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Résumé

I

Elbar Chahra

Identification quelque isolats bactériens issues de tumeur de poirier

Le Crown Gall (tumeur du collet), cause par Agrobacterium tumefaciens continue d’être une maladie

économiquement important à travers le monde .elle est favorisée par les  différents facteurs climatiques.

L’étude des cultures de poirier d’une exploitation à Hamda ont permis de constater la présence du

symptôme  typique de la tumeur du collet, qui se manifeste sur les rameaux de poirier par des galles.

L’étude subséquente au laboratoire a permis, quant à elle, l’isolement de l’agent pathogène à partir des

tumeurs végétatives. Son identification par des tests morphologiques, biochimiques préliminaires a révélé

aucun des isolats testés n’a été affiliée au genre Agrobacterium.

D’après le test de pathogénicité effectué par inoculation artificielle sur les plantules de tomate saines et

sur  les limbes de kalanchoe (Kalanchoe daigremantiana) ne donne pas des symptômes similaires à ceux,

observés au niveau de notre exploitation Hamda .

Mots clés : Agrobacterium tumefaciens, poirier, Crown Gall, test biochimique, identification

البار شھراء

أي العینات المسببة لمرض الورم على شجرة الأجاص تشخیص

ملخص 

crown(رن التاجيیعد مرض التد gall()للأجاص والذي تتسبب في وجوده البكتیریا المسماة بAgrobacterium

tumefaciens البكتیریة المھمة اقتصادیا حول العالم .حیث تعتبر  العوامل المناخیة من بین العوامل المحفزة لھ .الأمراض) من بین

.حیث ظھرت ة لمرض التدرن التاجي ھتحمل أعراض مشاببحمدهالمستثمرة الفلاحیةفيجاص الاشجاربینت الدراسة لا

الممیزة على غصن أشجار الأجاص بأورام نباتیة .الأعراض

عزل العامل الممرض حیث سمح التشخیص عن طریق اختبارات الكیمیاء الحیویة انھ لا ینتمي إلىالدراسة المخبریة  أدتوقد 

).Agrobacterium(جنسإلى

) أن ھذان الأخیران لم یبدیا kalanchoeنبات (وأنصالمراضیة  الذي اجري على شتلات سلیمة لنبات  الطماطم من خلال الاختبارالا

حمدةمستثمرة لوحظت فيالتيللمرض.مماثلة لتلك نموذجیة أعراضاى حساسیة اتجاه  العامل الممرض .حیث لم یترجم بظھور 

Agrobacterium tumefacie,اختبارات الكیمیاء الحیویة, التمیزالتدرن التاجي,,الأجاص:المفتاحیةالكلمات 



Résumé

II

Elbar Chahra

Identitifing any bacterial froum tumor pear

Summary

Crown Gall (gall), caused by Agrobacterium tumefaciens continues to be an important economic

worldwide disease. she favors by different climatic factors.

Research pear crop in field Hamda revealed the presence of typical symptoms of crown gall,

which manifests itself on the branches of pear by vegetative tumors.

Subsequent laboratory study had permitted the isolation of the pathogen from vegetative tumor

agent. Identification by morphological tests, preliminary biochemical does not belong revealed it to

the genus Agrobacterium.

Pathogenicity testing done by artificial inoculation of healthy tomato seedlings and the limbo of

kalanchoe (Kalanchoe daigremantiana) resulted not appear similar to those, observed in the field

Hamda symptoms.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, pear, Crown Gall, biochemical test, identification
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Tout comme l’homme et l’animal, les plantes, dans leur environnement, sont au contact de

microorganismes capables de les infecter et de leur entrainer des maladies redoutables.

Malheureusement, lorsqu’une plante est atteinte d’une maladie, sa croissance, sa fertilité et sa

productivité sont fortement affectées, ce qui peut être à l’origine de sérieux problèmes

économique et sociaux.

Selon Tempé, (1987) Connue depuis l’antiquité, le crown Gall (la galle du collet) est une

graves bactériose. Elle représente un grave problème économique c’est pourquoi les

chercheurs ont rapidement entrepris de rechercher la cause de cette maladie. Dès 1907, Smith

et Townsend ont isolé une nouvelle bactérie à partir des galles, Agrobacterium tumefaciens, et

démontré qu’elle était responsable de la maladie. Le crown galle présentant une gamme

d’hôtes très large ,comprenant plus de 643 espèces végétales de 331 genres, dont la majorité

sont des dicotylédones avec quelque gymnospermes et peu monocotylédones (Bradbury,

1986 ; De Cleene et de Ley,1976). c’est une maladies ubiquiste, nèoplasmidique (Moore et

Warren, 1979 ; Moore et Cooksy, 1981), causée par les souches pathogène d’Agrobacterium

tumefaciens (Conn, 1942).vivant comme un organisme saprophyte (Schroth et al ., 1971),

A.tumefaciens fait partie de la flore naturelle du sol (Bouzar et Moore ,1987). Les signaux

chimiques émis par la plante blessée et la caractéristique de la bactérie d’adhérer sur les

cellules végétales sont deux facteurs indispensables au processus d’infection. le pathogène

pénètre à la faveur des blessures causées par les incidents climatique telque le gel et les

pratique culturales en particulier l’élagage, le greffage et toutes manipulation courantes en

pépinière (Auber et al ., 1983 ;Orian et Utra,1970), les insectes , les nématodes et même des

facteur naturels (formation de racines latérales créant des blessures à la jonction des racines

principales, cicatrices foliaires à la suite de la chute des feuilles ). Sont des facteurs de

prédisposition à ces maladies (Orian et Zootra ,1970).

Cette maladie se traduit par l’apparition d’une tumeur au niveau du collet de la plante.

Cette tumeur est provoquée par le transfert à la plante d’une portion d’ADN du plasmide Ti.

Du fait de leur importance économique, ces bactéries ont été étudiées d’un point de vue

phytopathologique et surtout elles ont beaucoup intéressé le domaine de la biotechnologie. En

effet, le plasmide Ti, qui porte les gènes de virulence chez Agrobacterium, a permis la

construction des plantes génétiquement modifiées consistant en l’insertion de gènes d’intérêt

dans l’ADN du plasmide Ti pour être transféré au génome de la plante (Bevan, 1984 ;

Valentine, 2003). Depuis 2001 la séquence complète de la souche modèle C58 est disponible

(Wood et al., 2001 ; Goodner et al., 2001).
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Ce bactéries présentent un important problème agronomique car elles infectent les plantes

blessées et notamment les plantes greffées, comme les arbres fruitiers ou encore les vignes

(Smith et Townsend, 1907 ; Kerr, 1969). Parmi les arbres fruitière touché le poirier.

Plusieurs agents pathogènes bactériens, comme Pseudomonas, Erwinia amylovora,

Agrobacterium tumefaciens peuvent affecter le poirier  et provoquer plusieurs maladies, à

savoir: bactériose, Feu bactérien, le crown gall. Elles sont favorisées par une humidité relative

forte et une température élevée.

De ce fait, l’objectif de ce travail est une contribution à l’identification de l’agent causales

de tumeur observes sur poirier cultivée au  niveau de l’exploitation à Hamda de la wilaya de

Laghouat et pris des échantillons similaire de la tumeur de la maladie crown gall. En effet le

travail porte sur :

- Isolement de l’agent causal;

- Identification d’agent causal ;

-Test de détermination le pouvoir pathogène.
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I. Généralités sur la plante hôte

I.1. Historique et origine du poirier

Originaire d’Asie occidentale et fort appréciée des Romains, de la chine et de l’Europe,

la poire est un des fruits qui remonte le plus haut dans l’histoire des humaines. Elle est l’un

des plus anciens fruits cultivés. Les poires sont arrivées en Amérique du Nord avec les

premiers colons et, de nos jours, leur culture commerciale est pratiquée surtout en Ontario

et en Colombie-Britannique, ainsi qu’en plus petite quantité en Nouvelle-Écosse. En 50

après Jésus Christ on comptait 35 espèces différentes, on en dénombre aujourd'hui environ

1500(AAC ,2007 ; Raynaud, 2008).

En 2009, seuls 4 pays avaient une production dépassant les 500 milliers de tonnes. La

France avec 185,8 milliers de tonnes de poires se place comme le 14ème pays producteur

dans le monde, derrière la Chine, les Etats-Unis, l’Italie, l’Argentine, la Corée du Sud,

l’Espagne, la Turquie, l’Afrique du Sud, le Japon, les Pays-Bas, la Belgique, le Portugal et

l’Inde. Par rapport à 2008, à l’exception de l’Espagne (-28%), tous les principaux pays

producteurs ont connu une augmentation de leur production en 2009 (MADR, 2009).

I.2. Classification du poirier

Quezel et santa (1962) ont mentionne pyrus communis L. avec deux sous espèces :

ssp.longipes(Coss et Dur) Maire et ssp.gharbiana (trabut) Maire (INRAA,2006). Le poirier

appartient à la classification suivante :

Règne : Plantae

Sous-règne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Rosales

Famille : Rosaceae

Sous-famille : Maloideae
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Genre : Pyrus

Espece : Pyrus communis L.

I.3. Caractères botaniques

Le poirier appartient à la famille des Rosacées, tribu des pyrées, fleurs blanches ou

rosées ; hermaphrodites, possédant 5 pétales, une vingtaine d’étamines et 2 à5 carpelles se

composant chacun d’un ovaire contenant 2 ovules ; les fleurs sont à désagréable. Feuilles

caduques simples, alternes, de relation  phyllotaxique 2/5. Inflorescence en grappe

corymbiforme à floraison centripète, possédant 5 à 15 fleurs.

Le fruit est une drupe à mésocarpe  charnu, à endocarpe cartilagineux formé de 2 à 5

loges renfermant 1 ou 2 pépins ; ce fruit est couronne par l’œil, vestige du calice, la chair

de ce fruit est en partie constituée par l’extrémité du pédoncule fructifère.

I.4. Caractères végétatives

D’après Jean et Faure (1991), le pyrus communis est, soit un buisson épineux, soit un

arbre à cime conique atteignant jusqu’à 20 m de hauteur ; aspect général pyramidal (d’où

peut-être son nom). Branches insérées à angle aigu sur la tige principale. Ecorce fendillée

plus ou mois rugueuse selon les variétés.

I.4.1. Floraison

Floraison aura lieu fin mars, début avril sous le climat parisien, lorsque la température

avoisine +10°C. Les différentes variétés ont une floraison échelonnée entre 6 et 20 jours,

alors que les variétés à floraison hâtive conservent leur fleur relativement plus longtemps.

I.4.2. Mode de fructification

Quelle que soit sa méthode de conduite, la fructification du poirier s’effectue sur du bois

de 2-3-4 ans et plus, très rarement sur du bois de 1an. Cette fructification apparait :

- Naturellement sur les branches fruitières;

- Sur les branches fruitières soumises à l’arcure ou à l’inclinaison ;

- A la suite de la taille des coursonnes portées par les charpentières des formes

artificielles libres et palissées.

La taille peut être à l’origine de nouveaux point d’entre par des microorganismes

phytopathogènes.
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I.4.3. Les différents organes de productions du Poirier

I.4.3.1. Bourgeon

Jeune rameau résultant du développement de l'œil à bois. Tant qu'il demeure herbacé,

c'est-à-dire les premiers mois de sa végétation on lui conserve cette dénomination de «

bourgeon », à partir du moment où ses tissus s'aoûtent il devient « rameau ». Selon sa

position sur la branche charpentière où il a pris naissance nous aurons :

Bourgeon terminal, futur « prolongement » puisqu'il est issu d'un œil terminal (par sa

position naturelle d'œil terminal ou par la taille qui a placé un œil latéral dans cette position

d'œil terminal) ; bourgeon axillaire provenant d'un œil axillaire ;bourgeon anticipé , fourni

par le développement d'un œil à bois de l'année même de sa formation sur le rameau

porteur, ce rameau anticipe d'une année sur son développement normal, ce type de

bourgeon est peu fréquent sur le Poirier on ne note sa présence que sur les prolongements

ou sur les coursonnes à la suite de pincements sévères.

I.4.3.2. Rameaux

Ce sont des bourgeons aoûtés, dans le cas du Poirier ils sont porteurs indistinctement

des yeux à bois, dards, boutons à fruits dans les années qui suivent. Lorsque ce rameau

apparaît sur une forme fruitière soumise à la taille il reçoit une formation pour sa mise à

fruit et devient alors «coursonne». 1es différents  types de rameaux correspondent aux

différents types de bourgeons.

I.4.3.3. Brindille

On réserve plus particulièrement le nom de brindille à un petit rameau grêle

relativement fréquent sur le Poirier.

La brindille fait 15 à 30 cm de longueur, son faible diamètre lui octroie une grande

flexibilité. Cet organe faible est le plus souvent porteur d'yeux à bois. Parfois son extrémité

est terminée par un bouton à fleur, on la dit « brindille couronnée ». Cas fréquent lors de la

2e année de végétation de la brindille. Plus rarement parmi nos variétés fruitières elle est

parfois terminée par une épine : B. d'Hardenpont, B. Lebrun, B. Bretonneau, Doyenné

d'hiver.
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I.4.3.4. Gourmand

C'est un rameau doué d'une végétation exubérante en raison de sa position privilégiée

sur une partie de l'arbre ; peut atteindre 1 m et plus dans sa première année de végétation. Il

est caractérisé par l'importance de son empattement à son point de naissance sur le rameau

porteur. Bien entendu la sève qu'il accapare est au détriment des autres productions

voisines. Sur nos formes fruitières c'est plus principalement dans les coudes sur le dessus

des branches charpentières placées à l'horizontale que cette production prend naissance.

Sur les rameaux ou coursonnes précités apparaissent les productions à fruit proprement

dites ou tout au moins orientées pour une transformation progressive vers le bouton à fleur

; il s'agit du dard, de la lambourde, du bouton à fleur (ou bouton à fruit), de la bourse.

I.4.3.5. Bouton à fleur et lambourde

Un dard plus rarement un œil à bois, donnent naissance au bouton à fleur (le plus

généralement et à tort on dit bouton à fruit) et organe est arrondi, selon son origine il peut

être sessile sur le rameau porteur ou plus ou moins pédoncule quand il résulte de

l'évolution d'un dard ridé; dans ce cas certains arboriculteurs lui réservent alors le nom de «

lambourde » (Jean,B.,Y.Faure ).

I.5. Exigences edapho-climatiques de la culture

Le poirier, est une espèce  qui se développe dans des zones climatiques ou la

température hivernal reste en dessous de 7°C. Ses besoins en froid sont l’ordre de 1200

à1500 h de température inferieur à72°C. En phase de dormance, le poirier peut supporte

sans en souffrir des températures allant jusqu’à -26°C. Il est moins rustique que le

pommier, le poirier est cependant plus exigeant en froid que le pécher. Les températures au

dessus de 27°C et au dessous de 12°c et la faiblesse d’hygrométrie réduisent le calibre des

fruits.

Le poirier c’est un arbre qui tolère des conditions larges : texture argileuse à sableuse,

pH acide ou basique. Cependant, il est exigeant pour l’humidité du sol et ne tolèrent pas les

sels secs. Il se trouve près d’un cours d’eau, il peut supporter des sécheresses estivales

modérées ou intenses et brèves, mais il a une faible tolérance à l’engorgement. Cette

espèce  présente une croissance optimale dans des sols profonds, frais et bien

approvisionnés en eau et en nutriments (MADER ,2003 ; CPF, 2013).
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I.6. Production mondial

La production mondiale de poires destinées aux marchés du frais et du transformé qui a

stagné jusqu’au début des années 90, a connu par la suite une progression annuelle

régulière pour atteindre 21,9 millions de tonnes en 2009. Par rapport à l’année précédente,

le niveau de production de poires a augmenté de 4,3% (20,9 millions de tonnes en 2008).

Les surfaces de vergers en poire ont augmenté en 2008 pour se stabiliser à 1,74 million

d’hectares en 2009. La superficie mondiale, malgré une certaine diminution entre 2006 et

2007, est restée à un niveau à peu près constant depuis 2000(figure n°3) (FranceAgrimer,

2010).

Source : FranceAgrimer, 2010

Figure n°1 : la production et les superficies depuis 1980

D’après l’histogramme, La production mondiale a augmenté de 59 % en 10 ans, et 98 %

en 20 ans. La production, là aussi à 90 % dans l'hémisphère nord, est très concentrée

puisque les 10 premiers pays font 15 millions T, soit 82 % de l'ensemble mondial

(FranceAgrimer, 2010) (Tableau n ° 1) :
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Tableau n°1 : les premières 10 pays productives de poirier

Pays Production

Chine 13,7 millions T

Italie 880 000 T

Etats-Unis 790 000 T

Espagne 660 000 T

Argentine 550 000 T

Allemagne 390 000 T

Corée sud 380 000 T

Japon 360 000 T

Turquie 340 000 T

Afrique du sud 320 000 T

Sources : CAC, 2011

I.7. Production en Algérie

La culture du poirier occupe une place prépondérante dans l’économie agricole

algérienne. Près de 32 744 ha sont consacrés annuellement à la culture de poires, donnant

une production moyenne de 1 038 millions de quintaux et des rendements moyens

d’environ 62 300 Qx/ha (MADR, 2009). Les plus  trois wilayas productives en Algériens

sont le suivants : la wilaya de Ain Defla à production 609 500 Qx, Blida 233 294 Qx et

Tipazas 138 940.

La production dans la wilaya de Laghouat en 2010 environ 16 380 Qx de rendement

30%. La variété le plus fréquente en Laghouat sera Santa Maria, et leur production est

donne par le Tableau n°2 (DSA, 2010).

Tableau n02 : Présentation la production Santa Maria entre 2005-2010 dans Laghouat.

Source : DSA, 2010

201020092008200720062005Année

729739754753729623superficie
complant

764374350348316298superficie
de
production

1638067001225011739326010905Production
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0I.8. Les variétés les plus utilisées en Algérie

Il y a très peu d’informations concernant l’existence de variétés locales de poiriers ; en

1938, chevais fait état de quelques variétés :

Bouziga, la poire « sultane », el krim, ras el brel, lorteb, harracha.

En 1914, la culture du poirier était considérée comme une curiosité. a partir de 1920 à

1945, plusieurs vergers de poiriers ont été créés (chiffa, isser,..) à partir de variétés

importées. Parmi les variétés importées, sapin (1978) cite :

• wilder

• dr. jules guyot

• williams

• duchesse bérerd

• alexandrine douillard

• packham’s triumph

• epine du mas

• passe crassane

• doyenne du comice

Les variétés autorisées actuellement à la production et la commercialisation sont

présenté en (Cf. Tableau n°4). Les trois variétés les plus fréquentes en Algérie seraient

santa maria, williams rouge et dr jules guyot.
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Tableau n°3 : liste des variétés de poirier

Type de variètès

1 beurré hardy

2 dr jules guyot

3 epine du mas

4 pakam’s triumph

5 santa maria

6 starkrimson

7 wilder

8 beurre précoce morettini

9 conference

10 general leclerc

11 annabi

12 william’s rouge

13 passe crassane

14 alexandrine a douillard

15 belle de juin

16 cascade (= lombacad)

17 william’s maingot

18 doyenne du comice

Source : INRAA ,2006

I.9. Pathologie et ravageurs du poirier

Il y a lieu de noter que l’aspect maladies et ravageurs des cultures représente un facteur

très important dans leur conduite avec une production économiquement viable et

respectueuse de l’environnement et surtout pour la santé humaine. Le nombre des maladies

affectant le poirier  est important : plusieurs de bioagresseurs, et aussi des affections non

parasitaires.

I.9.1. Les ravageurs du poirier

le poirier aussi est une culture particulièrement sujette aux attaques de ravageurs, nous

pouvons citer ainsi, le carpocapse (Cydia pomonella) (Höhn et al 2013).

Le psylle (cacopsylla pyri) est le deuxième ravageur clé du poirier après le carpocapse

leur dégâts très important de façon directs ou non directs, d’abord, les psylles dépriment les

arbres, sont défavorisent la croissance des pousses agissant ainsi en retardant sur le
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rendement de l’année suivante et aussi favorise l’infection secondaire par le champignon

de fumagine (MAPM, 2009 ; Masseron et Michel., 1991).

I.9.2. Pathologies parasitaires

I.9.2.1. Pathologies fongiques

la tavelure causée par le champignon venturia pirina est une maladie occasionnellement

grave chez certaines variétés de poires.( Fibl,2011 ;SRPV,2005,Bovey,1972 ;Cigleux et

Garcin,2005). La tavelure du poirier se manifeste surtout par des taches sur fruit rendant la

commercialisation difficile. Elle est très proche de la tavelure du pommier. Le poirier est

globalement moins sensible que le pommier. Cependant, en cas de présence sur bois la

protection devient problématique (Corroyer et Libourel, 2000).

La rouille grillagée du poirier est provoquée  par  un champignon pathogène

(gymnosporangium sabinae) nécessitant la présence de deux hôtes afin d’effectuer son

cycle L’hôte principal est le genévrier, Juniperus spp. , et l’hôte secondaire est le poirier

(Grillagéelateur et Lannoy ; Bovey,1972 ;Vanderweyen,2002 ;Adalia,2005).

I.9.2.2. Pathologies virales

Le poirier peut être attaquée par des virus, dont la dissémination est facilites par les

méthodes de propagation végétative utilisées ou par des ravageurs (Bovey, 1972) telque :

gravelle causèe pear stony pit ,vein yellow of pear de jaunissement des nervure, ring

pattern mosaic of pear responsable de mosaique annulair (Claude, 1999 ; Bovey, 1972 ;

Devsignes,1999).

I.9.2.3. Pathologies bactériennes

Le poirier a, souvent, fait l’objet d’attaque de plusieurs bactéries qui développent des

symptômes multiples, parmi les plus graves

Feu bactérien (fire blinght) causé par Erwinia amylovora est la plus dangereuse maladie

bactérienne des arbres fruitière à pépins, en plus poirier, qui en est l’hôte principale.

(IRDA, 2013 ; Bovey, 1972 ; Philion, 2013). En cas d’attaque, les pédoncules deviennent

sombres, les feuilles brunissent depuis les pétioles et montrent un triangle typique. Les

jeunes fruits sont brun foncé et ratatinés. Les jeunes pousses se recourbent en forme de

crosse. Les organes malades peuvent présenter des exsudats de bactéries.
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L’autre, bactériose provoqué par Pseudomonas syringae, Les fruits infectés sont

marqués de petites taches circulaires noires et ne se développent pas. Ces symptômes

peuvent être confondus avec ceux du feu bactérien (Höhn et al, 2013) et aussi le poirier

peut être attaque par l’Agrobacterium tumefaciens, l’agent causal de la tumeur de collet.

Et dans notre travaille, nous avons études une maladie semblable au crown gall sur la

plante de poirier afin de déterminée l’agent causal de ce symptômes.
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II. Crown Gall

II.1. présentation de la maladie

Le Crown Gall est une maladie bactérienne connue depuis l’antiquité, très répondue

dans la monde entier (Willian et Milton, 1976 ; Catharine et al., 2007 ). Elle est capable

d’attaquer plusieurs espèces végétales ligneuses et herbacées , comprenant plus de 643

espèces végétales réparties sur 331genres, et 93 familles botaniques, essentiellement des

dicotylédone (De Clenne et  De   Ley , 1976 ; Caces, 1999 ; Soriful et al . ,2010 ; Malek et

al., 2012 ; Mehdi et al ., 2013) parmi les espèces touchées ,les arbres fruitières :

abricotiers, amandiers, pèches, pruniers, pommiers, poiriers (Burr et Katz, 1983 ; Schoroth

et al ., 1988; Michel, 2008; Louise et al ., 2011 ) et la vigne (Ophel et Kerr, 1990), plantes

ornementales : le chyrsanthème, le ficus benjamina, le rosier )(Moore et Cooksey ,1981 ;

Bouzar et al ., 1995 ; Hass et al . , 1995 ; Poncet  et al., 1996 ; Bouzar et Jones, 2001 ;

Zoina et al., 2001), les arbres forestières : érable , peuplier, l’ eucalyptus, cendre (Nesmes

et al ., 1987 ; Morris et al .,1989 ; Siemaszko, 1929 ; Imazeki, 1960 ) sont également

touchés.

Cette maladie se manifeste par l’apparition d’excroissances sous forme de tumeurs au

niveau d’une blessure de la plante on à la jonction du greffon et du porte-greffe lors de

greffes d’arbres fruitiers et de vignes (Umber, 2004).

II. 2. Agent casuel (Agrobacterium tumefaciens)

L’Agrobacterium tumefaciens est un organisme saprophyte qui fait partie de la flore

naturelle du sol. C’est un agent phytopathogéne responsable de tumeur du collet. Les

Agrobacterium tumefaciens possèdent les même caractéristique de toutes les espèces de

genre agrobactères se sont des bacilles de coloration Gram négative dont la taille varie

entre 0,6 à 1 µm sur 1.5 à 3 µm. Ces bactéries sont pour la plupart des aérobies strictes.

Elles sont chimioorganotrophes (Ogawa et Mii, 2005) (figure n°2),.non sporulantes très

mobiles grâce à des flagelles péritriches (de 1à 6) (Jordan, 1984). Elles utilisent comme

source de carbone une grande variété de composés organiques. Leur température optimale

de croissance est située entre 24 et 28 °C. Dans ces conditions et dans un milieu de culture

favorable, leur temps de génération avoisine 120 minutes. Elle résiste aussi aux sels de

tellure, et à de nombreux antibiotiques de type bêta-lactame (Moore et al, 2001).elles

résistent bien aux carences et peuvent croitre et survivre pendant plusieurs semaines. Sur
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un milieu contenant des sucres elles produisent beaucoup d’exopolysaccharides, les

colonies ont un aspect très muqueux. Elles produisent de la catalase et généralement aussi

de l’uréase et de l’oxidase (Moore et al ., 1988).

Figure n°2: Aspect microscopique d’Agrobacterium tumefaciens (d’après Posted, 2001).

II.3. statut taxonomique

Le genre Agrobacterium appartient à la famille des Rhizobiaceae, membre de la section

des α-Proteobacteria (Woese et al., 1984 ; Willems et Collins, 1993 ; Lepoiver,

2003).Trois classification du genre ont été proposée par suivant :

II.3.1. Classification selon le caractère pathogène

La première classification du genre Agrobacterium a été basé sur le pouvoir

pathogène et selon ces critère d’Agrobacterium se répartie en 5 espèces :

1. Agrobacterium tumefaciences (Smith et Townsed, 1907), souche induisant  le « Crown

Gall » sur une gamme d’hôte très variée (De cleene, 1985) ;

2. Agrobacterium rhizogènese (Riker et al.,1930),souche responsable de la maladie de

chevelu racinaire « hairy root » qui est caractérisée par une prolifération incontrôlée et

abondant des racines au site d’infection (Braun,1952 ; 1989 ;Tempè et Casse-

Delbrate,1989 ; Tepfer,1989 ; Riker et al.,1930) ;
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3 Agrobacterium rubi (Hilderbrand, 1940), souches provoquant le « cane Gall » : tumeurs

se développant sur les tiges des plantes du genre rubus (Kersters et De ley ,1984) ;

4. Agrobacterium vitis (Ophel et Kerr, 1990), espèce inféodée à la vigne ;

5. Agrobacterium radiobacter (Beijerink et Van Delden, 1902), souches non pathogènes;

Plus récemment, Agrobacterium larrymorrei (Bouzar et Jones, 2001), nouvelle souches

isolée des tumeurs se développant sur les tiges de ficus benjamine L.

II.3.2. Classification déterminée par le plasmide

En fait, les caractéristiques pathogènes reposent sur la présence ou l’absence des

plasmides Ti ou Ri chez les agrobactèries , Zaenen et Coll. (1974) ont trouvé des plasmide

d’un grande poid moléculaire dans 11 souches pathogène. L’hypothèse avancée était que

ce plasmide transporte l’information génétique « tumor inducing principal » proposèe par

braun (1947). (),ce plasmide inducteur du mécanisme de pathogénèse est désigne par le «

plasmide Ti » ou pTi  pour (tumor inducing) chez A.tumefaciens et « plasmide Ri » ou pRi

pour « root inducing » chez A.rhizogènese (Moore et al., 1979 ;White et Nester

,1980 ;Ream,1989). Ces plasmides sont conjugatifs et peuvent être acquis ou perdus. La

perte ou l’acquisition d’un plasmide engendre la reclassification de la souche dans une

autre espèce. C’est pourquoi, il était nécessaire de proposer une autre taxonomie plus

stable. (Kersters et  de Ley ,1984 ; Bundock et Hooykaas, 1988).

II.3.3. Classification selon le caractère phénotypique et génotypique

Contrairement à la dernière, la nouvelle structure taxonomique se base sur des

caractères phénotypique et génotypique stable (Kerster et De Ley ,1984). Selon cette

classification la plupart des membres du genre Agrobacterium sont groupes dans au moins

4 groupes (biovars) taxonomiques ne correspondant à la pathogèncitè. (Cf. Tableau n° 4).



Le Crown Gall

16

Tableau n°4 : Comparaison de l’ancienne et de nouvelle nomenclature des espèces d’Agrobacterium.

Nouvelle taxonomie Ancienne taxonomie

A. tumefaciens A. tumefaciens biovar 1

A.radiobacter biovar 1

A. rhizogène biovar 1

A. rhizogenes A. tumefaciens biovar 2

A.radiobacter biovar 2

A. rhizogène biovar 2

A.vitis A. tumefaciens biovar 3

A.radiobacter biovar 3

A.rubi A.rubi

Source:(Lepoivre, 2003).

II. 4. Caractéristique du plasmide Ti

Le caractère pathogène d’Agrobacterium est porté par le plasmide Ti (Van larebeke et

al., 1974). Ce matériel extra-chromosomique représente 5% du génome bactérien (215

milliers de paire de base), ces plasmides se disséminent dans la population bactérienne par,

transfert conjugtif, ce dernier porte cinq région (Genetello et al., 1977 ; Zhu et al., 2000 )

(Figure n°3).

 La région ADN-T: la région transférable de l’ADN plasmidique

(transferred DNA : ADN-T) ;

 la région de virulence (vir) ;

 la région responsable de la réplication du plasmide (ORI) ;

 les loci tra et trb dirigeant le transfert conjugatif du plasmide Ti ;

 la région responsable du catabolisme des opines (OPC).

1. La région T (ADN-T) :

Le T-DNA est une région de taille comprise entre 13 et 30 Kb (Varain, 2013), porté

par les plasmides Ti ou Ri d’Agrobacterium. Cette région s’insère aléatoirement dans le

génome actif la plante hôte (Chilton et al., 1977 ;Gelvin,1992).
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Les T-DNA comprend un certain nombre de gènes, parmi ces dernières  des gènes

synthèse d’hormones végétales comme l’auxine et la cytokinine ou les oncogènes qui vont

permettre la prolifération cellulaire et aider à la formation des tumeurs ou des racines

adventices, et les gènes de synthèse des opines. Ces composés sont des sources de carbone

et d’azote pour les bactéries et ne sont catabolisés que par ces dernières. Les gènes du T-

DNA permettent donc à la bactérie de créer une niche écologique propre à son

développement (Holsters et al., 1983) ;

La région Vir : cette région permette le transfert de l’ADN-T vers la plante. Elle comporte

20 gènes essentiels à l’induction de tumeur chez l’hôte (Weidner et al., 2003);

La région ORI (règion de replication): les trois gènes de cette région permettent une

réplication stable du plasmide dans la bactérie et sont impliqués dans les fonctions

d’incompatibilité (Weidner et al., 2003).

Les locus trac et trb : Ces gènes sont impliqués dans le transfert conjugatif du plasmide.

Ils sont active par le opines (Weidner et al., 2003);

Figure n°3 : Carte simplifiée du plasmide Ti (d’après Eijersbergen et Hooykaas, 1993).
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II.5. Processus d’infection

Mobile dans la solution du sol, les bactéries d’A.tumefaciens sont attirées par les

substances émises par les plantes blessées (Winans, 1992). Ces substances sont des

composés phénoliques dérivés du syringol telsque (acètosyringone, acide sinapique,

syringaldèhyde, dimèthoxyphènolet des monosaccharides telque : le glucose, l’arabiose,

xylose et l’acide glucorinique .Un PH acide est également indispensable

(Stacheletal.,1985 ;Wimnas,1992 ;Mantis et Minans,1993 ; Lee et al .,1995 ;Li et

al.,2002).

Le mécanisme de pathogenèse d’Agrobacterium a été qualifié de «colonisation

génétique » (Schell, 1975).en effet, le processus de parasitisme se déroule en 5 étapes

essentielles.

1) Reconnaissance bactérie/hôte ;

2) activation du processus d’infection ;

3) Transfert et insertion du ADN-T dans le génome de la cellule végétale ;

4) expression des gènes du fragment transféré.

II.5.1. Reconnaissance bactérie/hôte

Lors d’une blessure, la plante libère des molécules chimio-attractantes telles que des

sucres et des composés phénoliques attirant ainsi la bactérie qui se déplace vers la blessure

à l’aide de ses flagelles en suivant un gradient de concentration (Ashby et al, 1988 ;

Winans, 1992). Pour établir un contact physique avec son hôte, A. tumefaciens reconnait

des protéines localisées sur la paroi végétale apparentées à la vitronectine, protéine

impliquée dans le maintien de la structure et dans la cohésion des cellules végétales

(Wagner et Matthysse, 1992). Ces protéines sont reconnues par des polysaccharides de

type 1-2 glucane, synthétisés par les gènes du chromosome bactérien tels que exoC, chvA

et chvB (Cangelosi et al, 1987). L’interaction du polysaccharide avec la protéine de type

vitronectine entraîne la synthèse de filaments de type cellulose stabilisant et renforçant

ainsi l’attachement de la bactérie sur la cellule hôte.
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II.5.2. Activation du processus d’infection

L’activation des gènes de virulence vir est une étape indispensable pour le processus de

transgénèse. Les protéines virA et virG correspondent à un système à deux composantes

(virA/virG) et (virA/chvE) nécessaires à l’induction des gènes vir (Figure n°2). La protéine

virA, à active kinase s’autophosphorlyle et transfère cette phosphorylation à une autre

protéine, cytoolique cette fois et codée par virG. Cette dernière déclenché l’expression des

gènes vir localisés sur la région vir du plasmide (Peng et al., 1988 ;Lee et Coll,1996). Les

gènes vir sont provoqués en cascade dans l’ordre virG,virB,virC ,virD et virE.

Si les composes phénoliques sont en faible concentration ne permettant pas l’activation

de virA, la protéine chvE (une protéine pèriplasmique, chromosomale pouvant lier des

monosaccharides) prend en charge le deuxième composante. Une fois activée par son

ligand, elle augmente la sensibilité de virA aux composés phènoliques. En plus de six

opérons de virulence (virA ,virG ,virB ,virD et virE),19autres gènes de la même région

sont implique dans la préparation du fragment ADN-T et dans son transport. Les plus

étudies sont virJ,virK ,virLet virM (Kalogeraki et Winans,1998).

Le troisième activateur des gènes vir est l’acidité (Winnas, 1992 ;Lie et al.,2002).celle

ci régule l’expression du gène virG placé également sous le contrôle d’un promoteur

sensible au ph acide du milieu externe via une protéine chromosomale  (Mantis et Winnas

,1993).
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Figure n°4 : Régulation des gènes de virulence d’A. tumefaciens par des signaux de la plante hôte (Brencic et
Winans, 2005).

II.5.2.1. Transfert ADN-T

Même si le processus de transfert d’ADN-T par Agrobacterium est unique car il a lieu

entre deux organismes de règnes différents. La mise en place du transfert du T-DNA

rappelle en denombreux points de la conjugaison bactérienne.

II.5.2. 2. Production du brin T

L’expression des gènes vir conduit à la production d’un brin d’ADN-T. Pour cela, les

endonucléases VirD1 et VirD2 vont agir spécifiquement pour couper un fragment de

plasmide Ti (Filichkin et Gelvin, 1993). La protéine VirD1 sépare les deux brins d’ADN-T.

La protéine VirD2 quand à elle clive l’ADN-T au niveau des séquences répétées de 25

nucléotides, spécifiques des régions flanquantes de ce fragment. VirD2 se fixe
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covalemment à l’extrémité 5’ du brin d’ADN-T (Gelvin, 2003). Le complexe VirD2/ADN-

T se sépare du reste du plasmide, et ainsi le brin T est formé et il va pouvoir s’orienter afin

d’être transféré dans la cellule hôte pendant que le plasmide Ti est régénéré à l’aide de la

machinerie de réparation de l’ADN de la bactérie.

II.5.2.3. Transfert du complexe T à la  cellule végétale

Le complexe VirD2/ADN-T est transféré vers la cellule hôte à travers la membrane

bactérienne et la paroi végétale, pour atteindre le noyau végétal, par un système de

sécrétion de type IV. Deux autres familles de protéines vont alors agir : VirB et VirD4. Les

protéines VirB sont responsables de la formation d’un pore de transport et d’une structure

sur la surface appelée le pilus T. Ce pilus T est composé de pilin-T, une molécule formée

par VirB2 (Christie, 1997 ; Kado, 2000). La protéine VirD4, de la membrane interne,

dirige l’interaction entre le brin d’ADN-T et le complexe VirB. C’est ce qui est appelé

système de sécrétion de type IV (Regensburg-Tuink et Hooykaas, 1993 ; Vergunst et al.,

2000 ; Schrammeijer et al., 2003 ; Vergunst et al., 2003 ; Michielse et al., 2005 ). D’autres

protéines de virulence, VirE2, VirE3 et VirF sont également exportées par le système de

sécrétion de type IV. Le rôle de VirE2 semble être de protéger l’ADN-T contre les

nucléases et de le maintenir dans un état déplié pour faciliter son transfert dans le pore

nucléaire (Citovsky et al., 1989 ).

II.5.3. Expression des gènes et fonctionnement au sein de la cellule végétal infectée

Une fois le ADN-T intègre au sein du génome végétal (chilton et al.,1977 ;

Gelvin,1992 ; Gelvin, 2000 ; Tzfira et Citovsky, 2000 ; Zhu et al .,2000 ;Zupan et al

,2000),le brin Test recouvert de protéines virE2 afin de le protéger des nucléases végétales

et de lui conférer la structure nécessaire pour son transport jusqu’au noyau de la cellule

hote.les gènes qu’il porte s’expriment et le métabolisme de la cellule végétale est détourné

au profit de la bactérie (Chupeau,2001). Ce détournement est entièrement voué à la

production de substance spécifiques aux cellules tumoral dites « opines ». Ces opines

synthétisées dans les cellules végétal favorisent la multiplication des bactéries pathogènes

(Petit et al ., 1978) et sont donc prometteuses de la dissémination de la pathogénie (Tempé

et al.,1978).
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À la suite de ce transfert du matériel génétique bactérien, le fonctionnement de la plante

se voit modifié.  Premièrement, il y a une production accrue d’hormones de croissance, les

gènes tms et tmr portés par le ADN-T et qui codent pour des protéines nécessaires à la

synthèse des phytohormones (auxines et cytokinines). Cette accumulation d’hormones se

traduit par une croissance désordonnée et illimitée engendrant l’apparition de

tumeurs(Nester et al.,1984 ;Morris,1986 ;Meyer et al.,1997 ;Zambryski,1998).

Deuxièmement, il y a synthèse et libération des opines (Ogawa et al., 2000)(Figure n°5).En

1943, Braun a montre que la tumeur peut croitre indéfiniment en l’absence de substances

de croissance.

Figure n°5 : Représentation schématique d’une infection par Agrobacterium

Schéma résumant les principales étapes du processus d’infection (d’après Sheng et Citovsky, 1996).

1. : Attachement de la bactérie à la surface de la cellule hôte.

2. : Induction des gènes vir par des signaux de la plante.

3. : Production du brin T et assemblage du complexe T.

4. : Exportation et transport vers le noyau de la cellule végétale.

5. : Intégration du T-DNA dans un chromosome de l’hôte.

Légende : ME, membrane externe ; MI, membrane interne ; PN, pore nucléaire ; PP, périplasme.
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II.6. Symptômes

Les symptômes causés par Agrobacterium ont une apparence quelque peu spectaculaire

et caractéristique. Dans le cas de la tumeur du collet, les symptômes peuvent s’observer au

collet ou sur les racines ou des racines adventices (Chevelu Racinaire, Hary Root). Ou,

dans certains cas, sur les parties aériennes (pousses et branches) des plantes infectées. Ils se

manifestent par l’apparition d’excroissance végétale plus ou moins sphériques, blanchâtre,

De tailles variées, elles mesurent de quelques millimètres à plusieurs centimètres de

diamètre. En vieillissant, les tumeurs prennent une teinte brun-noirâtre elles durcissent et

se craquellent pouvant être la cible de micro-organismes tels que Phytophthora,

Fusarium,Cylindrocarpon..., qui participent au dépérissement de la plante infectée. Des

tumeurs secondaires peuvent aussi se développer en différents points du système racinaire

perturbant profondément la circulation de la sève. Les végétaux infectés montrent souvent

des symptômes de carence en éléments nutritifs, comme une décoloration des feuilles,

suivie d’un affaiblissement général et d’un rabougrissement (Figure n°6) (Beneddra et al .,

1996 ;Pionnat et al., 1999 ).

Figure n°6 : Jeunes tumeurs sur porte-greffe de pommier et galle sur Euonymus (d’apres lacy et al., 2009 ).

II.7. Facteurs favorisant le développement de la maladie

L’infection et le développement des symptômes sont favorisés par des températures se

situant entre 20 °C et 31 °C. À la suite de l’infection, de minuscules galles apparaissent

entre deux et quatre semaines lorsque la température est supérieure à 20 °C mais inférieure

à 32 °C. À une telle température, l’infection est inhibée. Le développement des tumeurs est

retardé si la température est inférieure à 15 °C. À une telle température, les infections sont
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latentes, c’est-à-dire que les symptômes se développeront lorsque la température

augmentera (Moore et al, 2001 ;lacriox, 2003).

II.8. Moyens de lutte

Une fois que la plante est infectée par Agrobacterium, il n’existe pas de méthode de

lutte curative car même en l’absence de la bactérie il y aura progression de la  croissance

de la tumeur. Ainsi, les méthodes de lutte doivent être préventives a travers de mesures

prophylactique ou de pratiques culturales adaptées (Vicedo et al. ,1993 ; Raio et al., 1997 ;

Rhouma, 2006).

II.8.1. Mesures prophylactiques et culturaux

La prévention de la galle du collet passer par un contrôle de l’état sanitaire des plantes

et du sol dans la but d’atténuer les dégâts vertigineux causées par Agrobacterium .La lutte

culturale stricte se réalise difficilement. Les producteurs doivent utilise des plantes sains et

des boutures provenant de plantes contrôles et l évitation la plantations trop denses,

traitement rapidement le foyer de la maladie par l’arrachage des plantes maladies puis s’en

débarrassage, lors des pratiques culturales minimisent les blessures aux tiges et aux

racines ,désinfectées par thermothérapie, notamment la vigne (traitement à l’eau

chaud)( (Moore et Allen, 1986), Assure un bon contrôle des populations d’insectes et de

nématodes ,La rotation des cultures en alternance au moins 3 ans avec des cultures

monocotylédones (comme le maïs) insensible ou résistances à Agrobacterium (New and

Kerr, 1972 ; Moore et Allen, 1986 ; Raio et al., 1997).

II.8.2. Lutte physique

La solarisation est une technique efficaces qui consiste à couvrir le sol durant la période

chaude de l’année par une bâché en plastique transparent (katan et al

.,1976 ;Kata,1980 ;Stapleton et De vay, 1986). Les modifications chimiques, physiques et

biologiques se produisant sous le plastique, en raison de la température élevée du sol ont

entrainé dans plusieurs essais une importance réduction des microorganismes

phytopathogènes (Katan et De Vay ,1991). Afin de mettre en évidence l’efficacité de cette

technique sur les population d’agrobacterium, des essais de ce traitement sont réalises

pendant plusieurs années (Raio et al., 1997) et les résultats prèlimaires montrent que la
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température élevée entraine la perte du plasmide Ti et donc la perte du caractère pathogène

contribuant efficacement au contrôle du Crown Gall (Raio et al ,1998).

II.8.3. La lutte chimique

Comme la plupart des maladies bactériennes, les produits qui se sont révélés efficaces

contre la maladie de galle du collet sont rarissimes. En effet, les antibiotiques qui sont

recommandés comme bactéricides généraux restent inefficaces. Alors que l’utilisation des

produits à base de cuivre (0.25%) lors de la plantation a permis la réduction des attaques de

pommier de 2% à 18% (Nesme, 2001). De leur part, Suo et Leung (2001), ont signalé une

réduction significative d’attaque et de poids des galles avec un prétraitement des rameaux

de rosier par l’acibenzolar-S-methyl.

II.8.4. La lutte génétique

Toujours, pour parvenir à une meilleure protection contre la galle de collet, une

méthode prometteuse a été développée les plantes sensible aux souches pathogène

Agrobacterium. La prolifération des gènes bactériens provoquant la tumeur est réprimée de

manière active (Escobar et al., 2001), et les plantes deviennent ainsi résistances.la

technique a déjà été testée expérimentalement avec succès sur les plantes de pommier

(Viss et al ., 2003).

II.8.5. La lutte biologique

Avant l’apparition de la lutte biologique, la tumeur du collet entraînait des pertes

annuelles d’environ 10 % des stocks dans les pépinières canadiennes. L’utilisation

d’Agrobacterium radiobacter a réduit les taux d’infection à environ 1 ou 2 %, ce qui

revient au profite à la fois des producteurs et de l’industrie. Les produits à base d’A.

radiobacter sont appliqués sous forme de solutions à immersion pour les racines, les tiges

et les graines en germination dans les serres et les pépinières. Le produit est efficace contre

la tumeur du collet pour deux raisons. Premièrement, il produit un antibiotique toxique

pour le microorganisme infectieux. Deuxièmement, il entre en compétition pour l’espace

sur la racine hôte, réduisant ainsi la présence du microorganisme infectieux. (Vicedo et al.,

1993).

La souche k84 d’Agrobacterium radiobacter découvert par le Dr ALAN KERR en

Australie au début des années 1970 et sa commercialisation ont marqué un tournant dans le

traitement de la tumeur du collet (Moore, 1977). En effet à été utilisée avec succès
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(Moore,1988) dans plusieurs pays tels que l’Australie ,la Grèce ,Italie, le japon, l’Afrique

du sud, l’Espagne, Canada et les Etats Unis (shim et al,1987)et aussi en région

méditerranéenne (Bazzi et Mazzucchi, 1978, Farkaset Hass,1985 ;Lopez et al

.,1987 ;kimi,1990)

La souche k84 protège les blessures des racines contre l’infection par A.tumefaciens et

cela par l’antibiotique « agrocine 84 » qu’elle produit et qui présente une toxicité

spécifique contre les souches sensibles (Ferrand et al., 1987 ;Keri et Hlay,1994 ;Ellis et al.

,1979). Il existe plusieurs produits commerciaux à base l’antagoniste k84 (pesticides

biologique) destinés à la lutte biologique contre la galle du collet.

Dernièrement, Une nouvelle souche génétiquement modifiée de la bactérie (K1026) été

enregistrée aux États-Unis en 1998.

Cette nouvelle souche a été modifiée de manière à éliminer la possibilité d’échange

génétique entre l’agent de lutte biologique et la bactérie pathogène dans le sol, ce qui

minimise l’apparition de la résistance chez l’agent pathogène. Elle est obtenue par une

délétion d’une région du plasmide pAgK84, responsable de la conjugaison. K1026 a été le

premier microbe transgénique disponible comme produit commercial. Cependant, cette

souche n’est pas encore autorisée dans certains pays comme le Canada.

Certaines bactéries sont résistantes à l’antibiotique produit par A. radiobacter. Par

exemple, l’efficacité est médiocre pour ce qui est des pommiers et des vignes. (Bourchier

,2004).

II.8.6. Autres antagonistes

Vu que les deux souches d’A. radiobacter sont plus efficaces surtout pour les souches

pathogènes à plasmide de type nopaline , il a été question de la recherche d’autres

antagonistes pouvant être plus efficaces. Certains champignons (Aspegillus et Penicillium)

et des bactéries (Pseudomonas, Bacillus,Actinomycète,…) se sont avérés très actifs in

vitro, mais sans avoir un effet significatif au champ (Cooksey et Moore, 1980).

Récemment,Une souche non pathogène d’A. vitis (E26) efficace contre les souches d’A.

tumefaciens ont été découverte. Le composé antibactérien actif a été caractérisé et purifié

(Wang et al., 2003).
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D’autres travaux de recherche ont ciblé les extraits végétaux à la recherche d’une

molécule active contre la maladie de la galle du collet. Une activité intéressante est

observée au niveau de l’extrait de l’ail (Khlaif, 2001) et du faux poivron (Rhouma, 2006),

avec les quels il y a réduction de l’incidence de la maladie. La recherche d’autres

antagonistes contre A. tumefaciens sont encore en cours.
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<I. Matériel et Méthodes

Le bute  de ce travail est une contribution à l’identification de l’agent causale de tumeurs

observes sur poirier cultivée au  niveau de l’exploitation à Hamda de la wilaya de Laghouat et

pris des échantillons similaire de la tumeur de la maladie de crown gall.

Ce travail est réalisé  au laboratoire de la faculté d’Agronomie. Notre objectif, est une

contribution à l’identification de l’agent causale de la tumeur observées sur poirier cultivé au

niveau de l’explotation à la zone de Hamda qui situe a 4 km au nord de la willaya de

Laghouat (Figure n°7). Nous avons proposé dans une première étape un isolement de l’agent

pathogène. Dans une deuxième étape une identification de l’agent causal. Enfin le test de

détermination le pouvoir pathogène.

I.1. Présentation de la région

La Prospections sur terrain ainsi que la récolte d’échantillons de tumeurs végétatives du

poirier se sont déroulées dans la station Hamda, une zone côtière à vocation fruitière

importante, située à 4 km au nord de Laghouat. Ses coordonnées géographiques sont les

suivantes : altitude 770 m, latitude 33°51 min 12 s Nord et longitude 2° 27s. Son climat, froid

en hiver et chaud en été. À sol sableux. Notre exploitation s’étalé sur une superficie de 12 Ha

dont la S.A.U est de 12 Ha aussi. Les plus important de ces cultures est l’arboriculture qui est

entourée par des arbres de Casuarina Torulosa qui jouent le rôle de brise de vent (Tableau

n°5). Cette exploitation est également plantée des plantes des vignes, quelque palmier dattier

et d’autre culture maraîchère comme l’aubergine, tomate, poivron, fève et haricot vert Qui

s’étale sur 1Ha. Les techniques culturales utilisée dans le champ sont le labour, le binage, le

désherbage, l’irrigation par rigole et aucune traitement phytosanitaires ont été applique.

Tableau n°5 : la surface des arbres fruitiers dans l’exploitation

Surface Culture Pied

1Ha Pommier 400

1Ha Abricotier 400

1Ha Poirier 800

1Ha Cognassier 600

1Ha Grenadier 800

1Ha D’olivier 400

Source : D.S.A, 2010
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Figure n°7 : Carte  de Laghouat indiquant la station d’étude Hamda (D.S.A, 2010).

Echelle : 1/100 000
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II. Prélèvement des échantillons

Le prélèvement des échantillons sont effectués à partir de différentes plantes de poirier qui

présentent des symptômes typique au Crown galle. À l ‘aide d’un sécateur stérile nous avons

coupé les tumeurs qui sont ensuit mises dans des sachets stériles et ramenées au laboratoire

pour des isolements, dans l'objectif  de déterminer l'agent causale de ces tumeurs végétales.

Les échantillons prelevés ont été maintenus et conservés à une température de 4°C.

II.1. Méthodes d’isolement

L’isolement des bactéries a été effectué selon la méthode suspensions-dilutions décrite par

Moore et coll. (1988). les tumeurs ont subi une désinfection superficielle afin d’éliminer les

agents saprophytes avec une solution d’hypochlorite de sodium à une concentration a 1%

pendant 20 min, suivie de 3 rinçages successifs à l’eau distillée stérile ensuite, 1 g de tissu

végétale  a été prélevé à partir de chaque tumeur puis , découpé et écrasée entre mortier et

pilon dans 9 ml d’eau distillée stérile, puis laissé pendant 20 min pour assurer une bonne

macération. De cette solution mère sept dilutions décimales en cascade sont réalisées, allant

de 10ˉ1 jusqu’à 10ˉ7. Un volume de 100 µl de chaque dilution est étalé sur les milieux choisis

à raison de trois répétition par milieu dans les trois premiers isolements nous avons utilisé le

milieu général LPGA et deux milieu semi sélectif : King B, NKS et pour les 6 derniers

isolements nous avons utilisé les milieux : LPGA, King B, MG additionné de tellurite de

potassium (60µl) (Figure n°8). L’incubation des boites de  pétri s’effectue pendant 3 à 5 jours,

à 25±2°C. Les répétions augmentent la chance d’isoler un grand nombre des isolats.
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Figure n°8: protocole de l’isolement (Original, 2014).

A : Désinfection superficielle des échantillons ;

B : Préparation d'une série de dilution;

C : Volume de 100µl étalé sur le milieu d’isolement ;

D : Etalement sur milieu de culture.

II.2. Dénombrement des colonies

Après l’incubation, à l’aide de l’appareil compteur de colonies, nous avons effectué le

comptage des colonies sur les milieux (LPGA, King B, NKS, MG+Tellurite)(Annexe),

Le dénombrement consiste à calculer les bactéries qui se sont développées sur les boites

de pétrie en unité formant colonie (UFC), seules les boites ayant 30 à 300 colonies sont

retenues (Figure n°9) (Klement et al ., 1990). Nous avons utilisé la formule suivante pour

estimer le nombre des bactéries viables;

a

c d

b
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N : La moyenne entre de boites de même dilution ;

x : Nombre de dilution ;

UFC: Unité formant colonie.

Figure  n°9 : Boite d’isolement sur milieu King B (Original, 2014)

II.3. Sélection des colonies

Après une incubation de 3 à 5 jours, les colonies présentant les caractéristiques

macroscopiques d’Agrobacterium like bactéria sont sélectionnées pour  leur ultérieure

identification.

II.4. Purification des isolats

Les souches sélectionnées ont subi une purification par repiquages successifs sur le milieu

King B. par épuisement en trois secteurs jusqu’à l’obtention de colonies bactériennes pures

(Figure n°10).

UFC= N x 10x x 10 (cellule.ml-1)

Agrobacterium like bacteria
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Figure n°10: Isolat bactérien après purification (Original, 2014)

II.5. Conservation des isolats

Après purification des isolats, les jeunes colonies bactériennes sont aseptiquement

transférées par ensemencement dans des tubes à essai contenant le milieu King b inclinée.

Après 24 heures d'incubation, ces  tubes ont été conservés à 4°C. Une autre conservation a été

effectuée dans des eppenedorfs contenants l’eau distillée stérile.

II.6. Identification des isolats

L’identification préliminaire des isolats purs est essentiellement basée sur les

caractéristiques morphologiques et physicochimiques. Cette identification est  basée sur le

schéma de détermination des différents genres bactéries propose par Schaad et al.

(2001)(Figure n°11). Nous avons procède d’abord à la coloration de Gram, puis aux tests

biochimique, premièrement test de croissance en anaérobie, test de fluorescence sur milieu

King b, test d’YDC et croissance sur D1M.
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Figure n°11 : Schéma de détermination des différents genres bactéries proposé par Schaad et al. (2001)

II.6.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram, c’est une coloration de base en bactériologie et elle permet une

classification des bactéries selon la structure de leur paroi (Schaad et al., 2001).

Cette coloration consiste en la préparation d'un frottis à partir d’une culture bactérienne

pure âgée de 24 h, sur une lame propre, puis sa fixation à la chaleur. suivi par sa coloration
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avec le cristal violet  que nous avons laissé agir une minute puis nous l'avons rincé

abondamment à l’eau afin d’éliminer toute trace de solution en excès ensuite ,nous avons

versé sur la lame quelque goutte de lugol , et laissé agir une minute et rincé soigneusement

avec l’eau , après, décoloration à l’alcool pendant 30s puis lave rapidement à l’eau. Ensuite, le

frottis est soumit à une contre coloration de 30 secondes à la fuchsine. Après un bref rinçage,

nous avons séché le frottis à l’aire libre ou par papier buvard puis nous l'avons examiné,

consécutivement, à l’objectif 40X et 100 X utilisant l'huile à immersion.

La lecture de la coloration de Gram est basée sur le changement de couleur, où, les

bactéries qui ont gardés la première coloration violette sont des Gram positif (+) celles qui

ont été décoloré par l'alcool se présentent en rose: coloré par la fuschine sont des Gram

négatif (-).

II.6.2. Test de KOH

Parallèlement, un test plus rapide, a été effectué. Deux gouttes d’une solution d’hydroxyde

de potassium (KOH) à une  concentration de 3%, sont mises en contact avec une crème

bactérienne âgée de 24  à 48 sur une lame, en effectuant un mouvement circulaire. La

solution de KOH devient visqueuse en présence de bactéries à gram négatifs. La réaction est

considérée positive si visqueux (élastique) est obtenue après 30 s et en l’absence de la

viscosité les bactéries sont de gram positif (Bourgault et Lamothe, 1988 ; Schaad et al. ,2001).

II.6.3.Test de Hugh Leifson (HL)

Le milieu de Hugh et Leifson permet de distinguer entre les deux processus. La

dégradation d'un glucide s'accompagne généralement d'une acidification du milieu : lors des

respirations le glucide est oxydé en CO2. Par le dioxygène (ou un autre oxydant minéral):

Lors des fermentations le glucide est oxydé en acides, alcools, qui sont libérés dans le milieu

qu'ils acidifient sensiblement, Toutes les voies fermentaires ne sont cependant pas également

acidifiantes (Schaad et al. 2001).

Le milieu de Hugh et Leifson contient un indicateur de pH. Le bleu de bromothymol, qui

prend une couleur jaune en milieu acide.

A l’aide d'un milieu à faible teneur en peptone et à forte concentration en glucose.

L'acidification du milieu fait changer l’indicateur, le bleu de bromothymol, qui passe du vert

au jaune.
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Ce test consiste à ensemencer par piqure centrale, avec un fil de platine la bactérie .nous

avons ajouté 1cm d’huile de paraffine stérile pour l’anaérobiose bactérienne .nous avons

incubé les tubes à une température de 25 ± 2°C, pendant 24 à 48h (Figure n°12).

La réaction positive (+) : obtention de couleur jaune (les bactéries oxydent le glucide par

respiration aérobie) ;

La réaction négative (-) : les bactéries inactives ou inertes ne change pas la couleur verte.

Figure n°12: Ensemencement central d’isolat  bactérien sur milieu High et Leifson (Original, 2014)

II.6.4. Test de King B

La production du pigment fluorescent a été vérifiée sur milieu King B. Après une

incubation de 24 à 48 heures à une température de 25 ±2°C, le développement d'un pigment

vert fluorescent a été révélé à l’œil nu ou sous une lampe de Wood émettant une lumière

ultraviolette (UV) (entre 254 et 366 nm).

II.6. 5. Test d’YDC

Ce test on peut l’utilise en général pour la plupart des isolats de tissus végétaux afin de tester

la pigmentation après l’incubation pendant 48 à 25 ±2°C (Schaad, 2001). Le test consiste a

ensemencées les isolats bactérienne jeune de 24 à 48 h par  la méthode des  stries.
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La lecture du test d’YDC s’effectue après 48 h.la réaction positive (+) indique qu’il y un

changement de colore pour forme un composé coloré en jaune et l’absence de coloration

indique une réaction négative.

II.6.6 .Test de croissance sur D1M

Nous avons fait l’ensemencement des isolats bactérienne pure âgées de 24 à 48 h à l’aide

d’une anse stérile par la technique  dans d’une boité pétri contenant le milieu D1M a base de

cellubiose. Après une période  de 2 jours d’incubation à 25 ± 2°C,  avons obtenu la lecture des

résultats qu’est effectuée simplement par une croissance.

La lecture de test de D1M positive (+) se traduit par la croissance des bactéries sur le

milieu et la réaction négative (-) est connue par l’absence de croissance.

II.6.7. Test d’oxydase

Le test oxydase est basé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase

intracellulaire en présence d’oxygène atmosphérique et de cytochrome c.

A l’aide d’une anse de platine stérile,  nous  avons prélevé une  colonie bactérienne  pure

âgée de 24 à 48 et nous l'avons placé sur un disque d’oxydase mise au préalable sur une lame

en verre  propre.

La lecture du test oxydase s'effectue quelques secondes après, La réaction positive

(+) indique qu’il ya eu oxydation du réactif phènylènediamine pour former un composé coloré

en bleu violète, l’indophénol, et l’absence de coloration indique une réaction négative (-)

(Schaad et al., 2001).

II.6.8. Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme de haut poids moléculaire existante chez toutes les bactéries

aérobies, elles leur permettent de vivre en présence d’oxygène. En plus de la chaine

respiratoire des cytochromes, il existe en effet chez les aérobies une chaine accessoire courte,

fixant l’hydrogène sur l’oxygène en aboutissant à de l’eau oxygénée (peroxyde d’hydrogène)

selon la réaction suivant:

2H2O2 2H2O + O2
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La recherche de cette enzyme est effectuée simplement par mise en contact d’une colonie

avec quelques gouttes d’ H2O2, un important dégagement gazeux traduit la présence d’une

catalase.

La lecture de test  catalase positive (+) se traduit par l'apparition de bulles, suite au

dégagement gazeux d'oxygène et la réaction négative (-) est connue par absence de bulles.

Et à travers les trois tests de détermination du biovar des Agrobacterium qui propose par

Schaad. (2001). Les tests sont le suivant :

II.6.9. Test PDA+CaCo3

Nous avons prélevé à l’aide d’une anse de platine une crème bactérienne pure âgée de 24 à

48 h, puis nous l’avons mis dans 9 ml de l’eau distille stérile .la densité optique effectué par

spectrophotomètre à (620 nm) .ensuite, nous avons ensemences les isolats en spot sur le

milieu PDA  additionné de 0.5% CaCo3.la lecture de résultat  après 48h à l’incubation.

La lecture de test PDA+caco3 positive (+) se traduit par l’apparition d’un halo claire, et la

réaction négative (-) est connue par l’absence.

II.6. 10. Test de mannitol-mobilité nitrate

Ce test permet l’étude de la dégradation du mannitol qui est un produit de dégradation du

mannose. La dégradation   en anaérobiose du mannitol conduit à la formation de fructose dont

l’attaque conduit elle même à la formation d’acides à chaînes courtes.

Mannitol fructose acide à chaines courtes

Au cours de ce test on peut également utilise ce test à raison d’étude la mobilité d’isolats

bactérienne pure.

Enfin, nous avons recherché la production d’une enzyme : le nitrate réductase par la

bactérie. Ce test va donc consister à mettre en évidence le métabolite nitrite ou la disparition

des nitrates initiaux.

La réduction des nitrates par le nitrate réductase se traduit par production de nitrites

Parfois, certaines bactéries peuvent poursuivre cette réduction, jusqu’à une dénitrification.

Nitrate réductase Dénitrification

NO -
3 NO2 N2

Nitrate Nitrite                                   Diazote
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En l’absence de nitrites, nous avons recherché la disparition des nitrates par addition de

zinc : en effet le zinc réduit les nitrates en nitrites.

2 H+ + NO-
3     + Zn- NO2 + Zn2+ + H2O

Le test consiste a ensemences les isolats bactérienne pure  âgée de 24 à 48h, a l’aide d’une

anse de platine par piqure central sur milieu spécifique mannitol-mobilité .l’incubation à 25 ±

2°c pendant 48h (Figure n°13).

Figure n°13 : Ensemencement central d’isolat  bactérien sur milieu mannitol-mobilité (Original, 2014)

II.6.11. Test du pouvoir pathogène

Pour tester le pouvoir pathogène des isolats obtenus, deux plantes –tests ont été utilisées à

savoir le kalanchoe (Kalanchoe daigremantiana), la tomate (Lycoperscum esculentum Mill

cv. marmande).

L’élevage des plantules des tomates a été réalisé dans un récipient de semis. Puis nous

avons repiqué les plantules dans des pots contenant un 1/2 de tourbe stérile et un 1/2 de sable

stérile. L’irrigation de ces plantules est effectuée quotidiennement par l’eau du robine stérile.

Au stade 3ème à 4ème feuille, les plantules ayant des tailles identiques sont choisies .Puis,

nous avons réalisé deux  blessures à l’aide d’un scalpel stérile au niveau de 2ème et 3ème entre
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nœud de la tige de plantule de tomate. Après, nous avons inoculé grâces à une anse stériles

une crème bactérienne âgée 24 de 48 h des isolats testés sur les blessures et recouverte le site

d’infection par papier aluminium stérile. Chaque isolat testé à raison de deux répétitions.

(Figure n°14).

Et pour le kalanchoe, nous avons réalisées des blessures à l’aide d’un scalpel stérile sur le

limbe des jeunes feuilles. Puis, nous avons prélèves grâces d’une anse stérile une crème

bactérienne pure âgées de 24 à 48 h et nous avons inoculé au niveau de blessure et nous

avons recouverte le site d’infection par papier aluminium stérile.et suivie par un arrosage

régulièrement (Figure n°15). Les isolats induisent des tumeurs sur le site de l’inoculation

après 2 à 3 semaines.

Figure n°14 : protocole de test pathogènicite sur plantule de tomate (Lycoperscum esculentum
cv.marmande) (Original, 2014).

A : blessure sur plantule de tomate.

B : inoculation des isolats bactérienne.

a b
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Figure n°15 : test de pathogènicite sur kalanchoe (Kalanchoe daigremantiana) (Original ,2014).
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I. Résultats

Le présent travail est une contribution à l’identification de l’agent causale des tumeurs

observées sur des arbres de poirier cultivés dans une exploitation agricole à Hamda

"Laghouat ".L’examen visuel qui repose sur l’observation des symptômes caractéristiques de

la maladie est complété par des analyses pour confirmer l’absence de la bactérie en cause et

ce, par une série de tests au laboratoire.

Au cours de notre expérimentation, les symptômes semblables à celles de la galle du collet

ont été observés. En effet, les plantes infectées étaient à l’âge adulte. Ces tumeurs ont été

localisées au niveau de la partie aérienne sur les rameaux. Il s’agit d’excroissances végétales

plus ou moins sphériques, spongieuses dont la surface est irrégulière, de tailles variées, elles

mesurent de quelques millimètres de diamètre (Figure n°16). Ces tumeurs ont été prélevées

puis transportées au laboratoire afin d’isoler et d’identifie l’agent causal.

Figure n°16 : Tumeur végétale sur rameau de poirier (Original, 2014).

I.1. Isolement et identification des bactéries

L’isolement de l’agent pathogène a été réalisé sur des milieux de culture suivant : un

milieu général LPGA, deux milieux semi sélectifs "NKS, MG", et un milieu sélectif King B.

Après 3 à 5 jours d’incubation des boites d’isolement à une température de 25±2°C, des

colonies bactériennes se sont développées sur les milieux utilisées, parmi ces colonies,



Résultat et discussion

43

certaines ont des caractéristiques morphologiques semblables à celles d’Agrobacteriun

tumefaciens.

Dans l’objectif d’évaluer le taux des " Agrobacterium like bacteria" par rapport à la flore

bactériennes totale, nous avons fait le dénombrement des colonies bactériennes. Les résultats

obtenus par ce dénombrement, montrer une faible présence des "Agrobacterium like bacteria"

par rapport à la microflore bactérienne totale avec des pourcentages variables de  6% à 18 %

(Figure n°17).

Figure n°17: Taux des Agrobacterium like bacteria par rapport à la flore totales dans des tumeurs végétatives
étudiées (Original, 2014)

Parmi les isolats obtenus, nous avons sélectionné 37 isolats purs qui montrent les

caractères morphologiques d’"Agrobacterium like bacteria". Ces colonies sont circulaires,

d’un contour rond très régulière et convexes, lisse brillantes, prenant parfois  la couleur  du

milieu d’isolement. Et aussi  nous avons éliminé six isolats fluorescents (Pseudomonas sp

.fluorescentes).

Dans le but d’identifier les isolats retenus, nous nous sommes basés sur les tests

biochimiques et biophysiques (Schaad, 2001). Les résultats obtenus sont présentés comme

suit :
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I.2.1. Coloration de Gram

La coloration de gram et l’observation microscopique montre que parmi l’ensemble des

isolats étudiés, 30 sont des Gram négatif de couleur rose et 7 isolats sont des cocci à Gram

positif de couleur violet (Figure n°18).

Figure n°18: Résultat de coloration de Gram (x100) (Original, 2014)

I.2.2. Test de KOH

Le résultat obtenu par la coloration de gram a été confirmé par le test KOH, pour ce test,

nous avons obtenus une viscosité pour 30 isolats étudiés ce qui confirme que ces bactérie

sont des Gram négatif et un résultat négatif pour les 7 isolats restants (Figure n°19).

Figure n°19: Résultat de test KOH (Original, 2014)
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I.2.3.Test de Hugh et Leifson

Après 48 à 72 h d’incubation, nous avons observé un changement de couleur dans la

majorité des tubes à essai. Parmi l’ensemble des isolats testés, 2 uniquement sont restés

verts. Donc ces isolats sont des bactéries aérobies strictes non fermentatives et pour les  28

isolats ont viré vers la couleur jaune. D'après ces résultats on peut dire que les 28 isolats sont

des bactéries anaérobies strictes fermentatives (Figure n°20).

Parmi les composants de milieu Hugh et Leifson c'est le bleu de bromothymol, ce dernier

est un indicateur de pH, dont la coloration devient jaune si le milieu est acide. En condition

d'anaérobie par huile de paraffine signifier la dégradation des glucides par vois fermentative.

Figure n°20: Resultat de test High et Leifson(Original,2014)

I. 2.4. Production de pigment fluorescent

Sur le milieu King B, l’absence de pigment jaune vert fluorescent diffuse sur le milieu B

de king pour l’ensemble des isolats testés indique que  ces bactéries  ne sont pas des

Pseudomonas sp flurescentes (Figure n°21).

Réaction négatif Réaction positif
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Figure n°21: Résultat de test de fluorescence de King B (Original, 2014)

I. 2.5. Test YDC

D’après les résultats de test d’YDC, une pigmentation jaune a été observée après 48 h pour

les 10 isolats et une réaction négative (pigmentation beige) pour les 20 isolats restants. (Figure

n°22).

Figure n° 22: Résultats de test YDC (Original, 2014)
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I.2.6. Test de croissance D1M

Parmi les 30 isolats testés, seul les 12 isolats ont montré une réaction positive  cela

s’explique par une croissance sur le milieu D1M. Tendis que le restes des isolats (18 isolats)

ont montré une réaction négative signifie absence de croissance sur le milieu D1M (Figure

n°23).

Figure n°23: Résultat de test D1M (Original, 2014)

I.2.7. Production d’oxydase

L’apparition d’une coloration bleue violet sur les disques pour les 13 isolats testé, qui

montre des bactéries d’oxydase positive (+) et les restes isolats oxydase négatifs (Figure

n°24).

Figure n°24: Résultat de test d’oxydase (Original, 2014)

D1M-D1M+
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I.2.8. Test de catalase

Pour les 22 isolats testes nous avons obtenu une réaction positive. Dont la présence de la

catalase se matérialise par la production de bulles. Une réaction positivée indique qu'il y a eu

destruction du peroxyde d’hydrogène et libération d'oxygène et pour les restes réactions

négatifs (Figure n°25).

Figure n°25: Résultat de test catalase (Original, 2014)



Résultat et discussion

49

Tableau n°6: Les résultats globale des testes appliqués sur les isolats étudiés

isolats Gram KOH YDC KB Oxydase Catalase HL D1M Hypothèse

1 - + - - + + + + Erwinia
2 + - / / / / / / /

3 + - / / / / / / /

4 + - / / / / / / /

5 - + + - - + + + Panteoa
6 - + + - - + + + Panteoa
7 - + + - - + + + Panteoa
8 - + + - - + + + Panteoa
9 - + + - - + + + Panteoa
10 - + + - - + + - Panteoa
11 - + + - - + + - Panteoa
12 - + - - + + + - Erwinia

13 - + + - - + + + Panteoa
14 - + + - - - + + Panteoa
15 - + + - - + + - Panteoa
16 - + - - - + + - Erwinia
17 - + - - + + + - Erwinia
18 - + - - + + + + Erwinia

19 - + - - + + + - Erwinia

20 - + - - + + + - Erwinia

21 - + - - + - + + Erwinia

22 + - / / / / / / /

23 - + - - - + + - Erwinia
24 + - - - + + + - Erwinia
25 - + - - - - + - Erwinia
26 - + + - - + + - Panteoa
27 - + - - - - + + Erwinia
28 + - - - + + + - Erwinia
29 - + + - - + - + Xanthomonas

Xylophilus
30 - - / / / / / / /

31 - + - - + - - - Acidovorax
Burkholderia
Ralstonia

32 - + - - + - + - Erwinia

33 - + - - + + + - Erwinia
34 + - / / / / / / /

35 - + + - + + + + Panteoa

36 - + + - - + + - Panteoa
37 - + - - + - + - Erwinia

Source : original, 2014

(-) : résultat négatif

(+): résultat positif
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Il ressort du tableau ci-dessus qu’aucun isolat n’a été affilié au genre Agrobacterium.

Nous avons pu attribuer ces isolats issus de tumeurs de poirier à différents genres bactériens :

15 isolats appartiennent au genre Erwinia ,12 au genre Panteoa et 2 isolats non déterminé le

genre. Et concernent le test D1M, nous avons études l’ensemble des isolats et ne suive pas la

méthode d’élimination des isolats qui possède des résultats négatifs pour les tests avant.

 Détermination des biovars :

La Détermination des biovars se faite  utilisant les quartes tests suivants: Test

PDA+caco3, Test de mannitol-mobilité nitrate, production de 3-cètolactose et test de

pectolytique. Par manque de moyens nous avons pu faire deux tests les résultats obtenus sont

les suivants :

I.2.9.Test PDA+CaCo3

Après l’incubation à 48h, nous avons observé sur le milieu PDA additionné à 0.5% de

caco3 une production d’un halo clair pour les 19 isolats et aucun changement pour les autres

isolats (Figure n°26).

Figure n°26: Résulta de test PDA+caco3 (original, 2014)

I.2.10.Test de mannitol-mobilité nitrate

Après une incubation de 48h, nous avons observe un mouvement des bactéries dans le

milieu mannitol-mobilité pour tous les 29 isolats sauf un seul isolat.
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Pour la 2èmè lecture, nous avons observé un changement de couleur de milieu mannitol-

mobilité pour les 23 isolats de couleur rouge à une couleur jaune (isolats mannitol+) et pour

les autres isolats le milieu reste inchangé (isolats mannitol-) (Figure n°27).

Figure n°27: Résultat de test mannitol-mobilité (original, 2010)

Alors, nous avons ajoute 3 goutte de nitrate d’acide sulfanilique puis 3 gouttes de d’alpha

naphtylamine dans les tubes, et après 5 min le résultat affiche. La réaction positive donnant

une coloration orange à rouge brique. (Figure n°28).

L'adjonction de poudre de Zinc sous forme de ZnCl2 va permettre la réduction des nitrates

en nitrites et donc de confirmer le pouvoir dénitrifiant des isolats.

I.2.11.Test du pouvoir pathogène

Pour le test du pouvoir pathogène sur les plantules de tomate (Lycoperscum esculentum

Mille cv.marmande) et les plantes de kalanchoe (Kalanchoe daigremantiana) donné des

résultats négatifs pour touts les isolats testés, aucun symptômes n’a été observés sur les deux

plantes tests après 3 semaines de la date de l’inoculation.

Mannitol+ Mannitol-
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II. Discussion

Crown Gall est une maladie bactérienne connue depuis l’antiquité, très répondue dans la

monde entier (Willian et Milton, 1976 ; Catharine et al., 2007 ). Elle est capable d’attaquer

plusieurs espèces végétales ligneuses et herbacées.

En Algérie, le Crown Gall sévit dans 99% des pépinières de production de plants fruitiers

ou importante gamme d’espèces fruitières est atteinte ; pèche (5.39%), amandier (3.43%),

cerisier (1.50%), pommier (1.47%), et olivier (1.30%). Si chiffres de cette étude ne paraissent

pas assez importants (Bouzar et coll, 1991). Cette situation résulte vraisemblablement de

l’intervention de plusieurs facteurs : intensification de l’arboriculture, importation de la porte

greffe, absence de variétés commerciales résistantes, mauvaises pratiques agricoles et moyens

de lutte inadéquate (Lopez et coll, 1983).

Dans notre travail, l’objectif principal est l’isolement et l’identification de l’agent causal de

tumeurs observées sur des rameaux de poirier et la mise en évidence de son éventuel pouvoir

pathogène.

L'observation de symptômes spécifiques et leur évolution dans le temps et l'espace est la

première étape dans le diagnostic des maladies des plantes. L'état des cultures et sur le terrain

sont complexes, différents agents peuvent produire des symptômes semblables, et aussi un

seul agent peut produire des symptômes variables selon les circonstances de croissance et de

l’environnent. Le diagnostic sera facilité par l'obtention de toutes les informations possibles

sur les circonstances entourant l'apparition des symptômes: espèces cultivées et le cultivar, les

pratiques culturelles, l'heure des premiers symptômes, le stade de croissance de la plante, de

la distribution des plantes malades sur le terrain, etc.

Des tumeurs végétatives semblables celles du "Crown gall", ont été observé sur  des plants

de poirier au niveau d’une exploitation agricole à  Hamda" Laghouat ". Ces tumeurs affectent

différents organes aériens de la plante. Il s’agit d’excroissances végétatives plus ou moins

sphériques, spongieuses et dont la surface est irrégulière, de tailles variables, elles mesurent

de quelques millimètres à plusieurs centimètres de diamètre.
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Les symptômes rencontrés sur les plantes de poirier ne permettent pas de déterminer

l’agent causal de ces tumeurs car plusieurs bactérioses produisent des galles lorsqu’elles

attaquent la plante. Ainsi, une confusion peut être faite entre les Agrobacterium tumefaciens

et Pseudomonase savostonia qui se caractérise par des tumeurs qui peuvent apparaitre sur

l’ensemble de l’arbre et plus particulièrement sur les jeunes pousses. Ces dernières sont

d’abord petites, molles et vertes puis augmentent de volume, se lignifient, durcissent et se

crevassent en surface. Après quelques mois, ces galles ou tumeurs acquièrent un aspect

spongieux devenant dur et brun gênant ainsi la circulation de la sève et entraînant

l’affaiblissement de l’arbre suivi de la mort des branches et  des bourgeons (Hosni et al.

,2011). Pour ce faire, une analyse plus approfondie est donc, indispensable à la détermination

de l’agent causal de la maladie observée.

D’après l’isolement de l’agent Pathogène associé aux rameaux du poirier à partir des

tumeurs végétatives sur des milieux de la culture milieu général, semi sélectifs "NKS, MG "

et sélectif King B a abouti à l’apparition  des  différents types de colonies bactériennes. Parmi

ces colonies, certaines sont semblables à celles inductrices du crown gall Ces dernières se

développées après 48 d’incubation. Ces colonies sont circulaires, d’un contour rond très

régulière et son convexes, lisse brillantes, prenant parfois  la couleur  du milieu d’isolement.

Le même résultat a été obtenu par Goszczynska et al., (2000), qui ont indiqué que les colonies

des bactéries phytopathogènes apparaissent plus lentement que les colonies des bactéries

saprophytes.

D’après le dénombrement des colonies, nous avons remarqué que le taux d’

"Agrobacteriem like bacteria" au niveau des échantillons de tumeurs végétatives analysés,

varie respectivement entre 6 % à 18%. Ces nombres sont très faibles par rapport à la flore

bactérienne totale.

Les 37 isolats présentent des caractéristiques morphologiques des "Agrobacterium like

bacteria". Ces isolats ont été purifiés sur le milieu King B. L’observation microscopique de la

coloration de Gram confirme que ces 30 isolats  sont des bacilles Gram négatif et les 7 isolats

sont des gram positif, ces dernières possèdent une paroi épaisse à deux couches de

peptidoglycane qui empêche la dégradation du violet de gentiane par l’alcoolé, donc les

germes gardant la couleur violet. Par contre les bactéries de gram négatif possèdent une paroi

mince permet la dégradation par l’alcool et recoloration par la fuschine. Ces résultats

confirmés par le test le plus rapide KOH. Plusieurs auteurs, dans la littérature, ont montré que



Discussion

54

les cellules d’Agrobacterium se présentent sous forme de bâtonnets, Gram négatifs et mobiles

(Ogawa et Mii, 2005).

La coloration de Gram et la fermentation du glucose ont été des caractères clés pour classer

les genres des bacilles à gram négatif non fermentaires.

Le test de Hugh et Leifson c'est un test qui précise l’aérobiose ou l'anaérobiose des

bactéries. Nous avons utilisé le milieu Hugh et Leifson qui possède un indicateur

d’acidification c’est le bleu de bromothymol, ce dernière devient jaune pour les bactéries

actives (la dégradation du glucide qui libère des acides et éventuellement des gaz).

Dans notre travail, le résultat obtenu par ce test est négatif pour les 30 isolats, 2 isolats ont

donne des réactions négatifs en condition anaérobique (gardent la coloration vert). Ce sont

des souches aérobies strictes  et les restes donnent des résultats positifs (devient jaune). Le

résultat obtenu par le test de catalase montre que 22 isolats ont une réaction positive ce qui

indique une destruction de peroxyde d'hydrogène et libération d'oxygène (Reynolds et

Richland, 2011). Par contre nous avons 08 isolats ont une réaction négative donc ces bactéries

n'ont pas un métabolisme respiratoire qui détruit les peroxydes.

Les Agrobacterium sont définis comme étant des microorganismes aérobies (Davoodi et

al., 2013 ; Freney et al.,1985).

La comparaison entre le test de catalase et la croissance en anaérobiose montre que ces

deux tests ont des résultats dans le même sens, de plus ils ont des mêmes résultats puisque ces

deux test ont permis de sélectionnée 2 isolats (souches catalase positive et aérobies stricte).

D’après le test oxydase nous avons trouvé que toutes les souches testé 13 pouvant donner

une réaction positive donc ce sont des microorganismes hétérotrophes qui ont l’aptitude

d’utiliser une gamme étendue de composés organique (Latour et Lemanceau, 1997).

Contrairement aux espèces oxydase-négative qui sont toutes phytopathogènes. (Misaghi et

Grogan, 1969; Palleroni, 1984).

Après l’ensemencement sur le milieu King B, n’a été observe aucun production de pigment

fluorescent diffusible dans le milieu, en-conséquence, ces bactéries ne sont pas produit pas la

pyoverdine (Lelliott et al., 1966 ; Palleroni, 1984 ; bultreys et al., 2003). Le milieu King B est

considéré comme sélectif pour les Pseudomonas spp. fluorescents (King et al., 1954).
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Le test d’YDC  basé sur la production par les bactéries  de  pigmentation jaune sur ce

milieu, nous a permet d’éliminer les Xanthomonas qui ont la faculté de produire ce pigment.

D’après ce test 10 isolats  ont été éliminés.

Et concernant le dernier test dans le schéma de détermination des différents genres

bactériens proposé par le schaad. (2001). Le milieu D1M, si l’Agrobacterium seul que se croit

sur ce milieu nous a montré que les 2 bactéries fermentatif n’ont pas pu croitre sur ce milieu à

base de Cellubiose.

D’après les résulté de l’identification des genres basée sur le protocole de Schaad , aucun

isolats testés n’a été affiliée au genre Agrobacterium. Nous n’avons pas pu aller jusqu’à la

détermination des biovars vu que ces isolats n’ont pas été attribués au genre Agrobacterium.

Et par se tests biochimiques d’identification les genres  nous avons trouves les genres

suivants : sont Erwinia, Xanthomonas, Xylophilus, Acidovorax, Burkholderia ,Ralstonia,

Panteoa et pseudomonase et la colonisations de ces genres les tumeurs végétatives logique

puisque ces genres sont des bactéries endophytes.

Un test de pathogènecité  a été parallèlement réalisé dans l’objectif de vérifie le pouvoir

pathogène utilisant des plantules de tomate (Lycoperscum esculentum Mille cv.marmande) et

des  plantules de kalanchoe (Kalanchoe daigremantiana). Après 3 semaines de l’inoculation

artificielles, ces plantules’ n’a pas développé aucun symptômes ou des tumeurs végétatives

similaires à ceux, observés au niveau de l’exploitation agricole. Donc nos isolats testés ne

sont pas des isolats pathogènes.

Les Agrobacterium tumefaciens exige des conditions climatiques favorables dont  la

température optimal pour son infection se situe entre 20 °C et 31 °C . cependant nos résultats

obtenus permet de dire que les conditions dans  lesquelles notre expérimentation ne pas

permet le développent de ces tumeurs (Moore et al., 2002).

Et concernant les conditions de nos études ne sont favorables pour notre bactéries étudies
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Le poirier (pyrus communis L.) de la famille rosacée. Est l’un des fruits  populaires dans le

monde entier. En revanche, sa culture a été limitée et affaiblie par une panoplie de maladies

microbienne d’origines variables. La galle du collet dont l’agent pathogène est Agrobacterium

tumefaciens est parmi les bactériose aériennes les plus courantes.

L’isolement réalisé a partir des tumeurs végétatives du poirier a permis  d’obtenir  des

différents types de colonies bactériennes ayant "Agrobacterium like bacteria". Les différents

tests morphologique et biochimique ont montre que les souches isolées ne appartienne pas à

l’espèce Agrobacterium tumefaciens.

D’après le test de pathogènicitè effectué sur les plantules saines de tomate (Lycoperscum

esculentum Mill cv. marmande) et sur les limbes de kalanchoe (Kalanchoe daigremantiana)

ne donne pas des symptômes semblables aux symptômes observe sur l’exploitation agricole,

donc touts les isolats étudiés sont non pathogène.

Au terme de cette ébauche, nous avons jugé utile de se fixe certains points comme objectifs

à développer :

L'observation de symptômes spécifiques et leur évolution dans le temps et l'espace est la

première étape dans le diagnostic des maladies des plantes mais n’ont pas permis de réaliser

une identification taxonomique totale et précise.

Les résultats obtenus dans ce travail sont des résultats préliminaires. Nous suggérons à

refaire  le test de Hugh Leifson et en plus nous suggérons de faire la détection d’autres  agents

causals des maladies par d’autres isolements et d’autres analyses. Pour trouve la cause

principale de l’apparition de ces symptômes dans cette région chaud.

Ainsi que, l’étude des facteurs de développement de l’agent causal influencé sur la

détermination de l’interaction plant-pathogène et microorganisme -l’environnement (facteur

climatique et édaphique) comme les caractéristiques physico-chimique du sol, l’humidité du

sol, température…etc.).
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Milieu King B

Protèose peptone 20g

K2Hpo4 1.5g

Mgso4, 7H2O 1.5g

Glycérol 15 ml

Agar 18 g

Ph=7.2

Milieu LPGA

Extrait de levure                                     5g

Bactopeptone 5g

Glucose 10g

Ph=7.2

Milieu N (Nutriment Glucose Agar)

Saccharose 5g

Nano3 2.5g

Kh2po4 0.1g

Na cl 0.2g

Mgso4, 7h2o 0.2g

Fe EDTA                                            2ML

Agar 18g

Apres autoclavage à 120°c pendant 20 min, laisser refroidir puis ajouter au milieu

Cycloheximide à 2% 1ml.

Sodium sélénite à 1%                           1ml
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Biotine à 20 g/l 1ml

Milieu MG (mannitol-Glutamate)

Mannitol 10g

L(-) acide glutamique 2g

KH2PO4 0.5g

Nacl 0.2g

MgSO4, 7H2O                                 0.2g

Extrait de levure 1ml

Agar 18g

Tellurit de potassium

Hugh et Leifson

Bactopeptone 2g

NaCl 5 g

K2HPO+ 0.3g

Bleu de promothymol 1% :3 ml

Glucose 10 g

Agar 3 g

Ph = 7.1

Milieu YDC (Yeast Dextrose Carbonate de Calcium et Agar)

Extrait de levure 10g

CACO3 20g

Glucose 20 g

Agar                                         18g

Ph =7.2
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Milieu PDA+caco3

Agar 20 g

Glucose 20 g

Pomme de terre 200 g

Eau distillée 1000 ml

pH = 7
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