PLANTS

JAMBE NOIRE EN EUROPE

UNE ESPECE
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MIEUX IDENTIFIEE

La taxonomie des bactéries pectinolytiques, responsables de la maladie
de la jombe noire a récemment évolué. Pectobacterium punjabense,
nouvelle espece pathogéne décrite en 2018 et isolée sur symptome
de jombe noire au Pakistan, a fait [objet dune étude spécifique révélant

sa présence en champ de pomme de terre européen.

es bactéries du genre Pecto-
L bacterium et Dickeya sont les

agents pathogénes respon-
sables des maladies de la jambe
noire sur tiges et des pourritures molles
sur tubercules. Ces bactéries sont
capables de produire des enzymes
extracellulaires dégradant les parois
végétales et générant les symptdmes
caractéristiques de la maladie.

Graphe. INDEX PATHOLOGIQUE COMPARANT L’ENSEMBLE
DES SOUCHES TESTEES (P. PUNJABENSE EN NOIR) APRES ESSAI
DE MACERATION AU LABORATOIRE (en %, contréle NaCl)
40 50 60 70 80 90 100
P. peruviense IFB 5232
P. wasabiae CFBP 3304
P. polonicum DPMP 315
P. punjabense IPO 3715
P. betavasculorum CFBP 2122
P. punjabense RNS 08.28
P. punjabense $$95
P. punjabense RNS 18-78
D. solani IPO2222
P. punjabense P9A19a
P. brasiliense 15-13
P. punjabense RNS 16-153-1A
P. atrosepticum CFBP 1526
P. punjabense RNS 18-41
P. parmentieri RNS 08.42.1A
P. zantedeschiae IM
P. atrosepticum CFBP 6276
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Les dégats occasionnés sont parfois
importants et peuvent étre source de
déclassements, voire de refus, lors du
processus de certification des plants.
Ce contréle est d'autant plus impor-
tant gu’aucune solution de traitement
n'existe A ce jour pour lutter contre ces
bactéries pectinolytiques.

EVOLUTION

DE LA TAXONOMIE

Depuis 2016 et le développement
massif des méthodes de séquencage
nouvelle génération (NGS), le nombre
d'espéces de Pectobacterium et
Dickeya officiellement décrites a plus
que doublé avec pas moins de trente
espéces différentes décrites & ce jour.
Ces nouvelles descriptions témoignent
de la grande diversité génétique de
ces deux genres et expliquent leur trés
large spectre de plantes-hotes. Fort
heureusement, ces espéces ne sont
pas toutes présentes sur notre territoire,
ou ne sont pas toutes adaptées a
I'n6te pomme de terre.

DESCRIPTION

DE PECTOBACTERIUM
PUNJABENSE

Des travaux collaboratifs impliquant
le CNRS, I'université de Faisalabad au
Pakistan, ainsi que I'équipe Inov3PT
dédiée & la thématique jambe noire

ont permis d'identifier des souches
n'appartenant jusque-ld & aucune
espece de Pectobacterium connue.
Cesisolats, collectés en 2017 sur symp-
tdme de jambe noire dans un champ
de pomme de terre pakistanais, ont
été étudiés au CNRS de Gif-sur-Yvette
(91) et décrits comme appartenant &
une nouvelle espéce, nommée Pecto-
bacterium punjabense, enréférence
ala province du Pendjab ouils ont été
initialement isolés.

IDENTIFICATION D’ISOLATS
EN EUROPE

Depuis ces travaux initiaux, I'équipe
Inov3PT a constitué un groupe de tra-
vailimpliquant différents laboratoires
européens et ayant pour objectif de
mieux comprendre la distribution,
la diversité et I'agressivité de cette
nouvelle espece. Ainsi, les collec-
tions de bactéries pectinolytiques
d’'Inov3PT en France, de l'université
de Wageningen aux Pays-Bas et de
I'université de Gdansk en Pologne
ont été utilisées pour rechercher la
présence de P. punjabense en Europe.
A ce stade de I'étude, I'identification
des souches de P. punjabense au
sein des collections étudiées a été
réalisée grace al'analyse de courtes
séquences génomiques amplifiées
par PCR. P. punjabense a ainsi pu éfre
identifié dans chacune des collections
analysées, d chagque fois sur des isolats
provenant de symptémes de jambe
noire. En revanche, la proportion de
P. punjabense identifiée est faible et ne



dépasse pas 0,2 % de I'ensemble des
bactéries isolées au sein de chaque
collection analysée, ce quiest bienen
decd des espéces plus classiguement
retrouvées tel que P. atrosepticum,
P. parmentieri ou encore P. brasiliense.
La souche IFB5596 prélevée en 1996
en Pologne est la plus ancienne col-
lectée et indique que cette espéce,
présente en Europe depuis au moins
vingt-cing ans, est restée inapercue
du fait des faibles faux d'isolement
et d'un mangue d’'outils spécifiques
pour bien l'identifier.

DIVERSITE GENOMIQUE

Les génomes de plusieurs souches
identifiées ont ensuite été séquencés
et assemblés. L'équipe Inov3PT a ainsi
pu calculer différents parametres
bio-informatiques révélant un niveau
de diversité génomique important
allant dans le sens d'un pathogéne
présent depuis longtemps. Ici, le cas
d'étude “P. punjabense” est bien
différent de la situation rencontrée
en 2005 lors de I'émergence de Dic-
keya solani en champs de pomme
de terre européens. Depuis lors,
D. solani s'est rapidement installé et
les souches isolées encore aujourd’hui
présentent un caractére clonal trés
fort. Dans le cas de P. punjabense, la
faible fréquence de souches collec-
tées A I'intérieur des symptdomes de
jambe noire combinée a une forte
diversité génomique pose la ques-
tion du réservoir de P. punjabense
et suggere une présence probable

Les sept souches

de P. punjabense
présentent des
niveaux d'agressivité
divers, mais toutes
sont capables

de macérer les
tubercules. Ici, résultat
apres cing jours

de macération avec la
souche P. punjabense
RNS 18-61.

dans d'autres niches écologiques, en
dehors du contexte pomme de terre.
Des campagnes de prélévements en
rivieres francaises, ainsi qu'un scree-
ning dans la Collection francaise
de bactéries associées aux plantes
(CFBP, Beaucouzé), qui posséde un
large panel d'isolats pathogénes
collectés sur diverses plantes hotes,
n'ont pu permettre I'identification
d'autres souches de P. punjabense
dans I'environnement, laissant cette
question en suspens.

CAPACITE DE MACERATION

Afin de connaitre les capacités de
macération des souches de P. pun-
jabense, un test d'agressivité a été
réalisé au laboratoire, incluant des
souches d'autres espéces utilisées
comme référence. Chaque suspen-
sion bactérienne estinoculée direc-
tement & l'intérieur des tubercules
de variété Bintje, et mis & incuber
a 25 °C en chambre humide. Aprés
cingjours, les tubercules sont coupés
et lesrésultats sont observés (photo).
Les tubercules sont répartis en six
classes visuelles suivant I'intensité
des symptdbmes. Un index patholo-
gique est ensuite calculé permettant
de définir le niveau d'agressivité
moyen de chaque souche dans
les conditions testées. Les résultats
ont montré que les sept souches de
P. punjabense présentent des niveaux
d’agressivité divers, mais toutes sont
capables de macérer les tubercules
(graphe). Ces donnéesindiquent que

- OUTIL

AMELIORER LA DETECTION
DE L'ESPECE

Dans le cadre de la caractérisation de I'espéce

P. punjabense, des génomes des souches isolées en Europe
ont été séquencés par I'équipe Inov3PT. Une approche
bio-informatique, qui fait suite & des travaux précédents
ayant permis de développer des outils moléculaires sur
d'autres espéces, a ensuite été utilisée pour définir des régions
génomiques spécifiques a I'espéce P. punjabense.

Un outil gPCR Tagman a finalement été développé et permet
maintenant de détecter spécifiguement cette espéce

dans tout type de matrice. Ces travaux ont été publiés dans
la revue internationale Microorganisms et I'outil a été mis

a disposition de la communauté scientifique, ce qui devrait
contribuer & améliorer notre vision sur la distribution

de cette espece encore méconnue.

si les conditions environnementales
sont favorables, cette espece serait
capable d'induire des symptdmes
de pourriture molle en condition
de stockage. La capacité a induire
des symptomes de jambe noire au
champ a été testée uniquement pour
la souche IPO3715 lors d'essais expé-
rimentaux menés précédemment
aux Pays-Bas. Dans ces conditions,
aucune plante symptomatique n'a
pu étre observée, tandis que dans
le méme temps, les plants inoculés
avec P. brasiliense ont montré une
incidence de la maladie de 80 %.

Les résultats obtenus dans le cadre

P punjabense
a pour linstant
été isolé au

de cette étude ont permis de fournir PC[kiStC[Tl,
pourla premiére fois des informations

concernant la distribution et la fré- POlOgIle,
quence d’isolemen}t de cette espéce, France et
démontrant sa présence depuis au P B
moins vingt-cing ans dans les champs ays-bdas.

de pomme de terre européens. Le
peu de souches isolées combiné
au mangue d’outils d'identification
spécifiques ont empéché jusque-Ia
de la mettre en évidence. Le déve-
loppement d'un outil gPCR dans le
cadre de cette étude (voir encadré)
devrait permettre a1'avenir de mieux
détecter P. punjabense & l'intérieur
et hors du contexte pomme de terre,
afin de mieux appréhender les niches
écologiques préférentielles de cette
espéece. / Jirémy Cicna, FN3PT/INov3PT
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