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Résumé

La campagne 2018-2019 a été particulicrement préjudiciable a la culture de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) d’arriere saison de la région de Mostaganem. En effet, des pertes de
rendement considérables, atteignant 100 % dans certains champs sont enregistrées.

Au champs ou sous serre les symptoémes se présentent sous forme de nécroses brun-
noiratre au niveau de toutes les parties aériennes de la plante. Sur feuilles, les nécroses sont
entourées d’un halo jaune.

L’origine de la maladie est inconnue. L’étude symptomatologique laisse penser a

Psendomans syringae pv. tomato., responsable d’'une des dangereuses maladies ayant un impact
économique sur la culture de tomate.
Les isolements effectués a partir de la variété Suzana, pour le plein champs, et Kawa dans le cas
de la culture sous serre. Les colonies obtenues présentent morphologiquement un aspect
identique, a savoir de petites colonies de forme ronde et lisse, d’un aspect crémeux et d’une
couleur créeme. Quatre isolats représentatifs des sites échantillonnés sont caractérisés par des tests
biochimiques et d’hypersensibilité sur tabac (LOPAT : L, Levane ; O, oxydase ; P, Pectinase ; A,
Arginie deshydrolase ; T, Tabac).

Le test d’hypersensibilité sur tabac donne une réaction positive, ce qui confirme la pathogénicité
de la bactérie. Par ailleurs, des plantules de 3 a 4 feuilles de la variété Suzana inoculés avec la
bactérie (10° CFU/ml) montrent les mémes symptdmes que ceux observés en plein champs. Les
colonies réisolées a partir des plantules inoculées présentent les mémes caractéristiques que les
colonies initiales. Le postulat de Koch est vérifié.

La coloration de Gram indique que la bactérie est Gram négatif, ayant la forme de batonnets.
Les résultats des tests biochimiques révelent que la bactérie est levane positif, catalase négatif,
oxydase positif et ne possede ni Arginine deshydrolase ni Nitrate réductase. Le test Hugh &
Leifson révele un métabolisme oxydatif. Sur la base de tous ces résultats la bactérie s’avere
comme étant Pseudomonas syringae. Ce travail nécessite des analyses complémentaires, comme par
exemple la confirmation de I'identité de la bactérie par des analyses moléculaires se basant sur le
gene ARNr 168 amplifié par PCR utilisant des amorces universelles et I'identification du pathovar
grace a des amorces spécifiques.

Par ailleurs nous avons testé la phytotoxicité de certains fongicides, dont 'oxychlorure de cuivre

connu pour sa toxicité a ’égard de la bactérie, vis-a-vis des isolats de Pseudomona syringae.




Les résultats de ce test montrent une différence hautement significative entre les isolats. Parmi les
fongicides testés, le phosethyl d’aluminium s’avere le plus toxique a la bactérie. I.’oxychlorure de

cuivre vient en deuxiéme position.




Abstract

The compaign 2018-2019 has been particulary damaging to the late-saison tomato crop in
the mostaganem region. Indeed, considerable yield losses, reaching 100% in certain fields are

recorded.

In the field or greenhouse, the symptoms are the same. Brown necrosis are visible in all

aerial parts of the plant. On leaves, the necroses are surrounded by yellow halo.

The origin of the disease is unknown. The symptomatic study suggests Pseudomonas
syringae pv. tomato, responsible of dangerous disease that have an economic impact on the

tomato crop.

The colonies obtained presented morphologically an identical appearance, namely
small roud and smooth colonies, a creamy appearance and cream color. Four representative
isolates of sampled sites are characterized by biochemical assays and hypersensitivity on tobacco

(LOPAT : L, Levane ; O, oxydase ; P, Pectinase ; A, Arginie deshydrolase ; T, Tabac).

The tobacco hypersensitivity test gives a positive reaction, which confirms the
pathogenicity of the bacterium. In addition, seedling of 3 or 4 leaves of the Susana variety
inoculated with the bacterium (10° CFU/ml) show the same symptoms as those obseved in open
tields. The colonies reisolated from the seedlings have the same characteristics as the initial

colonies. The postulate of kock is verified.
Gram staining indicates that the bacteria is Gram negative, rod-shaped.

The results of the chemical tests show that bacterium is levan positive, catalase negative,
oxidase positive and has neither Arginine deshydrolase nor nitrate reductase. The Hugh &
Leifson test reveals an oxidative metabolism. On the basis of all these results the bactetium tuns
out to psendomons syrigae. This work requires complementary analyses, such as confirmation of the
identity of the bacterium by molecular analyzes based on the PCR-amplified 16S RNAr gene

using universal primers and identification of the pathovar using specific primers.

In addition, we have tested the phytotoxicity of certain fungicides, including copper

oxychloride, which is known to be toxic to the bacterium, against pseudomonas syringae isolates.

The results of this test show a significant difference between the isolates. Among the
fungicides tested, phosethyl aluminium is the most toxic to the bacterium. Copper oxychloride

comes in second place.
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CFU : unité formant colonie

Ck : Cytokinine

CL : concentration liquide

Cm : centimetre

CPPU : N- (2-chloro-pyridin-4yl) -N'-phénylurée
EC : emulsion concentrée

I : Facteur

FS: gel

g : gramme

H>O: . Peroxyde d’hydrogene

HR : Réponse d’hypersensibilité

Hrp : Réponse d’hypersensibilité et pathogenicité
KB : B de King

Kecal : kilo calorie

KJ : kilo joul

L litre

LOPAT : Levane, Oxydase, Pectinase, Arginine déshydrolas, Test d’hypersensibilité de tabac.
ml : millilitre

mm : Millimetre

n.m : nanometre

NR : Nitrate Réductase

O,.Oxygene



PS : Pseudomonas syringae

Pv : Pathovar

Qs : quintaux

T1 : Témoin 1

T2 : Témoin 2

T3 : Témoin 3

T4 : Témoin 4

TTSS : Type Three Secretion System
UV : Ultra violet

YDC : yeast dextrose agar
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Introduction

Introduction

La tomate (Lycopersicon esculentumr Mill) fait partie de la grande famille des solanacées, aux
cotés de la pomme de tetre, de l'aubergine, du poivton et du piment. Considérée comme
deuxiéme ressource alimentaire mondiale apres les céréales. Elle est adaptée a des conditions de
culture trés variées et destinée a la consommation en frais ou a la transformation industrielle

(Causse et al., 2000).

La superficie mondiale consacrée a cette culture est de 4 782 754 hectares, avec un
rendement moyen par meétre carré de 3,7 kilos de tomates (FAO, 2018).
Compte tenu de son importance économique, 'espece fait l'objet de nombreuses recherches
scientifiques et sert comme plante modele en génétique. Elle a donné naissance a la premicre
variété génétiquement transformée autorisée 4 la consommation et commercialisée aux Etats-

Unis dans les années 1990 (Anonyme, 2010).

En Algérie, la tomate a pris une place importante dans ’économie du pays. Elle est
considérée comme une espéece prioritaire et classée en troisicme lieu apres la pomme de terre et
Poignon (Snoussi, 2010; FAO, 2011). Les conditions climatiques des régions productrices de
tomate sont tres favorables pour I'obtention de bons rendements (Zidani, 2007).

La culture est sujette cependant aux attaques de nombreux ravageurs et maladies qui
impactent directement ses rendements et engendrant des conséquences économiques non
négligeables. Si les ravageurs et les maladies d’origine fongique peuvent étre gérés grace aux
méthodes de lutte culturale et de lutte chimique- a Pexclusion peut étre des produits cupriques- la
derniere est inopérante dans le cas des maladies bactériennes. En effet la résistance des bactéries
par rapport aux produits cupriques est connue depuis fort longtemps.

Durant la campagne 2018-2019, les cultures de tomate d’arriere saison de la région de
Mostaganem ont subi d’importantes attaques d’une maladie jusque la inconnue. Les pertes de
rendement sont considérables, ils ont atteint 100 % dans certaines zones de la région comme au
niveau de la commune de Mazagran et de Stidia. Les primeurs sont atteintes mais avec des

incidences et des sévérités moindres.

Les symptomes relevés durant le mois janvier dans les champs infectés par la maladie se
caractérisent par de larges nécroses de couleur brun noiratre, touchant tous les organes aériens de
la plante, y compris les sépales et les fruits. Au niveau des tiges, ces nécroses sont huileuses. Une

maladie d’origine bactérienne est soupconnée, un diagnostic fiable est nécessaire.




Introduction

Les objectifs de ce travail sont doubles :

1. Identifier 'agent pathogene,

2. Etudier la sensibilité du pathogene vis-a-vis de certains fongicides

Notre travail est subdivisé en deux grandes parties:

» La premiere partie concerne ’étude bibliographique, elle comporte deux chapitres :
- Chapitre 1 : La plante hote (Lycopersicunm esculentum Mill.),
- Chapitre 2 : L’agent pathogene : Pseudomonas syringae pv. tomato.

* La deuxi¢me partie, consacrée a 'étude expérimentale, comporte aussi deux chapitres :
- Chapitre 1 : Identification du pathogene
- Chapitre 2 : Etude de la sensibilité du pathogene vis-a-vis de quelques

fongicides.

*  Conclusion générale
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I. La plante hoéte : Lycopersicum esculentum Mill.
I.1. Introduction

La tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) est une plante de la famille des solanacées. Elle
occupe une place importante dans le secteur maraicher en Algérie. Elle est considérée comme
une espece prioritaire comme la pomme de terre, I’ail et 'oignon (Djellal et Khennaoui, 2016).

La production mondiale de tomate a battu des records au cours de 'année 2016 avec une
production de 4671.81 millions de kilos. Le volume a progressé de 29,08% en 10 ans. La
superficie consacrée a cette culture était de 4 782 754 hectares, ce qui représente un rendement
moyen par métre carré de 3,7 kilos de tomate (FAO, 2016).

En Algérie, la production de la tomate s’est établie a 13.72 millions de quintaux durant la
compagne 2017- 2018, le rendement a été de 428 gx/hectare pour la tomate plein champ et
1.225 gx/hectare pour la tomate sous serre. Les plus grandes wilayas productrices de la tomate
sont Biskra avec une production de 2.33 millions de qx, Mostaganem avec une production de
1.33 millions de qx, Tipaza avec 1.04 million de gx et Ain Defla avec 728.250 gx.

http://www.algerie-dz.com/forums/showthread.php?t=431307 consultez le site 2018.

I.2. Origine et historique

La tomate est originaire des Andes d’Amérique du Sud. Elle fut domestiquée au Mexique,
puis introduite en Europe en 1544 au 16°™ siécle via 'Espagne (Grasselley et a/, 2000). Les
indigenes 'appelaient « Tomati », ce nom provient d’'un nom Aztéque « Zitomate » ou l'ont
trouvé les Conquistadors Espagnols lors de la conquéte de Tenochtitlan (Mexico) par Hernan
Cortés en 1519 (Boutoumou et Boumaza, 2016). Sa culture s’est propagée en Asie du Sud et en
Asie de I’Est, en Afrique et au Moyen Orient (Shankara et 4/, 2005), par la suite, la tomate a été
introduite dans d’autres régions d’Amérique du Nord (Naika et o/, 2005) (Figure 01).

En Algérie, la tomate a été introduite par les cultivateurs du Sud de ’Espagne. Sa culture a
commencé dans la région d'Oran en 1905 puis, elle s'étendit vers le centre, notamment au littoral
Algérois (Latigui, 1984).

Les botanistes ont attribué plusieurs dénominations a la tomate, a savoir «Solanum
esculentum, Solanum lycopercicum L., ou Lycopersicon lycopersicum » (Blancard et af., 2009). Le genre
Licopersicon comprend neuf especes dont une seule (L. escwlentum) sous sa forme sauvage
cérasiforme qui pourrait étre a Porigine des variétés cultivées actuellement (Gallais et Bannerot,

1992).

)
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Xville secle

7

Figure 01 : Diffusion de la tomate dans le monde (Gallais et Bannerot, 1992).
(1) Pérou : Centre de diversification, (2) Mexique : Premier centre
de domestication, (3) Europe : Deuxiéme centre de domestication,
(4) Etats Unis : Troisiéme centre de domestication.
I.3. Description botanique de la plante de tomate
La tomate est une plante maraichcre, herbacée, annuelle et aromatique appartenant a la

famille des Solanaceae. Sa taille varie entre 40 cm a plus de 5 meétres selon les variétés et le mode

de culture (Bernard et @/, 2009).

#+ Le systéme racinaire: Il est constitué par une racine pivotante qui pousse jusqu'a une
profondeur de 50 cm et méme plus. En sol profond, on peut trouver des racines jusqu’a 1
metre de profondeur (Chaux et Foury, 1994). La racine principale produit une haute

densité de racines latérales et adventices (Shankara, 2005) (Figure 02).

# La tige : elle est anguleuse, épaisse aux entre-nceuds, pubescents, de consistance herbacée

en début de croissance. (chaux et Foury, 1995) (Figure 02).

#* Les feuilles : elles sont disposées en spirale et ont 15 2 50 cm de largeur. Elles sont
alternées sur la tige (Raemackers, 2001) (Figure 02). Les folioles sont ovales a oblongues,

couvertes de poils glandulaires. Le pétiole mesure entre 3 et 6 cm (Rey, 2005).
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Feuille portant 6 2 8
folioles.

Racine

Figure 02 : Aspect d’un plant de tomate (Original, 2019)

%+ Les fleurs: Elles sont petites, jaunes, en formes d’étoile (Polese, 2007). Elles sont

groupées en inflorescences simples ou ramifiées, leur nombre est variable allant de 5 a 12

(Bernard et 4/, 2009) (Figure 03).

% Les fruits: Ce sont des baies charnues, au placenta trés développé, d’une forme
globulaire avec un diameétre variant entre 2 a 15 cm. A maturité, leur couleur vire du jaune
au rouge en passant par 'orange (Alaoui, 2009). IIs peuvent étre ronds et réguliers ou

cotelés (Shankara et a/, 2005) (Figure 03).

Figure 03 : fleurs (A) et fruits (B) d’un plant de tomate (Original, 2019).
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4 Les graines : aplaties, petites de forme plus ou moins lenticulaire, grisitres ou beiges et
velues. Les graines correspondent aux semences micro biotiques c’est-a-dire ayant une
longévité de quatre a cinq ans. Un gramme de graines comprend de 300 a 400 graines
(Toussaint et Baudoins, 2010). L’embryon est enroulé dans I'albumen (Shankara et 4/,

2005) (Figure 04).

Figure 04 : Graines de tomate (Original, 2019).

I.4. Taxonomie et Classification
La tomate a été classée par Linné en 1753, comme Solanum lycopersicon, puis, Philip Miller
lui attribua en 1754 le nom de Lycopersicon esculentum qui a été retenu jusqu’a présent (Munroe et

Small, 1997).

I.4.1. Classification systématique
Reégne : Plantae
Sous-Regne : Tracheobionia
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : _Asteridae

Ordre 2 Solanales

Famille : Solanacées

Genre : Lycopersicum

Espece s Lycopersicum esculentum

Benton (2008).
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I.4.2. Classification variétale
I.4.2.1. Variétés déterminées

Les variétés a croissance déterminée se supportent elles-mémes et n’ont généralement pas
besoin de tuteur. Lorsque les conditions météorologiques sont rigoureuses, il est conseillé de
protéger les plantes. Les variétés a croissance déterminée arrétent leur croissance apres la
floraison (Shankara et @/, 2005). Elles sont utilisées généralement lors de la culture en plein

champs, en Algérie on trouve des variétés fixées et des variétés hybrides (Snoussi, 2010).

1.4.2.2. Variétés indéterminées
Ces variétés présentent une tige principale poussant avec régularité et formant un bouquet
a fleurs toutes les trois feuilles généralement. Ce groupe se caractérise par un rendement

important qui s’étale sur une longue période (Laumonnier, 1979).

I.5. Systémes de culture

La tomate est cultivée selon deux systemes, réalisée en général sous abris ou en plein
champs (Chaux et Foury, 1994).
I.5.1. 1a culture sous abri

C’est un systeme de production intensive. Les abris en verre, tres équipés (chauffés et
aérés) et relativement durables, sont utilisés dans les pays froids, alors que les serres en plastique
sont répandues notamment dans la région méditerranéenne (Zella et Smadhi, 2009). La
production en serre se fait selon deux types de culture, soit en plein sol ou en hors-sol (Gravel,
2007).
1.5.2. 1a culture de plein champs

Les semis de tomate de plein champ sont réalisés au cours de deux périodes de 'année, en
Février-mars pour la culture de saison et en juin-juillet pour la culture d’arri¢re-saison. La
premicre surtout permet a la plante d’arriver au stade de récolte sans utilisation d’artifices de
culture car les plantes sont soumises aux conditions climatiques modérées, alors que la seconde
dont la floraison coincide avec les températures élevées de I'été (mois d’Aott) connait de

nombreux problemes tels que Pavortement des fleurs, des attaques d’acariens et de maladies.

I.6. Cycle biologique de la tomate

D’apres Gallais et Bannerot (1992), le cycle végétatif complet de graine a graine de tomate
varie selon les variétés, 'époque et les conditions de culture ; mais il s’étend généralement en
moyenne de 3,5 2 4 mois du semis jusqu’a la derniere récolte (7 a 8 semaines de graine a fleur et 7

a 9 semaines de la fleur au fruit).
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Le cycle de vie d’un plant comprend six phases (Figure 05).

Fructification

Plante en plein

croissance

Maturité des fruits

Floraison

Figure 05: Cycle de vie d’un plant de tomate (Original, 2019).

I.7. Importance économique de la tomate

Emergence
des plantules
apres
germination

des graines

Développement
des feuilles
(3 - 4 feuilles)

La tomate occupe une place trés importante dans I'agriculture mondiale. Elle est cultivée

dans presque tous les pays du monde (Desmas, 2005). La tomate est la deuxieme culture

légumicre apres la pomme de terre par sa production au niveau mondial. Sa production atteint de

34 millions de tonnes sur 4,98 millions hectares annuellement (FAO, 2015).
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1.7.1. Supetficie et production de la culture de tomate
1.7.1.1. Production de la tomate dans le monde

En téte de classement nous retrouvons la Chine avec un volume de tomate produit de
56 308 910 tonnes soit 36 % du total mondial, vient ensuite 'Inde avec 18 399 000 tonnes mais
avec un rendement trés bas (2,42 kg/m?). Puis les Etats-Unis avec 13 038 410 tonnes et un
rendement de 9,03 kg/m?, la Turquie avec 12 600 000 tonnes est en 5 position et I'Egypte avec
7 943 000 tonnes (FAO, 2016) (Figure 00).

m Chine, continentale
m Inde

m Etats-Unis d'’Amérique
M Turquie

m Egypte

Wiran

M Italie

m Brésil

m Espagne

m Mexique

m Ouzbékistan

W Fédération de Russie
™ Ukraine

M Nigéria

Figure 06 : Principaux pays producteurs de tomate dans le monde (FAO stat, 2016).

1.7.1.2. Importance économique de la tomate en Algérie

En Algérie la tomate peut prendre une place importante dans ’économie du pays. Elle est
considérée comme une espéce prioritaire et classée en troisieme lieu apres la pomme de terre et
Poignon (Snoussi, 2010; FAO, 2011). En effet, les conditions climatiques des régions
productrices de tomate sont trés favorables pour I'obtention de bons rendements (Zidani, 2007).

Les zones réservées a la culture de tomates sont concentrées au niveau :

e Des plaines du littoral a climat tempéré : Alger, Tipaza, Bejaia, Oran,
Mostaganem, Annaba, Skikda.
o Du centre : Blida, Ain Defla, Chlef.

e Du Sud a climat aride : Biskra
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Dans ces régions, les investissements sont treés importants, du fait du climat qui permet
d’avoir des récoltes entre décembre et avril, avec des rendements qui peuvent atteindre jusqu’a

750 Qx / ha (Snoussi, 2010) (Figure 07).
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Figure 07 : Evolution de la production de tomate en Algérie entre 2000 et 2012 (FAO, 2014).

1.7.1.3. La production dans la wilaya de Mostaganem

La production de la tomate a présenté pendant les années (2003-2005) une stabilité des
superficies cultivées de 'ordre de 2123 a 2340 ha. Cette production a diminué durant année
2006 ou il a été enregistré 426260 gx pour une superficie de 2011 ha, pour reprendre en
expansion jusqu’a 'année 2016. Une diminution considérable de la production de tomate durant

les années 2017-2018 (D.S.A. Mostaganem, 2018) (tableau 01).

Tableau 01 : Production de la tomate dans la wilaya de Mostaganem (DSA, 2018).

Année Superficie (ha) Production (qx)
2010 2336 680 143
2011 2298 662 643
2012 2512 779 695
2013 2427 813 313
2014 2541 926 996
2015 20611 939 128
2016 1716 1031 064
2017 1669 962 415
2018 1856 963 160
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I.8. Valeur nutritionnelle

La tomate est tres prisée pour son intérét alimentaire et sa valeur nutritive. Le fruit est trés
riche en vitamine C, en sucres et en acides organiques. Ses teneurs en potassium, en vitamine A,
B caroténe en font un légume a propriétés anticancéreuses (Blancard et 4/, 2009). De ce fait, elle
est pauvre en calories (15 Kcal pour 100 g, soit 63 KJ) (Favier et a/., 2003) (Tableau 02).

Dans les derniéres décennies, la consommation de tomate a été associée a la prévention
de plusieurs maladies comme le cancer ou les maladies cardiovasculaires (Sharoni et Levi, 2000;
Wilcox et al., 2003). Cet effet protecteur a été principalement attribué a ses précieux composants

bioactifs avec propriétés antioxydantes (Borguini et Torres, 2009).

Tableau 02 : Constituants chimiques du fruit de tomate (équivalent en % pour
100g) (Davies et /1981, Blancard et /., 2009).

Eau 95%

Sucre (glucose et fructose) 55%
Acide organique 12%
Matieres Minéraux 7% 5%

Pigment caroténoides, Composés
volatiles et vitamine (A,B,C,K,E) 5%

seches

Cellulose et maticres pectiques 21%

I.9. Les exigences de la culture

= La température : La tomate est exigeante en ce qui concerne les températures dont
Ioptimum se situe entre 13 et 20 °C pendant la nuit et entre 20 et 27° C pendant le
jour (Nyabyenda, 2007). En dessous de 10°C et au dessus de 38°C, les tissus végétaux
sont endommagés (Chaux et Foury, 1994 ; Naika et 4/, 2005) et les fleurs avortent.

®* La lumiére: la tomate exige une grande quantité de lumiere pour assurer la
germination des grains de pollen (Puel, 2000). L’intensité de la lumicre affecte la
couleur des feuilles (photosynthése) et aussi la mise a fruits et leurs couleurs (Naika et
al., 2005).

* L’humidité : Elle joue un réle important pour la bonne végétation de la tomate. Une
humidité trés élevée favorise la pourriture des fruits, les moisissures au niveau des

bourgeons et fruits (Naika et a/, 2005). Alors qu’un taux d’humidité faible constitue
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une source de stress pour la plante (Baptista et @/, 2012). L’humidité optimale de Dair
est de 50 a 60%.

= Le sol: La tomate préfere les sols riches en matiere organique, meubles et profonds, a
forte capacité de rétention en eau, mais bien aérés (Chaux et Foury, 1994). Dans les
sols d’argile lourde, un labour profond permettra une meilleure pénétration des racines
(Naika et @/, 2005).

®* L’eau: La tomate est tres exigeante en eau (Chaux et Foury, 1994 notamment
pendant la floraison et a la fin du développement des fruits (Naika et /., 2005).

* Les éléments fertilisants : La quantité d’engrais a fournir varie en fonction
notamment de la richesse du sol, du climat et de la technique d'irrigation (FAO, 1988).
En général la tomate réagit bien avec les engrais organiques combinés aux engrais

minéraux. Trop d’engrais azotés retarde la maturité des fruits (Naika et a/, 2005).

I.10. Roles des hormones végétales dans le développement de la tomate
1.10.1. Mise a fruit et développement
En raison de son importance agronomique, la mise et le développement des fruits ont
¢été largement étudiés. Dans le cas de la tomate, le développement précoce des fruits peut étre
divisé en trois phases (Gillaspy et a/, 1993).
® La phase I comprend le développement des ovaires, la pollinisation, la fertilisation et la
mise des fruits.
* Ja phase II comprend une division cellulaire qui dure de 7 a 14 jours apres la
pollinisation.
* La phase III comprend l'expansion des cellules qui est responsable de la détermination de

la taille finale du fruit.

Les hormones végétales jouent un role important dans le développement des fruits de la
tomate (Srivastava et Handa, 2005).
» Auxin et Gibberelline
L'application d'Auxines et de Gibberellines aux ovaires non pollués peut induire la mise a
fruits chez la tomate de méme que l'application d'auxines synthétiques (Serrani et a/, 2007). Les
hormones peuvent induire des genes de biosynthese de I'TAA, induisent également le
développement des fruits (Ficcadenti et @/, 1999).
» Cytokinine (CK)
On pense que les CK jouent un réle important dans le développement du fruit, car

l'application exogene de CK synthétiques, telles que la 6-benzylaminopurine (BA) et le N- (2-

&
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chloro-pyridin-4yl)  -N'-phénylurée (CPPU) peut induire des fruits. Les tomates
parthénocarpiques induites par la CPPU sont plus petites que les fruits pollinisées, en raison de la
réduction de la taille des cellules du péricarpe plutét que du nombre de cellules.
> ABA
Les concentrations d'ABA sont relativement élevées dans les ovaires matures non
pollinisés et ont diminué immédiatement aprés la pollinisation. Le niveau de transcription du
geéne biosynthétique ABA SINCED1 diminue immédiatement apres la pollinisation, alors que le
niveau de transcription du géne lié a la dégradation de I'ABA, SICYP707A1, augmente (Nitsch et
al., 2009). Ces résultats suggerent que la fonction de I'ABA dans la nouaison pourrait étre
l'empéchement du développement des fruits avant la pollinisation et le maintien de I'ovaire a I'état
de dormance (Nitsch et 4/, 2009).
> Ethyléne
L'expression des geénes liés a I'éthyléne est modifiée dans les ovaires de la tomate pendant
la nouaison (Vriezen et af, 2008). La production d'éthyléne et les taux de transcription des genes

biosynthétiques de I'éthylene sont diminués pendant la nouaison (Shinozaki et af, 2015).

I.11. Maladie et ravageurs de la tomate
La culture de tomate est sujette 2 de nombreuses attaques de maladies. Les pertes qu’elles

provoquent sont parfois séveres (Shankara et @/, 2005).
I.11.1. Maladies fongiques

* Mildiou : c’est l'une des maladies les plus dévastatrices trouvée dans la culture de tomate
a travers le monde (Céspedes, 2013). Elle est causée par un oomycete- Phytophthora
infestans- qui s’attaque a toutes les parties aériennes de la plante provoquant ainsi de larges
plages huileuses a la face supéricure des feuilles avec un duvet blanc a la face inférieure
(Agtios, 2005). L’accumulation rapide de I'inoculum se produit généralement dans les
champs ou sous abris pendant la saison favorable, a une température moyenne de 20 a
22°C et une humidité relativement élevée (Junior, 20006).

* Pourriture grise de la tomate : Cest 'une des maladies les plus répandues sur les
cultures de tomates sous abri (Baptista et @/, 2012 ). Elle est causée par Botrytis cinerea, un
champignon polyphage, nécrotrophe attaquant principalement les parties aériennes des
plantes hotes lorsque le taux d’humidité est élevée (Williamson et @/, 2007). La maladie se
manifeste sous forme de taches beiges en anneaux centriques parfois en forme de flamme

en plus des chancres de couleurs gris beige légerement déprimés avec un duvet grisatre

=
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constitué des fructifications conidiennes du champignon (EI akel et @/, 2001). Les fleurs
sont également attaquées.

Oidium : causée par Leveillula tanraica, les symptomes se résument a I"apparition de taches
jaunes sur la face supérieure des feuilles et un duvet blanc a la face inférieure. Apres
jaunissement, les feuilles se dessechent et tombent (Ryckmans, 2008). Le développement
de la maladie est favorisé par une humidité relative supérieure a 90%, des températures
comprises entre 17 et 23°C et une mauvaise aération des setres (Alice et christine, 2009).
Fusariose : La fusariose peut étre causée par deux champignons telluriques, Fusarium
oxcysporum f. sp. Lycopersici et Fusarium oxysporum £.sp. radicis lycopersici. Cest parmi les
maladies les plus dévastatrices. Au début, les symptomes ne sont visibles que sur une
seule moiti¢ de la surface des feuilles, des branches ou des plantes (Ruocco, 2001). Le
jaunissement des feuilles et le flétrissement se propagent a partir de la base de la tige
(Mohamed, 2003 ; Sudhamoy, 2009).

Alternariose : Cette maladie est provoquée par plusieurs especes d’Alternaria, dont les
plus connues sont A. tomatophila (ex-Alternaria solani) et A. alternata f. sp. lycopersici. Ces
deux pathogenes sont a l'origine de taches rondes et brunes sur les feuilles qui peuvent
atteindre un diametre de 1,5 cm (Kumar et 4/, 2008). La maladie se propage par le biais

des graines, le vent, les pluies ainsi que des restes de cultures infectées (Trottin-Caudal et

al., 2011).

1.11.2. Maladies bactériennes

Les caractéristiques des principales maladies bactériennes sont résumées dans le

tableau 03.

Tableau 03 : les principales bactéries attaquant la culture de tomate

maladie

Chancre

bactérien

Agent causal

Clavibacter michiganensis sub. sp.

michiganensis

Symptémes
-flétrissement unilatéral des feuilles

-En coupes longitudinales tige et

pétioles montrent des stries brunatres

‘ Auteurs

Pyron (2000) et
Gilli, (2007)

Moucheture de

Psendomonas syringae pv. tomato

-Taches noires sur feuilles

Cazelles (1992)

la tomate -Taches brunes nécrotiques sur fruit Naika et aZ,
(2005)

Gale Xanthomonas ~ campestris ~ pv. | -Appatition de  taches brunitres | AT.-Saleh

bactérienne vesicatoria. entourées d’un halo jaune sur feuilles (2011)
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I.11.3. Nématodes et ravageurs

Les principaux nématodes et ravageurs touchant la culture de tomate sont présentés dans

le tableau 04.

Tableau 04: Nématodes et principaux ravageurs attaquant la culture de tomate.

Maladie Agent causal ‘ Symptomes Auteurs
Nématodes Meloidogyne icognita -Nodosités sur racines. Naika et /. (2005)
Meloidogyne arenaria -Réduction de la croissance
-Flétrissement de la plante
Acariens Tetranychus urticae -Coloration bronzée ou brun Sereno et Djian
roux des feuilles. (2011)
- Desséchement des partie
aérienne
- Dépérissement des plantes les
plus atteintes.
Pucerons Macrosiphum euphorbiae, -Développement de la fumagine | Ruocco et /.
Myzus persicae, sur les feuilles et les fruits. (2011)
Aulacorthum solani - Croissance limitée et
Aphis gossypii déformation des feuilles et des
fruits.
Papillons et Helicivera armigera, -Lésions et perforation du Trottin Caudal et
Noctuelles Chrysodeixii chalcites feuillage. al. (2011)
Autographa gamma -Galeries remplies d'excréments
Thrips Frankliniella occidentalis -Lésions sur le limbe qui se Desneux, (2010).
nécrose pour prendre une teinte
beige.
Aleurodes Bemisia tabaci -Développement de la fumagine | Blancard (2009)

Trialenrodes vaporariorum

-Coloration irrégulicre des fruits

Mineuse de la

tomate

Tuta absoluta

-Mines remplies d’excréments
dans les feuilles, les bourgeons et
les fruits.

-Les semis endommagés peuvent

cesser de pousser et moutir.

Naika et a/, (2005)
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I1. I’agent pathogeéne: Pseudomonas syringae pv. Tomato
I1.1. Le genre Pseudomonas

Le genre Psendomonas est groupe bactérien particulierement important qui appartient a la
sous-classe des y protéobactéries et comprend plus d'une centaine d'espéces ubiquitaires (Bossis et
al., 2000 ; Palleroni et Moore, 2004). Ce genre bactérien est capable de coloniser le sol, la
rhizospheére, la phyllosphére, les tissus végétaux et animaux en décomposition, I'eau douce et
I'eau de mer (Gaignard et Luisetti, 1993; Peix et @/, 2009).

Par définition, les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif, non
sporulés, généralement mobiles grice a une ou plusicurs flagelles polaires, a métabolisme
respiratoire strictement aérobie et chimio-organotrophes. Mais cette définition ne permet pas de
les différencier des autres bactéries a Gram négatif, et doit étre complétée par d’autres
caractéristiques phénotypiques (Palleroni, 2008) (Figure 08).

Dans la premicre décennie du nouveau millénaire, la révision taxonomique la plus
détaillée du gente Pseudomonas est basée sur le séquencage du géne codant PARNr 16S (Anzai et
al. 2000 ; Svetlana et a/, 2009).

Les Psendomonas pathogenes sont classés en deux groupes en fonction de PADNr (acide
désoxyribonucléique ribosomique). Le premier rassemble les bactéries qui n’accumulent pas le
poly-B-hydroxybutyrate (réserve de carbone et d’énergie) et produisent un pigment fluorescent.
On retrouve notamment dans ce groupe P. fluorescens, P. syringae (dépérissement de I'abricotier, du
marronnier) et P. cchorii (maladie des taches noires du tabac, de la salade ...etc). Le second
groupe rassemble des bactéries phytopathogénes accumulant le poly-B3-hydroxybutyrate et ne
produisant pas de pigment fluorescent comme pat exemple P. gladioli (agent de la pourriture
molle des champignons, de I'oignon) (Lepoivre, 2003, Kersters et af, 1996; Peix et al., 2009;
Young, 2010).

Figure 08 : Vue au microscope électronique de cellules bactériennes du genre Psexdomonas

(G x 20 000).

https://www.aquaportail.com/definition-212-pseudomonas.html
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I1.2. La moucheture bactérienne
Cette maladie est causée par Pseudomonas syringae pv. tomato (Dye et al., 1980) ou « Speck
bacterial tomato» en anglais. Elle est aujourd’hui largement répondue dans les zones de
production de la tomate. Elle est tres destructive dans le monde entier (Bazzi et a/, 1979; Yunis et
al., 1980; Tamietti et Cugudda, 1987, Mensi et a/., 2018).
La maladie peut entralner de graves pertes économiques, en particulier sur les
génotypes sensibles, a la fois pour l'industrie des conserves de tomates pelées et pour le marché

du frais (Zaccardelli et @/, 2002 ; Wilson et /., 2002).

I1.2.1. Symptomatologie

> Sur feuilles : présence de petites taches circulaires a légérement angulaires, brun foncé a
noires, de 2 a2 3 mm de diameétre et localisées a la surface des feuilles. Un halo jaune
entourant chaque nécrose est visible ensuite a la surface supérieure des feuilles. Les
nécroses sont distribuées au hasard sur les folioles ou a la marge de celles-ci. Les taches
jaunes s’étendent puis se regroupent pour former un jaunissement important puis un
dessechement. Les feuilles sont déformées et recroquevillées puis tombent. Le pétiole
montre des taches ovales a allongées, brunes a noires (Richard et Boivin, 1994 ; Gail,
2000). Les infections graves peuvent entrainer une défoliation des plants (*CIP, 2004)
(Figure 09).

> Sur fruits : De petites ponctuations noites, légeérement en relief, souvent entourées

d’'une fine auréole verte ou jaune sont présentes sur les fruits. Ces lésions sont

d’ordinaire superficielles et se détachent par un simple coup d’ongle. (Figure 09).

< -
s
%
- .

Figure 09 : Feuille (A) et fruits (B) infectés par Pseudomonas syringae pv. tomato (Blancard, 2009).

*CIP : centre internationale de pomme de terre.
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En présence d’humidité, les taches peuvent s’étendre et confluer altérant de larges secteurs du
limbe qui finit par se nécroser et se dessécher. Ces taches peuvent également se développer sur

les tiges et les sépales floraux (Blancard, 2009).

I1.2.2. Pseudomonas syringae pv. tomato

C’est en 1902 que I'espece syringae a été nommée pour la premicre fois. La bactérie a été
isolée a partir de lésions sur lilas (Syringa vulgaris) et identifiée comme appartenant au genre
Psendomonas &ov son nom : Psendomonas syringae (Van Hall, 1902).

Lagent pathogene Pseudomonas syringae appartient au groupe des Pseudomonas fluorescents
phytopathogenes. 11 est caractérisé par une grande variabilité génétique, physiologique et
biologique qui s’exprime au travers 52 pathovars qui la composent (S. Miller, 2013).

La cellule de Pseudomonas syringae pv. tomato est un batonnet droit de taille moyenne de
0.7-3 um de longueur et de 0.7-1pm de largeur. Gram négative, isoléé, en paires ou en chaines,
mobile par un a trois flagelles. C’est une bactérie aérobie stricte, chimiohétérotrophe, ne
possedant pas de cytochrome C. Elle est oxydase négatif et arginine déshydrolase négative
(Gaignard et Luisetti, 1993 ; Svetlana et @/, 2009).

La plupart des souches des différents pathovars cultivées sur milieu B de King produisent
un pigment jaune verdatre et fluorescent sous UV: il s’agit d’un pigment hydrosoluble (Gaignard
et Luisetti, 1993 ; Svetlana et 4/, 2009) (Figure 10).

Figure 10 : Croissance d’une colonie fluorescente (A) ou non fluorescente, créme blanche (B)
de Pseudomonas syringae pv. tomato sur milieu de culture B de King.
http://extensionpublications.unl.edu/assets/html/g1957 /build/g1957.htm
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I1.2.3. Taxonomie et classification

La classification actuelle de Pseudomonas syringae est la suivante :

Phylum : Bacteria,

Régne : Proteobacteria,

Classe : Gammaproteobacteria

Ordre : Psendomonadales

Famille : Psendomonadaceae

Genre : Pseudomonas

Espece : Psendomonas syringae
Pathovar : Psendomonas syringae pv. tomato

(Gail, 2000 ; Buell et a/, 2003).

I1.2.4. Cycle biologique de Pseudomonas syringae pv. tomato

Le cycle est caractérisé par une phase épiphyte pouvant encadrer des périodes d’infection.
Ainsi, une phase épiphyte peut succéder a une phase pathogene et réciproquement (Cross, 1959 ;
Gail M., 2000). Les populations épiphytes constituent donc une source d’infection pour les
plantes, dont la réussite dépend en grande partie de la qualité et de la quantité de I'inoculum
(Gaignard, and Luisetti, 1993; Hirano et Upper, 2000) (Figure 11).

Cest au printemps et a lautomne que les populations bactériennes sont les plus
importantes : jusqua 470 000 bactéries/feuille. En été, leur nombre a tendance a diminuer :
10 000 bactéries/feuille (Bordjiba et Prunier, 1991 ; venkatesh, 2002).

Les changements de température et d’humidité influent sur la multiplication des bactéries,

expliquant les variations dans I'importance des populations (Hirano et Upper, 2000).

o
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introduced into production % water and wind driven rain
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Figure 11 : Cycle de vie de Psexdomonas syringae pv. tomato .
http://u.osu.edu/vegetablediseasefacts /tomato-diseases/bacterial-speck /advanced

I1.2.5. Source d’inoculum et conditions favorables a son développement

Pseudomonas  syringae pv. tomato peut se conserver dans le sol, en association dans la
rhizospheére des plants et en épiphyte sur de nombreux plants cultivés et sauvages (Bashan et 4/,
1980). Les bactéries peuvent se conserver durant 20 ans dans la semence sans perdre leur pouvoir
pathogene (Bashan et 4/, 1986). Des températures relativement basses comprises entre 13 et 28
°C et la présence d’humidité (85-90%) sont des conditions trés propices aux épidémies de la
maladie. Sous ces conditions favorables du milieu, le potentiel d’inoculum initie I’épidémie et
causant ainsi des pertes économiques considérables apres réduction de la qualité et de la quantité

de la production (Blancard, 2009).

I1.3. Les races de Pseudomonas syringae pv. tomato

Les races de P. syringae pv. tomato sont identifiées sur la base de la présence ou de I'absence
de symptomes typiques de la maladie sur la variété Ontario 7710 qui porte le gene (Pto) contre la
race 0 de I'agent pathogéne. La survenue de symptoémes de taches bactériennes dans ce cultivar
différentiel de tomate représente une réaction compatible entre I'hote et I'agent pathogéne et

indique donc la présence de la race 1 de I'agent pathogene (Svetlana et 4/, 2009).

I1.4. Systéme de sécrétion

Les systemes de sécrétion protéiques chez les bactéries Gram négatif sont nécessaires a la
sécrétion ou 'export dans le milieu extracellulaire des facteurs de virulence au travers de la double
membrane cellulaire, constituée d’une membrane externe et d’une membrane interne, ou

cytoplasmique (Salmond, 1994). Jusqu'a ce jour, quatre systemes de sécrétion protéiques majeurs
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et deux systemes de sécrétion potentiellement impliqués dans la virulence des bactéries Gram
négatif ont été décrits.
I1.4.1. Systéme de sécrétion de type III

Ce systeme de sécerétion est impliqué dans la réponse d'hypersensibilité exprimée par les
plantes lors de l'infection par l'agent pathogene dans le cas d'une interaction incompatible
(Salmond, 1994). II permet l'injection directe dans la cellule de la plante hote de nombreux
facteurs de virulence, encore appelés effecteurs, via un pilus rattaché a la membrane externe de la
bactérie. Les protéines du TTSS (type three secretion system) sont codées par un ensemble de
genes, les génes hrp (réponse d’hypersensibilité et pathogenicité) et hrc (hrp conservé), qui sont
organisés en groupements de genes dans le génome de la plupart des bactéries pathogenes
(Salmond, 1994). Les protéines hrc sont les protéines qui forment le corps basal du T3SS et sont
trés conservées. Le corps basal se prolonge par un pilus extracellulaire creux reliant la bactérie et
la cellule hoéte, appelé pilus Hrp. Il est composé d’une protéine, la piline, comme Hrp A chez P.
syringae (Guttman et a/, 20006). Son diamétre mesure environ 6 a 8 nm (Roine et a/, 1997) et peut
atteindre plusieurs pm de long chez les bactéries phytopathogenes, leur permettant de traverser la
paroi végétale et d’atteindre la membrane plasmique. Le pilus Hrp est terminé par un translocon
formant un pore dans la membrane plasmique végétale permettant le passage des effecteurs de

type I1I du pilus vers le cytosole de la cellule eucaryote (Figure 10).

Translocon TN [T Cellule
vegetale
pilus Hrp ]
/
\
[ Corps basal IL
-— - Bactére
cytoplasme
\

Effecteturs de type /

Figure 12: Représentation schématique du systeme Hrp (Boulanger, 2009).
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I1.5. Moyen de lutte

11 est difficile d'enrayer les bactéries une fois qu'elles ont infecté une culture, la prévention
constitue la premiére ligne de défense. Il n'existe a I'heure actuelle aucune mesutre qui permette de
confirmer a peu de frais que des plants sont exempts des agents pathogenes, les producteurs
doivent adopter un programme préventif des les premiers stades de croissance (Janice et a,
2009). La lutte chimique grace a I'utilisation répétée de fongicides peut ralentir le développement
de la maladie lorsque les attaques ne sont pas importantes.

> Lutte préventive : L'utilisation de semences saines par les producteurs est un moyen de

prévention efficace. S'il n'est pas possible d'en obtenir, on doit traiter les semences.

On extrait les graines qui proviennent de plantes malades en faisant fermenter la pulpe
écrasée, mais non diluée, pendant 96 a 120 heures, on obtient ainsi des semences
pratiquement exemptes d'infections bactériennes, on peut aussi faire tremper les graines

dans de 'acide acétique (une solution de 0,6 a 0,8 %) pendant 24 heures a 21°C.

= Les graines doivent toujours étre semées dans un substrat pasteurisé, dans des caissettes,
des pots ou autres contenants neufs ou stérilisés (Miller, 2013).

= Débarrasser la serre de toutes les matieres végétales avant le départ d’une nouvelle culture

= Utliser des plateaux stériles ou désinfectés.

=  Utliser des buses a basse pression pour arroser afin de réduire au minimum les
dommages causés aux plants.

= Utiliser des systemes d’irrigation par aspersion.

» Lutte chimique : appliqués tot et souvent sur le terrain, les fongicides a base de cuivre
ralentissent le développement des taches bactériennes sur les fruits. Les pulvérisations de
cuivre ne sont pas nécessaires lorsque les températures sont au dessus de 80 °F car le

pathogene est inhibé a haute températures (Lewis et Miller, 2013).
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Chapitre I : identification du pathogéene
I.1. Matériels et méthodes

I.1.1. Objectif
L’objectif de ce travail porte sur 'identification de 'agent causal d’une maladie qui sévit

sur la culture de tomate d’arriére-saison et de primeurs.

I.1.2. Prospections et échantillonnage

Les prospections ont concerné les zones potentielles de la culture de tomate d’arriere-
saison et de primeur de la région de Mostaganem.

L’échantillonnage est réalisé durant la période du mois de janvier. Quatre sites d’une
superficie de 1 ha environ sont choisis au hasard. Trois sites sont situés dans la commune de
Mazagran, pour la tomate d’arri¢re-saison et un seul site dans le cas de la tomate primeur pour la
commune de Ain Nouissy.

Dans chaque site 3 plants présentant des symptomes de la maladie sont prélevés. Les
plants sont distants au minimum de 30 metres 'un de autre. Ils sont transportés en laboratoire
dans des sachets en papier et conservés pendant 24 heures a 4°C avant de procéder a I'isolement

de I'agent causal.

I.1.3. Isolement des bactéries pathogenes
L’isolement de 'agent pathogene a été réalisé sur milieu de culture sélectif B de King qui
favorise la croissance bactérienne et la production de la pyoverdine qui jaunit le milieu (Shaad,

1980) (Tableau 05).

Tableau 05: Composants du milieu B de King (Ph = 7.2).

Ingrédients Quantités par litre
Peptone 20¢

Phosphate de K dibasique 1.145¢

Sulfate de magnésium 15¢

Glycérol 15 ml

Agar-agar 15¢

Qsp eau distillée 1L
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La technique d’isolement est réalisée comme suit : [.’échantillon est lavé a ’eau de robinet
afin de le débarrasser des poussieres et autres impuretés pouvant s’y trouver a la surface des
plantes. Les tissus contenant les nécroses sont désinfectés a I'aide d’un coton contenant de
Péthanol a 96%. Des explants de 3 millimetres sont alors découpés a I'aide d’un scalpel stérile, a la
limite du front d’attaque de la maladie. Ils sont mis dans de I’eau physiologique stérile (NaCl
0.85%) pendant 30 minutes.

A Taide dune anse de platine stérile, une goutte de la suspension bactérienne est
ensemencée en zig zag a la surface d’une boite de Pétri (90 mm de diameétre) contenant le milieu

King B. Les boites de Pétri sont incubées a 26°C pendant 24 heures.

I.1.4. Purification et conservation des isolats

Les colonies obtenues apres 24 heures d’incubation sont purifiées en réalisant des
ensemencements successifs jusqu’a obtention de colonies pures répondant aux caractéristiques de
la bactérie recherchée.

Les bactéries sont conservées dans des tubes eppendorfs contenant a volume égal
le milieu YDC liquide et une solution de glycérol (60%). Les eppendozrfs contenant les cellules
bactériennes de chaque isolat sont consetrvés a -18°C.

La préparation du milieu YDC est réalisée selon la méthode de Ouedraogo et 4/, (2003)

suivante :

1) Extrait de levure 10,0 g ; carbonate de calcium (CaCOs3) 20,0 g ; Eau distillée 950 ml ;
2) Dextrose (L-glucose) 20 g ; eau distillée 50,0 ml

On autoclave les 2 milieux séparément et on les mélange a la température de 40 a 50°C.

I.1.5. Identification de la bactérie
I.1.5.1. Test d’hypersensibilité sur tabac

La réponse hypersensibilité (HR) chez le tabac est utile pour déterminer si une bactérie
peut étre un phytopathogene. En bref, les agents pathogenes des plantes (autres que le tabac)
provoquent la HR du tabac, tandis que les agents pathogénes du tabac provoquent des
symptoémes de maladie. Les saprophytes ou les agents non pathogenes des plantes ne provoquent
aucun symptome de maladie et ne provoquent pas de réponse. Le test HR tire parti du
mécanisme de résistance induite spécifique déterminé génétiquement par les plantes. Le test
d’hypersensibilité est particulicrement utile pour dépister rapidement les éventuels agents
pathogenes avant d’effectuer les tests de pathogénicité exigeant beaucoup de temps et de main-

d’ceuvre. Bien que les tests HR soient extrémement utiles pour un grand nombre d'agents
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pathogenes responsables de la pourriture et du feuillage des feuilles (Erwinia, Psendomonas,
Ralstonia et Xanthomonas, par exemple), il est possible que d'autres tests ne permettent pas
d'identifier facilement d'autres agents pathogenes, tels que les bactéries responsables de
pourtiture (Pectobactérium) et Agrobactérinm. Pour ces agents pathogenes, des essais de pouvoir

pathogene sont nécessaires (Robert et a/, 20006).

Les étapes de réalisation du test d’hypersensibilité sont les suivantes :
* Dans un tube a essai contenant 2 ml d’eau physiologique stérile (NaCl 0.85%),
faire une suspension bactérienne 2 10 CFU/ml de la bactérie 2 identifier.
» Utiliser un plant de tabac ayant 5 a 6 feuilles et inoculer une feuille par la bactérie
a identifier.
® A laide d’une seringue de 1 ml, injecter la suspension bactérienne dans 'espace
intercellulaire le long de la nervure centrale ou d’une nervure secondaire.
L’inoculation se fait 4 la face inférieure de la feuille.
® Laisser le plant inoculé a température de la picce pour une période de 24 a 48
heures.
Deux situations peuvent se présenter :

Si la zone foliaire inoculée avec la bactérie devient légerement translucide et a un aspect
humide, par la suite, les tissus s’asséchent et prennent la couleur brun-clair a beige : la réaction est
positive

En revanche si la réaction est négative ; aucun changement n’est effectué dans la couleur

et Paspect du tissu.

I.1.5.2. Les tests biochimiques
Les tests biochimiques sont réalisés selon la méthode de Shaad (1988). Tous les tests sont
effectués sur des colonies jeunes de 24 heures issues de cultures maintenues a 26°C sur milieu de
culture B de King.

Si les colonies bactériennes fluorescentes sur le milieu B de King, caractéristiques d’un
Psendomonas sont présentes, les tests a réaliser, connus sous le nom de LOPAT, pour distinguer les

especes, sont indiqués dans la légende suivante :
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Légende :

Levane Polymérisation du fructose en polyfructose.

Catalase Décomposition du peroxyde d’hydrogene (H,O») par la catalase.

Oxydase Détermination de la présence de 'enzyme cytochrome C oxydase.

Hugh et Leifson détermination la voie métabolique des bactéries.

Arginine deshydrolase Transformation de Targinine (acide aminé) par Iarginine
déshydrolase.

Nitrate réductase Réduction de nitrate en nitrite.

I.1.5.2.1. Coloration de Gram
La coloration de Gram permet de différencier des bactéries dites Gram (+) de bactéries
dites Gram (-), la coloration nécessite les étapes suivantes (Singleton, 2005):
e A laide d’'une anse de platine, une colonie bien isolée est prélevée et déposée sur une
lame propre comprenant une goutte d’eau distillée stérile réalisant un frottis.
e Le séchage du frottis est effectué a température ambiante du laboratoire.
e Coloration primaire : la lame est recouvrée par le violet de gentiane pendant une minute,
puis rincée a l'eau distillée.
e Mordancage : la lame est plongée dans Lugol pendant une minute. Elle est ensuite rincée
a leau distillée.
e Décoloration : la lame est inclinée dans I’alcool pendant 30 secondes et elle se lave apres a
I'eau distillée.
e Coloration secondaire : la solution de Fuchsine recouvre la lame durant une minute et on
rince la lame.

e Séchage de la lame.

L’observation de la morphologie des bactéries est établie sur un microscope (OLYMPUS) a des

grossissements 40 x, 100 x.

1.1.5.2.2. Test levane

Le test levane nous permet de vérifier la polymérisation du fructose en polyfructose par la

bactérie. Le test est réalisé sur le milieu levane dont la composition est la suivante :

*  Agar nutritif............... 23 g/l
= D-glucose ............25 g/l
* Sucre de table............50 g/l
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Dissoudre les produits dans 800 ml d’eau distillée, puis en compléter a un litre. Stérilisez le
milieu pendant 15 minutes 2 121°C et a 15 psi.

Le milieu est coulé dans en boites de Pétri. I’ensemencement de la bactérie est réalisé 24
heures apres, a aide d’une anse de platine stérile, en réalisant des stries sur le milieu. Les boites
ainsi ensemencées sont maintenues pendant 48 h a 26°C.

La lecture est basée sur le type des stries obtenues ; si les stries sont partiellement saillantes
et lissantes, la réaction est positive. En revanche, lorsque la réaction est négative les stries sont

prostrées.

1.1.5.2.3. Test catalase

Ce test nous permet de connaitre le métabolisme respiratoire qui détruit les peroxydes et
libére de 'oxygene par la bactérie. 11 suffit de déposer une goutte d’eau oxygénée sur une lame en
verre stérile. La creme bactérienne est prélevée a I'aide d’'un cure-dent stérile que 'on mélange
avec la goutte d’eau oxygénée. La lecture du résultat est faite aprés 1 minute. Elle se base sur la
présence de bulles révélant le dégagement d’oxygene ou l'absence de celles-ci. La réaction est

positive dans le premier cas et négative dans le second.

I.1.5.2.4. Test Oxydase

Le test oxydase est basé sur la production bactérienne dune enzyme oxydase
intracellulaire en présence d’oxygene atmosphérique et de cytochrome C.

Deux gouttes de réactif d’oxydase composé de phénylenediamine et d’acide ascorbique
sont déposées sur un disque de papier Wattman stérile. On préleve un peu de créme bactérienne
a l'aide d’un cure-dent que l'on frotte sur le disque en papier imprégné du produit. L’observation
de la réaction s’effectue dans les 30 secondes suivantes.

La coloration violette traduit un résultat positif (oxydase positive). Par contre absence de

la coloration indique un résultat négatif.

I.1.5.2.5. Test Hugh et Leifson

Le milieu Hugh et Leifson appartient aux milieux MEVAG (milieux d’études de la voie
d’attaque des glucides), contenant un indicateur de pH et permettant de déterminer la voie
métabolique des bactéries (la voie oxydative ou fermentaire) (Guiraud, 1998).

Deux tubes a essai contenant environ 5 ml de milieu de culture sont ensemencés par une
culture jeune (18-48 heures), par piqure centrale a I'aide d’une anse en platine en forme d’aiguille.
I’un des deux tubes est recouvert d’une couche d’huile de vaseline stérile, c’est le tube dit « fermé

», Pautre est le tube dit « ouvert ». Les tubes sont incubés pendant 24 heures a 37°C.
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I’observation du résultat est consistée a observer le virage de la couleur du milieu, trois

catégories de bactéries sont distinguées :

® les bactéries fermentatives donnent une acidification rapide et égale dans les deux
milieux qui deviennent jaune.

® Les bactéries oxydatives révelent dans les deux tubes. La couleur vire au jaune
dans le milieu en présence d’oxygene (milieu ouvert), ainsi dans le milieu couvert
la couleur reste verte.

® les bactéries inactives, une alcalinisation plus ou moins forte en surface, la couleur

du milieu vire au bleu en présence dioxygene.

I.1.5.2.6. Test Arginine déshydrolase

Ce test sert a déterminer si la bactérie transforme I'arginine en présence de I'enzyme

arginine déshydrolase.

A Taide d’une anse a inoculer stérile, inoculer un tube a essai contenant le milieu de
culture Arginine avec la bactérie a identifier (culture de 24 heures). La surface du milieu est
ensuite recouverte d’'une fine couche d’huile de vaseline stérile. La bactérie est incubée pendant
48 a 72 heures a 26°C.

Si le milieu demeure rose cela indique une réaction positive, il y a eu transformation de
l'arginine par 'enzyme arginine déshydrolase. En revanche, si la couleur devient jaune orangé la

réaction est négative.

I.1.5.2.7. Test Nitrate réductase

Ce test détecte si un organisme est capable de réduire le nitrate. La recherche du nitrate
réductase (NR) est réalisée sur un bouillon nitraté par les réactifs de Griess (Annexe 01), qui
permet de détecter le nitrite.

Le test consiste a cultiver I'organisme dans un bouillon nitraté, a 28°C pendant 48h a
72h. Apres incubation, le milieu est examiné pour détecter la présence des nitrites par ’addition
de 0.5 ml de réactif 1 et 0.5 ml du réactif 2 de Griess dans le milieu (annexe 01). Ces réactifs se
combinent a tout nitrite présent pour former un colorant rouge azoique soluble.

La présence du couleur rouge signifie que le nitrate est réduit au nitrite, la réaction est
positive. Ainsi I'absence de la coloration rouge peut signifier, soit que le nitrate n’a pas été réduit,

soit que le nitrite s’est formé mais a été ensuit réduit en azote ou en ammoniac.
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Pour distinguer entre ces deux possibilités, une trace de poudre de zinc permettant de
réduire le nitrate en nitrite est ajoutée. Si du nitrate existe encore, un virage de couleur vers le

rouge sera observé. La réaction est donc négative (Singleton, 2005).

I.1.6. Vérification du postulat de Koch

I1 est important de pouvoir prouver qu'un agent pathogene est a 'origine d'une maladie
particuliere. Pour ce faire, nous utilisons une série de régles ou de postulats rigides connus sous le
nom de postulats de Koch. Les postulats de Koch sont les suivants:
1. L'agent pathogene doit étre associé a toutes les plantes symptomatiques.
2. Le pathogene doit étre isolé et cultivé en culture pute et ses caractéristiques décrites. Si I'agent
pathogene est un biotrophe, il doit étre cultivé sur une autre plante hote et présenter les
symptomes et les signes décrits.
3. L'agent pathogene de culture pure ou de la plante a tester doit étre inoculé sur la méme espéce
ou variété que celle décrite précédemment et il doit produire les mémes symptomes que ceux

observés sur les plantes initialement malades.

4. L'agent pathogene doit étre a nouveau isolé en culture pure et ses caractéristiques décrites

exactement comme celles observées a I'étape 2 (Robert et a/., 2000).

Nous avons utilisé la variété de tomate hybride F1 dénommée Suzana (Tableau 06) et
inoculé les mémes organes touchés au niveau de I'hote initial prélevé sur champs (les feuilles et

les tiges dans notre cas).

Tableau 06 : Fiche technique de la variét¢é SUZANA, hybride F1.

Classification variétale Tomate déterminée

Type de conduite Tuteurée

Poids de fruit 250-300 g

Couleur Rouge brillante

Aspect du fruit Ferme

Résistance aux maladies FOLOet1, TylcV, Vd 0

Période de plantation Saison : février — mars
Arriere-saison : juin - juillet

I.1.6.1. Obtention des plantules
Le semis sont réalisés dans des plateaux de 72 alvéoles (3 x 3 x 3 cm), dans un terreau horticole, a

raison d’une graine par alvéole. Les plateaux sont exposés devant une fenétre éclairée, a
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température ambiante de laboratoire (20 a 25 °C). L’arrosage du terreau est effectué un jour sur

deux.

1.1.6.2. Transplantation des plantules

Lorsque les plantules sont suffisamment développées (5 cm), a deux feuilles vraies, elles
sont repiquées, a raison d’une plante par pot en plastique de 15 cm de diametre et 10 cm de
profondeur. Les pots contiennent un mélange de sable (1/3), stérilisé préalablement par la

méthode Bergerrac et de tourbe (2/3).

1.1.6.3. Préparation de 'inoculum

L’inoculum est préparé comme suit:
La bactérie a identifier est ensemencée dans des tubes a essais contenant 5ml de bouillons nutritif
(Annexe 02). Les tubes sont incubés 2 26°C pendant 24 heures. La concentration est ajustée a 10°
CFU / ml a l'aide d’un spectrophotomeétre JENWAY réglé a 625 n.m (Figure 13) selon I’échelle
de McFarland (Svetlana et @/, 2009).

Figure 13 : Spectrophotometre JENWAY réglé a longueur d’onde 625 n.m

1.1.6.4. Entretien des plantules

Afin de protéger les plantes contre des attaques éventuelles d’insectes et/ou d’acariens qui
pouvaient affecter I’état sanitaire des plantes de tomate, nous avons procédé a 3 traitements
phytosanitaires espacés d’une semaine. Les traitements sont suivants : Abamectine 18 g/1 (EC) ;
Chlorothalonil 500 g/1 + metalaxyl 37.5 g/1 (FS) ; Chlorantraniliprole + Lamda-cyhalothrin 16g/1
(CL) dans Pordre chronologique indiqué.
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1.1.6.5. Inoculation

Les bactéries ont besoin d’eau libre pour leur croissance, elles sont fragiles lorsqu’elles
sont soumises a des températures extrémes, a un asséchement ou a une forte intensité lumineuse.
Par conséquent, les essais de pathogénicité se font lorsque ces conditions pour la croissance des
plantes hotes sont réunies. La température est généralement maintenue entre 16 et 25 © C et
I'éclairage est modéré. L'humidité doit étre maintenue de sorte que la surface des plantes
inoculées ne se séche pas pendant 48 a 96 heures apres l'inoculation. A Taide d’un petit
pulvérisateur a piston, nous avons apporté quotidiennement trois pulvérisations d’eau distillée
stérile sur les plantes qui sont maintenues sous une bache en plastique transparente pour assurer
une atmospheére saturante.

L’inoculation est faite sur des plantules présentant 4 a 5 feuilles. Nous avons utilisé deux
isolats. Chaque isolat est inoculé sur trois plantules. Chacune a regu environ 10 ml de la
suspension bactérienne (10° CFU/ml).

Les plantules témoins sont inoculées en utilisant 10 ml de bouillon nutritif dilué sans la

bactérie.

I.1.6.6. Dispositif expérimental

Nous avons utilisé un dispositif complétement aléatoire (Figure 14).

Figure 14 : Vue du dispositif expérimental en blocs réalisé sous serre en verre
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1.2. Résultats

I.2.1. Prospections et symptomes de la maladie

Les champs de tomate atteints de la maladie présentent des dégats considérables (Figure
15). Nous avons estimé lincidence de la maladie a 100%. La récolte est sérieusement
compromise. Les symptomes concernent toutes les parties de la plante (fruits feuilles et tiges).
Des nécroses angulaires de couleur noire entourées d’un halo jaunatre sont présentes a la surface
des organes attaqués. Elles sont punctiformes en début d’infection, s’élargissant ensuite pour
devenir coalescentes, ce qui fait que les taches ont plusieurs centimétres de largeur aggravant les

dégats sur les plantes (Figure 106).

Figure 15: Dégits de la maladie sur tomate d'arriére saison (variété Suzana hybride
F1), dans la région de mazagran, a Mostaganem, janvier 2019.

oSy ANeos. 20 .
Figure 16: Nécroses dues a la maladie sur (A), feuille ; (B), tige et sépales ; (C), fruit de la variété
Suzana.
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1.2.2. Prélévement des échantillons

chaque site ou la maladie est présente. Chaque plante représente un échantillon.

50 metres pour favoriser la diversité génétique des isolats récoltés.

I.2.3. Isolats de la bactérie obtenus apreés purification

Le tableau 07 illustre les isolats bactériens obtenus a partir des différents sites prospectés et

échantillonnés.

Tableau 07 : Région d’échantillonnage, origine des isolats et leur codification.

Trois plants présentant les symptomes décrits précédemment sont prélevés au niveau de

Lors de I’échantillonnage, nous avons prélevé des plants éloignés 'un de I'autre d’environ

Site Région Nombre | Codification | Variété Nature
d’échantillon d’isolats d’échantillon
Site 1 Mazagran 3 I Suzana, Tige
(Mostaganem) L déterminée Tige + feuille
§ ]:3 (Hybrlde Fl) Feuille
§ Site 2 Mazagran 3 N Suzana, Feuille
fg (Mostaganem) 15 déterminée Tige
g E
S .
:U I() (Hybrlde Fl) Feuille
W
:g Site 3 Mazagran 3 15 Suzana, Tige + feuille
> (Mostaganem) Is déterminée Tige
19 (Hybrlde Fl) Feuille
o Ain Nouissy 3 Tio Kawa, Tige
ae] =
:% é Site 4 (Mostaganem) 1 indéterminée Feuille
B R .
§ > 12 (Hybride 1) Tige + feuille

I.2.4. Identification de ’agent causal

I.2.4.1. Aspect macroscopique

Elles sont petites, rondes, lisses et de couleur creme (Figure 17). Elles deviennent fluorescentes a

Peeil nu apres 2 ou 3 repiquages (Figure 18).Cette fluorescence est intense a 365 n.m, sous la

lumiere Ultra-Violet (Figure 19).

Les colonies obtenues présentent les mémes caractéristiques culturales sur le milieu KB.
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Figure 18 : Colonies bactériennes fluorescentes sur milieu King B et sous lumiére naturelle
du laboratoire. Les isolats représentés sur la figure sont : 13, 16, 17 et 110.

Figure 19 : Colonie bactérienne fluorescente sur milieu King B a 365 n.m
sous lumiere UV.
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1.2.4.2. Test d’hypersensibilité sur tabac

La zone foliaire du tabac inoculée avec les suspensions bactériennes de lisolat a tester
devient, 24 heures apres I'inoculation, légerement translucide avec un aspect humide. Par la suite,
Pendroit du tissu inoculé devient brun clair a beige (Figure 20). Cette réaction de la plante est
considérée comme une réaction d’hypersensibilité positive.

Les isolats testés (I3, Is, I7, I10) sont considérés comme des bactéries phytopathogenes

car ils provoquent une hypersensibilité sur le plant de tabac.

Figure 20: Test d’hypersensibilité sur tabac

1.2.4.3. Test biochimique
1.2.4.3.1. Observation microscopique

Sous microscope les cellules bactériennes sont des bacilles gram négatifs fins droit et trés
mobile grace a un flagelle polaire. Elles apparaissent isolés ou en diplobacilles. Elles sont de

formes batonnets allongées et parfois légérement incurvées au sommet (Figure 21).

Figure 21 : Aspect des cellules bactériennes aprées coloration de Gram.
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1.2.4.3.2. Test levane
Les colonies montrent des stries saillantes et luisantes, cela indique que le résultat est
positif, les bactéries étudiées possedent donc l'enzyme levane sucrase car elles peuvent

polymérisés le fructose en poly-fructose (Figure 22).

Figure 22 : Strie saillante et luisante d’une colonie
bactérienne sur millieu levane positif.

1.2.4.3.3. Test de Catalase

Le dégagement des bulles d’oxygene apres le frottis de la bactérie avec 'eau oxygénée a

montré que le test catalase est positif. La bactérie contient enzyme qui active la dégradation du

peroxyde d'hydrogene (H,O,) en O, (Figure 23).

Figure 23 : Réaction de la bactérie dans le test catalase positif.
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1.2.4.3.4. Oxydase

Le papier wattman imbibé par le réactif est resté incolore, ce qui signifie que le test
oxydase est négatif pour la bactérie. En présence d’oxygéne atmosphérique et de cytochrome C,

la production de 'enzyme oxydase intercellulaire est absente chez les bactéries testées (Figure 24).

Figure 24 : Réaction de la bactérie obtenu sur papier wattman ;
Test oxydase négatif.

1.2.4.3.5. Test de Hugh et Leifson

Le test du métabolisme des glucides a révélé que la bactérie posséde un métabolisme
oxydatif qui est représentée une acidification a la surface du milieu ouvert provoquant son
jaunissement. Par contre le milieu couvert par ’huile de vaseline reste vert (Figure 25).

Le type oxydatif est lié avec le type respiratoire de la bactérie, donc la bactérie testée a

besoin d’oxygeéne pour dégrader le glucose.

Figure 25 : Réaction de la bactérie en

test Hugh et Leifson.
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1.2.4.3.6. Le test Arginine deshydrolase

Le test ADH révele une réaction négative. Le résultat est justifié par le virage de la
couleur du milieu au jaune. Les bactéries testées ne possedent donc pas I'enzyme deshydrolase

(Figure 20).

Figure 26 : Réaction de la bactérie en

test Arginine déshydrolase.

1.2.4.3.7. Recherche de Nitrate réductase

Le résultat de ce test est négatif puisque la couleur rouge est développée apres avoir
rajouté dans le tube a essai une pincée de poudre de Zinc. Celle-ci signifie que La bactérie ne

possede pas I'enzyme de nitrate réductase (Figure 27).

Figure 27 : Réaction de deux isolats de la bactérie en test Nitrate
réductase.
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I.2.4.4. Récapitulatif des résultats des tests effectués sur les isolats bactériens

Les tests biochimiques, permettant de vérifier certaines caractéristiques du
métabolisme de la bactérie, le test d’hypersensibilité sur tabac et le postulat de Koch constituent
une approche classique pour Iidentification des bactéries du genre Pseudomonas.

Les résultats obtenus confirment que nous sommes en présence de Pseudomona syringae (tableau

08).

Tableau 08: Résultats des tests biochimiques et culturaux pour distinguer les espéces de

Psendomonas fluorescents.

Les tests Réaction sur Pseudomonas syringae
Gram -

Levane +

Catalase -

Oxydase +

Hugh et Leifson Oxydatif

Arginine deshydrolase -

Nitrate réductase -

Hypersensibilité du tabac +
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I.2.5. Test de pathogénicité

Apres 7 jours d’inoculation, Les plantes inoculées par les isolats de la bactérie montrent
sur feuilles et tiges des symptomes typiques de la maladie. Les plantes témoins maintenus dans les
mémes conditions sont restées indemnes de la maladie. Les bactéries isolées a partir des plants de
tomate variété Susana et variété Kawa prélevés sur champs et réinoculés expérimentalement en
laboratoire sur les mémes variétés ont reproduits les mémes symptomes que ceux observés sur
terrain (Figure 28, 29). Les colonies bactériennes réisolées a partir plants malades montrent les
mémes caractéristiques culturales que les bactéries d’origine. I.’agent causal de la maladie est donc

bien une bactérie.

Figure 29 : Nécroses provoquées a la bactérie sur feuilles (A) et tige (B).

E
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I.3. Discussion

A partir des symptomes observés sur les plants de tomate au champ, en se basant sur les
descriptions symptomatologiques de Blancard (2009) et Mensi et a/, (2018), nous avons
soupconné la moucheture bactérienne appelée « bacterial speck, en anglais ». Selon Pernezny et
Shouan (1994), cette maladie, causée par Pseudomonas syringae pv. tomato, provoque d’importants
dégats sur tous les organes aériens de la plante (feuilles, tiges et fruits), elle se manifeste par des

taches brunes-noiratres entourés d’un halo jaune.

Une analyse plus approfondie est indispensable pour I'dentification de agent causal de
la maladie observée. Ainsi, I'isolement de I’agent pathogene sur le milieu B de King a abouti a
Papparition d’'un seul type de colonies bactériennes. Celles-ci apparaissent sous forme des
colonies crémeuses, rondes et lisses de couleur créme. Les mémes caracteres ont été notés par
Svetlana et 4/, (2009). Les souches isolées ont produit un pigments jaune-verdatre sur milieu KB

et sous lumiere UV, confirmant ainsi les observations de Gaignard et Luisetti (1993).

Pour pouvoir identifier I'espéce Pseudomonas syringae, un certain nombre de tests sont nécessaires

(Schaad et a/., 2001).

Les tests que nous avons effectués indiquent que nous sommes en présence d’une
bactérie Gram négatif, mobile de forme batonnet. Les tests biochimiques ont montré que la
bactérie est levane positif, catalase négatif, oxydase positive, elle ne possede ni Arginine

deshydrolase ni Nitrate réductase et posséde un métabolisme oxydatif.

La bactérie isolée présente une réponse d’hypersensibilité positive sur tabac, la bactérie
est donc phytopathogéne. Les isolats étudiés présentent un degré élevé de pathogénicité, ils
induisent des symptomes sur plants similaires a ceux de l'infection naturelle aux champs au
septiéme jour apres inoculation.

Sur la base de tests de pathogénicité et des résultats des tests biochimiques réalisés, la bactérie
s’avere appartenant a I'espece P. syringae.

Récemment les études moléculaires sont devenues indispensables pour confirmer
I'identité des pathogenes. Dans le cas de PS, I'identification moléculaire de I'espece se base sur le
gene ARNr 16S de la bactérie qui est amplifié par PCR en utilisant des amorces universelles.
L’identification du pathovar se fait grace a des amorces spécifiques du pathovar (MM5E et

MMS5R) (Mensi, 2018 ; Guilbaud et 4/, 2016).
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Quoique l'identification du pathovar n’est pas confirmée par analyse moléculaire, nous pensons
qu’il s’agit du pathovar tomato. Cette maladie est récemment signalée en Serbie (Svetlana et 4/,

(2009), en Portugal (Cruz et Cruz, 2010) et en Tunisie (Mensi, 2018).

I’Algérie étant importatrice de semences maraichéres, les semences de tomate
infectées seraient une source probable d'introduction de cet agent pathogene en Algérie car selon
Bashan et @/ (19806), la graine peut héberger le pathogéne. A notre connaissance, ceci est la
premicre signalisation de la moucheture bactérienne de la tomate en Algérie. Une enquéte a
grande échelle devrait étre entreprise pour déterminer la répartition géographique de cette

maladie et déterminer les races présentes de P. syringae pv. tomato .




Chapitre 2 :
Toxicité des fongicides a
Pseudomonas syringae
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Chapitre II : la sensibilité¢ du pathogene vis-a-vis de certains fongicides.
I1.1. Matériels et méthodes

I1.1.2. Objectif :

L’objectif de ce travail consiste une étude pour déterminer la sensibilité¢ de Psexudomonas

Syringae aux composés chimiques.

I1.1.3. Test de toxicité des fongicides sur les isolats de PS
I1.1.4. Choix des isolats de Pseudomonas syringae (PS)

Quatre isolats de PS représentatifs des quatre patrcelles d’étude sont testés pour leur

Tableau 9 : Choix des isolats de PS

Codification de | Région d’isolement | Date d’isolement Organe de la plante
Pisolat

1; Mazagran 22/01/2019 Feuille

Is Mazagran 22/01/2019 Feuille

1, Mazagran 22/01/2019 Tige

Lo Ain- Nouissy 30/01/2019 Tige

comportement aux fongicides (Tableau 9).

I1.1.5. Réalisation de la technique

La sensibilit¢ de pathogéne aux produits chimiques est réalisée sur milieu KB selon la
méthode de Karen et a/, (1983).

Les produits chimiques sont incorporés dans le milieu KB avant autoclavage. Dans
chaque boite de Pétri on coule 20 ml de milieu de culture. Les boites témoins contiennent le
milieu KB sans adjonction de maticre active. Les doses testées sont reportées sur le tableau 10.

Quatre disques en papier Wattman sont déposés a la surface du milieu de culture
contenant la dose du produit a tester. A 'aide d’une micropipette stérile, on dépose 20 pl de la
suspension bactérienne (10° CFU/ml) de I'isolat 2 tester sur chaque disque en papier. Les boites
témoins sont traitées de la méme facon, sans ajout de produit chimique. Chaque traitement est
répété 4 fois.

Toutes les boites sont incubées a 26°C pendant 48 heutres. Les notations sont réalisées en

mesurant la moyenne de deux diameétres perpendiculaires de la colonie bactérienne.

&
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Tableau 10 : Doses des produits commerciaux testées sur de PS.

Oxychlorure Phosetyl Mancozébe | Thiophanate | Mancozebe +
Dose de cuivre d’aluminium g/1 methyl oxychlorure

(Comac) (Aliette Flash) (Pelthio) de cuivre
g/l g/l g/l g/l

DO 0 0 0 0 0
D1 1.2 0.8 0.6 0.1 0.9
D2 2.4 1.4 1.2 0.3 1.8
D3 4.8 2 2.4 0.6 3.6
D4 6 2.6 4.8 1 5.4
D5 7.2 3.2 6 1.3 6.6
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I1.2. Résultat
I1.2.1. Phytotoxicité des produits

La majorité des fongicides testés ont montré une toxicité sur les isolats de PS. Les figures 30 a 35

représentent 'effet de chaque produit.

Oxychlorure de cuivre

diametre de colonie parasite (mm)

témoin 1
témoin 2
témoin 4

dose g/1

Figure 30: Diamétre moyen des colonies bactériennes confrontées a I'oxychlorure de cuivre.

Phosetyl d’aluminium

diametre de colonie parasite (mm)

témoin 1
témoin 2
témoin 3
témoin 4

dose g/1

Figure 31: Diameétre moyen des colonies bactériennes confrontées au phosetyl d’aluminium.

45
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Mancozeébe
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Figure 32: Diametre moyen des colonies bactériennes confrontées au mancozébe.
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Figure 33: Diametre moyen des colonies bactériennes confrontées au thiophanate methyl.
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Figure 34: Diametre moyen des colonies bactériennes confrontées au mélange de
Poxychlorure de cuivre + le mancozebe.
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Figure 35: Comparaison de la sensibilité des isolats a I'égard des 5 fongicides.
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Analyse de variance

Tableau 11 : Tableau d’analyse de variance

S.C.E DDL C.M. |TESTF |PROBA E.T. C.V. OBSERV.
Var. Totale 87,548 799 0,11
Var. Facteur 1 52,488 7 7,498 | 169,386 0 HS
Var. Résiduelle 1 35,06 792 0,044 0,21 52,81%

Test de Newman et Keuls au seuil 5%.

Facteur : isolats=13, I, 17, I1o

F | LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES

2.0 T1 7,75 A

8.0 T4 7,25 A

4.0 T2 5,75 B

6.0 T3 45 C

1.0 I3 2,75 D

3.0 Is 2,31 D

7.0 Iy 1,04 E
5.0 Tio 0,7 E
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I1.2.2. Interprétation des résultats
L’observation visuelle des boites de Pétri expérimentées nous a montré que les

fongicides testés ont induit une action efficace sur le développement de la bactérie (annexe 03).

Concernant Poxychlorure de cuivre, ce dernier s’est montré efficace pour des doses
supérieures a 1,2 g/I.. A partir de cette dose le diametre de la colonie reste stationnaire, quelque

soit la dose testée le diametre est égal a celui de I'explant initial (6 mm) (Figure 31).

Pour le Phosetyl d’aluminium, en dehors de la dose 1 (0,8 g/L) ou le diamétre de la
colonie est légerement inférieur au témoin dans le cas de Iy, toutes les doses ont induit une
efficacité totale sur la croissance des colonies des isolats car aucune évolution du diameétre des

colonies n’a été constaté (Figure 32).

Dans le cas de 'oxychlorure de cuivre et du mancozébe, les produits ont montré une
grande efficacité vis-a-vis de lisolat 4 dont les colonies sont restées stationnaires avec un
diametre égal a I'explant initial. Cet isolat monte une grande sensibilité a I’égard de ces fongicides
(Figure 35).

Vis-a-vis de 'oxychlorure de cuivre, la dose 1 (1,2 g/L) ne donne aucune efficacité sur les isolats
I, I et Iy, le diametre de la colonie confrontée au produit est égal au diameétre de la colonie
témoin. Le méme résultat est obtenu dans le cas du mancozebe. A la différence que pour ce

dernier, la dose 2 (1,2 g/L) aussi n’est pas efficace (Figure 33).

Le mélange de I'Oxychlorure de cuivre avec le mancozebe stoppe complétement les

colonies de I7 et cela quelque soit la doses testée (Figure 35).

Concernant Thiophanate methyl, ce dernier n’a pas eu d’efficacité sur la bactérie en
dehors de la dose 5 (1,3g/L) qui a inhibé complétement le développement de la colonie de I

(Figure 34).

Vis-a-vis de tous les produits chimiques, le test d’analyse de variance montre une
différence hautement significative entre les isolats (Figure 36, Tableau 13).

Le classement des isolats par ordre croissant de sensibilité est le suivant :

Iz et I > I7 et I1o.
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I1.2.3. Discussion

Dans le cas des fongicides les résultats de 'expérience montrent que le thiophanate
methyl ne posséde aucune toxicité a ’égard des 4 isolats de PS testés. La dose 1,3 g/1 inhibe par
contre le développement de I'isolat I.

Le phosethyl d’aluminium et 'oxychlorure de cuivre se sont avérés efficaces. En effet, les
doses respectivement supérieures a 0,8 g/l et 1,2 g/1 inhibent le développement de tous les
isolats. Il serait donc intéressant de tester ces produits en plein champs, en tenant compte des
résultats obtenus en laboratoire.

Bultreys et a/, (2018) ont aussi noté une forte inhibition de la bactérie iz vitro avec le
phosétyl d’aluminium, selon ces auteurs cela suggere un effet super toxique sur Pseudomonas
syringae. Les travaux de Matteo et @/, (2015) montrent que l'oxychlorure de cuivre permet de
réduire de maniére significative les symptomes foliaires.

L’effet de l'oxychlorure de cuivre et du mancozebe est identique, les mémes doses ont
donné les mémes valeurs d’inhibition. Le mélange des deux produits a été également efficace 7
vitro. Karen et al, (1983) ont noté 7z vitro une toxicité aigie du mancozebe et des produits
cupriques sur la croissance de P. syringae pv. tomato. Ces produits pourront donner un controle
suffisant de la maladie, des tests cependant devront étre réalisés au champ. Ils pourront étre
inclus dans un programme de traitement des tomates dés transplantation. Dans notre étude, le
mélange de cuivre et de Mancozebe a fortement inhibé la croissance de I'agent pathogene, ce
mélange doit donc intégré dans ces programmes.

Nos résultats montrent que le thiophanate methyl ne possede aucun effet toxique sur la
bactérie. En effet, aucune étude ne décrit la toxicité de ce produit a égard de Pseudomonas syringae.
Le thiophanate methyl est un fongicide curatif et systémique qui fournit un excellent effet
protecteur contre un large éventail d'agents pathogenes fongiques.

La moucheture bactérienne est tres difficile a éradiquer. Son controle dépendra des
mesures mises en place pour limiter son développement. Des expériences ont montré que si I'on
patvient a repousser le déclenchement d'une maladie bactérienne apres la nouaison, la culture sera
tres peu affectée. Une fois que les parties aériennes sont entierement développées, une faible
incidence d'une maladie bactérienne sur le feuillage est tolérée. Les lésions touchant les fruits ne
peuvent apparaitre que sur de jeunes fruits, les mesures de lutte déployées avant la fructification

sont tres utiles.
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Conclusion et perspectives

L’identification pour la premicre fois de Pseudomonas syringae fait peser des menaces sur
I'avenir de la culture de la tomate a Mostaganem. Cette espece isolée de tomate et la nature des
symptomes sur champs laisse supposer qu’il s’agit du pathovar tomato. Le pathovar de l'espece
(entité montrant une spécificité parasitaire vis-a-vis d’une espece-hote particuliere est I'équivalent
de la formae speciales chez les champignons. La moucheture bactérienne n’a jamais été signalée
jusqu'a aujourd’hui en Algérie.

Des analyses moléculaires utilisant des amorces spécifiques doivent étre réalisées dans un
futur proche en vue de confirmer la nature du pathovar.

En tomate de plein champ, la variété Suzana s’est montrée tres sensible et en tomate sous serre, la
variété Kawa. Des variétés résistantes doivent étre recherchées pour éviter les dégats et donc les
baisses de rendement de la tomate.

Des mesures urgentes doivent étre prises en vue de limiter 'impact de cette maladie. Les
méthodes de lutte prophylactiques contre 'agent pathogene doivent étre vulgarisées aupres des
agriculteurs.

Par ailleurs, des résultats encourageants sont obtenus 7 vitro avec le phosetyl d’aluminium
et 'oxychlorure de cuivre. Le premier produit est connu pour la stimulation des mécanismes de
défense chez les plantes, il se pourrait que son effet soit encore meilleur sur champ. La lutte
biologique utilisant des microorganismes antagonistes peut ¢tre un autre axe de recherche étant
donné qu’il n’existe pas de travaux a ce sujet réalisés en Algérie.

Ce travail mériterait d'étre poursuivi afin d’identifier le pathovar et les races du pathogene
existantes sur terrain. Tout comme il serait intéressant d’entamer une étude plus approfondie sur
la caractérisation de la diversité génétique des populations de la bactérie avec des marqueurs

moléculaires tels que les microsatellites, RLEP...etc.




Les annexes

Annexe 01 : Réactif de Griess

Le réactif de Griess est un réactif utiliser pour déterminer les micro-organismes possedent

une enzyme nitrate réductase. 11 réagit avec I'ion nitrite (NO;") pour former un colorant rouge.

Le réactif de Griess est composé de deux réactifs 1 et 2. L’ion nitrite forme avec l'acide
sulfanilique (réactif 1) un sel de diazonium. Ce sel est révélé par une coloration rouge par

adjonction d’a-naphtylamine (réactif 2).
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Annexe 02 : bouillon nutritif

Les compositions du bouillon nutritif sont mentionnées au tableau suivant :

Ingrédients Quantité
Extrait de viande 1g/L
Extrait de levure 25¢ /L
Peptone 5¢/L
NaCl 5¢/L

Eau distillée 1 litre
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Annexe 03 :

Isolat: I3 Isolat : I

Isolat : I Isolat : 1o

Comportement des isolats de Pseudononas syringae vis-a-vis Thiophanate methyl
A:dose1(0.1¢g/L);B:dose2 (0.3 g/L);C:dose3 (0.6¢g/L);D:dose4 (1g/L);E:dose5 (1.3 g/L)
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Isolat : I; Isolat : I¢

Isolat : I Isolat : 1o

Comportement des isolats de Psexdomonas syringae vis-a-vis Mancozebe

A:dosel (0.6g/L);B:dose2(1.2¢g/L);C:dose3 (24 g/L); D :dose 4 (4.8 ¢g/L); E:dose 5 (6g/L)
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Isolat: I3 Isolat : I

Isolat : I Isolat : 1o

Comportement des isolats vis-a-vis ’Oxychlorure de cuivre.

A:dosel (1.2g/L);B:dose2 (2.4 ¢g/L);C:dose3 (4.8 g/L);D:dose4 (6¢g/L);E:dose5 (7.2 g/L)
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Isolat: I5 Isolat : I

Isolat : I Isolat : Ijo

Comportement des isolats vis-a-vis Phosetyl d’aluminium.

A:dosel1(0.8¢g/L);B:dose2 (1.4 ¢g/L);C:dose3 (2g/L);D:dose4 (2.4 ¢g/L); E:dose5 (4.8 g/L)
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Isolat : I3

Isolat : I

Isolat : 1o

Isolat : I,
Comportement des isolats vis-a-vis le mélange du Mancoz¢be + Oxychlorure de cuivre

A:dose1(09¢g/L);B:dose2 (1.8 g/L); C:dose3 (3.6 g/L);D:dose4 (5.4¢g/L);E:dose5 (6.6 g/L)
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