDickeyaspp.) phytopathogenes de la pomme de terreitiavitro
gu'’in vivo. Malgré, une incidence croissanteliekeyaspp., au cours de ces derniéres années
en Europe de I'Ouest et du Nord (Laurila et al.0&0Toth et al., 2011), ce travalil
s’intéressera a Pba et Pcc car étant essentieltdiées a la pomme de terre dans les pays
tempérés (Czajkowski et al., 2011). Le présentaitae propose d’apporter une contribution
a I'étude des conditions environnementales (tentperaet humidité relative) dans la gestion
du risque lié auxPectobacteriumspp. par la mise au point de modeéles prédictifdade
croissance bactérienne et du développement deulaifpoe molle des tubercules de pomme

de terre.
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1.2. Généralité surPectobacterium spp. etDickeya spp.

1.2.1. Taxonomie et description
Les genresPectobacteriumet Dickeya anciennement regroupés sous le gefareinia,

appartiennent a la famille des Entérobactériac€essont des bactéries phytopathogénes
Gram (-), anaérobiques facultatives, ayant une éode batonnet (0,5-1 um de diameétre sur
1-3 um de longueur) et munies de flagelles péhigsc(Hauben et Swings, 2005; Charkowski,
2006).

Pendant plusieurs décennies, les entérobacténsamales maladies de la pourriture molle
ont été rangées dans le groupe des carotovord3yeaf1969) bien qu’il était évident que les
Erwinias responsables de la pourriture molle et de la écmes organes végétaux de
diverses cultures ne puissent pas étre décritesepar@me genre (Charkowski, 2006). Le
groupe des carotovoras comptait trois especesipailes (Dye, 1969)Erwinia carotovora
subsp atroseptica(Van Hall) (Eca),Erwinia carotovorasubsp carotovora(Jones) (Ecc) et
Erwinia chrysanthem{Burkholder) (Ech).

La position taxonomique et la spéciation au seirgeireErwinia ont été longtemps I'objet
de controverses et de polémiques a cause de Bigééeité des souches d’'un méme taxon
(Paulin et al., 2001; Hauben et Swings, 2005; Cestal., 2006). Waldee (1945) a proposé
que le genrd&rwinia puisse étre limité aux pathogéné&swinia amylovora Erwinia salicis

et Erwinia tracheiphilg occasionnant des nécroses séches et des flgtesteau niveau des
plantes hotes tandis que les bactéries phytopatiesggectinolytiquessfwinia carotovoraet
Erwinia chrysanthen)i responsables de pourriture molle puissent étexégls dans un
nouveau genre qu’il nommRectobacterium Bien que la suggestion de Waldee ait été
supportée par des travaux scientifiques (Brennat.e1973) cette nouvelle nomenclature n’a
pas été unanimement acceptée par la communautdifigiee (Pérombelon, 2002; Hauben et
Swings, 2005). En effet, plusieurs espéces étagexanomiquement intermédiaires entre le
genre Erwinia et Pectobacteriumc’est-a-dire trés proches Efwinia carotovoramais ne
causent pas de pourriture (Hauben et Swings, 2@alutres auteurs (Kwon et al., 1997;
Hauben et al., 1998) s’appuyant sur I'étude desiexdtes 16S de I’ADNTr, ont proposé de
placer le genre des bactéries pectinolytiquEswihia) dans le genrdPectobacterium,
rejoignant ainsiWaldee (1945) La nouvelle nomenclature des sous-espécé&swihia
suggérée par ces auteurs et consignée dans ladseédlition duBergey’'s Manual of

Systematic BacteriologyHauben et al., 2005) esBectobacterium carotovorumnsubsp.
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atrosepticum(pour Eca),Pectobacterium carotovoruraubsp.carotovorum (pour Ecc) et
Pectobacterium chrysantheiuour Ech).

Cependant, des travaux récents de taxonomie (Gatdaln, 2003; Samson et al., 2005) ont
abouti a une nouvelle nomenclature des espédesvitfia. L’'analyse d’'une collection de
souches @&Erwinia spp. associant des techniques moléculaires, ph@igas et sérologiques
ainsi que les analyses phylogénétiques ont cotetiduteurs a distinguer clairemé&mvinia
carotovoraet Erwinia chrysanthemilLes bactéries pathogenes de la pomme de terrét®&nt
donc subdivisées en deux genres différdatainia carotovorasubsp atrosepticaet Erwinia
carotovorasubsp carotovoras’appellent respectivemeRectobacterium atrosepticu(Pba)

et Pectobacterium carotovorusubsp carotovorum(Pcc) (Gardan et al., 2003) pendant que
Erwinia chrysanthemdevientDickeyaspp. (Samson et al., 2005). Les espéceBidkeya
spp. associees a la pomme de terre Backeya dadanti(anciennement Ech 393 Djckeya
zeae(anciennement Ech biovar 3)jckeya dianthicola(anciennement Ech biovars 1 et 7)
(Samson et al., 2005; Tsror et al., 2009) et lavale derniere espéce provisoirement
nommeée Dickeya solani’(Parkinson et al., 200€ahill et al., 2010; Toth et al., 2011). Nous
utiliserons dans ce travail, la derniere clasdificasusmentionnée du geriEewinia proposee
par Gardan et al. (2003) et Samson et al. (2005).

Par ailleurs, de nouvelles sous-espécesPdetobacterium(Pectobacterium carotovorum
subsp.brasiliensig associées a des symptomes de jambe noire danim@ale terre ont été
découvertes au Brésil (Duarte et al., 2004) puiffimue du Sud (Van der Merwe et al.,
2010).

1.2.2. Distribution géographique et incidence éconaque
La répartition géographique deectobacteriunspp.et Dickeyaspp. est conditionnée par la

présence d’hotes sensibles mais surtout par leigerees thermiques.

Pba est répandue dans les régions tempérées faiidd@ecte uniquement la pomme de terre
(Pérombelon, 1992a; Toth et al., 2003; Kado, 2086)s les climats tempéreés, la bactérie a
pour hote principal la pomme de terre (Pérombelodatman, 1980; Glasner et al., 2008)
bien que des souches aient été occasionnellenwéessde tomates (Barzic et al., 1976), de
choux chinois (De Boer et al., 1987b) et de poisr¢atommel et al., 1996). L'association
préférentielle de Pbala pomme de terre peut étre expliquée en terme®micordance entre

les exigences écologiques de la bactérie et aflette culture (Pérombelon, 1992b).
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Pcc est distribuée sur une aire géographique @ate\et est la cause de la pourriture molle
d’une diversité de fruits et légumes (pomme destazhou de bruxelles, poivre, carotte, etc.)
(Hadas et al., 2001).

Enfin, Dickeyaspp. sévit en zone tropicale et subtropicale sunambreuses cultures telles
qgue la pomme de terre, la banane, le chrysanthBamanas, etc. (Priou et Jouan, 1989;
Pérombelon, 2002; Kado, 2006). Cependant, certaspséces dBickeyase rencontrent de
plus en plus en régions tempérées (Europe de [tOeteslu Nord) notammenbDickeya
dianthicolaet “Dickeya solani”(Joutsjoki et al., 2005; Laurila et al., 2008; Tsebal., 2009;
Toth et al., 2011).

Les pertes économiques causees pactobacteriumspp. et Dickeya spp. peuvent étre
chiffrées en millions d’euros en Europe de I'Ou@sttour et al., 2008; Cirou et al., 2009).
Les Pectobacteriunspp. et Dickeyaspp. engendrent sur les cultures de pomme de uarre
refus ou un déclassement des lots de semenceisqains refus a I'exportation (Pérombelon,
2000; Toth et al., 2011). Elphinstone et Pérombékd86a) ont montré qu’un tubercule de
pomme de terre infecté pouvait engendrer la comation de 100 kg de tubercules de
pomme de terre sains en conservation. En BelgauePays-Bas, en Allemagne et en France
on observe ces dernieres années, une recrudesseraepourriture molle sur tubercule en
conservation et de la jambe noire en végétatiorp(duet al., 2005; Palacio-Bielsa et al.,
2006; Laurila et al., 2008).

1.2.3. Source d’inoculum et facteurs de contaminatn
La contamination des plantes et tubercules de podenierre se fait a partir de différentes

sources d’'inoculum et est sous l'effet de factéimiques ou abiotiques variés.

1.2.3.1. R6le du tubercule mére
Plusieurs auteurs, ont établi que le tubercule nogére un réle important dans la conservation,

la transmission et la dissémination Eectobacteriunspp. et Dickeyaspp. (Pérombelon et
Kelman, 1980; Hélias et al., 2000b; Czajkowskilet2009; Toth et al., 2011 ). Les bactéries
peuvent étre localisées a I'état latent dans l&sys vasculaire, les lenticelles ou a la surface
des tubercules (Nielsen, 1978; Pérombelon, 200@)l€3 tendent a disparaitre rapidement de
la surface des tubercules en conditions séchegolaslations bactériennes sont capables de

se maintenir pendant les six a sept mois de steckagun niveau de contamination
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sensiblement constant au sein des lenticelles iiit#ion, 1973). Par ailleurs, les blessures
occasionnées lors de la manipulation des tuberdqplesitation, récolte et tri) constituent
eégalement une porte d’entréeRlectobacteriunspp.et Dickeyaspp. (Pérombelon et Kelman,
1980). Ce type de contamination se produit prirleipant lors du contact de tubercules sains
avec des tubercules malades (Elphinstone et PétomtiEd86a). Par ailleurs, les bactéries
persistent mieux au niveau des blessures profondeglles sont bien protégées de la
dessiccation aprés leur cicatrisation (Pérombel@892a). En cours de culture, la
contamination de la descendance peut se produnés da pourriture du tubercule mere,
lorsque les bactéries sont libérées dans le salnsportées par I'eau libre, les bactéries
envahissent alors la rhizosphére des plantes ettenft les tubercules fils. Lorsque le sol est
sec, peu de tubercules meres pourrissent et lenmiiasion des bactéries aux tubercules fils est
faible (Elphinstone et Pérombelon, 1986b). La ca@aau champ du sol (quantité d’eau
retenue par le sol) influence également les nivesixontamination par I'intermédiaire des
lenticelles, qui s’ouvrent dans des sols mouillésmettant ainsi I'entrée des bactéries. La
contamination des tubercules fils par une planteerimdectée peut également se produire via
les stolons susceptibles de transmettre les bastati travers le systeme vasculaire (Hélias et
al., 2000Db).

Outre, la capacité au champ du sol, le niveau d¢aotination du tubercule de semence est
un facteur important pour le développement de léadi@ Ainsi, des tubercules fortement
contaminés par les bactéries ont plus de chancewodela maladie se développer,
indépendamment des conditions environnementaleis @aal., 1990; Hélias et al., 2000a).
Le seuil de contamination minimum permettant au @me de la jambe noire de se
développer a été établi & enviror? bactéries par tubercule (Bain et al., 1990). Ceaen il

n'y a pas actuellement de relation entre le nivd&@gontamination d’'une culture et celui de la

descendance de cette culture I'année suivante.

1.2.3.2. Réle du sol et de la rhizosphere
Les bactéries responsables de la pourriture molideda jambe noire auraient une trés faible

capacité a survivre seules dans le sol. dgpulation dePectobacteriumspp. augmente
fortement en présence d’exsudats racinaires deteglatadventices ou cultures) selon
McCarter-Zorner et al(1985). A l'opposé, en cas d’'absence ou de quanti@indres de
nutriments liées a la récolte ou la maturité demgls, la population bactérienne diminue

jusqu’a un niveau non détectable. La présence afmmistes peut également expliquer ce
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déclin. Pérombelon et Hyman (1989) estiment, quergévité des bactéries Pba et Bst
limitée dans le sol qui posséde peu de réservegivegs comparé aux tissus de plantes au
sein desquels les bactéries se développent hdbermesit. Incapables d’adapter leur
métabolisme et d’accumuler des réserves, ellesenggnt concurrencer favorablement les
autres micro-organismes du sol (Pérombelon, 19%2&)études menées par Van der Wolf et
al. (2007) montrent, quant a elles, queeskeyaspp.ne survivent pas plus de trois semaines
dans un sol nu.

Contrairement a I'humidité, la température du shkle avoir un effet plus marqué sur la
survie des bactéries. Ainsi, Pérombelon et Hym&3g)L ont montré que Pba et Pcc meurent
rapidement dans un sol dépassant les 25°C, aloellegu peuvent survivre plusieurs
semaines, voire plusieurs mois, a des tempéramvesinant 10 a 20°C. Des résultats
similaires rapportés par De Mendonca et Stanghe(li®79) montrent la survie de
Pectobacteriumspp. dans les couches inférieures du sol (15-30 @in)es conditions
environnementales sont plus stables et favoralilegi(ations moindres de la température et
de I'humidité). Pcc décrite comme ayant une plusende capacité de survie que Pba, est
également plus frequemment mise en évidence dartszlasphere (Pérombelon et Hyman,
1989).

McCarter-Zorner et al. (1985) ont observeé la présate Pba et P@u sein de la rhizosphére
de différentes cultures (laitues, carottes et baits a sucre). Les cultures Bessicaceae
(brocoli, colza, rutabaga, navet et chou) sont meaes comme hébergeant Pba et Pcc
frequemment et & des niveaux relativement éleveC@vter-Zorner et al., 1985; Pérombelon
et Hyman, 1989). Les bactéries sont égalementds@épartir de rhizospheres d’adventices
(laiteron, mouron, paturin, amarante, chénopodacdbt renouée) (McCarter-Zorner et al.,
1985). Peu d’informations existent concernant leepiiel de survie deBickeyaspp.hormis
leur description sur des morelles douces ameress@@) 1985). L'importante gamme d’hotes
de ce pathogeéene laisse supposer que d’'autres ambgepburraient permettre son maintien

dans I'environnement.

1.2.3.3. Role de 'eau et des aérosols
Dans la plupart des pays du moné&ectobacteriunspp. et Dickeyaspp. ont été mis en

évidence dans les eaux de rivieres, la nappe phuéates pluies, les aérosols et mémes les

océans.
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Pba et Pcc ont été isolées dans plusieurs rividngsEtats-Unis et en Europe (Powelson,
1985; Pérombelon et Hyman, 1987), Ftant plus fréquent que Pba. La contamination de
rivieres pamDickeyaspp. est mise en évidence en Suéde par Olsson)(EaB85Pays-Bas par
Van Vuurde et al. (1994), en Australie par Cotheasle(1992); en Finlande par Laurila et al.
(2007) et en Ecosse par Cahill et al. (2010). Lemdlogies observées entre des souches
isolées de pomme de terre et d’eau de rivieresocmmit I'hypothése selon laquelle ces
dernieres constituent des sources potentielled&mination vid'irrigation (Cother et al.,
1992; Laurila et al., 2007; Kapsa, 2008).

Pérombelon et Hyman (1987) ont isolé Pba et Pcs eau des drains souterrains de champs
plusieurs années apres une culture de pomme ée terr

Pba et Pcc peuvent également étre isolées a partihantillons d’eau de mer (McCarter-
Zorner et al., 1982), de pluies et d’aérosols,evde neiges (Franc et al., 1985).

Les aérosols générés par la pluie ou I'arrosageg@@rsion sur des tiges malades, ou lors du
défanage avant la récolte peuvent également dapPBisa et Pcc sur plusieurs centaines de
metres (Graham et Harrison, 1975). La survie ddaeteries dans les aérosols semble étre de
courte durée puisque seulement 50% des bactériegvesut apres5 a 10 minutes
(Pérombelon, 1992a).

1.2.3.4. Transmission par le matériel et les pratiges agricoles
Le passage de machines agricoles contaminéesddes allture constitue un autre mode de

dissémination des bactéries. La plantation, la ltécet le tri mécanique des tubercules
peuvent également étre la cause de la propagat®pathogenes entre les lots de pomme de
terre et au sein des stocks. Cette contaminatigmireipalement lieu lors du contact de
tubercules sains avec des tubercules ou du maigféeités (Van Vuurde et al., 1994). Il a
ainsi été montré que les niveaux de contaminatiarerg trois fois plus élevés pour les
tubercules récoltés, calibrés et conditionnés disarit les pratigues mécaniques par rapport
aux tubercules récoltés manuellement (De Boer, 2002

Un défaut de désinfection du matériel ainsi queblessures occasionnées sur les grilles des
trieuses lors de la manipulation des tubercules b la plantation ou aprés la récolte
favorisent également les contaminations (ElphirstenPérombelon, 1986a). Le lavage des
tubercules avant leur commercialisation peut égatgrdisséminer la bactérie dans les lots de
pomme de terre lorsque l'eau servant au lavaget rpas renouvelée ou décontaminée

(Pérombelon et Kelman, 1980).
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1.2.3.5. Transmission par les insectes
Les insectes (diptéres et notamment les drosoplstes également cités comme sources de

contamination suite a leur passage d’'une planeciéé a une plante saine (Harrison et al.,
1977; Bedin, 1988). Les insectes seraient apparematgrés par les plantes malades mais,
cette attraction ne semble pas prédominante (Brewei., 1980). Les bactéries pourraient

également étre disséminées par la microfaune duesopupes et larves de certains insectes

commeThymemyiailicrura, ravageur du mais, par des nématodes et dese/ézsrd.

Le cycle de développement de la pourriture molleladpomme de terre est décrit par la

Figure 1.
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1.2.4. Conditions favorables au développement deectobacterium spp. et
Dickeya spp.

1.2.4.1. Au champ
L’initiation de l'infection et le développement degmptémes au champ sont fonction de la

température, de I'’humidité, du niveau de contanonades pratiques culturales et de I'état de
fertilité du sol (Lund et Kelman, 1977; ElphinstoA®87).

La jambe noire est favorisée par des sols humitdegestempératures relativement fraiches
(<19°C). Contrairement a la pourriture molle debetcules de pomme de terre, la jambe
noire se développe généralement en condition dderet seul Pba ddickeyaspp. étaient
connues comme étant liées a la maladie pendanteptesannées (Pérombelon, 2002).
Récemment, De Haan et al. (2008) ont montré dams keavaux que Pcc était capable de
provoquer la maladie de jambe noire en régions éeéms. Un niveau minimal de 10
bactéries par tubercule est nécessaire a l'inflectttead, 1999). Mais ce seuil peut varier en
fonction des conditions externes {1€n anaérobiose & “l@n aérobiose) (Pérombelon et
Kelman, 1987).

L’interaction entre le niveau de contaminationuhhidité du sol et la température détermine
I'incidence de la maladie (Smadja et al., 20044d¢ ¢ype de symptéomes (Elphinstone, 1987).
Ainsi, un temps humide a la plantation et chaudmeament de la levée provoquera des
manques a la levée, parfois associés a la jambe. ndn temps humide a la plantation et des
conditions fraiches au moment de la levée favaitgela jambe noire, avec parfois des
dessechements si par apres les conditions sons@bhes.

Un niveau de mécanisation élevé est responsabie dhcidence plus grande de la maladie,
due aux coups, aux blessures et a la transmissitimdculum par le matériel (Elphinstone et
Pérombelon, 1986a). Cette augmentation de l'incideriest cependant pas chiffrée.

Les risques de développement de la maladie et di&roation des tubercules au champ,
sont plus élevés dans des parcelles ayant eu eur@ment des difficultés sanitaires. La
fumure azotée serait favorable au développemena g@mbe noire. Par contre, une étude
menée par Graham et Harper (1966) montre uneaelatversement proportionnelle entre la

quantité de fumure complete fROK.0) appliquée, ou d'azote seul ((N}BO,) et le

nombre de plantes atteintes de jambes noires.
Le manque de maturité, les radiations solairesgtdées, la salinité excessive, les déegats
causés par d’autres pathogenes sont égalemenaatesarks favorables au développement des

symptomes de pourriture molle (Tweddell et al.,300

10
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1.2.4.2. Au stockage
En entrepdt, la pourriture molle débute généralérmendes tubercules situés au fond du tas

de pomme de terre, ou la ventilation est déficiatéa condensation fréquente, a tel point
gu’au moment de s’en rendre compte, une bonnespietla récolte est déja irrécupérable.
Les conditions nécessaires a l'initiation des ptures molles de tubercules de pomme de
terre en conservation sont: I'anaérobiose, I'ebtelila température supérieure au minimum
requis pour la croissance bactérienne, le potehtidlique des cellules du tubercule élevé
(Pérombelon et Kelman, 1980) et un seuil minimunbaetéries (1Dbactéries par tubercule)
(Bain et al., 1990).

L’anaérobiose affaiblit la résistance de I'hoter(pan effet défavorable sur la synthese des
phytoalexines, composés phénoliques, radicauxslilate.) (Maher et Kelman, 1983; Bolwell
et Wojtaszek, 1997; Pérombelon, 2002), inhibegaification et la subérification des cellules
(protegent contre les enzymes pectiques) et augmémt perméabilité membranaire
(Pérombelon, 2002).

L’eau libre entraine le maintient des conditionandiérobiose au niveau du tubercule (Burton
et Wigginton, 1970). Elle favorise également le ldépment desectobacteriumspp. et
Dickeya spp. dans les tissus de I'h6te (McGuire et KelmE®84; Toth et al., 2003), la
turgescence des cellules du tubercule provoquansknsibilisation a la pourriture molle.

La température influence le développement de I'and’autre desPectobacteriunspp. et
Dickeyaspp. selon le minimum requis pour la croissanceof®Belon, 2002).

1.2.5. Symptémes sur plant et sur tubercule
L’apparition et la nature des symptémes causésPgatobacteriumspp. et Dickeya spp.

dépendent des conditions environnementales (tetupérat humidité), de la pomme de terre
(génotype, age physiologique des tubercules, temewalcium, en eau, etc.), de la partie du
végétal infectée et enfin des interactions avecuttts agents pathogenes, tels que
Clostridium spp., Clavibacter michiganensisVerticillium spp., et le nématodeitylenchus
destructor inféodés a cet héte (Pérombelon, 1992b; Péromp2@D2; Charkowski, 2006). Il
existe également une difficulté a distinguer lemgpmes dus a chacune de ces bactéries
(Pectobacteriumspp. et Dickeya spp.) sur tubercule ou sur plant de pomme de terre
(Pérombelon, 1972; Pérombelon et Kelman, 1987; Kdiweski, 2009).

11
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1.2.5.1. Symptémes sur les parties aériennes
Pectobacteriunspp.et Dickeyaspp. attaquent la tige du plant de la pomme de &rrcours

de végétation provoquant ainsi la jambe noireBtackleg. Les bactéries colonisent d’abord
les vaisseaux du xyleme de la plante et se mudtiplipar la suite dans les espaces
intercellulaires de I'hdte en sécrétant une sé&i@ettinases qui dégradent la paroi mitoyenne
des cellules et destabilisent le parenchyme proaagainsi la macération des tissus. Ces
phénoménes interrompent le transport de I'eau e#Bnents minéraux, vers le sommet de la
plante, provoquant des symptdmes de flétrissentae gaunissement du feuillage (Hélias et
al., 2000a). L’infection induit ensuite une powré molle de la tige qui prend une coloration
brune foncée a noire, a la base des tiges (Fighyed? point d’attache des feuilles sur la tige
(Figure 2B), ainsi que des nécroses plus ou mackes (Figure 2C). Par ailleurs, il faut
prendre garde a ne pas confondre les flétrissensnémroulement-jaunissements liés a la
jambe noire avec ceux, proches, pouvant appaeitieas de sclérotiniose, de rhizoctone ou
de flétrissement bactérien, causés respectivemmmn$glerotinia sclerotiorum Rhizoctonia

solanietRalstoniasolanacearum

R 4

Figure 2. Symptdome de jambe noire, variant de pourritureaitias brun foncé a noire de la

base des tiges a des nécroses plus ou moins stfetiges creuseSource Hélias, 2008).

1.2.5.2. Symptémes sur les tubercules
La maladie est provoquée par les trois bactériba,(Pcc eDickeyaspp.) qui peuvent agir

séparément ou simultanément (Pérombelon, 2002; &otl., 2003; Van der Wolf et De
Boer 2007). Les symptdmes observés sur tuberc@esasactérisent par des pourritures
molles. Des petites taches diffuses d'aspect graisscommencent généralement par

12
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apparaitre autour des lenticelles, des blessureduotalon, puis s’étendent rapidement a
I'intérieur du tubercule. La bactérie dégrade léssus du tubercule provoquant une
macération du parenchyme. La pourriture molle, daleur claire, brunit jusqu’au noir
(Figure 3). Au niveau des tissus du tubercule, fadpction de poches gazeuses, sont a
I'origine d’'une odeur nauséabonde tres prononcéeo(®belon et Kelman, 1980). Les tissus
infectés sont nettement délimités des parties saklireconditions séches, les lésions peuvent
devenir creuses, dures et seches. Dans d’'autre$ictestion est stoppée et la zone malade se
desséche, laissant une zone creuse remplie d'ussemde matériel mort, dur et nokEn
stockage, la pourriture peut s’étendre a toutdekstausant ainsi des dégats trés importants
(Romdhani, 1994; Pérombelon, 2002). Les attaquéasopes de la bactérie au champ peuvent
faire pourrir les tubercules-meres et provoquer pedes a la levée ou fonte de semis
(Pérombelon et Salmond, 1995). D’autres bactériestimolytiques Clostridium spp.,
Bacillusspp. etPseudomonaspp.) peuvent étre associées dans la pourrituraubdescules en
conservation, particulierement lorsque les tempéeat sont élevées (Campos et al., 1982;
Pérombelon et Kelman, 1987), mais Iesctobacteriumspp. et Dickeya spp. macergénes

restent les agents les plus fréquents et les plosrhgeables.

Figure 3. Tubercules de pomme de terre infectés par PbaF@S trois jours d’'incubation a 24 °C et
a 100% d’humidité relative. (A): Suintement du tdede qui favorise la dissémination de la maladieidi
en entrep6t; (B): Développement secondaire de smisg; (C): Chair du tubercule pourrie; (D): Sites

d’infection (Source Yaganza, 2005).
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1.2.6. Enzymes impliquées dans la pathogénicité
Pectobacteriunspp.et Dickeyaspp. produisent plusieurs variétés d’enzymes paesigxtra-

cellulaires capables de dégrader les parois cetglae I'hdte (Barras et al., 1994; Alfano et
Collmer, 1996; Pérombelon, 2002; Terta et al., 2010es enzymes extra-cellulaires
renferment des pectinases, des cellulases, deSapest et des xylanases (Collmer et Keen,
1986; Barras et al., 1994). Parmi ces enzymesdetnases jouent un rbéle prépondérant dans
le développement de la maladie. Quatre types diénpses sont connus, les pectates lyases
(PEL), pectines lyases (PNL) et les pectines méthgktérases (PME) avec un pH optimum
élevé (~8); et les polygalacturonases (PEH) aveomtitnum faible (~ 6) (Barras et al., 1994;
Toth et al., 2003). Les PEL sont les plus impodardans le développement de la maladie
(Smadja et al., 2004a). Des extraits purifies dé PEOvoquent la macération et la mort
cellulaire (Basham et Bateman, 1975; Liao, 198%).0dtre, des souches d@ackeyaspp.
dont le géne codant pour les PEL a été inactivédphation sont devenues moins virulentes
(Ried et Collmer, 1988; Beaulieu et al., 1993;dafral., 1999). On distingue trois principaux
types de PEL chez Pba (Pel A, B et C), quatre aux types de PEL (Pel A, B, C et D) au
niveau de Pcc et cing types majeurs de PEL repantdeux groupes (Pel A, D, E et Pel B, C)
et quatre formes secondaires de PEL (Pel I, L, X)etvecDickeyaspp. (Barras et al., 1987;
Beaulieu et al., 1993; Thomson et al., 1999). LEE Bégradent les substances pectiques de
la paroi cellulaire des plantes gas€limination, provoquant la formation de produisdturé
C4-C5 (Collmer et Keen, 1986). En plus du pH, laté enzymatique des PEL est
dépendante de la température. Smadja et al. (2@ amontré au cours de leurs travaux que
la température optimale de pathogénicité de Plicetest liée a la température optimum de
I'activité des PEL et non a leur température optimue croissance.

La production de ces enzymes de pathogénicité égstndiante de la densité bactérienne de
Pectobacteriunspp. et est régulée par un systemeqimrum-sensingFuqua et al., 1994;
Whitehead et al.,, 2002; Smadja et al., 2004a; Barlet al., 2008). Celui-ci permet
I'expression des génes de virulence seulementuamsgguorum bactérien est atteint. Afin
d’évaluer leur densité et donc de percevoir ce wuoresPectobacteriunspp. et Dickeya
spp. pectinolytiques synthétisent des moléculesnasigdiffusibles appelés la N-
acylhomoserine lactone (AHL) a travers leurs membsa cellulaires. Lorsque la
multiplication bactérienne atteint le quorum, lancentration en signaux AHL dans le milieu
devient suffisamment élevée pour étre percue Eabdetéries comme un signal d’activation
de la synthése des enzymes de pathogénicité (Wat8assler, 2005; Reading et Sperandio,
2006; Ferluga et al., 2008; Charkowski, 2009). €etholécule et ses analogues
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fonctionneraient comme un signal régulateur unalerégalement présents chez d'autres
microorganismes.

La régulation de la synthése des enzymes impliquizes le pouvoir pathogéne des
Pectobacteriunspp. serait également réalisée par 'accumulationigeau du site d’infection
des produits issus de la dégradation de la pardbilaiee de I'héte tel que le 5-keto-4-
deoxyuronate (DKI), 2,5-diketo-3-deoxygluconate (DKt 2-keto-3-deoxygluconate (KDG)
(Toth et al.,, 2003; Barnard et al., 2007) ou parautre systeme global de régulation
contrdlant la synthése des enzymes pectiques ealitdaires (Pérombelon et Salmond, 1995;
Barnard et al., 2007). De plus, 'activité enzymag est dépendante du pH du site d’infection
(Nachin et Barras, 2000) et de la température (Hgwt al., 2002; Smadja et al., 2004a).

1.2.7. Mise en évidence, détection et caractérisati des bactéries

1.2.7.1. Dénombrement sur milieux de culture spédaifue
De nombreux milieux sélectifs a base de pectinedeupolypectate de sodium ont été

proposés par plusieurs auteurs en vue de détas@&ettobacteriunspp. et Dickeyaspp.
infectant la pomme de terre sur du matériel véegéalade ou apparemment sain
(Pérombelon, 1971; Thornes, 1972; Burr et Schrt#i,7). Des milieux ne contenant pas de
substrats pectiques ont aussi été testés (Segdll; Lee et Yu, 2006).

Le milieu CVP proposé par Cuppels et Kelman en 1@7¢uscité le plus d’intérét. En effet,
ce milieu permet d’éliminer un nombre assez impurtée la population bactérienne du sol
présente sur le tubercule. Cest un milieu monokeuca faible toxicité envers les
Pectobacteriunspp.et Dickeyaspp., simple a préparer comparé aux autres mijeoposés.
De plus, une meilleure détection, isolement et @ration desPectobacteriumspp. et
Dickeya spp. est observée, grace aux cavités distinctivéslles y forment suite a la
production importante d’enzymes pectinolytiquesr¢Rdelon et Burnett, 1991; Hyman et
al., 2001; Hélias et al., 2012).

Pérombelon et al. (1987) s’appuyant sur cette dapdesPectobacteriunspp. et Dickeya
spp. de la pomme de tedormer sur milieu CVP des cavités distinctivesdm’elles y sont
incubées 24 ou 48 heures ont proposé un schémarodmtion de cavité permettant de
différencier ces bactéries sur I'effet de leur$édéntes températures de croissance. Pba forme
des cavités a 27°C uniquement, Pcc forme des saxit®/ et 33,5°C mais pas a 37°C. Par
contre Dickeya spp. forme des cavités a toutes ces températuremestionnées. La

distinction entre Pba, Pcc ddickeya spp. est permise par apport d'un antibiotique
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(érythromycine) au milieu de culturBickeyaspp. y est sensible tandis que Pba et Pcc y sont
résistantes (Pérombelon et dl987; Janse et Spit, 1989). Cette méthode de déeomet
sur milieu CVP encore appeleeable count methodvVCM) nécessite 48 a 72 heures pour
obtenir une réponse et le matériel doit étre teatés un délai d’'une heure a cause de la mort
des cellules due a I'oxydation des produits phéo@s présents dans I'extrait de pelure de
pomme de terre, méme aprés l'ajout d’'un antioxydadin d’'obtenir une identification
correcte du nombre de bactéries et un prélevemsétdes colonies, le nombre de cavités
creusées dans le milieu CVP ne doit pas excéde(R&@mbelon et al., 1987).

Cependant, la profondeur de ces cavités distiretast fonction de la qualité de la source
(firmes industrielles) du polypectate employée pdar préparation du milieu CVP
(Pérombelon et Burnett, 1991; Pérombelon et Van/idalf, 1998; Hyman et al., 2001; Hélias
et al., 2012). Van Der Wolf et al. (1996) mettentévidence I'impossibilité de détecter Pba
lorsque la quantité de Pcc dans I'échantillon @6t fbis supérieure a celle de Pba. De méme,
bien que les bactéries Gram (+) poussent difficdetrsur le milieu CVP, certaines bactéries
Gram (-) non pectinolytiques s’y développent enralamce variable selon l'origine des
tubercules et peuvent inhiber la croissance Bestobacteriumspp. et Dickeya spp.
pectinolytiques. Un des inconvénients majeur dedshode VCM est que toutes les souches
de Pectobacteriunspp.et Dickeyaspp. de la pomme de terre ne peuvent pas étraglistes
(Janse et Spit, 1989). En effet, certaines soublaettriennes d®ectobacteriunspp. et
Dickeya spp. se développent en dehors des températuresodsance susmentionnées
(Pérombelon et al., 1987). Quoique certaines hastépectinolytigues comme les
PseudomonasFlavobacterium,Clostridium et Bacillus présentes sur la pomme de terre
forment aussi des cavités sur le milieu CVP, catlesont différenciables par leur manque de
profondeur et leur aspect diffus (Jones et al.419@nfin, cette technique est mal adaptée aux

tests de routine a grande échelle étant donnéxggnees en main d’ceuvre.

1.2.7.2. Sérologie
Les techniques de détection basées sur la séraogieammunologie consiste en la réaction

de reconnaissance entre un antigene spécifiguagknt pathogenePectobacteriunspp. et
Dickeya spp.) et un anticorps (Sialer et Rosso, 2007). amtscorps sont produits par le
systeme immunitaire apres injection d’antigene régixidu pathogene) chez des animaux a

sang chaud (mammiféres, poulets, etc.). On distintgs anticorps monoclonaux et
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polyclonaux qui se caractérisent respectivementeuaifixation & un ou plusieurs épitopes de
I'antigéne.

Les techniques sérologiques les plus utilisées pouétection de$ectobacteriunspp. et
Dickeyaspp. sur matériel végétal sont I'lmmunofluoresce(iEg (Allan et Kelman, 1977;
Vruggink et de Boer, 1978) et différentes formeBLdSA (Enzyme linked immunosorbent
assay) comme I'ELISA indirecte, le DAS-ELISA (DoabhAntibody Sandwich ELISA) (De
Boer et McNaughton, 1987a; Gorris et al., 1994¢ elot-blot ELISA (Pérombelon et Hyman,
1995). Ce choix est favorisé par la robustesseqle peu elevé et la simplicité d’application
de ces méthodes pour des test de routine sur md gi@mbre d’echantillons comparées aux
autres techniques de détection (Ward et al., 2B8tkrs et al., 2007).

Mais, l'efficacité des techniques sérologiques lesitée par la disponibilité d’anticorps
spécifiques (De Boer, 2002; Narayanasamy, 2008) &oal., 2011). Dans le cas de 'ELISA,
ilIs ne permettent que la détection de 2 sur leer@dgsoupes connus au niveau de Pba
(Pérombelon, 2002). D’ou la nécéssité de connkitneajorité des sérogroupes de Pba, Pcc et
Dickeyaspp. présents dans les régions de culture de lanpathe terre avant la mise en ceuvre
des tests sérologiques (Peters et al.,, 2007). Lequeade spécificité (présence de faux
positifs) des anticorps disponibles (monoclonauxpolyclonaux) di aux réactions croisées
avec lesPseudomonades Comamonaspp. et a la grande variabilité au sein des sgesty
desPectobacteriunspp. et Dickeyaspp. (Kang et al., 2003) pose un autre problemeunaj
dans leur utilisation pour des études épidémiolaggget d’identification de Pba, Pcc et
Dickeya spp. Mais ce probleme de reactions croisées peetskirmonté par une étape
préliminaire d’enrichissement de I'extrait en cdmii anaérobique par suppression de la
croissance dePseudomonagt Comamonagjui sont des bactéries strictement aérobiques
(Peters et al., 2007). L’ELISA ne permet pas dé&dshcier les antigenes provenant de Pba,
Pcc etDickeyaspp. vivantes ou mortes ou de cellules désagrégm@sairement a I'lF et
I'lFC. Ceci rend difficile la quantification dé3ectobacteriunspp.et Dickeyaspp. dans le cas
d’études épidémiologique. La sensibilité de cebrigpies sur matériel végétal, voisine dé 10
et 10 bactéries/ml pour I'lF et bactéries/ml pour 'ELISA (Fraaije et al., 1996n&h et

al., 2000; Toth et al., 2011) est insuffisante ppermettre la mise en évidence de niveaux
d’'inoculum susceptibles d’induire le développemaatla jambe noire et la pourriture molle
(10° bactéries/tubercule) (Bain et al., 1990).

D’autres techniques immunologiques comme I'lFC (mmofluorescence colony staining)
(Van Vuurde et Roozen, 1990), et I'IMS (Immunomagneeparation) (Van Der Wolf et al.,
1996) permettent d’augmenter la sensibilité deéteation de$ectobacteriunspp. L'IFC a

17



Chapitre 1: Revue de la littérature

permit d’améliorer la sensibilité envers Pba juagli0-50 Pba/ml (Van Vuurde et Roozen,
1990). L'IMS permet un enrichissement des extraitant I'étalement et I'énumération sur
milieu CVP favorisant ainsi une réduction des regjde faux-négatifs et une amélioration de
la sensibilité (1 UFC/mI d’extrait de pelures) de la méthode dén@mtent sur milieu CVP.
Récemment, une nouvelle technique immunologiqudisanit la cytométrie en flux
(technologieLuminex xMAP a permis de détecter simultanément PbRieteyaspp., avec
un seuil de sensibilité de 48 1¢ UFC/ml, aprés une étape d’enrichissement sur Uieumi
semi-sélectif a base de polypectate (Peters eR@0.7). Dans certains pays de I'Europe de
I'Ouest la technique ELISA précédé d'une étapeimighire d’enrichissement est utilisée
dans les programmes de test de routine en vuetdetelélesPectobacteriunspp.et Dickeya

spp. de la pomme de terre (Peters et al., 2007).

1.2.7.3. Biologie moléculaire
La PCR, ou réaction de polymérisation en chainel’'sae des méthodes moléculaires

actuellement utilisée pour la détection et I'idBa#ition desPectobacteriunspp.et Dickeya
spp. infectant la pomme de terre. La technique PERnet de réaliser une amplification
sélectivein vitro de séquences d’ADN spécifiques au génome de lata¢Narayanasamy,
2008). Les séquences nucléotidiques utilisées &t Biir la détection et 'identification des
Pectobacteriunmspp. et Dickeyaspp. pectinolytiques sont pour la plupart ceux dgons
conservées entre les 16S et 23S de I'ADNr (Tothl.etl999a; Toth et al., 2001; Baghaee-
Ravari et al., 2011) ou celles codant pour lesgotes lyases ou gemel (Darrasse et al.,
1994b; Hélias et al., 1998; Nazerian et al., 20kltor et al., 2012).

La PCR est devenue un outil essentiel dans lesdaiiges de recherche et ses applications
sont nombreuses (Ward et al., 2004; Sankarana,)2D&8 techniques de diagnostic basées
sur la PCR peuvent étre divisées en deux catégarigsvoir celles utilisées pour la détection
et celles employées pour caractériser les isolat®attobacteriumspp. et Dickeya spp.
(Charkowski et al., 2006; Laurila et al.,, 2008).sLeouples d’amorces utilisés pour la
détection permettrent d’effectuer une détectionuttimmée des trois bactéries (Pba, Pcc et
Dickeyaspp.) (Toth et al., 1999a; Moh, 2005) ou individegle Pba (Darrasse et al., 1994a;
De Boer et Ward, 1995; Fréchon et al., 1998; Hyriaal., 2000b), de Pcc (Darrasse et al.,
1994b; Kang et al., 2003) et deickeyaspp. (Nassar et al.,, 1996; Tsror et al., 2012).
Récemment, Diallo et al. (2009) ont, par PCR migdkpdétecté et identifié simultanément
Pba etDickeyaspp. en associant deux couples d’amorces différBets études portant sur la
détection quantitative des Pba sur les tubercudepainme de terre ont été développées en
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utilisant la PCR. Ces travaux ont permit de déteetele quantifier Pba, dans I'ordre dé& a0
10° Pba/ml, & l'aide du couple d’amorce Pbalf-Pba2t’en ADN compétiteur cloné dans
Escherichia colia travers le vecteur pGEM-T (E. coli 4R 1/1), paiklitionné a I'extrait de
peau de pomme de terre (Hyman et al., 2000a).

Les techniques moléculaires basées sur la PCR cpliReP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (Avrova et al., 2002), la RFLP (Riesion Fragment Length Polymorphism)
(Slédz et al., 2000; Toth et al., 2001; Fesseha#. £2002; Yahiaoui et al., 2003), la RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DNA) (Maki-Viehma et al., 1994; Parent et al.,
1996; Toth et al., 1999b; Hadas et al., 2001),évatdéveloppées pour différencier et étudier
la variabilité des isolats de Pba, PcOatkeyasp.

Appliquée directement sur des extraits de pelad?CR seule ne permet pas I'obtention de
seuils de détection proches des niveaux de popualasuffisants pour induire le
développement de la maladie {1Bactéries/tubercule) (Bain et al., 1990) & causelad
présence des inhibiteurs de la PCR issus de liexdiea pelure (composés phénoliques,
carbohydrates, acides humiques, etc.). C'est pourgwne eétape préliminaire
d’enrichissement sur des milieux sélectifs tel umilieu CVP, avant la détection par PCR,
a été proposée par certains auteurs en vue d'am@l® sensibilité de la méthode PCR
(Hyman et al., 1997; Toth et al., 1999a). Une aapproche est d'utiliser I'MS-PCR (Van
der Wolf et al., 1996a), 'immunocapture PCR (ICHBCafin de réduire les probléemes
d’inhibiteurs de I'extrait de pelure et d’améliokgalement la sensibilité et la spécificité de la
PCR (Pérombelon et Van der Wolf, 2002; Ward et24lQ4). Les seuils de détection atteints
oscillent entre 10a 16 UFC/mI d’extrait.

L’'un des inconvénients majeurs de l'utilisation ldePCR en routine sur un grand nombre
d’echantillons réside dans la technique adoptée [@owevélation des amplicons PCR. Les
méthodes de révélation des amplicons sont nomlse$g la visualisation des produits
d’amplification sur gel d’agarose par I'électropbse (méthode classique); (2) la capture des
amplicons dans une microplaque, suivie d'une réw&lacolorimétrique (PCR-ELISA et
PCR-ELOSA: Enzyme-linked oligosorbent assay); (3 transfert des produits
d’amplification sur une membrane, leur hybridatearec une sonde homologue marquée et la
révélation de I'épreuve par colorimétrie, chimiolagscence, fluorescence ou radioactivité.
La PCR en temps réel permet de surmonter ces pnekléiés aux opérations post-PCR. En
effet, cette technique ne nécessite pas d'étapketion post-PCR et d’ouverture des tubes
PCR. Cette technique élimine aussi les risquesodeamination des produits d’amplification

par carry-overd’échantillon & échantillon et réduit donc leguss de faux positifs (Ward et

19



Chapitre 1: Revue de la littérature

al., 2004). La PCR en temps réel permet une queattdn du nombre de molécules présentes
en début de réaction. A notre connaissance, peputhications ont été décrites sur la
détection dedectobacteriunspp. et Dickeyaspp. pathogenes de la pomme de terre par la
PCR en temps réel. Takle et al. (2007) ont dans leavaux proposés des genes candidats
(recA et ffh) dans le but de quantifier les ARNaiot de Pba dans les tissus de I'hGte par RT-
PCR en temps réel. Laurila et al. (2010) ont @iless sondes fluorescentes SYBR Green pour
détecter et identifier par PCR en temps réel deshss deDickeyaspp. sur des plants de
pomme de terre en Finlande.

De maniére générale, les méthodes de détectiorcoiaige basées sur la PCR présentent les
inconvénients d’étre chéres (Degefu, 2006) et exitgs en main d’ceuvre qualifiée
(Pérombelon et al., 1998; Degefu et al., 2009). déatre, elles sont spécifiques, sensibles,
rapides (Alvarez, 2004; Narayanasamy, 2008) et rpmmt étres utilisées pour la
quantification dePectobacteriumspp. et Dickeya spp. par tubercule d’'un échantillon
représentatif. Ce type d’analyse, non encore digf®en routine pour des analyses a grande
échelle, pourrait aider a qualifier I'état saniad'un lot de tubercules de pomme de terre afin
de mieux intégrer les conditions environnementalass la gestion du risque lié aux
Pectobacteriunspp. et Dickeyaspp. de la pomme de terre. La PCR est égalemdisati
pour Vérifier les résultats issus des autres méthatk détection susmentionées. C’est une
technique de diagnostic parfaitement automatisableompatible avec des analyses a haut

débit notamment la PCR en temps reel.

1.2.8. Méthodes de lutte
L’absence de moyens de lutte chimique efficaceasgetes contre la pourriture molle et la

jambe noire, oriente les agriculteurs vers d’'autregens de lutte axés essentiellement sur
des mesures prophylactiques et culturales (RoesBellirgeois et Priou, 1995; Latour et al.,
2008; Czajkowski et al., 2011). Ces mesures pr@utiglues visent a réduire d’une part les
niveaux d’'inoculum au départ des cultures, et d&ayiart, a rechercher les conditions qui
ralentissent la multiplication et la transmissioa k& maladie. De méme, aucune variété
commerciale totalement résistante (Rasche et @06;2Czajkowski et al., 2011) n'a été
signalée vis-a-vis de ces bactéri®egtobacteriumspp. et Dickeyaspp.) de qualité de la

pomme de terre en dépit de leurs niveaux de sditsithifférents (Pasco et al., 2006).
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1.2.8.1. Contre la Jambe noire
La mise en place de la culture est conseillée swgolibien drainé dans 'optique d’éviter les

conditions humides et asphyxiantes (anaérobiegrédes a la multiplication bactérienne
puis au développement précoce de la maladie (8tatt, 1996; Hélias, 2008). L’'éradication
des plantes infectées au champ et les repoussgseqguent étre des sources d’'inoculum ou
favoriser la dissémination des bactéries sont aweager au niveau des agriculteurs (Fiers et
al., 2012). En outre, une fertilisation azotéeagtonnée du sol est souhaitable (Olivier, 2004).
Certains auteurs, rapportent qu’une fertilisatiaftique (gypse) et magnésienne appropriée
favoriserait la réduction des symptdmes de jambeerar stimulation de la résistance des
plantes (Bain et al., 1996). En effet ces ionsldiv@ renforcent la paroi cellulaire de la plante
contre les PEL de®ectobacteriunspp. et Dickeya spp. (Pérombelon et Salmond, 1995;
Charkowski et al., 2006; Abo-Elyousr et al., 201DJjautres auteurs ont montré que le
calcium affecte également la régulation des gemesidilences au niveau de Pba et Pcc
(Flego et al., 1997; Ahn, 2007). C’est pourquoi,cleix des sols possédant une bonne
capacité d’échange cationique et ayant une bommsaiteen calcium s’'avére adéquat (Bain et
al., 1996; Abo-Elyousr et al., 2010). L'utilisatiothe tubercules-semences certifiés a la
plantation (Pérombelon et Van der Wolf, 2002; Cbargki et al., 2006), couplée a la mise en
ceuvre d’'une rotation de culture au champ permelidenuer sensiblement I'incidence de la
maladie (Hélias, 2008). La production des tubeseglemences certifiés est basée sur
I'observation des symptédmes de jambe noire au ch@mspection au champ) (Pérombelon,
2000) additionée de tests sérologiques ou molé&eslaen laboratoire en vue dune

confirmation (Czajkowski et al., 2011).

1.2.8.2. Contre la pourriture molle
Dans le cadre de la conservation des tuberculgsuhene de terre, il est recommandé d’avoir

de bonnes mesures d’hygiéne au sein de I'exploitatll s’agit du nettoyage et de la
désinfection réguliere du matériel agricole, depaagils de conditionnement et des locaux
d’entreposage (Rousselle et al., 1996; Hélias, R0BB effet, lesPectobacteriumspp. et
Dickeyaspp. de la pomme de terre peuvent se conserverlegansottes de terre se trouvant
sur sol et sur les locaux d’entreposage et comestainsi un pouvoir de contamination non
négligeable. Voici quelques désinfectant utiliségormol (formaldéhyde), le crésyl (huile de
houille), 'eau de javel (hypochlorite de sodiunt) ades produits a base de phénols et

d’ammonium quaternaire (Rousselle et al., 19963stlaussi indiqué d’employer le défanage
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chimique plutdét que le défanage mécanique parcé Quésente l'avantage de ne pas
provoguer de blessures ou de chocs au niveau tesctilles. Au cours de la récolte des
tubercules, il est souhaitable d’éviter une hurgdidixcessive des sols (sensibilise a I'infection
lenticellaire) et une température supérieure a 2@dCasionne des dégats mécaniques dus a
un sol sec) (Rouselle et al., 1996). En outresildemandé d’éviter la présence d’'un film
d’eau sur les tubercules durant le stockage (Péetimlet Salmond, 1995). L'entreposage des
tubercules de pomme de terre dans un local ayatampérature et une humidité relative

adéquates est également un moyen de lutte efficace.

Plusieurs autres approches ou techniques de Ilultgrec les bactéries de qualité
(Pectobacteriunspp.et Dickeyaspp.) des tubercules de pomme de terre en conseraatt

été proposées avec un dégreé d’efficacité variable.

Afek et al. (1999) ont montré un effet désinfectate la pulvérisation des locaux
d’entreposage des tubercules de pomme de terredavperoxyde d’hydrogéne stabilisé au
moyen d’'un mélange de subtances contréksobacteriunspp. Ranganna et al. (1997) ont
constaté que les rayons ultraviolets (UV) permetiiaie controle de Pcc et daisarium
solani pour des courtes durées de conservation sansdidégla qualité des tubercules
(fermeté, couleur et germination). Des traiteméimésmiques (chaleur, vapeur et eau chaude)
Ou au mercure organique en vue de réduire lI'inaautwr les tubercules ont été efficaces
(Burnett et al.,, 1990; Ranganna et al., 1998; AdelOrenstein, 2002). Afek et Orenstein
(2002) soutiennent que ces traitements thermiggissent suivant trois modes qui sont: (1) la
chaleur détruit le pathogene et (2) stimule lastésice de la plante, (3) la pression enléve les
spores fongiques et les débris de surface descuulbsr Malgré son effet anti-bactérien contre
les Pectobacteriunspp., le traitement des tubercules-semences de paterterre a l'aide de
produits chimiques a base d’organomercure est dédihdans de nombreux pays pour des
raisons de protection de I'environnement (Priodatan, 1996). L'utilisation de réacteurs de
décontamination dont la technologie est basée 'éaridsion de plasmas froids est aussi
envisagée pour traiter les eaux de lavage des dullesr apres récolte afin de limiter la
dissémination dans I'environnement de Pba (More¢ail ,e2005).

Certains antibiotiques (Kasugamycine, neomycinereptbmycine, tétracycline et
vancomycine) (Bartz, 1999; Cui et al., 2009) et pos#és chimiques a base de cuivre (champ
2, phyton-27, cuivre analytique et cuivre fixéehtsefficaces contre leBectobacteriunspp.
(Blom et Brown, 1999;Gracia-Garza et al., 2002). Mais, l'utilisation abhamp de ces

molécules présente un danger pour la santé hunfsineammadet al., 2009), un risque
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écologique d’altération des eéquilibres microbiernts ua développement important de
résistances (Priou et Jouan, 1996; Latour et @G3R

De nouveaux composés capables d’altérer I'intégréulaire bactérienne ou d’inhiber la
croissance de Pba et Pcc ont montré, une réelta@te lors d’essaim vitro etin vivo au
laboratoire. Il s’agit de solutions salées de amerd’aluminium et de métabisulfite de
sodium (Yaganza et al., 2004), de plusieurs saistiealées organiques ou inorganiques
(Mills et al., 2006; Yaganza et al., 2009), de s de syntheses (CAMEL) (Kamysz et al.,
2005). Au niveau physicochimique, il semble quehibition de la croissanaa vitro de Pba

et Pcc observée avec les sels résulte de la capbicihisation de I'eau (faible pKa ou pKb)
de leurs constituants, ainsi que de leur lipopidli¢dans le cas du benzoate de sodium et du
sorbate de potassium) qui favoriserait les intesastavec la membrane bactérienne (Yaganza
et al., 2009). Au niveau ultrastructural, le chterd’aluminium, provoque des bris de la paroi
cellulaire de Pba et Pcc, une disparition des uésscextracellulaires et une agrégation du
cytoplasme. Par contre, le mode d’action par ledmeahétabisulfite de sodium exerce son
effet toxique implique une altération de la membrarytoplasmique bactérienne et une
agrégation du cytoplasme (Yaganza et al., 2004).

Par ailleurs, il est important de souligner que gestiques agricoles de nombreux pays au
monde mettent aujourd’hui I'accent sur I'évaluataen’efficacité des traitements versus leur
colt environnemental (Epstein et Bassein, 2003siQyourquoi, la recherche de nouvelles
molécules a faible impact environnemental est #etment encouragée, notamment les
molécules ciblant la virulence du pathogéne (amtilents) plutét que sa viabilité
(bactéricides) (Latour et al., 2008). L’'existence signal dequorum-sensingchez ces
bactéries Pectobacteriunspp.et Dickeyaspp.) phytopathogénes de la pomme de terre et son
réle stratégique dans la maladie (Smadja et al04R0 désignent cette communication
cellulaire bactérienne comme une cible privilégi@er développer des outils de lutte contre
la virulence. Ces stratégies d’anti-virulence anités pour but d’interrompre la signalisation
guorum-sensingle Pectobacteriunspp.et Dickeyaspp. nécessaire a I'induction des genes de
virulence uorum-quenchingpar le biais de composés chimiques, toxines, rapgy(Lin et

al., 2003; Park et al., 2006; Truchado et al., 2012

L’emploi de la résistance des cultivars sauvagepateme de terre résistants a la maladie
(pourriture molle et jambe noire) est égalemenisayé pour la création de nouvelles variétés
commerciales résistantes en vue d’'une lutte gamtgntrePectobacteriunspp.et Dickeya
spp. (Carputo et al., 2000). Les genes qui gouneraerésistance du tubercule et celui de la

tige sont différents (Rabot et al.,, 1994; Pascd)520Cependant, l'insertion de genes de
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résistances au niveau des cultivars commercialestsrendue difficle a cause d'une
incompatibilité et la transmission de caractéres désirés du parent résistant (Ahmet et al.,
2004). Ce constat a amené certains généticienspborex d’autres voies de sélection
notamment la création de pomme de terre transgénige sont des pommes de terre ayant
intégrés un ou plusieurs genes issus d’'une auprécesvégétale, microbienne ou animale
présentant un effet anti-bactériens contrePlestobacteriunspp.de la pomme de terre (Yi et
al., 2004; Kamysz et al., 2005). Les genes bacgimpliqués dans la dégradation des AHL
intervenant dans la communication cellulaire Bestobacteriunspp. de la pomme de terre
codent pour des lactonases identifiées @ezllus (Dong et al., 2000) éhodococcugPark

et al.,, 2006), des amidohydrolases identifiées dRalstonia(Lin et al., 2003). Le géne
bactérien codant une lactonase Bacillus a été introduit dans la pomme de terre par
transgenése. Ces plantes de pomme de terre traopsgerfy compris les tubercules) se sont
avérées plus résistantes que leurs parents sausaiges une infection par Pba et Pcc (Fray
et al., 1999; Dong et al., 2001; Charkowski, 2009).

Cependant, le développement des variétés transggmniet leur emploi se heurtent a une
faible acceptabilité générale des végétaux gergigmt modifies (OGM) en Europe a cause
des problemes d'éthique et de risques environneaurrdccrus (impact sur la structure des
communautés microbiennes, dissémination du traesgeafiautres plantes ou organismes de
la biocénose) qu’elles soulévent (Myskja, 2006;2dles et al., 2007).

La lutte biologique contre leBectobacteriunspp. et Dickeyaspp. de la pomme de terre
apparait comme une autre alternative de lutte. Va@tal., en 1993 ont montré que des huiles
essentiellesGoridothymuscapitatus Origanum dictannu®t Satyreja thymbraavaient une
action anti-microbiennes contre Pba et Pcc. Dededuessentielles d€innamomum
zeylanicum, Corydothymus capitaetsOriganum heracleoticuront inhibé a plus de 80% la
croissancen vitro de Pba sans étres efficacewivo sur des tranches de tubercules de pomme
de terre (Dabiré, 2009). Des études ont montré 3% desPseudomonadluorescenset
Pseudomonaputida (bactéries endophytes de tubercules) présentenactivité antagoniste
contre Pba et Pcc lors d'essais d’inhibition stitdsode Pétriif vitro) et sur tubercules de
pomme de terrar({ vivo) (Reiter et al., 2002). L’effet antagoniste de deax bactéries réside
dans la production d’enzymes, de sidérophores (Gress, 1986), des antibiotiques comme
le 2,4-diacétylphloroglucinol (Keel et al., 199208in et al., 1997). L'activité antibactérienne
de Streptomycesinereorubercontre Erwinia chrysanthemi3937VIIl observée par certains
auteurs souligne l'importance de souches d'actinéteg comme candidats potentiels pour le

contrdle biologique des bactéries phytopathogeress tdbercules de pomme de terre (El
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Karkouri et al., 2010). Par ailleurs, Baz et aDX2) ont observé une efficacité de 65 a 94%
dans la réduction de la sévérité des symptdbmeodeifure molle causés par Pba et Pcc sur
des tranches de tubercules de pomme de terre levanitides actinobactérieSteptomyces
sp. OE7) comme agent de lutte biologique. Malhesgment, 'efficacité de ces isolats n'a
pas été démontrée au champ. Récemn8artatia plymuthicaA30 (une bactérie endophyte)
isolée sur des tubercules de pomme de terre paupgsmis d’inhiber le développement de la
jambe noire et la colonisation de tiges de plaetpamme de terre p&rickeyasp. biovar 3
dans des études effectuées en serre (Czajkowakj 2012).

Les lipopolysaccharides (LPS), principaux constitsade la paroi des bactéries Gram (-),
semblent jouer un role direct dans le mécanismeedennaissance de la plante par le
pathogene et dans I'induction de la résistances(EttiNewman, 2003). Val et al. (2006) ont
testé les effets de protection des LPS de Pba@s®cdes tubercules de pomme de terre
(Bintje) contre la bactérie Pba. Les résultats e auteurs ont montré que les LPS de Pba et
Pcc provoquent une protection contre la pourritaadle si le traitement intervient au moins
24 heures avant l'inoculation. Cependant, aucuet efignicatif de la bactérie d’origine des
LPS n’a été mis en évidence par ces auteurs. Gestdiactéries de la rhizosphere et du sol
ont été sélectionnées comme candidats de biocergublbase de leur capacité a dégrader les
signaux duguorum-sensingAHL) desPectobacteriunspp.de la pomme de terre (Jafra et al.,
2006). Il s’agit deBacillus Delftia, RhodococcysPseudomonaset Ochrobactrumqui ont
exhibé une efficacitén vitro contrePectobacteriunspp.(Dong et al., 2004; Uroz et al., 2003;
Jafra et al., 2006). Les travaux de Cirou et @0f ont montré que certains composeés
chimiques biodégradables (gammacaprolactone, ®leapone, 4-heptanolide) sont capables
de stimuler la croissance des bactéries dégradamAHL, commeRhodococcust Delftia,
dans la rhizosphere de la pomme de terre en cuituesol.

A notre connaissance, aucun agent de lutte bialegicpntre lesPectobacteriumspp. et
Dickeyaspp. n’est disponible commercialement (Charkowskilg 2006; Czajkowski et al.,
2012). L’'ensemble des techniques décrites ne sameRclusives et pourraient étre associées
dans une pratique de lutte intégrée contre cesadraétériaceesPEctobacteriumspp. et
Dickeya spp.) phytopathogenes de la pomme de terre. Limpmawironnemental et

I'efficacité de ces nouvelles stratégies de luéerdnt étre évalués.

25



Chapitre 1: Revue de la littérature

1.3. Modélisation de la cinétique de croissance die population
de micro-organismes

1.3.1. La microbiologie prédictive: une aide a I'éaluation des risques
La microbiologie prédictive est une branche de larobiologie alimentaire qui utilise des

modeles mathématiques, pour définir des réponsesrobiénnes aux conditions
environnementales, permettant une évaluation dbgedales effets de traitement, de la
distribution et des opérations de stockage surukditg et la sécurité microbiologique des
produits alimentaires (MacDonald et Sun, 1999; Mekie et al., 2002; Juneja et al., 2009).
La microbiologie prédictive est donc un outil germet d’évaluer les risques d’infection des
produits stockés et de les maitriser.

Traditionnellement, lorsqu'un microbiologiste vatlarédire I'évolution d'une population de
micro-organismes contaminants dans un produit aliame donné, il devait réaliser
expérimentalement des cinétiques de croissance ldansonditions environnementales en
usage pour le produit considédhéllenge test Si I'un des facteurs influencant la croissance
(température, pHa,, etc.) était modifié dans le produit alimentalesmicrobiologiste n'avait
plus qu'a refaire ses expériences dans les nosvedlieditions considérées. Cette démarche
était colteuse, et ne permettait pas une répopgier@Juneja et al., 2009).

C'est dans ce contexte que le concept de micrapelprévisionnelle (Whiting, 1995;
McMeekin et Ross, 1996) a été proposé; les phénesnéhservés sont modélisés avec des
modeles généraux valables pour plusieurs microrisgees et plusieurs types d'aliments.
L'utilisation de ces modeles permet d'éviter la anen place, pour I'étude d'un nouveau
produit, d’expérimentations microbiologiques spéciés. Les simulations en microbiologie
apportent une contribution dans l'estimation degueés associés aux germes pathogenes
(Buchanan et Whiting, 1996; Membré et al., 2005jilRat et Lubran, 2011).

Plusieurs modéles ont été proposés dans la littéacientifique pour décrire ou prédire la
croissance des micro-organismes en fonction desmgdres ecologiques. Mais, peu d’études
ont été consacrées a la modélisation de la craissaes pathogénes infectant les tubercules
de pomme de terre notamment Rectobacteriunspp.et Dickeyaspp.

Lui et Kushalappa (2002 et 2003) ont développéndedeles prédictifs permettant de gérer
les risques liés au développement de la pourrgeahe due &usariumsambucinunet la
pourriture aqueuse causée Pgthiumultimumsur des tubercules de pomme de terre en post-
récolte a partir des facteurs (température, humidit la durée du stockage) influencant

I'infection et I'expansion des lésions des deux adads susmentionnées. Le potentiel de
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I'infection et de I'expansion de la maladie ont étéalués, par ces auteurs, au moyen du
volume de la quantité de chair de tubercules denpeale terre pourri. Sepulchre et al. (2007)
ont modélisé la régulation du gepel de Dickeyasp. au cours de la relation héte pathogéne.
Certains auteurs se sont focalisés sur la modélisde I'effet de la température en condition
dynamique sur les risques de prolifération et déssance de Pba et R¢ans du jus de salade
d’endive pasteurisé ou non (Leporq et al., 200Dreh et al., 2004, 2006). Kendrick et al.
(1959) ont utilisé un index température - humidigéative pour prédire l'incidence de la
pourriture molle sur les tubercules de pomme dee teaturellement infectés. Mais, aucune
information sur le genre des bactériBe¢tobacteriunspp., Dickeyaspp.,Pseudomonasu
Clostridium) impliquées dans le développement de la maladistrdonnée. Kushalappa et
Zulfigar (2001) ont modélisé le développement larpture molle des tubercules de pomme
de terre vis-a-vis des facteurs tels que la tentperal’humidité et la durée du stockage.
Mais, les modeéles prédictifs de ces auteurs ondétéloppés uniquement avec Pcc. En outre,
ces modeéles prédictifs ne tiennent pas compte dgidatité de bactéries (Pcc) présente au

niveau du site d’infection.

1.3.2. Techniques standard de mesures de la croiasa
Il existe deux méthodes classiques permettantuisitipn des données de croissance d'une

population de micro-organismes (Brock et Madig&@91t McMeekin et al., 1993) :

- Le dénombrement des cellules viables sur boiteéale

- La mesure de la biomasse par turbidimétrie

La technique de dénombrement sur boite de Pétrpdaiie des méthodes de mesure directe
du nombre de micro-organismes. Cette techniqueistena ensemencer a intervalles de
temps réguliers des boites de Pétri par une dilutippropriée d'un échantillon de la
suspension microbienne (Figure 4). Cette technsyygose qu'a un micro-organisme déposé
au départ correspond aprés culture exactementaloei€. La croissance est ainsi mesurée en
unité formatrice de colonig®JFC).

La deuxiéme technique ne consiste pas a comprteinent les cellules, mais a mesurer la
biomasse microbienne au travers de l'opacificattan milieu de culture liquide. Les
techniques turbidimétriques permettent de suiéwlution de la biomasse microbienne par
la mesure de la densité optig{izO). Cette variable, définie comme le logarithnuerdpport
entre l'intensitépldu faisceau incident et l'intensité | du faisceansmis, caractérise I'opacité

d'un milieu (Figure 5).
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Prélévement et dilutions sucessives
de la supension microbienne
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Figure 4. Technique des dilutions pour les étalements Figure 5. Technique turbidimétrique

et le dénombrement sur boitesPétr. de mesure de la biomasse.

1.3.3. Différentes phases de la croissance d’un moeorganisme
Le schéma standard de la croissance d’'une populbtotérienne en milieu non renouvelé a

été établi par Buchanan (1918) (Figure 6). Cettglm® de croissance se décompose en sept
phases distinctes:

1. La phase de latence encore appelée la phasderstationnaire, qui correspond a
une phase de transition entre un état physiologimiteal et un état de croissance a
proprement parler (phase d’adaptation au nouvar@mvement)

2. La phase d’accélération de la croissance

3. La phase de croissance quasi-exponentielle, ditesiaphase de croissance
maximale ; cette phase de croissance est considarpeemiére approximation comme étant
purement exponentielle. La pente de la droite ¢loesla concentration bactérienne est
exprimée en coordonnées semi-logarithmiques) quores a la vitesse (ou taux) de

croissance maximal@lnay, avec:

_ Y~V
Howe =520 (1)

4. La phase de décélération ou phase de freinagesequible intervenir au fur et a

mesure que le substrat s’épuise ou que des prodokgues s’accumulent dans

I'environnement de culture
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5. La phase stationnaire maximale
6. La phase d’accélération de la décroissance
7. La phase de décroissance exponentielle, qui dpdaraque le milieu devient

fortement défavorable a la multiplication des dekubactériennes
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Figure 6. Différentes phases de la croissance bactérienndlieu liquide.

Les cinétiques de croissance bactérienne sontue giuvent représentées en coordonnées
semi-logarithmiques (Figure 6). La phase 3 de savise exponentielle apparait alors linéaire
et la pente de cette partie linéaire de la cougberdissance (khy €st estimée par une analyse
de régression linéaire. Les cinétiques de croigsantzservées en pratique sont loin de
correspondre au schéma simple et classique dguigeft et présentent une grande variabilité.
En particulier plusieurs phases exponentielles méssance correspondant a des régimes
différents peuvent se succéder, et les formes debee observées a partir de la phase de
freinage sont trés variées. Des efforts ont cepanglg fournis pour modéliser les quatre ou
cing premieres phases de cette cinétique. La complele ce phénomene biologique
nécessite l'utilisation de modeles non linéairearpidentifier les parameétres de croissance
(Charles-Bajard, 1996).
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1.3.4. Les limites de la microbiologie prédictive
Bien que la microbiologie prévisionnelle constitueoutil intéressant pour évaluer les risques

microbiologiques et de les circonscrire, la plupkes modeles prédictifs disponibles montrent
de nombreuses limites dans leur utilisation (DdtgrMuller, 1995; Sanaa, 2002; Zuliani,
2005):

- Les équations disponibles ne peuvent pas étreggapgps en dehors du domaine d’étude dans
lequel ils ont été définis pour les facteurs enuirementaux étudiés.

- Les modéles mathématiques ne tiennent pas cosegtearactéristiques physico-chimiques
des produits alimentaires, des interactions awemiero-organismes naturellement présents.

- La capacité de prédiction des modeles établigl'esttant plus difficile gu’ils prennent en

compte plusieurs facteurs.

1.3.5. Classification des modéles
Whiting et Buchanan (1993) ont propose trois clasgemodeles : les modéles primaires,

les modeles secondaires et les modeles tertiaires.

1.3.5.1. Modéles primaires de la croissance (Deligite-Muller, 1995)
Les modeles primaires décrivent I'évolution au sodu temps de la population microbienne

dans des conditions environnementales particuli¢geton leur complexité, les modeles
primaires sont caractérisés par un ou plusieuranpatres comme le temps de latercg le
taux de croissance spécifigue maximal{} la densité de population maximale.{y, etc.
(Sanaa, 2002; Baty et Delignette-Muller, 2004; &wnij 2005). Ces parametres sont
spécifiqgues a des conditions d’environnement comssaau cours du temps.

Le modéle de croissance le plus simple est le recebgbonentiel (McMeekin et al., 1993). Il
suppose que la vitesse de variation de la denstépapulation microbiennex est

proportionnelle &, c'est-a-dire que le taux de croissancdedi est constant :

th umax (2)
t=0;x>x,>0

ou x représente la densité de population microbienndeapst et pmax €st le taux de
croissance spécifigue maximal. Ce modeéle décriquernent la phase 3 de la croissance
(Figure 6).
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Des modeles de croissance décrivant aussi les phaste5 a I'aide d'une fonction de freinage
f ont été proposés :

dx

—= f(x

qr e (X)

lim X =X, (3)
| RN

t20,X = X2X,20

max—

oU X,...représente la valeur maximale de la densité delatpo microbienne et la fonction de
freinagef est strictement décroissante. On peut citer dengtifans de freinage couramment
utilisées, celle du modele logistique (Verhuls438

f() =1-—" (4)

max

Et celle du modele de Gompertz (Gompertz, 1825):

f(x) = |n(xf;(axj / |n(x)f<njxj (5)

La figure 7a et b montre les courbes décrites gmmiodeles (4) et (5), en logarithme de la
densité microbienne. La propriété de stricte mometale la fonction de freinage implique
gue le taux de croissance est maximal au débwd eesse de décroitre. Or comme on le voit
sur la figure 6, la croissance apparait souveneésapme phase de latence causée par
changement des conditions de croissance au moradimatulation. Ce délai a la croissance
est couramment désigné par le terme andigs(Buchanan et Cygnarowicz, 1990). Les
modeles définis préecédemment n'integrent pas ee. dél

Des modéles plus complexes permettant de décrifagcda continue les phases de croissance
1 a 5 ont été proposés par de nombreux auteursutdisent le modéle de Gompertz
(Gompertz, 1825) appliqué non pas a la densité agfmlption microbienne, mais a son
logarithme (Gibson et al., 1988; Zwietering et #090). Cette approche permet d'obtenir une
sigmoide sur le logarithme de la densité de pojuanicrobienne (Figure 7), et d'intégrer
ainsi les phases 1 et 2 de la croissance. Ce mddé&Bompertz modifié a été présenté sous la

forme analytique suivante par Zwietering et al.9@®

In(lJ = In(ﬁj exp —ex M(lag -t)+1 (6)

XO XO |n( Xmax J
XO
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Néanmoins, comme l'ont souligné Baranyi e{H#93a et b), le modéle de Gompertz modifié
est strictement empirique, et ne correspond pasutuau modéle classique de croissance de
Gompertz (5). Par conséquent il n'apparait plushdse exponentielle de croissance (linéaire
en coordonnées logarithmiques), et le taux de sa0ie k. Ne peut donc pas correspondre a
la pente de cette phase. Il a alors été défini certantangente au point d'inflexion de la
sigmoide (6) (Zwietering, 1990). Comme l'a soulig@aFanyi et al. (1993b), la courbure non
nulle du modele au voisinage de son point d'infiaxiisque d'induire une surestimation du
taux de croissance lors d'un ajustement sur desédsnexpérimentales. D'autre part, la
variablex, ne correspond théoriguement pas non plus a lawal#iale dex, ce qui apparait
clairement sur la figure 7 pour un faible tempdadence.

Baranyi et al (1993a et b) ont proposé une approche differemeingoduisant dans le
modéele de croissance (3) une fonction d'adaptation

dx _
X_dt - Hmaxa(t) f (X) (7)

ou a est une fonction strictement croissante, a valdars [0, 1] et tendant vers 1 lorsque
tend vers l'infini. La fonction d'adaptation sigm@iproposée par Baranyi et al. est la

suivante:
£
a,(t) = lag" +1" (8)
ou lag est le délai a la croissance reest un coefficient entier. Baranyi et al. (19938} o
montré que le modele obtenu avec cette fonctiodagi@tion et la fonction de freinage
logistique (4) ajustait au moins aussi bien lesrices expérimentales de croissance que le
modéle de Gompertz appliqué au logarithme de |aitiede population microbienne, tout en
gardant une forme différentielle simple du tauxcdmssance (7). La fonction d'adaptation (8)
présente néanmoins quelques inconvénients. Le ptmamsemble difficile a ajuster, ce qui a
obligé les auteurs a le fixer empiriquement a lkewa4. D'autre part la forme analytique
obtenue aprées intégration de I'équation (7) et t@mplexe et difficilement utilisable.
Delignette-Muller et al(1995) ont proposé une forme alternative de latfoncsigmoide
d’adaptation:
— @ Pat
a)= ©)
oulag est le délai a la croissancepgtest un taux d'adaptation réel positif. Dans cettetion

d'adaptation, ldag vérifie exactement la définition proposée par Buamet Cygnarowicz
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(1990) : c'est l'abscisse du point d'inflexion decburbe donnant le taux de croissance en
fonction du temps, c'est-a-dire du point d'inflexite la fonction d'adaptation.

L'intégration de I'équation (7) avec la fonctiomddiptation (9) et la fonction de freinage
logistique (4) donne une forme analytique relatieatrsimple, nettement plus facile a utiliser
gue celle obtenue par Baranyi et(&P93a et b):

X

max

x(t) =
1+ Xmax _1 e_(umaxt"'A(t))
XO

(10)
1+ @ Pa(t1a0)

_u —pla
Alt) =" 1+e ") In

a

L'estimation du parameétieedu modéle (10) sur une courbe expérimentale desantce n'est
possible que si la phase 2 (Figure 6) y apparaitechent. Il arrive que cette phase soit tres
courte et/ou que I'on ne dispose pas d'assez aespmipérimentaux la décrivant. On peut
alors utiliser une forme dégénérée du modele (b®rmue en faisant tendre le parameire
vers l'infini :

t <lag, x(t) =x,

t>lag, x(t) = Ximax (11)

1+ Xmax _1 e_umax(t_lag)
XO

Cette forme correspond aussi au modele de Bardmgli €1993a et b) dégéenéré en faisant
tendre le coefficienn de la fonction (8) vers l'infini. Les formes (10) @1) du modele
logistique avec adaptation ont été représentéda $igure 7e et f.

Ce modele permet de décrire relativement simpledesnphases 1 a 5 du schéma classique
de la croissance d'une population microbienne aubdse du modele exponentiel (2).
Contrairement au modele de Gompertz modifieé (6 parametres gardent leur sens
communément admis. Suivant les jeux de donnéesmocele peut étre utilisé sous sa forme
globale (10) ou simplifiée (11). De méme, la foantide freinage peut ou non étre prise en

compte suivant que I'on s'intéresse ou non auxeshést 5.
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Modéle de Gompertz
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Figure 7. Les modéles de croissance primaires les plus car@ment utilisés pour

décrire la variation d’'une population microbienransl un substrat non renouvelé en

fonction du temps (Deligne-Muller, 1995)
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1.3.5.2. Modéles secondaires de croissance
Les modéles secondaires décrivent l'influence aurplusieurs facteurs environnementaux

sur I'un des paramétres de croissanGgylh, etc.) issus des modéles primaires (Juneja et al.,
2009). Ainsi, un modele reliant leygk d'un micro-organisme ad,, la température, au pH,
etc., sera dit secondaire.

On distingue ainsi deux approches:

- La premiére consiste a étudier I'impact de chdgageur sur la croissance.

Cette approche est beaucoup plus simple et coaddés modeles assez robustes, mais ne
permet pas d’étudier les éventuelles interactiontreeles facteurs sur la croissance
microbienne.

- La deuxieme consiste a étudier simultanémentetfed’'un ou plusieurs facteurs sur les
parameétres de croissance.

La deuxiéme approche nécessite la définition despthexpérience parfois assez complexes
et les données sont analysées avec des modéleiwvamédt souvent polynomiaux ou de

surface. La méthodologie des plans d’expérienced@reloppée au chapitre suivant.

1.3.5.3. Modéles tertiaires de croissance
Les modeles utilisant les systémes experts et sesbde données pour faire le lien entre les

modéles primaires et secondaires sont appetekles tertiaires

Les plus connus et les plus utilisés, actuellensantt lePathogen Modeling PrograifiPMP),

le Food Micromodelle Growth Predictoret le Sym'PreviugLeporget al., 2005Membré et
Lambert, 2008). Ces programmes sont simples daiiiin et tres conviviaux. lls permettent
de calculer la réponse des micro-organismes aatetitons d'environnement variables et de

comparer les effets de différents facteurs.

Les modeles présentés ci-dessus sont adaptés #umtiosis ou les conditions de
I'environnement sont constantes. En réalité, lemaits se trouvent dans des conditions qui
varient au cours du temps. C’est le cas par exempléa température de stockage. C’est
pourquoi, en paralléle a cette classification, mesleles dynamiques permettant de prédire la
croissance microbienne en fonction des parameétessnabdeles primaires qui varient en

fonction du temps sont en cours de développememaig 2002; Yaghlene et al., 2009).

35



Chapitre 1: Revue de la littérature

1.3.6. Plan d’expériences

1.3.6.1. Définition d’'un plan d’expérience
Un plan d’expérience consiste a mettre en oeuveestratégie de travail dont le but est de

réduire le nombre des essais tout en atteignaideaent les réponses aux questions posées.
Dans un plan d’expérience, on cherche a établirelations entre les causes (facteurs) et les
effets (réponses).

La méthode "une variable a la fois" qui consistéxar tous les facteurs sauf un, pour
connaitre son effet sur la réponse, est colteus®mibre d'essais, et peu efficace car elle ne
permet pas d'optimiser le processus ni de trouvermodele prédictif s'il existe des
interactions entre les facteurs (couplage de paras)e Dans un plan d'expérience optimisé
au contraire, toutes les données sont utiliséeslsimément pour calculer chaque effet. D'ou
une précision accrue et un faible nombre d'eskaisésultat de I'essai peut étre expérimental

ou découler d'une simulation numérique.

1.3.6.2. Principaux avantages des plans d’expériezg
Les principaux avantages des plans d’expérienggdes®suivants :

- Diminution du nombre des essais

- Possibilité d’étudier un grand nombre de facteurs

- Détection des interactions éventuelles entrédeturs
- Détection des optima

- Détermination des résultats avec une meilleugeigion
- Optimisation des résultats

- Modélisation aisée des résultats

1.3.6.3. Terminologie des plans d’expériences
Ce paragraphe est un bref rappel des principaumeterutilisés dans la science des plans

d’expériences.

1.3.6.3.1. Facteur
Toutes les variables que I'expérimentateur désiveli€ér, et qui sont considérées comme

causes possibles des réponses sont appeléesdatians le langage des plans d’expériences,

le facteur varie entre deux bornes. La borne iatég est le niveau bas (codé par -1) et la
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borne supérieure est le niveau haut (codé par Hibbért, 2012). L'ensemble de toutes les
valeurs que peut prendre le facteur entre le niesuet le niveau haut, s'appelle le domaine
de variation du facteur ou le domaine du fact@ioupy, 2006). Un facteur peut prendre

plusieurs niveaux a l'intérieur de son domaine deation. S’il y a plusieurs facteurs, chacun

d’eux a son domaine de variation et la réunion desaines des différents facteurs est
appelée domaine d’étude (Figure 8).

Facteur 2

+
=

Domaine
d’étude

Domaine

// du facteur
-1\ +1\ Fathur 1

Niveau
supérieur

Niveau
bas

Figure 8. Exemple de domaine de variation et domaine d’étleldeux facteurs.

1.3.6.3.2. Réponse
La réponse est la grandeur qui intéresse I'expdriateur, et qui est mesurable a chaque

expérience ou point expérimental.

1.3.6.4. Modéles de surfaces de réponses
La méthodologie de surfaces de réponses consistécdre une quantité Y comme une

fonction d’'un ou plusieurs facteurs contrlés par I'expérimentateur. La finalité de

I'expérimentateur est de chercher les relationstaries entre la réponse Y et les facteuyrs X
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mis sous expérience. Ces relations peuvent étrériamliées par un modele (ou équation)
liant Y aux facteurs X(i = 1,..., k). Le modéle s’écrit d’'une maniere geieé:

Y =f Xy, X2, X3,y oo Xk, €)

- Y, est la réponse ou la grandeur d’intérét.

- Xi, sont les niveaux des différents facteurs (cesuralsont définies par I'expérimentateur).

- e, représente l'erreur expérimentale due a l'ede des facteurs non contrélés par
I'expérience et qui peuvent agir sur la réponse Y.

- f, est la forme fonctionnelle liant Y & XX5, ... Xk. f est une fonction polynéme.

Trois modéles sont généralement utilisés dangtémdiure des plans d’expérience pour
décrire la réponse Y en fonction des différentsdas (Buyske, 2001).

Modéle polynomial d’ordre 1E(y) = Bo+ 2Bi xi.
Modeéle d’ordre 2 (modéle quadratiqueg(y) = 2Bi i +2.2ig Xi .

Modéle d’'ordre 3 (modeéle cubiquelE(y) =>Bi Xi +X.Xi<j Xi Xj +2.>. Xi<j<k Xi Xj Xk.

1.3.6.5. Principales étapes de la méthode des platisxpériences
La mise en ceuvre d’'une expérimentation doit ob&iné démarche précise. Cette démarche

est facilitée par I'application de la méthode diesp d’expériences. Les principales étapes de
la méthodologie des plans d’expériences sont liesusies:

1.3.6.5.1. Préparation de I'étude
- Définition de I'objectif du travail:

La définition de I'objectif de I'étude est indispsable. C’est de la que tous les choix et toutes
orientations du travail vont prendre forme.

- Description précise des éléments de I'expérience:

C’est une description qui a pour objet de mettreadief les principaux éléments qui entrent
en jeu dans I'expérimentation (appareils de meglggign experimental, etc.).

- Choix de la réponse permettant d’atteindre I'atife

L’objectif étant précisé, il faut choisir la rép@n@u les réponses) qui permettra de savoir si
ce dernier est atteint ou non, ou si I'on n’ess@ loin du but.

- Recherche des facteurs qui pourraient influenaeéponse:

Il s’agit, a cette étape, d'identifier et de sélmmher les facteurs les plus importants qui

pourraient avoir une influence sur la réponse ¢boRour cette sélection, lorsque les facteurs
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ne sont pas connus précisément, il est recommaadai® des expériences préliminaires
(Lacroix et Castaigne, 1986).

- Définition des niveaux des facteurs

C’est une étape importante ou on attribue des owegrur chaque facteur. Ces niveaux
définissent le domaine expérimental qui doit éoeectement choisi pour que les conclusions
de I'expérimentation soient valables. C’est unepétdifficile car le domaine de chaque
facteur ne doit étre ni trop grand ni trop petio((By, 1999).

- Cibler les contraintes liées a I'expérimentation

Les contraintes expérimentales peuvent étres adordatériel (dangerosité des produits,
produits en quantité limité, budget limité, etoy, étres dues a un manque de temps. Il faudra

donc construire un plan capable de surmonter tmgggontraintes.

1.3.6.5.2. Choix du plan d’expérience approprié
Il s’agit du dispositif expérimental, qui représetiensemble des expériences a réaliser, afin

d’obtenir les résultats recherchés tout en rédtigameur expérimentale.

1.3.6.5.3. Analyse et interprétation des résultats
C’est une étape qui demande une grande attentibaagicoup de temps. Les connaissances

théoriques et pratiques du sujet traité sont iratispbles a une bonne interprétation.

1.3.7. Classification des plans d’expériences
Les plans d’expériences peuvent étre subdivis&groupes (Dejaegher et Heyden, 2011):

- Les plans de criblage

Les plans de criblage permettent de découvrirdetetirs indépendants les plus influents sur
une réponse donnée.

- Les plans de modélisation

Ce sont les plans couramment utilisés en moddisats couvrent les facteurs indépendants.

- Les plans de mélange

Les plans de mélanges sont des plans particuliest@s aux facteurs dépendants. Ils sont par
exemple adéquats pour I'étude de I'influence depgutions des constituants d’un produit sur

une réponse donnée.
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Dans le cadre du présent travail nous nous intér@ss uniquement aux plans utilisés en

modélisation.

1.3.7.1. Plan d’expérience pour la modélisation
Nous traiterons dans ce paragraphe le plan fattameplet et le plan de Box-Behnken. Ces

deux plans seront employés dans notre travalil.

1.3.7.1.1. Plans factoriels
Un plan factoriel complet est un plan d'expérienbéenu lorsqu’au moins un essai pour

chaque combinaison de facteurs est réalisé. Ces glant utilisés pour 2, 3 ou 4 facteurs.
Dans un plan factoriel complet ¢ n* essais avek facteurs en niveaux devraient étre
effectués (Hibbert, 2012).

Lorsque les facteurs étudiés sont limités a deweanix, un traitement ou un point
expérimental est symbolisé par des signes + efpresentant respectivement les niveaux
hauts et bas de chaque facteur (Leardi, 2009)eXanple, pour 3 facteurs a deux niveaux, il
faudrait réaliser 8 combinaisons d’essais.

L’avantage des plans factoriels complets est quédsmettent d’estimer non seulement les
effets principaux des facteurs, mais égalemenodies leurs interactions deux a deux, trois a
trois,...., jusqu’a l'interaction qui fait intervieries k facteurs (Dejaegher et Heyden, 2011).
Néanmoins, lorsque le nombre de facteurs augmsaieutilisation conduit rapidement a un

nombre trés élevé d’expériences a réaliser (Megent, 2012a).

1.3.7.1.2. Plan de Box-Behnken
Le Box-Behnken Design (BBD) proposé par Box et Bemnen 1960 est défini comme une

fraction d'un plan factoriel complet3jui permet d’ajuster un modéle quadratique. Dans c
dispositif, les combinaisons des traitements sartpoints médians des bords et au centre de
I'espace de fonctionnement (Figure 9a).

C’est un dispositif qui exige trois facteurs au muam pour son utilisation (Hibbert, 2012).
En outre, chaque facteur testé doit avoir troi®aix (Mertens et al., 2012a). Le nombre
d’essais a réaliser est défini par I'équation suigaN = 2k(k-1) + Cy (ouk est le nombre de
facteur etC, est le nombre de points centraux). A trois factele BBD offre un certain

avantage en exigeant un petit nombre d’essaisgd4&i% (Figure 9b). Le BBD présente donc
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'avantage d'étre moins colteux en temps (nombesgdiis réduits) et ressources a investir
pour I'expérimentation.

Le BBD ne permet pas de tester les traitements |gsguels tous les facteurs sont placés
simultanément a leur niveau élévé ou bas. Le BBBimse donc les combinaisons situées
dans les conditions extrémes du domaine de vamgties facteurs ou I'on observe en général
une réponse non satisfaisante (réponse élevéeila)feC’est pourquoi le BBD n’est pas
indiqué dans des études ou I'expérimentateur staibgaluer la réponse dans les conditions
extrémes du domaine de variations des facteurseifeet al., 2007).

Le BBD connait de nombreuses applications dansepltssdomaines scientifiques. Le BBD a
été utilisé, dans plusieurs branches de la chimiémije analytique, spectrophotometrie,
chromatographie, etc.) dans le but d’optimiser iplus processus chimique et physique
(Ferreira et al., 2007; Dong et al., 2009). Sautidal. (2003) en microbiologie, Lahlali et al.
(2008) en phytopathologie, ont utilisé le BBD poévaluer linfluence des facteurs

environnementaux sur la croissance des micro-osgaes agroalimentaires.
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Figure 9. lllustration du plan de Box-Behnken Design powidifacteurs, (a) traitements
aux points meédians des bords et au centre du ¢opé plan de Box-Behnken est une

combinaison de trois plans factoriefs 2
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L’objectif général de ce travail est de modélisecioissance de deux Entérobactériacées (Pba
et Pcc) phytopathogénes des tubercules de pomrtesrdeau champ et en post-récolte sous
diverses conditions écologiques au niveau des ¢ules de pomme de terre blessés. Pour
atteindre ce but, deux approches de travail ontadtiptées dans cette étude a savoir une
approchen vitro etin vivo. Le termea,, est beaucoup utilisé par les micro-biologistes dé
décrire I'effet de I'eau libre sur la croissancdaphysiologie des bactéries. A température
constante et dans une atmospheére cloag,est directement liee a 'humidité relative (HR)
par la relation suivante,, = P/R = HR avec,
P = Pression de vapeur d’eau développée par laiprad la solution
Po = Pression de vapeur développée par I'eau pure
1-) Les études en conditioms vitro visent a déterminer I'effet combiné de la tempémaet
de l'a, sur deux variables clés de la pathogenése de PPaxcea savoir la croissance
bactérienne et I'activité des PEL. En d’autres &gnhs’agira spécifiquement de:
e Etudier et modéliser la croissance de Pba et ®ex 1%ffet combiné de la
température et ded,.
e Etudier 'effet isolé ou combiné de la températeirele la, sur les activités
PEL de Pba et Pcc.
e Comparer les compétences écologiques de nos dieux-anganismes.
2-) Au niveauin vivo, il s’agira:
e De concevoir un modele mathématique décrivanyteachique de croissance de la
population des deux bactéries (Pba et Pcc) erifonde I'humidité relative,
la température et la concentration initiale d’inooo.
e De modéliser l'effet des deux facteurs environnetauex, la température et
’humidité relative sur le développement de la mpiduwre molle, au niveau des
tubercules de pomme de terre blessés, a partdifte¥entes concentrations d’'une
suspension de Pba et Pcc.
e Ensuite, d’'associer la densité de la populatios deux bactéries (Pba et Pcc)
observée avec un facteur de risque de développatassymptémes de pourriture

molle au niveau des tubercules de pomme de tezpséd.
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Le facteur de risque de développement de la nmmladra qualitatif, c’est-a-dire
'observation d'une population bactérienne faibleu élevée correspondra
respectivement a un risque faible ou élevé podéleloppement de la maladie.
e De déterminer la corrélation entre la densitéridige de la population de Pba et Pcc
et le développement des symptdomes de pourriturkerdes tubercules.
3-) Pour finir, nous allons comparer qualitativemesg Heux types de modeles prédictifs a
savoir le modelen vitro et le modelan vivo en nous appuyant sur leurs faiblesses et leurs

atouts respectifs.
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3.1. Etudes et modélisationin vitro de l'effet combiné de la
température et de l'activité de l'eau sur la croisance de
Pectobacterium spp.

3.1.1. Matériels biologiques
Les souches bactériennes utilisées dans cette éRlme 03034/1 et Pcc 030033) ont été

précédemment isolées et caractérisées par le Cemalien de recherches agronomiques
(CRA-W) de Libramont (Belgique). Pour une conseaprat long terme, ces souches ont été
placées dans des tubes contenant du glycérol a@%Yyet conservés a -80°C. Les bactéries
ont toujours été repiquées au moins deux fois sliguceria solide (Nachin et Barras, 2000)
modifié (15g Agar, KHPO, 8,5 g/l, (NH),SO: 1 g/l, MgSQ 0,1 g/l, MnSQ 10° M, FeSQ

10°° M) et supplémenté avec I'acide polygalacturoniqug! (Potassium salt, Sigma P0853).

Le pH du milieu de culture a été ajusté a 8,0 d&OH avant la stérilisation.

3.1.2. Modification de I'activité de I'eau &,) du milieu de culture liquide a
base de sels (milieu ceria)
L’activité de l'eau du milieu liquide ceria additioé d’acide polygalacturonique 4 g/l

(Potassium salt, Sigma P0853), a été modifiée desquantités croissantes de glycérol afin
d'atteindre les niveaux désirés a 10, 15 et 20%bl€bu 1). 14, de ces échantillons a été
mesurée par l'appareil Aqua Lab (Model CX 3, Deca@evices Inc., USA, Pullman
Washington) avec une précision de + 0,003 suraésuvs obtenues.
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Tableau 1.Activité d'eau du milieu liquide ceria additionn@alde polygalacturonique 4 g/l
en fonction de la quantité de glycérol ajoutée dEIB ml de milieu et de la température de

mesure.
Proportion en glycérol Activité d'eau en fonction de la température de mese
(ml/100 ml)

10°C 15°C 20°C

0 0,995 0,997 0,998

3,5 0,985 0,987 0,989

4 0,982 0,985 0,986

4,2 0,979 0,980 0,981

8 0,973 0,975 0,976

12 0,959 0,961 0,962

3.1.3. Courbe d’étalonnage
Nous avons établi deux courbes de calibration pinar 03034/1 et Pcc 030033 afin d’établir

une correspondance entre la densité optique (DQJededeux bactéries et la quantité de
cellules vivantes (UFC). Nos résultats ont donnmédsne équation suivante pour Pba 03034/1
et Pcc 030033: UFC/ml = 2E+08*DO - 1E+07.

3.1.4. Inoculation, incubation et suivie de la crgsance bactérienne
Les bactéries ont été inoculées dans du miliewladaguide. Pour chaque traitement, trois

erlenmeyers (100 ml) ont été inoculés par essa.drkenmeyers ont été agités a 120 trs/min
et les bactéries inoculées afin d'obtenir une aunaton initiale de 10 UFC/ml. Les
différents milieux de culture ont été préalablemeré-tempérés a la température de I'essai.
L'évolution de la population bactérienne dans |kemide culture a été suivie trois a cing fois
par jour par spectrophotométrie a 600 nm (Primtlgpectrophotometer 230 V, Secomam,
France). Les données de croissance en fonctioendpstissues de la DO ont été transformées
en UFC/ml au moyen de la courbe de calibrationguéé ci-dessus.

3.1.5. Stabilité de la, au cours de I'expérimentationin vitro
Nous avons Vérifié la stabilité de de nos échantillons (0,960; 0,980 et 0,997) auscdas

essais en mesurang) en fin d’expérimentation pour les trois tempérasutestées (10, 15 et
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20°C). L'essai a été réalisé pour les deux souchetgriennes (Pba 03034/1 et Pcc 030033).
Les résultats obtenus ont montré gag tle nos échantillons demeure constante au cours des
expérimentations. En effetal mesurée a la fin de l'essai est identique a cesurée au

début de I'essai (annexe 1).

3.1.6. Activités spécifiques des Pectates lyase&()P
L'activité spécifique des PEL (PEL totaux) a ét&isupour chaque traitement en début de

phase stationnaire (~1@FC/ml). Pour ce faire, 1,5 ml de culture bactémie en début de
phase stationnaire a été centrifugé a 4°C pendamith a 12000 rpm. Le surnageant a été
stérilisé par filtration au moyen d’un filtre Acnsd (0,2 um diameétre des trous) a membrane
stérile (Pall Corporation Newquay Cornwall, UK) aktivité spécifique des PEL a été évaluée
selon le protocole décrit par Smadja et al. (2004a)formation de produit insaturé C4-C5
issu de la réaction enzyme-substrat a été suivid3a nm chaque minute avec le
spectrophotometre (LKB Biochrom ultrospec I, UKe mélange réactionnel est composé de
500 pl de tampon Tris—HCI (pH 9,0 a 0,1 M/I) renfant 0,5 mM/l CaGl 370 ul of d’eau
distillée, 100 ul d’acide polygalacturonique a 1Q84v), et 30 pl de surnageant bactériens
filtré. Le mix a été incubé a 30°C. Une unité de B8 définie comme étant la quantité
d’enzymes produisant 1 pmol de produit insaturénpiaute. L'activité spécifique des PEL a
éte exprimée en micromoles de produit insaturérdigar unité de lag (UFC). L'activité

spécifique des PEL a été évaluée trois fois poaqah traitement.

3.1.7. Plan expérimental
Nous avons utilisé le plan factoriel complét(Fableau 2) pour la modélisation de I'effet

combiné de la température (10, 15 et 20°C) etal®,960; 0,980 et 0,997) sur la croissance
des deux bactéries (Pba et Pcc) par le biais dethodologie des surfaces de réponses. Le

plan expérimental contenait neuf essais avec tépiétitions dans le temps.
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Tableau 2.Les valeurs expérimentales et leurs codes attribudsan factoriel 3
pour la température etl;, modifiée avec du glycérol.

Valeurs expérimentales Valeurs codées
Expériences
Températures aw Températures aw
El 10 0,960 -1 -1
E2 15 0,960 0 -1
E3 20 0,960 +1 -1
E4 10 0,980 -1 0
ES 15 0,980 0 0
E6 20 0,980 +1 0
E7 10 0,997 -1 +1
E8 15 0,997 0 +1
E9 20 0,997 +1 +1

3.1.8. Modélisation

3.1.8.1. Modéele primaire
Pour chaque traitement, le taux de croissance fapéeimaximal (jhax ') a été estimé au

moyen d’une procédure de régression linéaire dedesance bactérienne (lgdUFC/ml))
en fonction du temps sous le solveur d’excel (MsofoOffice Excel 2007).
Le modele primaire de Gompertz (1825) a été utifis@r I'ajustement de la croissance

bactérienne (log (UFC/ml)) en fonction du temps (Zwietering et 4B90) :

y = Aexp{- ex;{“%x'e (x - t) +1}} (12)

ou y = le logarithme de la population bactérienne,

A = l'asymptote de la courbe de croissance,

Hmax (HY) = le taux de croissance spécifique maximal,
e est I'exponentielle de 1 [exp (1) = 2,71],

A = le temps de latence (h),

t = le temps (heures).
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3.1.8.2. Modele secondaire
Les valeurs estimées moyennes ggxpssues du modéle primaire ont été ajustées par un

modéle secondaire afin de décrire les effets isti€®mbinés de la température et dg sur
la croissance de Pba et Pcc:
2 2 2

g:ﬂ0+;ﬁixi+;18iixi2+;J;1ﬁijxixj (13)
ou g = la réponse f}4y),
[ = la constante,
Xi = les codes des variables compris entre -1 et +1,
S = les coefficients linéaires,
G = les coefficients des interactions,
Si = les coefficients quadratiques.
L’ensemble des valeurs des coefficients du modél @&stimé par I'analyse de la régression
multiple moyennant le logiciel statistigue Minitah5 (Minitab Inc. USA, 2006).
L'interprétation des données est basée sur le gsdif ou négatif des coefficients de
régressiorngi et de leur signification statistique (P < 0,05)ntéraction entre deux facteurs
peut étre exprimée comme un effet antagonistdefl'@ggatif) ou un effet synergique (effet
positif).

3.1.8.3. Evaluation de la performance des modelasvitro
L’évaluation de la performance des modéles prddjctiest-a-dire leur habilité a pouvoir

décrire de maniere adéquate les données expérieentaservées, a été effectuée au moyen
des indices mathématiques et statistiques suivaRMSE (root mean square error),
coefficient de déterminatiorR{), indice de biais et de précision (Ross, 1996Gifel et
Zwietering, 1999; Dantigny et al., 2005; Lahlalia¢t, 2007; Ding et al., 2010). RMSE et les

indices de biais (bias indice) et de précision (jgacy factor) ont été calculés comme suit:

)2
RMSE= \/TSS - \/z (}J.observ;d— Hpredlcted) (14)

Biasfactor = 10(2 |Og(}lobserved/ }J.predictec) / n) (15)

O(z||Og(}lobserved/upredicteq /n)

Accuracyfactor=1 (16)
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3.2. Etudes et modélisation prédictivén vivo de I'effet combiné de
la température et de l'humidité relative sur la dersité de la
population de Pectobacterium spp. et sur le développement de la
pourriture molle des tubercules de pomme de terre

3.2.1. Matériels

3.2.1.1. Matériel végétal
Les tubercules de pomme de terre de la variétéjeBoannue pour une sensibilité a la

pourriture molle ont été utilisés dans ce travaihme matériel végétal. Ces tubercules ont été
achetés au Centre Agricole de Pomme de terre (F&AR) d’Ernage situé a 4 km de

Gembloux (Belgique).

3.2.1.2. Matériels biologiques
Les essais ont été réalisés dans ce travail agedelex souches bactériennes que nous avons

utilisées pour les essais vitro a savoir Pba 03034/1 et Pcc 030033. Ces deuxrlzsctint
toujours été repiquées deux fois sur milieu Nutrisgar (NA) avant leur utilisation.

Par ailleurs, un test de pathogénicité a été eféeat28°C sur des tranches de tubercules de
pomme de terre (Bintje) avec les deux bactériea (B034/1 et Pcc 030033) afin de s’assurer

de leur pouvoir pathogene.

3.2.1.3. Milieux semi-sélectifs
Nous avons sélectionné dans la littérature scigngfquatre milieux semi-spécifiques a base

de crystal violet pectate a savoir CVPD (annexe(Rlliya, 1995), CVPM (annexe 3)
(Ahmed, 2001), CVP-S1 (annexe 4) et CVP-S2 (anfigx@lyman et al., 2001). Le milieu
CVP-S2 (Hyman et al., 2001) a été retenu pour It sles essais parce qu'il a permis un
meilleur dénombrement de Pba 03034/1 et Pcc 03p@B3apport aux trois autres milieux.

En outre, le milieu CVP-S2 a été plus aisé a pefpaomparé aux trois autres milieux.

3.2.2. Méthodes

3.2.2.1. Préparation des différentes humidités retaves
Trois différentes valeurs approximatives d’humidetative d’équilibre (86+1, 96+1 et 100%)

ont été obtenues en utilisant des dessiccateutsuniidité relative a lintérieur des
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dessiccateurs a été stabilisée en utilisant delutius saturées de sels et de I'eau distillée:
KCI (86%), KNG; (96%) (Winston et Bates, 1960; Xu et al., 2001nglet al., 2002; Lahlali

et al., 2008) et de I'eau distillée (100%). Chagak(KCIl ou KNQ) a été mélangé dans un
litre d’eau distillée et agité jusqu’a I'obtentiaiune solution saturée. L’humidité relative
obtenue par ces solutions varie Iégérement avieeripérature (Winston et Bates, 1960). Pour
chaque traitement (température x humidité relatileessiccateur renfermait 250 ml de la
solution saline saturée appropriée avec un excéa ghase solide du sel afin de maintenir
I'humidité relative désirée. Les dessiccateurstféréntes humidités relatives ont été incubés
48 heures a la température de I'expérience (1&tIZH°C) avant d’étre utilisés. L’humidité
relative de chaque chambre humide a été réguliérecoatrolée par un thermohygrométre.

3.2.2.2. Dispositif expérimental
La méthodologie des surfaces de réponses (RSM) andbloyée pour déterminer I'effet des

trois facteurs (température, humidité relativeatoentration initiale d’application) d’une part
sur la densité finale de Pba et Pcc a la surfaseldssures de tubercules de pomme de terre
et d’autre part, sur la quantité de chair de tuldescde pomme de terre pourrie due a ces deux
bactéries au niveau de ces blessures.

Le plan expérimental utilisé est celui du Box-Betmk(1960). Ce plan permet d’étudier
I'effet de 3 facteurs en 45 séries dans un seut blec 3 points centraux. L'ordre des
expériences a été totalement randomisé en un $mul lbes valeurs de I'humidité relative
(Martin et Gravoueille, 2001) et les températuestdes ont été choisies en s’appuyant sur
I’humidité relative existant pendant le processasstbckage des tubercules de pomme de
terre. La méthodologie des surfaces de réponseM R8ec le plan expérimental de Box-
Behnken (1960) a été appliquée via le logiciel Kéibi 15 (Minitab Inc. USA, 2006).
Température (10, 15 et 20°C), concentration irgtidlapplication des bactéries £100 et

10° UFC/ml) et 'humidité relative (86, 96 et 100%)ta#té sélectionnées (Tableau 3). Les
données ont été modélisées par I'analyse de l&sgign multiple. Un modele polynomial

quadratique a été défini pour ajuster la réponse:
Y = Bo + BuX1 + BoXpr + PaXc + Pra(X1)? + BaxXrr)? + Paa(Xc)? + PrX1XHr + PraXtXc +
B2aXHrXc

Y est la réponse c'est-a-dire la densité finalePtha et Pcc a la surface des blessures des
tubercules de pomme de terre, exprimées em I@gF-C/cm?2); ou la quantité de chair de

tubercules de pomme de terre pourrie due a PbacetelP exprimée en pourcentage (Hy);
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est la constante du model&;, B2, Bs, Bi1, B2z Bas P12, Biz et Bz sont les coefficients du

modele estimés par régression multiple; ¢empérature), ¥z (humidité relative) et ¥

(concentration initiale d’application) représentemspectivement les codes des variables

compris entre -1 a +1. L'interprétation des donngeté basée sur le signe (effet positif ou

négatif sur la réponse) et I'effet significatif desefficients (risque de premiére espece fixé a

5%). L'interaction entre deux facteurs peut avairaifet antagoniste (coefficient négatif) ou

effet synergique (coefficient positif).

Tableau 3.Les valeurs expérimentales et leurs codes atgiduéplan expérimental de Box-

Behnken (1960).

Essai Valeurs expérimentales Valeurs codées
Température Humidité Concentration Xt Xur  Xc
(°C) relative d’application
(%) (UFC/ml)
E; 10 96 16 -1 +1
E, 15 96 10 0
Es 20 86 10 +1 -1
E, 10 86 10 -1 -1
Es 10 96 16 -1 0 -1
Es 20 100 16 +1 +1
E; 15 96 10 0
Eg 20 96 16 +1 +1
Eo 10 100 16 -1 +1 0
Eio 15 100 16 0 +1 -1
=7 20 96 16 +1 0 -1
Ei 15 100 18 0 +1 41
Eis 15 86 16 0 -1 +1
= 15 86 16 0 -1 -1
Eis 15 96 10 0 0 0
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3.2.2.3. Préparation de I'inoculum et des suspensis bactériennes
Des cultures de 48 heures de Pba et Pcc ont éénensées dans 50 ml de milieu Luria

Bertani (LB) liquide puis incubées a 27°C pendamé¢ uuit sous agitation (120 trs/min).

Apres retrait de l'incubation, la solution a ététcéugée et le culot a été récupéré pour la
préparation des suspensions bactériennes.

Dans les tubes contenant le culot, on ajoute 5’adudphysiologique (NaCl a 0,85%). La

densité optique (DO) de la suspension a été releweespectrophotometre (Prim light

spectrophotometer 230 V, Secomam, France) et s@eotration déterminée au moyen d’une
courbe de calibration (UFC/ml = 2*%®Dgo - 10° pour Pba et Pcc). Les différentes
suspensions bactériennes ont été ajustées auxntaimns désirées (100" et 16 UFC/m)

par addition des volumes déterminés d'eau physigieeg au moyen de I'équation de la

courbe de calibration susmentionnée.

3.2.2.4. Inoculation et incubation des cylindres dehair de tubercules de pomme
de terre

Des cylindres de chair de tubercules de pomme e {substrat nutritify de 12 mm de
diametre et 20 mm de longueur ont été réalisédessitranches transversales de tubercules de
pomme de terre a l'aide d’'un emporte-piece stésdes le flux laminaire. Les tranches
transversales sont issues de tubercules de pomregrdepréalablement stérilisés en surface

avec une solution d’hypochlorite de sodium (10%)daat 20 min.

3.2.2.4.1. Etude de I'effet de la température, déhumidité relative et de la concentration
en inoculum sur la densité de la population d@ectobacterium spp.

Deux filtres millipore de 12 mm de diamétre et ¢ ®@m (diamétre des trous) préalablement
autoclavés ont été déposés sur chaque cylindrenae de tubercules de pomme de terre.
Vingt ul de chaque suspension bactérienne ont réléves et déposeés sur le premier filtre
millipore non en contact direct avec le tubercuidepdmme de terre. Le NaCl a 0,85% stérile
a été déposé sur les témoins négatifs. Quatredecgbnde chair de tubercules de pomme de
terre dont un témoin ont été utilisés pour chagaieement. Les quatre cylindres sont issus de
trois tubercules différents de pomme de terre.desssiccateurs renfermant les trois types de
traitements susmentionnés ont été incubés auxtanipératures indiquées (10, 15 et 20°C)

pendant trois jours.
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3.2.2.4.2. Etude de l'effet de la température, déhumidité relative et de la concentration
en inoculum sur le développement des symptdmes deysriture molle

Pour étudier I'impact de la température, de I'hut@idelative et de la concentration en
inoculum sur le développement des symptémes, lepesisions de Pba et Pcc ont été
déposéesdirectement sur la chair des tubercules de pomnterde (cylindres). En outre, afin
de tenir compte de la perte de poids en eau desloyt de chair de tubercules de pomme de
terre, due aux différentes humidités relativesstemtres cylindres de chair de tubercules de
pomme de terre non inoculés avec le pathogéne tntmés a incuber pour chaque

combinaison testée.

3.2.2.5. Enumération des bactéries
Au troisieme jour d’incubation, nous avons retigegtiquement pour chaque traitement le

premier filtre millipore sur lequel la suspensiactérienne avait été déposée puis nous avons
laissé diffuser pendant 10 minutes dans des tudlesri-contenant 5 ml de NaCl a 0,85%. On
obtient ainsi la suspension initiale bactérienneudNavons réalisé des dilutions décimales de
cette suspension bactérienne. Sur la base d’gusdiinaires nous avons étalé 100 pL des
dilutions appropriées pouvant nous permettre deoméner 30 a 300 colonies sur chaque
boite de Pétri apres 48 ou 72 heures d’incubatidii’&€. Cet intervalle de 30 a 300 colonies
est considéré par Meynell et Meynell (1970) comnoandnt le moins d’erreur sur le

dénombrement final des colonies.

3.2.2.6. Quantification des symptomes
Trois jours apres l'incubation deux mesures onefigztuées.

Premierement, la quantité de chair de tuberculepateme de terre pourrie (Qcp) a été
exprimée en pourcentage par la formule suivante: (@) = R-P./P, avec,

P1: poids (g) du cylindre de chair de tubercules dexnme de terre inoculé avant incubation.

P,: poids (g) du cylindre de chair de tubercules denme de terre inoculé apres enlévement
de la chair pourrie a I'aide d’'une lame de scadpetroisieme jour de l'incubation.
Deuxiemement, la quantité d’eau perdue par lesdsdis de chair de tubercules de pomme de
terre (Qe) a été exprimée également sous formeuegntage par la formule suivante:

Qe (%) = P1-P’,/P’; avec,

P’;: poids (g) du cylindre de chair de tubercules denme de terre non inoculé avant

incubation.
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P’»: poids (g) du cylindre de chair de tubercules denme de terre non inoculé apres trois
jours d’incubation.
Finalement, ces deux mesures, Qcp et Qe, ont Eis&es$ pour estimer la quantité nette de

chair de tubercules de pomme de terre pourrie (Quanpla formule suivante:
Qncp (%) = Qcp - Qe

3.2.2.7. Evaluation de la performance des modelesBlis in vivo
L’évaluation de la performance des modéles prddiétablis dans les conditiomsvivoa été

effectuée selon les criteres statistiques et mathigoes décrits au point 3.1.8.3.

3.2.2.8. Corrélation entre la densité de la populatn de Pectobacterium spp., et le
développement des symptémes de pourriture molle
Une analyse de corrélation entre la densité de dpulption de Pba et Pcc, et le

développement des symptdmes de pourriture molté aféectuée via le logiciel Minitab 15
(Minitab Inc. USA, 2006).
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4.1. Modélisation de l'effet combiné de la températe et de
I'activité de I'eau sur la croissancen vitro de Pectobacterium spp.

4.1.1. Effet de l'activité de I'eau et de la tempéture sur le taux de
croissance spécifique maximal
Les valeurs observées et prédites de la moyenrtauwkude croissance spécifigue maximal

(Umax HY) pour chaque combinaisa@q-température sont consignées dans le tableau 4. Pou
toutes les combinaisons, il n'y a pas de grand@érdifce entre les valeurs observées et
prédites de la moyenne du taux de croissance gpéeimaximal pour les deux bactéries. Les
croissances minimales et maximales pour les degtehas (Pba et Pcc) sont observées
respectivement aux combinaisoag = 0,960 et température = 10°C, &t = 0,997 et
température = 20°C et correspondent aux limitedriefires et supérieures du domaine pour
ces deux facteurs. Le tableau 4 montre qu'une autgwien de B, de 0,960 a 0,997 entraine
une augmentation denpk pour Pba et Pcc. Nous avons observé des réssiltaiaires avec
les deux bactéries lorsque la température augnueni® a 20°C, excepté pour Pcc en raison
de la mauvaise prédiction du modéle au niveau dmmabinaison 0,96@,, et 15°C ou la
valeur prédite de g« est deux fois inférieure a celle observée. Noumawvelevé dans la
littérature peu d'informations sur l'effet combute la température et de); sur la croissance
des bactéries phytopathogénes. Smadja et al. (R06dt étudié I'effet de plusieurs
températures (8 a 28°C) sur le taux de croissapéeifgjue maximal de Pba et Pcc. Ces
auteurs n’ont observé aucune croissance pour Rotedhible croissance pour Pba a 8°C. Par
ailleurs, un optimum de croissance a été obseruéploa a 24°C et pour Pcc > 28°C. Laurent
et al. (2001) ont observé une croissance optimale Pcc MFCLO a 28°C.

Dans ce travail, le taux de croissance spécifigagimal (Unay) a été calculé a partir de la
mesure de la densité optique (DO) des deux bastfPiea et Pcc) aprés une correspondance
entre la DO mesurée et le nombre dUFC au moyenedtourbe de calibration. Plusieurs
auteurs ont utilisé des données d’absorbance (E@¥formées en nombre d'UFC avec une
courbe de calibration afin développer des modédesrdissance pour des bactéries (McClure
et al., 1993; Dalgaard et al., 1994; Chorin et H97; Valero et al., 2006). Cette méthode
présente l'avantage d'étre rapide, peu colteuselaivement facile a automatiser en

comparaison avec d'autres technigues classiquesiedamethode de comptage sur boites
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Tableau 4.Valeurs expérimentales et prédites du taux desanie spécifique maximal de Pba et Pcc obtenud@application du plan factorieg®

pour les deux facteurs températuregpour les modeles quadratiques a base de glycérol.

Valeurs Taux de croissance spécifique maximal ()
Expériences expérimentales Valeurs codées Valeurs observées Valeurs prédites
Températures & Températures g Pba 03034/1 Pcc 030033 Pba 03034/1 Pcc 030033
El 10 0,960 -1 -1 0,029 + 0,007 0,045 + 0,004 ,020 0,046
E2 15 0,960 0 -1 0,045 + 0,006 0,054 + 0,005 039, 0,025
E3 20 0,960 +1 -1 0,135 £ 0,011 0,158 + 0,011 ,158 0,186
E4 10 0,980 -1 0 0,096 + 0,003 0,110 + 0,008 120, 0,136
E5 15 0,980 0 0 0,181 + 0,013 0,198 +£ 0,011 80,1 0,202
E6 20 0,980 +1 0 0,383 £ 0,035 0,479 £+ 0,046 359, 0,450
E7 10 0,997 -1 +1 0,104 + 0,012 0,119 £ 0,012 ,08D 0,093
ES8 15 0,997 0 +1 0,194 + 0,008 0,221 +0,011 200, 0,247
E9 20 0,997 +1 +1 0,413 + 0,038 0,581 + 0,034 0,422 0,582
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de Pétri dont la mise en ceuvre nécessite beau@tgnps de travail (Swinnen et al., 2004;
Mertens et al.,, 2012b). Dalgaard et Koutsoumani8012 ont comparé 4k« calculé
directement avec les mesures de la DO et la métthedemptage des bactéries sur boites de
Pétri. Ces auteurs ont conclu que les mesuressisgiéa DO peuvent étre utilisées de facon
fiable pour I'évaluation du taux de croissance iggie maximal (hay)-

La figure 10 présente les courbes de contour muantraffet prédit de la, et de la
température sur le taux de croissance spécifiquenmad (Linay de Pba et Pcc. Quelle que soit
la souche bactérienne, les courbes de contour emdnjue pax €st trés sensible aux deux
parameétres environnementaux. Les résultats du aabfe montrent un effet hautement
significatif des facteurs isolés et combinés (P,8001) pour Pba et Pcc. Plus la valeur
absolue du coefficient linéaire est éle{® ou /%), plus est élevé l'influence du facteur
correspondant (température ay) sur pnax Ainsi, pour toutes les combinaisons, I'effet de |
température était plus grand que celui @g.INous avons reporté un effet positif linéaire,
quadratique et combiné de la température et ag dur le taux de croissance des deux
bactéries (Pba et Pcc) excepté l'effet de quadeatde la,. Ce travail constitue, a notre
connaissance, la premiére étude dédiée a la mati@fiprédictive de la croissance au niveau
du genrePectobacteriumsous l'effet combiné de la température et @g. ILes travaux
précédents se sont focalisés sur l'effet des donditdynamiques de la température sur la
cinétique de croissance de Pba et Pcc (Leporq,&tCdll), sur l'effet de la température sur le
taux de croissance spécifigue maximal de Pba et(Bowadja et al., 2004a) ou sur la
température comme facteur de risque d’infectionjdesle legumes par Pba et Pcc (Shorten
et al., 2006).
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Figure 10. Courbes de contour montrant I'effet prédit dg, et de la température sur le taux
de croissance spécifiqgue maximah{p (a) de Pba 03034/1 et (b) Pcc 030033.
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Tableau 5.Signification des coefficients de régression dedéfes obtenus sur le taux de
croissance spécifigue maximal de Pba et Pcc.

Paramétres Coefficients Taux de croissance spécifigq

maximal (h™)

Pba 03034/1 Pcc 030033
Constante Bo 0,184*** 0,202%**
t B 0,117%* 0,157***
aw Be 0,084%** 0,111%*
t? B 0,054*** 0,091%**
an Los -0,067*** -0,066***
UX aw B 0,051%** 0,087+

*** - trés significatif (P < 0,0001)

4.1.2. Evaluation de la performance des modéles hétifs in vitro
Plusieurs méthodologies sont utilisées pour I'éxtatun de la performance des modéles. Les

résultats obtenus sont consignés dans le tablebe éoefficient de déterminatid®’ montre
que la température e, représentent 97,29% et 97,76% des variations wisgr@uU niveau

du taux de croissance spécifigue maximal respeuntwe pour Pba et Pcc. L'erreur
quadratique (RMSE) est indiqguée comme la mesuptuasimple et la plus évocatrice de la
qualité d’ajustement du modele. Plus l'erreur qatique est faible, meilleure est la
performance du modele (Dantigny et al., 2005; Lialefaal., 2007). Nos modéles prédictifs
présentent de faibles valeurs de RMSE, compri:elmf05 et 0,021. Les indices de biais
(bias indice) et de précision (accuracy factor)tstamgement utilisés pour évaluer la
performance des modeles prédictifs (Ross, 1996hsd& travail, les indices de biais des
modeles établis varient entre 1,05 et 1,07. Cemuvalproches de 1 indiquent que les modéles
établis sont fiables pour Pba et Pcc. Les diffesnmaoyennes entre les valeurs observées et
prédites du pax pour les modeles de Pba et Pcc sont respectivetieetiB% et 23%. Les
valeurs d’indices de biais et de précision obterdsess ce travail sont semblables a celles
relevées dans la littérature par Neumeyer et 807 Nous pouvons donc conclure que les
modeles établis sont capables de prédire I'effébget de la température sur la croissance de

Pba et Pcc dans la gamme des deux facteurs testés.
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Tableau 6.Indices de validation de la performance des modigesroissance de Pba et Pcc
obtenus a différentes températures dans du mijiestéad uney, donnée avec du glycérol.

Taux de croissance spécifique maximal {H

Pba 03034/1 Pcc 030033
R 97,29 97,76
RMSE 0,021 0,027
Indices de biais 1,05 1,07
Indices de précision 1,18 1,23

4.1.3. Effets de la température et de &, sur l'activité spécifique des
Pectates lyases

La figure 11 montre 'effet de la température et’dg sur I'activité spécifique des PEL (PEL
totaux) de Pba et Pcc. L’activité spécifigue ded. REété suivie en début de la phase
stationnaire pour chaque traitement car a cettéogeérde la croissance bactérienne, la
production des PEL atteint son maximum et restestemte selon Laurent et al. (2001). La
température et &, ont une grande influence sur l'activité spécifigges PEL des deux
bactéries (Pba et Pcc) testées. Les activitésfapars maximales et minimales des PEL de
Pba et Pcc sont observées respectivement a la caisdma,, X température égale a 0,997 x
20°C et 0,960 x 10°C. Au Nord-Ouest de I'Europeeimpérature optimale de pathogénicité
au niveau du tubercule et de la tige du plant dame de terre est autour de 15 a 20°C pour
Pba (Pérombelon et Salmond, 1995; Priou et Joug86)1Laurent et al. (2001) ont observé
une production optimale des PEL a 14°C dans leemiliacide polygalacturonique (PGA) et
le milieu celeriac (CM) avec Pcc MFCLO. Smadja let(2004a) ont relevé une température
optimale pour la production des PEL autour de 1878C pour Pcc. D’autres auteurs ont
rélévé au Nord-Ouest de I'Europe une températutienafe pour la pathogénicité de Pcc de
25°C sur des tubercules de pomme de terre (Péromie¢lKelman, 1987; Priou et Jouan,
1996). Nos résultats ont montré une augmentatiotiadtvité spécifigue des PEL avec la
température d’incubation, pour les deux bactérigggpathogenes (Pba et Pcc). Des résultats
similaires ont été observés avec la croissancebded® Pcc. Ces résultats suggerent que
I'activité spécifique des PEL deectobacteriunspp. est liée a la multiplication des bactéries.

Mais, contrairement a la croissance bactérienrnte éaude n'a pas montré une augmentation
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Figure 11. Effet de la température et deaj sur l'activité spécifique des PEL (a) de

Pba 03034/1 et (b) Pcc 030033.
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de l'activité spécifique des PEL avea,/excepté avec les traitements & 15 et 20°C pour les
deux bactéries (Pba et PcCes résultats sont en accord avec le role de |lpdeture dans le
développement de la pourriture molle (Pérombel0022 Toth et al., 2003).

Dans ce travail nous avons suivi l'activité spéciéi totale des PEL de Pba et Pcc. Ces deux
bactéries (Pba et Pcc) produisent au moins treis Boenzymes de PEL (Kotoujansky, 1987,
Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996). Au niveauRbe, Laurent et al. (2000, 2001) ont
montré que les activités enzymatiques de certaiosnzymes de PEL tel que les PELI et
PELIIl dépendaient fortement de la température cdldation, tandis que les activités
enzymatiques des PELII étaient presque identiqaas glusieurs températures (4 a 28°C).

La thermorégulation de la production des isoenzydessPEL seraient également dépendante
de la source de carbone du milieu de culture (leuet al., 2000). Des études plus
approfondies au niveau de ces différentes isoenzymu@nt a leur relation vis-a-vis de la
disponibilité en eaua(,) seraient utiles dans le cas d'une meilleure cissaace des
conditions favorisant le déclenchement de la pathége chez chaque espéce de

Pectobacteriunspp.
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4.2. Modélisation prédictive de l'effet combiné déa température
et de I'humidité relative sur la densité de la poplation de
Pectobacterium spp. et sur le développement de la pourriture
molle des tubercules de pomme de terre

4.2.1. Effet de la température, de 'humidité relaive et de la concentration
initiale d’application sur la densité moyenne de Igpopulation de Pba et Pcc
Les modeles quadratiques décrivant simultanémeantluence de la température, de

I'humidité relative et de la concentration de I'dum appliquée sur la population finale des
bactéries a la surface des blessures de tubedrilgsmme de terre sont les suivants:

Y, = 7,438 + 0,856X + 0,088%r + 2,036% - 0,675(%)% - 0,001(%r)* - 0,045(%)* +
0,012%Xngr + 0,076%Xc + 0,07%rXc (17)

Y, = 6,555 + 0,379X - 0,063%r + 1,989% - 0,465(%)* + 0,019(%r)* + 0,166(%)* +
0,030%XHr + 0,033%Xc + 0,019%rXc (18)

ou Y et Yo, représentent respectivement les valeurs prédités diensité de la population de
Pba 03034/1 et Pcc 030033, en nombre de lflgFC/cm?), a la surface des blessures de
tubercules de pomme de terre;

X, le code de valeur (entre -1 et +1) pour lesefarg indiqués par les indices attachés.

Les résultats du logarithme de la densité finaldadpopulation de Pba et Pcc observés et
prédits a la surface des blessures de tuberculepodeme de terre sont consignés
respectivement dans le tableau 7 et 8 colonnés5Rbur toutes les combinaisons, il n'y a pas
de grande différence entre les valeurs observégsédites de la densité moyenne de la
population de Pba et Pcc.

L’analyse de régression multiple a permis de déteml’influence relative des différents
facteurs isolés ou combinés pour les modéles d¢Riideau 9) et Pcc (Tableau 10), colonne
3 et 3. Plus la valeur absolue du coefficient lireéast élevéA;, f», ou fs), plus est élevé
I'influence du facteur correspondant (Box et Drafi®B7) sur la densité prédite de bactéries.
Pour les deux bactéries (Pba et Pcc), les cosffsjk (la température) é; (la concentration
initiale d’application des bactéries) étaient themsitement significatifs et le coefficiefit
('humidité relative) était significatif. Ces régitks refletent l'importance connue des
conditions de stockage pour le contrble et la sayise de Pba et Pcc (Pringle et 991
Pérombelon eBalmond 1995). Les coefficients; 1, B2z, etfszdécrivant respectivement I'effet

quadratique de la température, de 'humidité reéaet de la concentration de l'inoculum
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appliquée ont un effet tres significatif potin, mais non significatif poups,, etpfss pour le
modele de Pba. Tous les coefficients quadratiquesnddele de Pcc ont un effet tres
hautement significatif excepté le coefficight (effet quadratique de 'humidité relative) qui
est non significatif. Au niveau interaction entes |facteurs, les résultats expérimentaux
montrent qu'ils sont tous non significatifs pous ldeux modéles (Pba et Pcc). Ces résultats
suggerent que l'effet interaction ne semble pdadnter le modeéle de croissance de Pba et
Pcc dans la gamme des valeurs testées.

L'analyse statistique des réponses expérimental@si@ modele de Pba et Pcc a montré que
les trois facteurs évalués affectent fortement ldtiplication des cellules de Pba et Pcc a la
surface des tubercules de pomme de terre blessessensibilité de la population de
Pectobacterium spp. aux conditions environnementales offre desspaetives pour
sélectionner un agent de biocontrole. En effetcdanaissance de la gamme de facteurs
environnementaux a l'intérieur de laquelle les &ggrathogénes peuvent proliférer est une
étape importante dans la sélection des agents dett&a biologique. Il est connu que
Pectobacteriunspp. exige pour sa croissance de I'eau libre aganivdu site de croissance
(Pringle et al 1991) c’est pourquoi il serait approprié d'incomgr directement I'humidité
observée au niveau du site de la croissance bamtéridans le modéle en lieu et place de
I'humidité détectée dans l'atmosphére de stockdlgs cette méthode nécessite la
disponibilité d'un outil capable de mesurer direwat 'hnumidité au niveau du site de la
croissance bactérienne.

Les courbes de contour décrivant I'effet combindadeempérature et de I'humidité relative
sur le logarithme de la densité de la populatioba (Figure 12a, b et c) et Pcc (Figure 13a,
b et c) ont été realisées pour chaque concentrdtinoculum. Ces graphiques montrent que
le logarithme de la densité de la population descdrRectobacteriun{Pba et Pcc) augmente
avec la concentration bactérienne initiale. Ceslta@s indiquent que la croissance de Pba et
Pcc sont également dépendantes de la températeseréBultats similaires ont été observés
par Van Vuurde ete Vries (1994) sur le nombre de Pba au niveau des blessies
tubercules de pomme de terre deux jours apréslatomu Erinle (1975) a également observé
une augmentation de la croissance de Pba et Psd’sffat de la température (25-30°C) et de
'humidité relative (68%) mais sur des tiges denfdade pomme de terre inoculées.
L’augmentation de la population de Pba et Pcc d&adempérature suggére également une
augmentation du risque d'initiation de la pourgtmnolle sur des tubercules de pomme de
terre blessés. Plusieurs auteurs ont reporté gqusgu’'un nombre critique de bactéries

(10'-1¢® UFC) est atteint au niveau du site d'infectiors, Reectobacteriunspp. secrétent
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plusieurs enzymes extracellulaires parmi lesquelteslistingue les enzymes pectinolytiques
qui sont essentielles pour la virulence (Barraalet1994; Maé et al.,, 2001; Pérombelon,
2002; Latour et al., 2008). Cette sécrétion estrétge par un processus georum-sensing
qui repose sur la production de N-acylhomoserigtotes (AHL) par les bactéries (Toth et
al., 2004; Barnard et Salmon, 2007; Cirou et a&0Q® Truchado et al., 2012). Lorsque
I'infection est initiée, le développement des sybnpés de la maladie est tributaire au
potentiel hydrique des tubercules de pomme de téPerombelon et Salmond, 1995;
Pérombelon, 2002). La croissance de Pba et P@iusstépendante de la température que de
I'humidité relative dans la gamme testée quelle spiela concentration initiale de bactéries.
Par ailleurs, la croissance minimale et maximale Rlea et Pcc ont été observées
respectivement a 10 et 20°C indépendamment de taeotration initiale de bactéries
appliguée. La croissance maximale de Pba pourdes doncentrations initiales testées était
environ 10 fois plus élevée que celle de Pcc. @ssltats suggérent que Pba croit plus vite

gue Pcc a la surface des blessures de tubercujssmee de terre.

4.2.2. Effet de la température, de 'humidité relaie et de la concentration
en inoculum sur le développement des symptémes deygriture molle des
tubercules de pomme de terre

Les modeles quadratiques suivants permettent dbr@réeffet simultané de la température,

de I'humidité relative et de la concentration g d'inoculum sur le pourcentage de la
guantité de chair de tubercules de pomme de teugip (Figure 14) au niveau des blessures:
Y3 = 11,814 + 9,721X+ 1,225%r + 12,386% + 1,261(%)* + 1,715(%r)* + 6,944(%)* +

1,276X1XpRr + 7,955%Xc + 0,137XrX ¢ (19)
Y, =9,272 + 8,109X+ 1,095%r + 10,609% + 0,717(%)? + 1,794(Xir)* + 1,35(%)% +
0,102%X g + 6,869%Xc + 0,686%rX ¢ (20)

ou Yz etY,représentent respectivement les valeurs préditggdrcentage de la quantité de
chair de tubercules de pomme de terre pourriexaanides blessures due a Pba et Pcc;

X, le code de valeur (entre -1 et +1) pour lesefag indiqués par les indices attachés.

Les résultats du pourcentage (%) de la quantitéhdeé de pomme de terre pourrie observés
et prédits a la surface des blessures de tuberdalpsmme de terre causé par Pba 03034/1 et
Pcc 030033 sont présentés respectivement dankléada7 et 8, colonne 7 et 8. De maniere
globale, il n'y a pas de grande différence entserésultats du pourcentage de la quantité de
chair de pomme de terre pourrie observés et pradiésurface des blessures de tubercules de
pomme de terre causé par Pba et Pcc.
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Les tableaux 9 et 10, colonne 4 et 4, résumepeotivement les coefficients de régression
de I'équation (19) et (20), estimés au moyen dédaession multiple. Tous les coefficients
linéaires des deux modeéles (Pba et Pcc) a sAvagie et 3, caractérisant respectivement les
effets de la température, de I'hnumidité relativeleeta concentration de I'inoculum appliquée
sont tres hautement significatifs pgliret 3 sauff, qui est significatif. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Togbé (2007) surVelajgpement de la pourriture molle au
niveau de tranches de tubercules de pomme deitexelées avec Pba. Plusieurs auteurs ont
indiqué l'importance de l'effet isolé des trois tRags testés sur le développement de la
maladie par Pba et Pcc (Pérombelon et Kelman, 1B8@pmbelon, 1992; Kushalappa et
Zulfigar, 2001). Les coefficient®i,, S0, etfzzdécrivant respectivement I'effet quadratique de
la température, de I'humidité relative et de laariration d'application en inoculum ont un
effet non significatif pougis, significatif pourf,, et trés hautement significatif pofss au
niveau de Pba et Pcc. Au niveau interaction emgddcteurs, les interactions température x
humidité relative et humidité relative x concertmt initiale en inoculum ne sont pas
significatives pour les deux modeles. Les effetsadgatiques ou d'interactions non
significatifs des facteurs testés, semblent indiqga'ils n'ont pas d'influence sur le
pourcentage de tissu pourri prédit par chaque modahs nos conditions expérimentales
contrairement a ceux qui ont été significatifs. D@sercules de pomme de terre présentent
toujours des infections latentes aveectobacteriunspp. (Pérombelon, 2002; Toth et al.,
2003) et des humidités relatives élevées (85 a 3t toujours présentes pendant la phase
du stockage (Martin et Gravoueille, 2001). C’'estigoioi, si I'interaction humidité relative x
concentration initiale en inoculum était signifivat des cas d’infection massive des lots de
pomme de terre devraient toujours avoir lieu pendamphase du stockage. L'interaction
température x concentration initiale en inoculunura effet trés hautement significatif et
positif avec le modéle de Pba et Pcc, ce qui seggeeffet de synergie de cette combinaison
sur le pourcentage de la quantité de chair de ¢ubes de pomme de terre pourrie.

Les courbes des contours de surface de réponseambleffet combiné de la température et
de I'hnumidité relative sur le développement dedarpiture molle au niveau des blessures de
tubercules de pomme de terre cause par Pba (Fig@dree et f) et Pcc (Figure 13d, e et f) ont
été également réalisées pour les trois concentgattnoculum (18, 10" et 16). Ce choix est
guidé par le fait que la quantité d’'inoculum initigrésent au niveau des tubercules au
moment du stockage est une donnée fixe, seulsnvdadgempérature et I'humidité relative
(facteurs environnementaux). Comme nous l'avonsvéelpour la croissance des deux

Pectobacterium{Pba et Pcc), le pourcentage de la quantité de deaiubercules de pomme
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de terre pourrie est plus dépendant de la tempérgtie de I'humidité relative quelle que soit
la concentration initiale des bactéries. Togbé 720D observé des résultats similaires avec
Pba sur des tranches de tubercules de pomme deEeroutre, le pourcentage de la quantité
de chair de tubercules de pomme de terre pourriénmade due a Pba et Pcc est observé
lorsque la température et 'humidité relative stas plus élevées (20°C et 100%) avec un
effet plus marqué avec Pcc quelle que soit la atraton initiale appliguée. Ces résultats
suggerent que Pcc est plus dommageable que Pbandansonditions d’études. L'effet
différentiel de la température sur la pathogénidaééPba et Pcc peut étre attribué a son effet
sur la production des pectates lyases (Smadja, &0&l4a).

Les modeles polynomiaux décrits dans ce travaihayen d’'une analyse multi-factorielle ne
sont uniquement valables que dans le champ expdiainges facteurs testes, pour les deux
souches de Pba et Pcc testées, pour la variétéonhen@ de terre Bintje, etc. Toute
extrapolation a d’autres souches, especes, ouespéses d€ectobacteriumgultivars de
pomme de terre ou en dehors du domaine expérimatgal valeurs expérimentales

considérées dans cette étude est a proscrire.
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blessures de tubercules de pomme de terre etqiaitdité de chair de tubercules de pomme de teugip au niveau des blessures,
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exprimée en pourcentage (%), due a la pourritutdermabtenues par I'application du plan expérimed&Box-Behnken pour

les trois facteurs contrélés, température, humiditgtive et la concentration initiale d’applicatide Pba.

Essai Température Humidité Concentration Densité de Pba Quantité de chair de
(°C) Relative  d’application logio (UFC/cn) tubercules de pomme de
(%) (UFC/ml) terre pourrie (%)
Vvaleurs Vvaleurs Valeurs Valeurs
observées prédites observées prédites
= 10 96 168 7,90 £ 0,02 7,93 13,46 + 0,83 14,73
E, 15 96 10 7,45 +0,25 7,44 12,15 + 0,66 11,81
Es 20 86 10 7,60 £ 0,09 7,52 19,70 £ 0,29 22,01
= 10 86 10 5,84+ 0,01 5,83 6,05 £ 0,40 5,12
Es 10 96 16 3,89+ 0,05 3,80 3,89+0,31 5,87
Es 20 100 10 7,71 +£0,09 7,72 26,08 £ 1,25 27,01
E; 15 96 10 7,42+ 0,27 7,44 12,12 +1,83 11,81
Es 20 96 168 9,49+ 0,17 9,58 52,06 + 1,46 50,08
Eo 10 100 10 5,90+ 0,01 5,98 7,33 £0,50 5,02
Eio 15 100 16 5,35+ 0,04 5,37 8,84 +0,43 9,17
Ei1 20 96 16 5,59+ 0,23 5,57 10,67 £ 0,78 9,40
Eiz 15 100 16 9,70+ 0,01 9,59 33,18 £ 2,86 34,22
Eis 15 86 168 9,28+ 0,01 9,26 31,83+2,47 31,50
= 15 86 16 5,24+ 0,01 5,34 8,05 + 0,06 7,00
Eis 15 96 10 7,43+ 0,16 7,44 11,17 £1,28 11,81
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Tableau 8.Valeurs expérimentales et prédites des densitgspldation de Pcc, exprimées enilpdJFC/cm?), a la surface des

blessures de tubercules de pomme de terre etqiletdité de chair de tubercules de pomme de teugip au niveau des blessures,

exprimée en pourcentage (%), due a la pourritudermabtenues par I'application du plan expérimedé&Box-Behnken pour

les trois facteurs contrélés, température, humiditgtive et la concentration initiale d’applicatide Pcc.

Essai  Température Humidité Concentration Densité de Pcc Quantité de chair de
(°C) Relative  d’application logio (UFC/em?) tubercules de pomme de terre
(%) (UFC/ml) pourrie (%)
Valeurs Valeurs Valeurs Valeurs
observées prédites observées prédites
= 10 96 168 7,78+ 0,03 7,83 10,30 + 1,06 12,01
E. 15 96 16 6,59+ 0,13 6,55 9,31 +1,01 9,27
Es 20 86 10 6,35 + 0,09 6,39 16,93 + 0,73 18,69
Es 10 86 16 5,75 + 0,03 5,70 4,14 +0,17 2,68
Es 10 96 16 3,88 + 0,02 3,92 3,01 +0,57 4,53
Es 20 100 10 6,53+ 0,12 6,58 19,63 + 1,27 21,09
E; 15 96 10 6,45 £ 0,28 6,55 9,27 £ 0,74 9,27
Es 20 96 168 8,70+ 0,12 8,66 43,49+ 2,04 41,97
Eo 10 100 10 5,81+ 0,03 5,76 6,43 £ 0,20 4,67
Eio 15 100 16 4,79 £ 0,05 4,79 7,01+ 0,07 7,26
=] 20 96 16 4,67 +0,13 4,61 8,72+ 0,34 7,01
Eio 15 100 16 8,82 £ 0,07 8,81 29,78+ 1,08 29,85
Eis 15 86 168 8,65 + 0,02 8,65 26,53+ 1,16 26,28
Eia 15 86 16 4,70 £ 0,04 4,71 6,50 + 0,59 6,44
Eis 15 96 10 6,63+ 0,14 6,55 9,24+ 0,54 9,27

69



Chapitre 4: Résultats et discussion

Tableau 9. Coefficients de régression des modeéles et leurifgigtion sur la densité de
population de Pba exprimée en logUFC/cm?) a la surface des blessures de tuberddes
pomme de terre et la quantité de chair de tubesaldepomme de terre pourrie exprimée en

pourcentage (%) au niveau des blessures due autatpce molle.

Parametres Coefficients Densité de Pba Quantité de chair de
logso (UFC/en?) tubercules de pomme de

terre pourrie (%)

Constante Bo 7,438%x* 11,814~
T S 0,856**+ 9,721 %+
HR Bo 0,088 1,225
C B 2,036+ 12,386%+*
T? B -0,675%+* 1,261
HR? S22 -0,001"™ 1,715
c? Pas -0,045"™ 6,944
T x HR P2 0,012" 1,276™
TxC Pis 0,076° 7,955%**
HR x C ﬂ23 0,0_/ns O,:l.3_,]S

"Snon significatif, *significatif (P < 0,05), **hautaent significatif (P < 0,01),

***trés hautement significatif (P < 0,001)
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Tableau 10. Coefficients de régression des modéles et leurfgigtion sur la densité de
population de Pcc exprimée en {pgUFC/cm?2) a la surface des blessures de tuberddes
pomme de terre et la quantité de chair de tubesaldepomme de terre pourrie exprimée en

pourcentage (%) au niveau des blessures due autatpce molle.

Parameétres Coefficients Densité de Pcc Quantité de chair de

logyo (UFC/en?) tubercules de pomme de
terre pourrie (%)

Constante Bo 6,555%+* 9,272"

T int 0,379*** 8,109***

HR Bo 0,063 1,095

C 3 1,989*** 10,609***

T2 Bir -0,465%** 0,717

HR? S22 0,019° 1,794

c? Pas 0,166%** 1,35%*+

Tx HR S12 0,030° 0,102

TxC P13 0,033° 6,869***

HR x C Bos 0,019° 0,686"°

"S non significatif, *significatif (P < 0,05), **haement significatif (P < 0,01),

***tres hautement significatif (P < 0,001)
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Figure 12.Courbes de contour montrant I'effet prédit de tapérature et de 'humidité relative, sur la dendigda population de Pba, exprimée
en logo (UFC/cm?), & la surface des blessures de tubercdepomme de terre, inoculées avet (&), 10 (b) et 18 (c) de Pba; et sur le
développement de la pourriture molle au niveauldessures de tubercules de pomme de terre, expem@oeurcentage (%) de tissu pourri,
inoculées avec £ad), 10 (e) et 18 (f) de Pba.
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Figure 13. Courbes de contour montrant I'effet prédit deslmpérature et de '’humidité relative, sur la dénd# la population de Pcc, exprimée

en logo (UFC/cm?), & la surface des blessures de tuberaeepomme de terre, inoculées avet (&), 1 (b) et 18 (c) de Pcc; et sur le

développement de la pourriture molle au niveauldessures de tubercules de pomme de terre, expem@oeurcentage (%) de tissu pourri,
inoculées avec £qd), 10 (e) et 18 (f) de Pcc.
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Figure 14. Cylindres de chair de tubercules de pomme de teoeulés, avec du NaCl a
0,85% chez des témoins (A), avec Pba ou PCEWET/ml) (B) avant I'incubation & 20°C et
a 100% d’humidité relative. Cylindres de chair dbercules de pomme de terre aprés trois
jours d’incubation a 20°C et a 100% d’humidité tiek présentant, aucun symptéme de la
pourriture molle chez des témoins (C), des sympsdde pourriture molle (D) et (E) dus
respectivement & Pba et Pcc(WFFC/ml).
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4.2.3. Validation des modéles prédictifan vivo

4.2.3.1. Modéles décrivant la densité de populatiobactérienne a la surface des
blessures de tubercules de pomme de terre

Les tests de validation mathématiques et statissigle la qualité de prédiction de la densité
de population bactérienne de RttdPcc, a la surface des blessures de tuberculesname de
terre par les deux modeles établis dans les conditcontroléesn vivo sont présentés au
tableau 11. Les coefficients de déterminat3ncorrespondant aux deux modeles établis sont
de 99,06 pour Pba et de 99,40 pour Pcc. Lorsqualéar deR? est proche de 1 le modéle est
dit statistiguement capable de prédire la répolmgy((UFC/cm?2)) a la surface des blessures
de tubercules de pomme de terre. Le coefficRnest interprété comme étant la part de
variation de la réponse expliquée par les varialigdiquées dans la conception du modeéle.
Ceci montre dans notre cas que 99,06% de variaola densité de population de Pba et
99,40% de variation de la densité de populatioRc®zobservées a la surface des blessures de
tubercules de pomme terre sont attribuées seulegnlartempérature, 'humidité relative et la
concentration initiale d’application (Box et Drapdi©87). Les deux modéles montrent de
faibles valeurs de RMSE, compris entre 0,117 81, Quelle que soit I'espéce ou la sous-
espece ddPectobacteriumétudiée, lindice de biais est trés proche de 1@€s résultats
confirment que nos deux modéles permettent uneebpradiction de la densité de population
bactérienne, a la surface des blessures de tubsrad@ pomme de terre en fonction des
facteurs étudiés a partir de leurs points expérianen Les indices de précisions basés sur les
données de croissance expérimentales montrentequyaédictions different de I'observation

par 1 et 2% respectivement pour Pcc et Pba.

Tableau 11.Indices de validation de la performance des modidels densité de population

de Pba et Pcc exprimée enilpfJFC/cm?) a la surface des blessures de tuberdelgemme

de terre.
Densité des bactéries lag (UFC/cm?)
Pba 03034/1 Pcc 030033
R 99,06 99,40
RMSE 0,161 0,117
Indice de biais 1,00 1,00
Indice de précision 1,02 1,01
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4.2.3.2. Modéles décrivant le développement de layrriture molle au niveau des
blessures de tubercules de pomme de terre

Les indices de validation de la performance desélesdde prédiction du développement de
la pourriture molle au niveau des blessures dertubes de pomme de terre pour les deux
modeles établis sont consignés dans le tableafiulzgard des coefficients de détermination
R? obtenusnous pouvons donc dire que 97,63% de variationodugentage de la quantité de
chair de pomme de terre pourrie au niveau des wlkessle tubercules de pomme terre sont
attribuées a la température, 'humidité relativelaetoncentration initiale d’application de
Pba. Le modele établi pour Pcc permet d’explique®@@% de variation du pourcentage de la
quantité de chair de pomme de terre pourrie auaniekes blessures de tubercules de pomme
terre sous l'effet combiné de la température, tieriidité relative et de la concentration
initiale d’application. Les différences moyennesreres valeurs observées et prédites de la
quantité de chair de tubercules de pomme de teugip pour les modéles de Pba et Pcc sont
respectivement de 15 et 18%. Le modele de PbacemBatrent respectivement des valeurs
de RMSE de 2,568 et 2,476. Les indices de biaismumeles établis dans cette étude sont de
1,01. Ces valeurs étant proches de 1 nous permektedire que les modeles établis sont

fiables pour Pba et Pcc.

Tableau 12.Indices de validation de la performance des modalese développement de la

pourriture molle exprimée en pourcentage (%) drutggourri.

Quantité de chair de tubercules de pomme de terre
pourrie (%)

Pba 03034/1 Pcc 030033
R 97,63 97,00
RMSE 2,568 2,476
Indice de biais 1,01 1,01
Indice de précision 1,15 1,18
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4.2.4. Corrélation entre la densité de la populatio de Pba, de Pcc et le
développement des symptémes de pourriture molle

L’analyse de la corrélation entre la densité dpdpulation de Pba et le développement des
symptébmes de pourriture molle donne un coefficamtcorrélation linéairer) égale a 0,83
(R? = 69%). Pour Pcc nous avons observé égale a 0,80R¢ = 64%) entre la densité de la
population et le développement des symptomes deipoa molle. Ces résultats indiquent
que plus de 64% de la variabilité des symptémegsoderiture molle observée pourraient étre
expliqués par la présence de Pba et Pcc au nivesabldssures de tubercules de pomme de
terre sous l'effet combiné de la température et'ldemidité relative. L'effet combiné des
facteurs étudiés dans ce travail n'est pas la smr®inaison de facteurs responsables du
développement de la pourriture molle a la surfae® tdbercules de pomme de terre blessés.
D'autres facteurs non contrdlés par I'expérimeatatiomme le statut en,@e I'enceinte du
dessiccateur, la résistance physiologique, les itiond de la récolte ou de stockage des
tubercules de pomme de terre pourraient égalemedtiler le développement de la maladie
(Kushalappa et Zulfigar, 2001; Lui et Kushalapp@)3®. De plus, I'aptitude a la croissance
des bactéries a été évaluée sur un support desanois non naturel et elle ne sera pas
forcement la méme si les bactéries avaient été&/éak directement sur la chair des tubercules

de pomme de terre.

4.2.5. Liens entre les résultats obtenus vitro etin vivo
Dans ce paragraphe nous tenterons de dégagergeis a@e notre travail tamh vitro qu’en

conditionsin vivo afin de comparer qualitativement, les deux typesmbeléles prédictifs
développés pour Pba et Pcc.

La faiblesse majeure de notre approche de trawtilge’il est difficile de transposer les
résultats obtenus vitro a ceux obtenui vivo.

Les modéles prédictifs de croissance établigvo etin vitro montrent que la premiére étape
de la pathogénese degctobacteriunspp.(multiplication des bactéries) est plus dépendante
de la température du site d’'infection (Effet tengpére > effeta,, ou HR). De plus, I'aptitude

a la croissance de Pba et Pcc obseméatro (allure de croissance presque similaire) est
opposée a celle relevéevivo (croissance maximale de Pba est 10 fois plus élqué celle

de Pcc).

La productionin vivo des PEL (deuxieme étape de la pathogénéeseasbacteriunspp.)

est mesurée indirectement par la quantité de ceatubercules de pomme de terre pourrie.
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In vitro, Pba et Pcc ont montré un pouvoir pathogéne peesdantique (production
quantitative des PEL) pour I'ensemble des combamsstestées. Cependant, nous avons
observé une réaction non similainevivo.

Ces discordances observées entre le déclencheradat mhthogénesim vitro (croissance
bactérienne et production de PEL)iretvivo (croissance bactérienne et développement de la
pourriture via les PEL) voudraient dire que le congment écologique déXectobacterium
spp.in vitro (croissance) et leur pouvoir pathogene (PEL) m¢ pas des indicateurs fiables
de ce que serait leur croissance et leur capaci@cerer les tubercules de pomme de terre

blessés.
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Chapitre 5: Conclusions générales et perspectives

5.1. Conclusions générales
La pourriture molle de la pomme de terre est undadma d’importance mondiale, qui

occasionne des pertes économiques considérabksckage. En entrepdt, la température et
la formation d’eau libre a la surface des tubercule pomme de terre jouent un réle majeur
dans linitiation et le développement de la maladieovoquée par les deux espéces
bactériennes étudiées a savdtectobacterium atrosepticunfPba) et Pectobacterium
carotovorumsubsp carotovorum(Pcc). La présente étude est une contributioé\aluation

et a la modélisation, des compétences écologigadbd et Pcc, et au développement de la
pourriture molle au niveau des blessures de tulesycde pomme de terre vis-a-vis des
facteurs environnementaux. Deux approches de traméiété adoptées dans cette étude a
savoir I'approchén vitro et I'approchén vivo.

Les étudesn vitro ont consisté a déterminer I'effet combiné de tagérature et ded,, sur la
croissance et la production des PEL (deux étagssdd la pathogenése) de ces deux bactéries
(Pba et Pcc). Nous avons développé&itro des modéles prédictifs permettant de décrire la
croissance de Pba et Pcc sous l'effet combiné dentgérature et ded,. Ces modeles
prédictifs permettent d’expliquer respectivemen9% et 97,76% des variations observées
au niveau du taux de croissance spécifique maxi@mdtba et Pcc sous I'effet combiné de la
température etdl,. Les résultats ont montré un effet significatiflts®, et la température sur

le taux de croissance spécifigue maximal.Qudes deux bactéries (Pba et Pcc). A l'opposé de
la croissance bactérienne I'activité spécifique B&L n’augmente pas ave@j pour nos
deux bactériesauf pour les traitements a 15 et 20°C pour tol#esouches bactériennes.
L’eau libre ne joue donc pas un role prépondéransda deuxieme phase de la pathogénése a
savoir la production des PEL par IBsctobacteriunspp.infectant les tubercules de pomme
de terre. Sur la base de ces observations nousopswire que Pba et Pcc ont le méme
comportement dans nos conditions expérimentales.

Nous avons tenté de mettre au point des modelesématiques permettant, d’une part de
décrire la dynamique de croissance de la populat@®ba et Pcc en fonction de I'humidité
relative, la température et la concentration ilgt@inoculum et d’autre part, de décrire I'effet
de ces deux facteurs environnementaux, la températti I'humidité relative, sur le
développement des symptémes de pourriture mollaieeau des tubercules de pomme de

terre blessés et inoculés par différentes condémtsad’'une suspension de Pba et Pcc. Sur la
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base des différents coefficients de détermina®®oalculés, nous pouvons dire que la part de
variation de la densité de population bactériexmigquée par le modele est de 99,06% pour
Pba et 99,40% pour Pcc. De méme, les modéles ftpblir Pba et Pcc permettent
d’expliquer respectivement 97,63% et 97,00% deatian du pourcentage de la quantité de
chair de pomme de terre pourrie au niveau desuressle tubercules de pomme de terre sous
I'effet combiné de la température, de I'humiditdatiwe et de la concentration initiale
d’application.

L'analyse statistique a montré un effet significdé la température, de I'humidité relative et
de la concentration initiale de bactéries sur laagyigue de la population des deux
Pectobacteriunspp. (Pba et Pcc) et sur le développement dedaipge molle a la surface
des tubercules de pomme de terre blessés. Nous abservé, pour toutes les combinaisons
testées, un risque potentiel de la croissance de @bPcc et du développement de la
pourriture molle au niveau des blessures des tulesrade pomme de terre. Plus les deux
facteurs environnementaux augmentent (températudeumidité relative) plus ce risque

s’accentue.

Au vu de I'ensemble de ces informations issues'aealyse des coefficients de régression
multiple et des courbes de contour nous pouvong djue, dans nos conditions
expérimentales, la température apparait comme deeuia le plus important, suivi de la
concentration de linoculum et de I'humidité relati dans la croissance des deux
Pectobacteriumspp. (Pba et Pcc) et dans le développement dept@yras de pourriture

molle.

Plus de 64% de la variation observée au niveasytaptomes de pourriture molle pourraient
étre expliqués par la présence de Pba et Pcc aawnes blessures de tubercules de pomme
de terre sous l'effet combiné des facteurs envieamntaux (température et humidité
relative). Les modeles développés vivo dans cette étude ont une bonne capacité de
prédiction de la répons&{ est proche de 1,00 pour chaque modéle). Cepenralaanit leur
utilisation comme un systeme d’aide a la décistes adaptations aux conditions pratiques
sont nécessaires. Il s’agit d’'intégrer aux moddi&grentes souches deectobacteriunspp.,
différents cultivars de pomme de terre, la phyg@ales tubercules de pomme de terre, les
conditions de récolte et de stockage, etc. En pléserésultats obtenus dans ce travail pour
les deux types de modeles prédictifs a savoir ledéetesin vitro et les modéles vivo ne
seront pas valables en dehors du domaine d'étudeddi@rents facteurs testés. C'est

pourquoi, toutes extrapolations de ces résultatsesd hasardeuses et dangereuses.
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5.2. Perspectives
Tous les modéles prédictifs développés dans caitdeé vitro etin vivo ne tiennent pas

compte de I'hnétérogénéité desctobacteriunappartenant a la méme espece. C'est pourquoi,
les travaux futurs devraient prendre en consid@rdd grande variation génétique existant au
sein du genrd&ectobacteriumPba et Pcc) eDickeyaspp. qui ont été isolées au cours des
derniéres années en Europe de I'Ouest et du Nardeftet, Pectobacteriumspp. et
Dickeyaspp. peuvent infecter simultanément les tubercdéepomme de terre en stockage.
Mais face aux exigences thermiques plus ou moifféreintes de chacune de ces espéeces ou
sous-especes deectobacteriumet Dickeyail serait recommandé de ne pas utiliser pour la
modélisation les mémes gammes de température tms éddargir afin de mieux évaluer leurs
compétences écologiques au niveau des deux étdede la pathogénése a savoir la
multiplication bactérienne et la macération desussde I'h6te via la production d’enzymes
pectinolytiques.

Les discordances observées entre Pba et Pcc aauniles essais vitro (production des
PEL) etin vivo (développement de la pourriture via I'action d&d.Ppourraient étre liées a la
diversité des isoenzymes de PEL existante chebaetgries. Une connaissance précise de
leurs nombres et de leurs réles pendant l'infedtioplanta sous I'effet combiné des facteurs
environnementaux testés dans ce travail s’averetdé dans le cadre de la gestion des
risques de développement de la maladie.

Les modeles prédictifs de la croissance et du dgpeiment de la pourriture molle étabiis
vivo ont été effectués au niveau des blessures desctild® de pomme de terre. Il serait
également intéressant de suivre la populatioRat#obacteriunspp.au niveau des lenticelles
(portes d’entrées naturelles desctobacteriunspp.) des tubercules entiers de pomme de
terre. Mais tout ceci nécessite, une méthode diitadion adéquate des tubercules entiers de
pomme de terre au niveau des lenticelles tel queodulation sous-vide et un plan
expeérimental approprié.

Par ailleurs, au cours de cette investigation,aletefur de risque du développement de la
pourriture molle était qualitatif c’est-a-dire upepulation faible ou élevée tRectobacterium
spp. au niveau des blessures des tubercules de ouhn terre correspondaient
respectivement a un risque faible ou élevé du d@pelment de la maladie. Il serait
intéressant de quantifier ce facteur de risque-@etire associé au risque qualitatif (faible ou
élevé) du développement de la pourriture molledangjté de tubercules de pomme de terre

infectés (incidence de la maladie).
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Les modéles prédictifs développés dans cette étudgo ont confirmé un effet important de

la température et de I'humidité relative sur laissance de Pba et Pcc a la surface des
tubercules de pomme de terre blessés. Ces résuitatsaient aider a orienter la sélection et

la formulation en faveur d’'un ou plusieurs agentsagonistes contre ces deux bactéries

phytopathogénes (Pba et Pcc) de la pomme de terre.
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Annexe 1 Stabilité de la,, au cours de I'expérimentatiam vitro.

Annexes

Aw

Température de

lessai (°C) , [?éput de . Fin de I'expérimentation
I'expérimentation Pba Pcc
0,960 0,958 0,959
10 0,980 0,979 0,978
0,997 0,996 0,997
0,960 0,962 0,963
15 0,980 0,982 0,978
0,997 0,995 0,996
0,960 0,961 0,959
20 0,980 0,979 0,979
0,997 0,998 0,996
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Annexe 2. Crystal violet pectate double layer (CVPP(Bdliya, 1995)

Couche du fond Couche superficielle

Peptone 409 Solution de cristal violet 1,0 ml
(0,075% wiv)

Yeast extract 0,6 g NaNO 1049

NacCl 109 Tri-Na citrate dihydrate 250

Agar 3,09 Agar 20g9

Tryptone 15¢g Tryptone 15¢g

L-asparagine 0,5g Ca{ 2H,0 6,8 ml (10% solution)

SDS 50,0 mg Bromothymol blue 0,5 ml (0,5% dohit

Eau distillée 250 ml Eau distillée froide 500 m
Polypectate de sodium 9,09

(Sigma P 3850)
Couler 12 ml de la couche du fond a 50°C dans ahdupite de Pétri, aprés autoclavage.
Laisser refroidir sous flux pendant 10 min. Puisileo 15 ml de la couche superficielle a

45°C sur la couche du fond gélifiée.

Annexe 3. Crystal violet pectate modifié (CVPM) (Almed, 2001)

Couche du fond Couche superficielle

Peptone 20g Solution de cristal violet 1,0 mi

Tryptone 15¢g (0,075 % wiv)

Yeast extract 0,69 NaNO 109

NaCl 1,09 Tri-Na citrate dihydrate 2509

Agar 3,09 Agar 2049

L-aspargine 0,59 Catt 2H,0 6,5 ml

SDS 0,059 (10% solution)

Eau distillée 250 ml Eau distillée froide 500 m
Polypectate de sodium 750
(Sigma P 3850)

pH=7,2 pH=7.2
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Ajouter le polypectate de sodium & la couche sigelie en derniere position.
Couler 12 ml de la couche du fond a 50°C dans chdupite de Pétri, aprés autoclavage.
Laisser refroidir sous flux pendant 10 min. Puisileo 15 ml de la couche superficielle a

45°C sur la couche du fond gélifiée.

Annexe 4. Slendid polypectate-based one-step crykta@olet pectate medium (CVP-S1)
(Hyman et al., 2001)

CVP-S1

Tryptone (Oxoid L42) 0,59
Tri-Na citrate 25¢g
NaNG; 109
CaCh x 2 HO (10% solution) 5,1 ml
Solution de cristal violet (0,075% w/v) 1ml
NaOH 5M 1,3 ml
Eau distillée froide 500 ml
Agar (BDH Agar powder) 209
Polypectate de sodium (Slendid type 440, US) 9,09
pH=7,0

Autoclaver pendant 15 min & 120°C (restaurer pssgvement la pression afin d’éviter la
formation de bulle dans le milieu). Couler 18 mt paite de Pétri (agiter doucement lors du

coulage des boites de Pétri)

N.B.: Polypectate de sodium (Slendid type 440, US) aré&téplacé par celui de Sigma P
3850 [9049-37-0]

Annexe 5. Slendid polypectate-based two-step crystdaolet pectate medium (CVP-S2)
(Hyman et al., 2001)

CVP-S2

Mix A (250 ml) Mix B (250 ml)

Tryptone (Oxoid L42) 0,59 Tryptone (Oxoid L42) 5@
Tri-Na citrate 2549 Tri-Na citrate 2549
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NaNG; 10g9 NaN@ 1,09
CaCh x 2H,0O 5,1 ml CaGlx 2H,O 5,1 ml
(10% wi/v, solution) (10% wi/v, solution)
Solution de cristal violet 1,0 ml Solution déstal violet 1,0 ml
(0,075% wiv) (0,075% wiv)
NaOH 5M 1,3ml
Agar (BDH Agar powder) 2,09 Agar(BDH Agar powyler 2,0 g
Polypectate de sodium 9,09

(Slendid type 440, US)

Autoclaver le mix A et le mix B pendant 15 min a0i€ (restaurer progressivement la
pression afin d’éviter la formation de bulle daasnilieu). Verser le Mix A dans le Mix B
sous agitation afin de les mélanger, ajuster l&aPtD. Puis couler le mélange dans des boites
de Pétri (18 ml / boite de Pétri).

N.B.: Polypectate de sodium (Slendid type 440, US) aré&téplacé par celui de Sigma P
3850 [9049-37-0]
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