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Introduction générale

L’ Algérie importe annuellement plus de 120 000 tonnes de semences, dont 700
tonnes de semences potageres. Les superficies cultivées en cultures potageres sont
de I’ordre de 499103 ha (MADR, 2014).

De nombreux agents pathogenes (virus, procaryotes et champignons) des
plantes peuvent étre transmis par semences. Cette transmission pose de nombreux
problémes aussi bien pour le producteur que pour I'utilisateur des semences.
Ainsi, la présence d’un pathogéne sur la graine pourra se traduire tres
précocement par la mort des plantules issues de la germination, impliquant des
conséquences sanitaires dramatiques avec des pertes de rendement importantes.
Des attaques plus tardives peuvent également déprécier la qualit¢ du produit
récolté et provoquer un risque d’infection pour les nouvelles semences.

Malgré I’utilisation croissante des moyens de lutte phytosanitaire et les progres
considérables dans ce domaine, la fin du vingtiéme siccle s’est caractérisée par le
développement soudain de certaines maladies affectant les cultures ou les produits
de récolte. Parmi les facteurs qui expliquent ce phénomene, on peut citer :
I’accroissement en volume et en vitesse des échanges internationaux et
intercontinentaux, les échanges commerciaux de semences contaminées,
I’introduction de cultures nouvelles et de nombreux agents pathogénes qui ont
créé des foyers épidémiques dans des zones de culture jusque-la indemnes.

La prise en compte de ces risques impose a la filiere semence d’assurer la
qualité sanitaire des lots commercialisés par la mise en place de méthodes de lutte
visant a diminuer la propagation des semences contaminées. Ceci n’est possible
que par I’application de bonnes pratiques culturales ainsi que par la mise au point
de méthodes de surveillance sanitaire visant a identifier et éliminer les lots de
semences contamings.

Parmi les 1égumes cultivés en Algérie, les brassicacées cultivées représentent
une part importante de la production nationale : 4,3 % de la production totale des
cultures maraichéres (MADR, 2014). Les espeéces ayant une importance
particulieére en Algérie sont les navets (Brassica rapa), représentant 40,34% de la

production nationale, suivi des choux fleurs (Brassica oleracea var. botrytis) avec
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38,56 et 21,09 % pour le chou vert (Brassica oleracea var. capitata).
Xanthomonas campestris pv. campestris est responsable de la nervation noire des
cruciferes. C’est la bactérie qui cause le plus de dégats sur les brassicacées au
niveau mondial ; cette bactérie est transmise par les semences. En Algérie, des
foyers de nervation noire ont été observés pour la premiere fois en 2011 dans
plusieurs parcelles de production de choux et de choux fleurs, dans 1’algérois dans
la région de Rouiba.

Les semences contaminées constituent un moyen de conservation et une voie
de transmission chez les bactéries phytopathogenes (Blakeman, 1991). Chez les
brassicacées, les semences infectées par X. campestris constituent une source
d’inoculum primaire de la maladie et représentent la principale source de
contamination (Cook et al., 1952; Schaad et al., 1980 ; Schultz and Gabrielson,
1986).

L’importance des enjeux économiques liés au controle phytosanitaire impose la
recherche de nouvelles méthodes de diagnostic et de détection des agents
phytopathogenes avec comme objectif 1’amélioration des critéres principaux
permettant d’évaluer 1’intérét potentiel d’une technique, a savoir la sensibilité, la
spécificité, et la facilité d’emploi des tests.

Dans le cadre du controle phytosanitaire et quelle que soit la technique utilisée, les
résultats d’analyses conditionnent le classement des parcelles de multiplication
(matériel initial, de propagation et/ou certifié).

A ce niveau deux types d’erreurs peuvent se produire.

1/ Un résultat faussement positif si un lot de semences sain est déclaré infecté a
I’issue de I’analyse par manque de spécificité¢ du diagnostic. Cette situation peut
engendrer le déclassement ou le refus du lot, alors que son niveau d’infection est
au-dessous de la norme fixée par la réglementation.

2/ Un résultat faussement négatif si le test conclu par manque de sensibilité,
I’absence de 1’agent pathogene alors que le lot de semences est contaminé.

Cette situation peut conduire a accepter le lot, alors que son niveau d’infection
réel est supérieur au seuil autorisé par la réglementation.

Tout protocole d’analyse réalisé aux laboratoires chargés du controle

phytosanitaire, doit prendre en compte ces deux types d’erreurs. En effet la
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fiabilité de I’analyse repose a la fois sur les caractéristiques de sensibilité et de
spécificité du test de diagnostic et sur I’adéquation de 1’échantillonnage.

Les outils de diagnostic disponibles pour la détection de Xanthomonas sont basés
sur I’isolement direct sur milieux appropriés des bactéries suspectes et leur
identification finale par la mise en place d’un test de pouvoir pathogene sur plante
indicatrice. Ces tests sont souvent longs et colteux. Pour cela des tests
sérologiques et moléculaires ont été développés pour certifier les lots de
semences.

Les anti-séra développés contre le Xanthomonas n’ont pas eu un niveau de
spécificité suffisant pour détecter spécifiquement les pathovars. Des réactions
croisées avec des Xanthomonas non pathogenes existants limitent leur utilisation
dans les procédures de détection.

La PCR utilise comme substrat I’ADN qui est une molécule stable. L’obtention de
résultat positif par ce type de technique ne rend pas compte, théoriquement de la
viabilité des micro-organismes dans I’échantillon analysé. Ce qui peut entrainer
I’obtention de «faux positifs» en terme de contamination de 1’échantillon par des

bactéries phytopathogénes.

-La premiere partie : de nos travaux de recherche a pour objectif de mettre au
point une technique moléculaire permettant la détection des cellules vivantes de
Xanthomonas campestris pv. campestris, bactérie responsable de la nervation
noire des cruciféres, et transmise par les semences.

L’étude que nous envisageons de réaliser est donc le développement d’un outil
moléculaire qui allie sensibilité, spécificité et rapidité. Devant les exigences de la
l1égislation internationale vis-a-vis du controle phytosanitaire des semences qui va
imposer de renseigner sur la viabilité¢ des bactéries dans les lots de semences.
Cette méthode est basée sur un enrichissement par germination des semences

contaminées couplée a une PCR en temps réel (seed —qPCR).

La deuxiéme partie de notre travail a ¢été consacrée a la prospection,
I’échantillonnage, 1’identification et a la caractérisation de souches de

Xanthomonas campestris pv. campestris isolées a partir de parcelles présentant
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des symptomes similaires a la nervation noire des cruciféres cultivées dans
différentes régions de 1’ Algérie.

Cent soixante dix isolats ont été identifiés et caractérisés par des tests
biochimiques, biologiques et moléculaires. L’étude de la diversité¢ génétique au
sein des souches algériennes isolées a été réalisée par la méthode moléculaire a
haut débit MLSA (Multilocus Sequence Analysis). Cette approche est basée sur
I’analyse du polymorphisme des genes de ménage (housekeeping-genes) sur un
nombre important de souches (Gevers et al., 2005). Ces genes sont présents au
niveau de toutes les souches et codent pour des protéines indispensables pour la
survie des organismes.

Nous avons analysé notre collection de souches par le séquencage nucléotidique
de deux génes de ménage en I’occurrence le géne gyrB qui code pour la sous-unité
B de I’ADN gyrase et le géne rpoD qui code pour le facteur sigma 70 de ’ARN

polymérases.
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2.1 Les Brassicacées

2.1.1 Généralités

Les brassicacées, anciennement nommées cruciféres, constituent une
importante famille des plantes dicotylédones, aussi bien par le nombre d'especes
qu'elles regroupent que par son importance économique. Cette famille comprend,
environ, 3700 especes réparties en 338 genres (Al-Shehbez et al, 2006). Les
brassicacées appartiennent a la classe des Magnoliopsida, la sous-classe des
Dilleniidae et a 1’ordre des Capparales (Bailey et al, 2006). Ce sont
essentiellement des plantes herbacées présentes surtout dans les régions tempérées

de I’hémisphere nord.
2.1.2 Importance économique des brassicacées

Les brassicacées forment ’'une des familles les plus importantes sur le plan
économique. Les especes cultivées du genre Brassica, notamment, affichent une
grande diversité¢ et constituent des sources de légumes, d’huiles, de légumes
condimentaires, de fourrage et d’espéces ornementales. Les brassicacées
représentent une proportion importante des productions maraicheres. La
production mondiale de chou est de 70 millions de tonnes, c’est le troisieme
légume le plus cultivé derriere la pomme de terre (325 millions de tonnes) et la
tomate (120 millions de tonnes) (source FAO, 2012). Les principaux pays
producteurs sont la Chine (34,1 millions de tonnes) et 1'Inde (6 millions de
tonnes) (source FAO, 2012). La culture des brassicacées en Algérie occupe une
part importante de la production nationale. Les superficies cultivées sont en
perpétuelles augmentation et peuvent atteindre 19 537 ha (Figure 2.1) avec une
production totale estimée a 4038919 quintaux par an (MADR, 2014).

Tableau 2.1 : Récapitulatif des superficies, des productions et des rendements des

principales brassicacées cultivées en Algérie (Données statistiques agricole,
2014).

Espéces Superficie (ha) Production.(qx) Rendement qx/ha
Choux verts 3740 852009 227.8
Choux fleurs 6967 1557610 223.,6
Navets 8830 1629300 184,4
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Figure 2.1 : Evolution des superficies plantées en cruciferes en Algérie

2.1.3 Origine et classification des brassicacées

L’étude phylogénétique réalisée sur la famille des brassicacées a mis en évidence
338 genres répartis en 25 tribus (Figure 2.2). La plus étudiée est celle des
Brassiceae en raison de son importance économique (Hedge, 1976; Al-Shehbaz
1984; Appel and Al-Shehbez, 2003 et Al-Shehbez, 2006). Elle regroupe, en effet,
46 genres et environ 230 especes (Al-Shehbez et al., 2006). Cette tribu contient
les genres Brassica, Raphanus et Eruca. Le genre Brassica présente le
polymorphisme le plus important observé chez les plantes cultivées. Ce genre
fournit 1’huile avec le colza (B. napus), les moutardes, la moutarde noire (B.
nigra), la moutarde indienne ou brune (Brassica juncea) et la moutarde
¢thiopienne (Brassica carinata), les navets et les choux chinois (B. rapa; syn. B.
campestris). L’espéce B. oleracea offre une trés grande variété de 1égumes dont le
chou-fleur (B. o. var. botrytis), le chou pommé (B. o. var. capitata), le chou-rave
(B. o. var. gongylodes), le chou fourrager (B. o. var. acephala), les choux de
Bruxelles, (B. o. var. gemmifera) et le brocoli (B. o. var. italica) (Figure 2.3).
Cette grande diversité au sein de ce genre est favorisée par la plasticité de son
génome (Bailey ef al., 2006) car tous les choux sont inter-fertiles (Paterson et al.,

2006).
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Figure 2.2 : Arbre construit avec les données de séquences des genes (adh 1,
atpB, chalcone synthase, ITS, matK, ndhF, pistillata intron 1, rbcL, leafy, and
trnL-F) présentant les relation phylogénétique entre quelques tribus appartenant a

la famille des brassicacées (Bailey et al., 2006)
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Les brassicacées sont probablement apparues depuis plus de 50 millions d’années
(Koch et al., 2003). La dispersion des especes dans le monde a été réalisée au
cours des siecles par les migrations, les guerres et les échanges commerciales
entre les peuples des différents continents. La moutarde noire (Brassica nigra) est
une plante indigene de la région méditerranéenne et la navette (Brassica rapa)
plante indigene de I’Europe et d’Asie étaient a 1’origine, des plantes adventices
associées aux céréales depuis le début de I’agriculture au néolithique (Sauer,
1993). Leur dispersion dans le monde s’est faite a travers les contaminations des
lots de semences de céréales, (Sauer, 1993). Le chou, est a I’origine, une plante
sauvage cultivée sur les terres occidentales qui s’est répandue dans les terres de la
Me¢éditerranée. De nos jours, les brassicacées sont cultivées dans la plupart des
régions du monde, plus particulierement dans les zones tempérées de I’hémisphere

nord, du bassin méditerranéen a I’ Asie centrale (Stevens, 2001).
2.1.4 La diversification des brassicacées cultivées

La plupart des légumes cultivés ont été sélectionnés pour obtenir de nouvelles
plantes, améliorées en fonction du choix d’un critére donné et suivant 1’organe
consommé. Ces améliorations peuvent étre portées sur les graines, les portes
graines, les fruits ou les racines. L’espece Brassica oleracea affiche
particulicrement une grande diversité. Les formes ont été sclectionnées pour
agrandir les méristemes végétatifs de I’apex (chou) ou les feuilles axillaires (chou
de Bruxelles), pour obtenir des formes avec une prolifération des méristemes
floraux (chou-fleur) ou des boutons floraux (brocoli), (Peterson et al., 2006).

Le genre Brassica est le plus proche d’Arabidopsis. Le pourcentage d’identité
nucléotidique est plus de 85% (Cavell et al, 1998). Arabidopsis thaliana ou
Arabette des Dames est la plante modéle des biologistes et des généticiens ; elle
est la plus utilisée dans les laboratoires de recherche. Elle posséde le plus petit
génome végétal connu ; elle fut également la premicre espece végétale a avoir son

génome séquencé (The Arabidobsis Genome Iniciative, 2000).
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Figure 2.3 : Photos de quelques brassicacées

Chou fleur (Brassica olearacea var. Botrytis), B) Chou pommé (Brassica olearacea
var.capitata), C) Navet (Brassica rapa), D) Radis,(Raphanus sativus).E) Colza (Brassica
napus), F) Moutarde blanche (Sinapis alba),G) Cardamine des prés (Cardamine pratensis) H)
Giroflée (Cheiranthus cheiri ), I) Violler (Matthiola sinuata).
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Cette plante modele est utilisée en laboratoire pour étudier les mécanismes
d’interaction entre les plantes et les pathogénes dans le cadre des programmes
d’amélioration génétique pour définir les caractéres de sélections (Parker et al.,

1993; Lan and Paterson, 2000; O’Neil and Bancroft, 2000).
2.1.5 Données botaniques
L’appareil végétatif

Les brassicacées sont des plantes annuelles ou vivaces, rarement arbustives et
terrestres. L’appareil végétatif se développe la premiere année et 1’appareil
reproducteur I’année suivante. Le feuillage est alterne a stipules réduits et caducs.
La floraison nécessite une période de vernalisation. (Watson and Dallwitz, 1992 ;
Stevens, 2001). L'appareil végétatif est riche en essence sulfurée d'ou la saveur

piquante.
L’appareil reproducteur (fleurs)

Les cruciferes sont des plantes herbacées, leurs fleurs sont parfaites, incluant
¢tamines et pistils; elles possédent 4 pétales libres aux limbes en croix, insérés a
un méme cercle, 4 sépales avec deux verticilles de 2 sépales présentés en croix
d’ou le nom de crucifére; elles sont bisexuées et assemblées en grappes. Elles sont
composées de six €tamines dont deux plus courtes, un androcée didyname, deux
carpelles soudés avec des placentas pariétaux reliés par une membrane séparant

I’ovaire (Chalandre, 2000).
Les fruits Parker et al., 1993

Les fruits sont allongés (siliques) ou presque aussi larges que longs (silicules).
Ils s'ouvrent, généralement, par une valve de chaque c6té du fruit, libérant les
graines a maturité, et ne laissant que la cloison transversale qui séparait les 2 loges
du fruit. Les silicules sont parfois compressées et de formes variées (Dupond et

Guignard, 2007).

-10 -
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2.2 Les ravageurs et les maladies des brassicacées

Les brassicacées peuvent étre attaquées par de multiples maladies et ravageurs
durant leur cycle de développement. Les dégats engendrés peuvent non seulement
entrainer des pertes de rendement importantes, mais aussi déprécier la valeur
commerciale des légumes, surtout lorsque la variété utilisée est sensible et que les
conditions de I'environnement sont favorables au développement des agents

pathogenes.
2.2.1 Les ravageurs

Les ravageurs sont des ennemis redoutables des brassicacées maraicheres dont
la plupart appartiennent aux dipteres, coléopteres, 1épidopteres et pucerons (Figure
2.4). Ils causent des dégats importants et affectent la qualit¢é commerciale des
cruciféeres cultivées. Des infestations importantes provoquent des déformations
foliaires et peuvent empécher la croissance des jeunes plantes. Des infestations
faibles peuvent réduire la qualité des pommes de choux de Bruxelles et de choux
pommés et des plantes cultivées pour leurs racines. Lorsque les tissus sont
endommagés, les plantes deviennent plus sensibles aux infections fongiques et

bactériennes secondaires (Walker, 2005).
2.2.2 Maladies

2.2.2.1 Les maladies virales

Les maladies virales sont souvent transmises par vecteurs, tels que les
Brevicoryne brassicae et Myzus persicae qui transmettent la mosaique du chou
fleur (Cauliflower mosaic virus, CaMV) (Figure 2.5 A) et la mosaique du navet
(Turnip mosaic virus, TuMV) (Figure 2.5 B). Les plantes sont parfois tres
sérieusement atteintes et présentent des 1ésions nécrotiques, des feuilles des coeurs
recroquevillés et rabougris et les dégats peuvent atteindre les 100% (Anonyme,
1998). Selon Messiaen et al.(1991), trois virus transmis par des coléopteéres sont
¢galement rapportés : 1’agent de la mosaique jaune du navet (Turnip yellow
mosaic virus, TYMYV), le virus de la rosette du navet (Turnip rosette virus, TRV)

et le virus de la mosaique du radis.

-11 -
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Figure 2.4 : Les ravageurs des Brassicacées cultivées :

A) Le puceron cendré du chou (Brevicoryne brassicae; B) L' Altise des cruciferes (Phyllotreta spp) ;

C) L'Arpenteuse de la luzerne (Autographa californica) ; D) La Pieride-chou (Pieris rapae);

E) La Cécidomyie des cruciferes (Contarinia nasturtii) ;F) La mouche du chou (Delia radicum),

G) Les thrips (Thrips tabaci), H); L'Aleurode du chou (macrolophus aleurode) ; 1) La fausse teigne
des brassicacées (Plutella-xylostella) (Chaput, 2000).

Figure 2.5 : Symptomes causés par les maladies Virales
A) Virus de la mosaique du chou-fleur (Caulifmower Mosaic Virus CaMV) sur chou-fleur

(Shahraeen et al., 2003)

B) Virus de la mosaique du navet (Turnip mosaic virus TuMYV) sur Chou (Korkmaz et al., 2006).

-12-
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2.2.2.2 Les maladies fongiques

Les pathogeénes fongiques peuvent causer de sérieux problémes sur les
cruciferes cultivées partout dans le monde. Ils peuvent attaquer les plantes tout au
long de leur croissance au champ mais aussi lors de 1’entreposage. Ils se
propagent a partir des semences contaminées, d'adventices ou par les blessures.
Sous les conditions climatiques propices, les plantes peuvent étre séveérement
atteintes et ne sont plus commercialisables Wukasch (1990), Walker (2005). Les
maladies les plus dangereuses inféodées aux crucifeéres sont, le mildiou causé par
Peronospora parasitica (Figure 2.6) et l’alternariose causée par Alternaria

brassicae et A. brassicicola (Figure 2.7)

Figure 2.6 : Symptomes de mildiou causés par Peronospora parasitica

A) sur feuilles de chou B) sur la pomme du brocoli (http://www.ipmimages.org/)

feuilles de chou B) sur chou-fleur (http://www.ipmimages.org/)

-13 -
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2.2.2.3 Les maladies bactériennes des brassicacées cultivées

De nombreuses maladies bactériennes peuvent étre responsables de pertes de
rendement considérables chez les brassicacées cultivées.

La pourriture molle causée par Erwinia carotovora, Pseudomonas cichorii et P.
marginalis. Cette maladie est trés communément observée sur de nombreuses
cultures de choux, qu'ils soient cultivés pour leur feuillage, leur inflorescence ou
leur racine. Elle peut provoquer des dégats particulierement importants sur les
choux pommés en conservation, les choux chinois, les choux fleurs, les choux
verts et les navets. Toutes les parties de la plante peuvent étre atteintes par les
pourritures molles, y compris les tissus internes des tiges et des racines. L'invasion
bactérienne a généralement lieu, a la suite de dégats dus au gel, a des attaques de
ravageurs et de maladies ou a des blessures mécaniques, et se développe surtout
dans des conditions chaudes. Les tissus sont rapidement décomposés en une
masse molle, visqueuse, qui dégage une odeur nauséabonde (Anonyme, 1998).
Selon Wukasch (1990), la maladie peut occasionner des pertes aussi bien en

entrepot, durant le transport que dans les champs (Figure 2.8).
La tache bactérienne causée par Pseudomonas syringae pv. maculicola)

Le pathogene est principalement transmis par les semences, il est véhiculé a la
surface ou a l'intérieur de celle-ci. La contamination se fait via les stomates ou les
blessures provoquées par les insectes, le gel ou les dégats mécaniques (Anonyme,
1998). Cette maladie bactérienne est importante sur choux-fleurs, en particulier
sur les zones cdtieres, mais sa gamme d’hotes comprend également le brocoli et le
chou de Bruxelles. Les autres B. oleracea sont moins sensibles (Messiaen et al.,
1991). Les symptomes peuvent apparaitre, en pépiniere, sous forme de petites
Iésions aqueuses, anguleuses ou rondes, devenant par la suite plus sombres et
entourées d'un halo chlorotique. Les lésions peuvent se rejoindre et former des
taches allongées plus importantes. Des contaminations séveres des plantules
peuvent provoquer la mort des plantes. Des symptomes similaires se produisent en
plein champ. De plus, de nombreuses taches de 5-7 mm de diameétre entourées
d'une zone aqueuse peuvent se former a la face inférieure des feuilles. Ces taches

noircissent par la suite et s'entourent d'un halo jaune. Les feuilles

-14 -
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Figure 2.9 : Symptomes de tache bactérienne sur feuille de chou
(Wukasch, 1990)

Figure 2.10 : Symptomes de la nervation noire caus€s par X .c. pv. campestris
(FARC, 2005)

-15 -
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malades sont crispées et déformées donnant a la plante un aspect déchiqueté

(Figure 2.9).
La nervation noire

La nervation noire est causée par Xanthomonas campestris pv. campestris. Elle est de
distribution mondiale, et considérée comme 1’une des plus destructives des brassicacées

cultivés (Figure 2.10) (Williams, 1980).

2.3 Les bactérioses des brassicacées causées par

Xanthomonas campestris
2.3.1 Les maladies vasculaires

Deux bactérioses vasculaires dues a des X. campestris sont inféodées aux
Brassicaceae. 11 s’agit de la nervation noire due a X. c. pv. campestris et le
dépérissement des giroflées due a X. c. pv. incanae. Cette maladie a été décrite
pour la premiere fois par Pammel en 1895 sur le rutabaga (Brassica napus var.
napobrassica). Les symptomes se caractérisent par des lésions jaunes en forme de
«V » sur le bord des feuilles accompagnées d’un noircissement des nervures qui
peut s’étendre jusqu’au pétiole et la tige (Figure 2.11 A). Une maladie similaire a
été décrite par Burkholder en 1941 sur brassicacées sauvages notamment la
barbarée vulgaire (Barbarea vulgaris). La bactérie décrite est tres proche de X. c.
pv. campestris de point de vue morphologique, cependant elle ne provoque de
symptdmes que sur son hdte d’isolement (Bradburly, 1986). Ce pathogene est
actuellement connu sous le nom de X. c. pv. barbareae. Une étude récente
(Fargier et Manceau, 2007) a montré que ces souches doivent étre classées chez X.
C. pV. campestris.

Une autre maladie a été décrite sur giroflées, dont les symptomes ressembles a
X. c. pv. campestris (Hall, 1900; Faber, 1907). Cependant 1’étude du pouvoir
pathogene (Kendrick and Baker, 1942) de la bactérie isolée a montré que bien que
ce pathogeéne ressemble morphologiquement a X. c¢. pv. campestris, les
symptomes qu’il engendre sur giroflées sont différents. Ils se caractérisent
principalement par un flétrissement des feuilles ainsi que des nécroses sur la tige

(Figure 2.11 B). Cette maladie est causée par X. c. pv. incanae.
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2.3.2 Les maladies du parenchyme

Les symptomes de feuilles maculées sur raiforts ont été observés pour la premiere
fois aux USA en 1926 (McCulloch, 1929). La bactérie semble avoir de
nombreuses caractéristiques en commun avec X. c¢. pv. campestris mais ne
provoque pas de maladie vasculaire mais plutét une maladie du parenchyme.

Elle est actuellement connue sous le nom de X. c¢. pv. armoraciae, dont les
symptomes se caractérisent par 1’apparition de petites taches vertes foncées sur la
face inférieure des feuilles qui s’étendent sur la face supérieure a un stade avancé
(McCulloch, 1929 (Figure 2.12.A).

White and Gardner (1929) ont décrit une bactériose qui provoque des taches sur
radis et navet. Le pathogene, X. campestris pv. raphani, cause sur les feuilles des
taches circulaires noires qui deviennent par la suite marron clair et le plus souvent
auréolées d’une zone jaunatre. Les lésions peuvent s’étendre jusqu’au pétiole
(White, 1930). D’apres White et Gardner (1929), ce pathogéne a une large gamme
d’hétes. Il provoque des symptomes similaires sur chou, chou frisé, chou-fleur,
chou de Bruxelles mais également sur tomate, tabac et poivron. X. campestris pv.
raphani, est différent de X. c. pv. campestris car il ne provoque pas d’infection
vasculaire (Figure 2.12.B) (White, 1930).

X. c. pv. aberrans responsable de la maladie des taches foliaires du chou-fleur
décrit pour la premicre fois par Knosel (1961) (Figure 2.12.C). Ce pathogene est
reclassé sous le nom X. c. pv. raphani du fait de leur convergence pathologique et

moléculaire (Fargier et Manceau, 2007).
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Figure 2.11 : (A) Lésion en forme de « V » typique de nervation noire causée par X .c. pv. campestris

(B) La maladie du dépérissement des giroflées induite par X. c¢. pv incanae ). (Fargier and Manceau,
2007).

Figure 2.12 : Maladie des taches foliaires sur brassicacées provoquée par :

(A) X. c. pv armoraciae, (B) X. c. pv raphani et (C) X. c. pv abberans (Vicente, et al., 2006).

- 18 -
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2.4 Les caractéristiques morphologiques et physiologiques des
Xanthomonas

Les Xanthomonas campestris sont des bactéries de type bacille, gram négatif,
d’une taille d’environ 0,4 a 0,6um de large et 0,8 a 2 um de long (Swing et
Civerole, 1993), mobiles par un flagelle polaire (Saddler and Bradbury, 2005)
(Figure 2.13). Elles se retrouvent le plus souvent seules, par paires ou regroupées
sous forme de chaine (Swing et Civerole, 1993).

Leur métabolisme respiratoire est aérobie stricte. Les Xanthomonas sont catalase
positive, oxydase négative et ne réduit pas les nitrates. IIs sont riches en acides
gras ou les lipides représentent 20% du poids de la bactérie (Lechevalier and
Lechevalier, 1988); plus de 99% des Xanthomonas contiennent 9 acides gras
parmi lesquelles, trois acides gras 11 :0 iso, 11 :0 iso 30H et 13 :0 iso 30H sont
caractéristiques du genre et ne sont pas détectés chez d’autres bactéries
phytopathogenes (Yang ef al.1993, Swing et al., 1993).

Les cellules de Xanthomonas se cultivent a un optimum thermique compris entre
25 et 30°C et d’un pH voisin de 6,5. Elles ne se développent pas a un pH inférieur
a 4,5 et a des températures inférieures a 4°C. Elles sont incapables de se
développer en présence de 6 % de NaCl et 30% de glucose (Swing, 1993).

Les Xanthomonas sont chimio-organotrophes, c’est-a-dire qu’ils puisent leur
énergie a partir de composés organiques (Saddler & Bradbury, 2005)

Les colonies sont la plupart du temps jaunes sur un milieu riche gélosé, YDC
(yeast extract dextrose carbonate) (Figure 2.14).

Les Xanthomonas ont la particularité¢ de produire des caroténoides appelées
xanthomonadines qui pigmentent les colonies en jaune. Cette pigmentation est
probablement essentielle pour la survie des Xanthomonas en phase épiphyte, ce
qui est un facteur important dans le cycle de vie de la bactérie et aurait également
un role de protection contre les agressions photobiologiques (Poplawsky et al.,
2000; Chun et al, 2002).

La bactérie produit des polysaccharides extracellulaires (EPS), dont le constituant
principal est le xanthane; ils donnent un aspect mucoide a la colonie. La
production des EPS est associée a la virulence chez X. campestris (Daniels et al.,

1984; Poplawsky and Chun, 2002; Shaw et al.,1988).
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Figure 2.13 : Bactérie du genre Xanthomonas mobile par un flagelle polaire

(www.inra.fr)

Figure 2.14 : Cultures bactériennes de X. c. pv. campestris jaunes

mugqueuses sur un milieu riche gélosé (Roberts ef al., 2006)
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Figure 2.15 : Structure de la Xanthomonadine (Andrewes et al., 1976)
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La biosynthése de la xanthomonadine et celle des EPS est assurée par la sous
unité pigB du cluster de génes xanthomonadine (xanthomonadin gene cluster)
(Figure 2.16), (Poplawsky and Chun, 1997; Poplawsky and Chun, 1998; Barber et
al ; 1997). Leur régulation est contrélée par une phéromone extracellulaire DF
(Diffusible Factor) (Poplawsky et al., 2005). Les EPS jouent un rdle important
dans la tolérance a la dessiccation, permettent 1’attraction de 1’eau et des ions au
niveau des espaces intracellulaires de facon a ce que les bactéries ne se desseéchent
pas (Wilkinson 1958; Roberson and Firestone, 1992).

Le xanthane est aussi un produit industriel et sa production dans le monde est
estimée a plus de 20 000 tonnes. L utilisation du xanthane en industrie pétroliere,
alimentaire, textile et en cosmétique, s’est établie grace aux propriétés physiques

du polysaccharide (Becker et al., 1998).

EcoRl Hindll|
| pigC pigD PpigE pigF

pigA

| . | |
0 5 10 15

Figure 2.16 : Le geéne de synthese de la xanthomonadine (xanthomonadin gene

cluster) Chez X. c. pv. campestris (Poplawsky et al., 1997).

2.5 Position taxonomique des Xanthomonas
2.5.1 Quelques généralités sur les bactéries phytopathogenes

Les bactéries phytopathogeénes sont des micro-organismes associées aux végétaux
et qui sont capables de provoquer des maladies dont les répercussions
économiques peuvent étre catastrophiques sur les cultures. Les bactéries
phytopathogeénes sont pour la plupart de forme bacillaire, Gram négatif et
appartiennent au phylum des Proteobacteria. Quelques unes, cependant sont
Gram positif et appartiennent aux phyla des Firmicutes et des Actinobacteria. Les

maladies bactériennes chez les végétaux sont décrites depuis I’ Antiquité :
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pourritures, nécroses, jaunissements, dépérissements, chancres (Paulin et al.,
2001). Ce n’est qu’en 1878 qu’un savant francais , Edouard Prilieux , mit en
évidence pour la premicre fois chez un végétal I’étiologie bactérienne d’une
infection parasitaire en attribuant la maladie du blé rose a Micrococcus tritici
aujourd’hui dénommée (Erwinia rhapontici) (Maurin et al., 1999). Cette étude fut
poursuivie par la description de la maladie du feu bactérien sur des poiriers et des
pommiers par Burrill en 1882, de la maladie jaune des hyacinthes par Wakker, en
1883 et de la maladie de la tuberculose de I’olivier décrite par Savastano en 1886
(Paulin et al., 2001). Les microbiologistes pensaient que les bactéries étaient des
parasites secondaires et qu’elles ne colonisaient la plante qu’aprés une attaque des
champignons. En 1905, Erwin Frink Smith (Figure 2.17) phytopathologiste et
bactériologiste américain fut le premier a prouver que les bactéries comme les
champignons étaient capables de provoquer des maladies sur les plantes en
publiant un article sur le pouvoir pathogéne des bactéries chez les plantes. Depuis,
I’importance que [’on donne aux maladies causées par les bactéries
phytopathogenes n’a cessé de croitre. En 1923, fut crée la premiere édition du
Bergey’s Manuel of Determinative Bacteriology; elle regroupa les bactéries
phytopathogenes dans la tribu des Erwinieae qui était a son tour subdivisée en
deux genres : Erwinia et phytomonas. A présent, on estime a pres de 350 le
nombre d’espéces ou de pathovars de procaryotes provoquant des maladies sur les

végétaux dont le pouvoir pathogene est vérifi¢ (Maurin et al., 1999 et Paulin et

al.,2001).

Figure 2. 17 : Portrait de Erwin F. Smith (1854-1938) pére fondateur de la
phytobactériologie (Janse, 2005).
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2.5.2 Taxonomie basée sur le pouvoir pathogéne

Burkholder (1930) a fait une étude comparative de bactéries contenues dans le
genre Phytomomas et propose des regroupements d’especes, 1’un de ces groupes
formera le genre Xanthomonas (Dawson, 1939).

En 1974, Dye et Elliot dans le Bergey’s Manuel of Determinative Bacteriology ont
réparti les especes du genre Xanthomonas en cinq entités : X. campestris (espece
type), X. fragariae, X. albilineans, X. axonopodis et X. ampelina. En 1976, le code
international de la nomenclature des bactéries (Lapage ef al., 1975) est révisé et a
fourni de nouvelles régles de nomenclature a appliquer et précise que seuls les
noms publiés dans Approved Lists of Bacterial Names de I'ICSP apres le 1%
Janvier 1987 seront valides.

Pour les Xanthomonas, seules les espéces publiées dans la 8™ édition de
Bergey’s Manual (1974) se trouvent dans les Approved Lists. Cependant, la
plupart des espeéces nouvellement décrites ont été regroupées dans I’espeéce
Xanthomonas campestris. Cette nouvelle nomenclature a trés vite posé probléme
car les pathogenes ne pouvaient plus étre différenciés au sein de ’espéce (Young
et al, 1978); Ce qui a incité¢ le Comité Exécutif de la Société Internationale de
Pathologie des plantes (ISPP) a créer le comité de Taxonomie des Bactéries
Phytopathogénes qui a pour objectif la révision des listes des bactéries
phytopathogenes. Ainsi une nouvelle nomenclature a été proposée et subdivise les
espéces en pathovars (Young et al, 1978), terme utilisé pour désigner les
organismes sur la base de leur gamme d’hdétes et de leur pouvoir pathogéne. La
liste a été publiée sous le nom de « International Standards for Naming Pathovars
of phytopathogenic Bacteria» (Dye et al., 1980). Cette nomenclature a joué un

role important dans la classification des bactéries Phytopathogenes.
2.5.3 Taxonomie moléculaire et évolutive du genre Xanthomonas

D’apres la derniere édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
(2005), le genre Xanthomonas appartient au domaine ou empire des Eubacteria,
phylum des Proteobacteria (XIV), classe des Gammaproteobacteria (11I), ordre
des Xanthomonadales (111) et a la famille des Xanthomonadaceae (1) (Saddler and
Bradbury, 2005).
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Le genre Xanthomonas était composé auparavant de 5 especes (Dye and Lelliot,
1974) : X. campestris (espece type), X. fragariae, X. albilineans, X. axonopodis et
X. ampelina. Le nombre d’espéces ainsi que leur position taxonomique au sein du
genre Xanthomonas ont ét¢ largement discutés, notamment celle de X. ampelina.
L’étude de sa structure taxonomique interne ainsi que ses relations supra
génétiques a montré que l’espéce X. ampelina n’appartenait pas au genre
Xanthomonas (Willems et al, 1987). Elle est maintenant classée dans un rang
taxonomique supérieur formant un nouveau genre Xylophilus différent dont elle
est pour l’instant la seule représentante: Xylophilus ampelinus. Par contre
Xanthomonas populi, agent du chancre du peuplier qui appartenait au genre
Aplanobacter, devient une nouvelle espece de Xanthomonas (De Vos and De Ley,
1983). En 1990, Van den Mooter et Swings étudient les caractéres phénotypiques
de plus de 268 souches appartenant au genre Xanthomonas et montrent que X.
campestris pv. graminis et pv. oryzae sont clairement différents des autres
pathovars de ’espece X. campestris. Ils proposent alors que le genre soit composé
de huit especes : X. campestris, X. fragariae, X. albilineans, X. axonopodis, X.
graminis, X. oryzae, X. maltophilia et X. populi. L’espéce la plus complexe reste X
campestris qui regroupe 123 pathovars (Dye et al, 1980). La classification
devient de plus en plus complexe et ne refléte pas les relations génomiques au sein
de Xanthomonas (Vauterin et al., 1990).
Pour remédier a ces divergences, le comité de réévaluation de 1’espece
bactérienne recommande la technique des hybridations ADN-ADN (Wayne ef al.,
1987) pour délimiter les especes génomiques. Ces données moléculaires ont
profondément bouleversé la classification générale des procaryotes et entrainé des
modifications importantes dans la taxonomie du genre Xanthomonas. Vauterin et
al. (1995) réalisent des hybridations ADN-ADN sur 183 souches du genre
Xanthomonas. lls identifient 20 groupes d’homologie ADN et proposent que le
genre Xanthomonas soit divisé en 20 especes (Figure 2.18). Cependant, un tres
grand nombre de pathovars restaient encore non attribués a une espéce, et étaient
placés par défaut dans I’espece type X. campestris.

Les hybridations ADN-ADN permettent d’identifier des groupes génomiques,
les relations phylogénétiques entre les différentes especes du genre ont été

déterminées par le séquencage de I’ADNr16S en mesurant le degrés de similitude
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entre les sequences d’ADNr (Hauben ef al., 1997). en se basant sur I’histoire
évolutif des especes. Leur analyse a révélé un faible degré de divergence parmi les
Xanthomonas et ne permet pas de discriminer les groupes génomiques définis par
hybridation ADN-ADN.

Rademaker et al. (2005) ont adopté une approche basée sur le typage
moléculaire : BOX-PCR (conserved repetitive sequences-PCR), ERIC-PCR
(enterobacterial repetitive intergenic consensus-PCR), et REP-PCR (repetitive
extragenic palindromic-PCR) afin d’affiner le schéma de classification de
Xanthomonas existant. Plus de 339 souches ont été typées : certaines appartenant
aux 20 groupes préalablement identifiés par (Vauterin et al.,1995; Vauterin et
al.,2000) et 160 souches n’ayant pas ¢té caractérisées par hybridation ADN-ADN.
Les profils génétiques obtenus par rep-PCR confirment I’existence de vingt
groupes distincts du genre Xanthomonas précédemment identifiés par homologie
ADN-ADN. Cette technique a permis également de caractériser la diversité intra-
spécifique pour les especes X. hortorum, X. arboricola, X. axonopodis, X. oryzae,
X. campestris, et X. translucens.

Les techniques de typages basées sur le séquencage multiples des genes, la
MLST (Multi Locus Sequence Typing) a surpassé toutes les autres techniques.
Elle permet d’évaluer les relations génétiques entre les individus et de mesurer
leur diversité génétique par 1’utilisation des séquences nucléotidiques d’une large
gamme de bactéries pathogénes appartenant a des especes différentes (Maiden et
al., 1898 et Maiden ef al., 2006). Les travaux réalisés sur 62 souches par Young et
al., 2008 et Fargier et al., 2011 par la technique MLSA/MLST ont utilisant 4
genes ménage ont reclassé les especes non classé par Vauterin et al. (1995) et ont
mis en évidence 5 especes X. campestris, X. vesicatoria, X. arboricola, X.

hortorum, X. axonopodis et X. oryzae.
2.5.4 Classification intra spécifique des X. campestris

Partant d’une approche ancienne essentiellement phénétique, le fondement des
classifications modernes des procaryotes et des Xanthomonas a évolué vers une
approche phylogénétique basée essentiellement sur les comparaisons
nucléotidiques. L’espece Xanthomonas campestris était divisée en 123 pathovars

(Dye et al., 1980), n’ayant pas de relation de parenté particulicre.
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Ce n’est qu’en 1995 que Vauterin et ses collaborateurs lui restaurent son statut
d’espece a part entiere. Les hybridations ADN-ADN entre les individus du genre
montrent que les Xanthomonas dont 1’écologie est associée aux brassicacées
forment une seule espece telle que la définissent Wayne et al. (1987). Vauterin et
al. ,1995 ont ainsi divisé 1’espece X. campestris en 20 especes. Xanthomonas
campestris regroupe maintenant une partie des souches qui constituaient I’espéce
X. campestris définie par Dye et al. (1980). Cette classification reste en parfait
accord avec la spécificité de 1’hote et montre que I’espece X. campestris est
restreinte a six pathovars isolés des plantes cruciferes : X. c. pv. aberrans et X. c.
pv. campestris isolés du chou (Brassica), X. c¢. pv. armoraciae isolé du raifort
(Armoracia lapathifolia), X. c. pv. barbareae isolé de la barbarée vulgaire
(Barbarea vulgaris), X. c. pv. raphani isolé du radis (Raphanus sativus) et X. c.
pv. incanae isolé de la giroflée (Matthiola incana). Au sein de ’espeéce X
campestris, la classification en pathovars est surtout basée sur [’hdote d’isolement
de la bactérie et ne prend que peu en compte la symptomatologie des maladies
qu’elles engendrent ou de la gamme d’hotes. Les pathovars de 1’espéce X.
campestris ont une gamme d’hoétes plus large que celle spécifiée par leur nom. De
nombreux auteurs ont eu des doutes sur la synonymie de certains de ces pathovars
notamment des pathovars aberrans et campestris, et des pathovars armoraciae et

raphani (Alvarez et al., 1994; Vauterin et al., 1995; Vicente et al., 2001, 2006).
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Figure 2.18 : Evolution de la nomenclature des Xanthomonas (Vauterin et al., 1995
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De nombreux travaux ont été réalisés pour identifier et définir les différents
pathovars au sein de ’espece X. campestris sans pour autant passer par des tests
de pouvoir pathogenes, en déterminant leurs profils moléculaires par RFLP, AFLP
ou rep-PCR (Alvarez et al., 1994, Zhao et al., 2000, Massomo et al., 2003,
Tsygankova et al., 2004; Vicente et al., 2006 et Valverde et al., 2007). Ces études
ont mis en évidence 1’existence d’une grande diversité au sein de 1’espece et des
pathovars. Néanmoins ces techniques ne sont pas totalement satisfaisantes car
aucune n’est parvenue a proposer un outil de diagnostic efficace pour identifier les
pathovars.

Afin de clarifier la taxonomie de I’espéce X. campestris et de pouvoir
distinguer les pathovars et les races au sein de cette espece, des travaux ont été
entrepris en adoptant deux approches. La premiere approche est basée sur les tests
du pouvoir pathogéne (Fargier et Manceau, 2007). La 2éme approche est basée
sur la méthode de typage moléculaire par le séquengage multiple de génes
MLST/MLSA (Multilocus Sequence Typing et Multilocus Sequence Analysis)
(Fargier et al., 2011). Cette derniére est basée sur le typage et 1’analyse de
polymorphisme des genes de ménage avec comme principal objectif, la
reconstitution phylogénétique de I’histoire des organismes.

Classification des X. campestris basé sur le pouvoir pathogéne

L’étude du pouvoir pathogéne a été réalisée en utilisant 6 souches types de
différents pathovars parmi eux, les deux souches de X. c¢. pv. campestris dont le
génome a été entierement séquencé sur une gamme d’hotes différentielle du genre
des brassicacées : Brassica, Raphanus, Matthiola, Cheiranthus, Iberis et

Barbarea, mais également des plantes appartenant a la famille des Solanaceae.

Classification intra des X. campestris basé sur le typage

moléculaire

Le typage moléculaire par MLST a été réalisé par 1’analyse de 7 genes de
ménages codant pour des protéines essentielles a la survie de la bactérie (Hanage
et al., 2006) ainsi qu'un gene qui code pour une protéine transmembranaire
(Figure 2.19) séquencés chez 42 souches appartenant a 1’espece X. campestris.

Les résultats de cette étude sont en parfait accord avec ceux obtenus par les tests
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du pouvoir pathogene et montrent que I’espece X. campestris est subdivisée en
trois pathovars capables de provoquer une maladie : X. c. pv. campestris agent de
la nervation noire des brassicacées, X. ¢ .pv. raphani maladie des taches foliaires
des brassicacées et X. c. pv. incanae maladie du dépérissement des giroflées. Ils
montrent également que X. c. pv. campestris peut étre subdivisé en 9 races alors
que X. c. pv. raphani est subdivis¢ en 3 races selon leur virulence sur les
différentes espéces et cultivars. IlIs confirment la synonymie entre. X. c¢. pv.
armoraciae et X. c. pv. raphani. Les souches qui n’induisent aucun symptome sur
les brassicacées perdent leur nomenclature en pathovars et sont nommées X.

campestris seulement.

X campasins py. campasins

ATCL33013
5. 07& 188 b

Figure 2. 19: Localisation schématique des 8 geénes de ménages sur le
chromosome de la souche séquencée de X. c. pv. campestris souche CFBP 5241
ATCC 33913: (atpD (XCCO0554); dnaK (XCC1474); efP (XCC2272), glnA
(XCCO0185); gyrB (XCCO0004); rpoR (XCC3736); tpid (XCC2531) et le geéne fyud

(XCC3358) codant pour la protéine transmembranaire Fargier ef al., 2011)
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2.5.5 Les génomes séquencés pour le genre Xanthomonas

Les génomes de neuf bactéries appartenant au genre Xanthomonas ont été
séquencés : X. axonopodis pv. citri souche 306 (Da Silva et al., 2002), X.
campestris pv. campestris souche ATCC 33913 (Da Silva et al., 2002), X.
campestris pv. campestris souche 8004 (Qian et al., 2005), X. axonopodis pv.
vesicatoria souche 85-10 (Thieme et al, 2005), X. oryzae pv. oryzae souche
KACCI10331 (Lee et al., 2005) et X. oryzae pv. oryzae souche MAFF 311018
(Ochiai et al., 2005), X. campestris pv. campestris souche B100 (Vorholter et al.,
2008), X. oryzae pv. oryzae souche PXO99A (Salzberg et al, 2008) et un
plasmide de X. axonopodis pv. glycines (Kim et al., 2006). Trois autres génomes
sont en cours de séquencage : X. oryzae pv. oryzicola souche BLS256, X
campestris pv. armoraciae souche 756C et X. albilineans souche GPE PC73.

Le génome du genre Xanthomonas est composé d’un chromosome circulaire
unique, dont le pourcentage en G + C varie entre 63 et 69,7% (Saddler and
Bradbury, 2005). La taille des génomes séquencés est relativement similaire au
sein du genre Xanthomonas allant de 4 831 739 paires de bases (p.b.) pour la
souche BLS256 de X. oryzae pv. oryzicola a 5178466 P.B. pour X. axonopodis
pv. vesicatoria souche 85-10. Les régions codantes représentent entre 79 et 87%

de la taille du chromosome.

2.6 Le cycle infectieux de X. campestris
2.6.1 Transmission par la semence contaminée

Les semences contaminées constituent un moyen de conservation et une voie de
transmission chez les bactéries phytopathogenes (Blackeman, 1991, Weller et
Saettler, 1980). Chez les brassicacées, les semences infectées par X. campestris
constituent un foyer primaire de la maladie (figure 2.20) et représentent la
principale source de contamination (Cook et al., 1952 ; Schaad et al., 1980 ;
Schultz and Gabrielson, 1986) . La présence de trois a cinq graines infectées sur
10 000 suffit pour causer une incidence ¢levée au champ (Schultz and Gabrielson,
1986). Les bactéries sont présentes a la surface de la graine, dans les funicules et

dans les débris des récoltes précédentes (Dzhalilov et Tiwari, 1995). Lors de la
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germination, la bactérie se multiplie et colonise la plante grace au relargage de
nutriments dans la spermospheére (Nelson ,2004). Les jeunes plantules
contaminées meurent rapidement et deviennent ainsi une source d’inoculum (Rat
et Chauveau, 1985, Kocks et Zadoks, 1996). A ce stade, X. c. pv. campestris a une
phase de vie épiphyte au cours de laquelle il peut coloniser de nombreuses
plantules saines dans la pépiniere. Cette phase de colonisation, en pépinicre,
semble étre particulierement importante car elle conditionne, en partie 1’évolution
ultérieure de la maladie en augmentant les possibilités de pénétration du
pathogene par les stomates et les blessures causées par quelques insectes tels que
la mouche du chou, les vers gris et les larves de 1épidopteres (Rat et Chauveau,

1985).
2.6.2 Conservation dans le sol

L’agent pathogéne de la nervation noire peut se conserver dans les débris
végétaux présents dans le sol (Schaad and Kendrick, 1975). A la fin de la culture,
les débris végétaux enfouis dans le sol peuvent conserver la bactérie dans le sol
pendant environ deux années et peut servir d’inoculum entre les cultures,
(Dzhalilov et Tiwari, 1995, Kocks et Zadoks, 1996). Le pathogéne peut également
survivre dans le sol pendant 40 a 60 jours (Schaad and White, 1974).

2.6.3 Les plantes adventices

Un grand nombre de cruciféres adventices peuvent étre infectées par X. c. pv.
campestris, elles assurent la multiplication et la conservation de 1’agent pathogeéne
toute I’année, et constituent une troisiéme source d’inoculum, notamment en
bordure des parcelles (Young, 1969). Ces hotes ne présentent que rarement des
symptomes et sont naturellement infectés méme a des distances de 30 km des
foyers potentiels par les champs de production de semences (Schaad et Dianese,

1981 ; Gitaitis and Walcott, 2007).
2.6.4 Les voies d’entrées des bactéries

Les voies naturelles de pénétration de la bactérie sont les hydathodes
(Hugouvieux et al., 1998) (Figure 2.21) appelées également les stomates aquiféres

qui interviennent dans la régulation des flux, mais aussi par les blessures causées
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par quelques insectes tels que la mouche du chou, les vers gris et les larves de
1épidopteres (Rat et Chauveau, 1985). Les hydathodes sont situées a I’extrémité
des nervures en marge des feuilles. Elles assurent le phénomeéne de la guttation
qui se produit dans des conditions d’humidité €élevée (Ruissen and Gielink, 1992).
Les bactéries présentes a la surface des feuilles sont incorporées dans ces gouttes;
lorsque la transpiration s’accélére et que les stomates s’ouvrent, les gouttes sont
réabsorbées, ce qui permet au pathogene de pénétrer dans la feuille (Williams,

1980; Kendrick and Baker, 1942).

2.6.5 Les conditions favorables pour la dissémination de la

maladie

La dissémination de la bactérie est conditionnée par les conditions climatiques de
température et d’humidité. X. campestris est une bactérie épiphyte, elle peut se
trouver sur les parties aériennes de la plante sans provoquer de symptomes (Kuan

et al., 1986). Lorsque les conditions deviennent favorables au développement de
I’infection, cette derniere pénétre par les voies naturelles ou par les blessures puis

colonise I’intérieur des tissus (Hayward, 1974). Une température se situant entre
25 et 28°C avec une d’humidité élevée favorisent le développement de la
nervation noire. Dans ces conditions idéales, les symptdmes font leur apparition
entre huit et dix jours apres I’infection. Par ailleurs, la pénétration et I’évolution
de la bactérie sont également possibles a des températures se situant entre 16 et
18°C mais le développement de la maladie se fera plus lentement (Hunter et al.,
1975). Lorsque le temps est sec, les Iésions s’asséchent et la progression des

symptomes est arrétée (Schaad et Alvarez, 1993)

2.7 Les moyens de lutte contre X. campestris

Les moyens de lutte contre la nervation noire des cruciféres se basent sur un
ensemble de mesures prophylactiques qui visent a diminuer les risques de
contamination. Plusieurs mesures sont préconisées telles que : 1) 1’utilisation de
semences saines ayant subit un contrdle sanitaire, ii) I’élimination des plantes
infectées en serre, iii) 1’éradication des adventices, en particulier, les cruciferes
spontanées, 1v) 1’épuration des cultures en enfouissant au maximum les résidus

apres la récolte pour éviter leur dissémination par le vent ou les roues du tracteur,
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v) pratiques de rotations des cultures sur trois ans, en alternance, avec des cultures

autres que les brassicacées.

Figure 2.21 : Localisation des hydathodes : Voies naturelles d’entrées de la bactérie X.
campestris qui se trouvent a l’aboutissement des nervures a I’extrémité des feuilles
(FARC, 2005).
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2.7.1 Le traitement des semences

La lutte chimique par des dérivés du cuivre n’est pas parfaite car elle permet
juste d’éliminer les populations bactériennes épiphytes (Rat et Chauveau, 1985).
IIs n’ont qu’une action bactériostatique qui permettent de ralentir la croissance et
la reproduction des bactéries, mais ne les tuent pas (Messiaen ef al., 1991). Dans
certain cas, |’utilisation de ces produits peut avoir des effets phytotoxiques pour
certaines plantes (Xiong et al., 2006).

D’autres traitements a base de sels de mercure ou antibiotiques ont été étudiés,
mais n’ont pas été autorisés en culture (Schaad and Dianese, 1981). Ainsi en
absence de bactéricides applicables a grande échelle dans la pratique, contre les
bactérioses en général et en particulier celles qui sont transmises par semences, la
lutte s’est orientée trés tot vers le contréle sanitaire des semences (Masmoudi,
1994). Cette orientation est confirmée avec la tendance de limitation des
traitements chimiques en agriculture. Les traitements de semences qui sont utilisés
actuellement sont : I’eau chaude, le peroxyde d’hydrogeéne, I’acétate de cuivre et
le sulfate de zinc, etc (Walker 1952 ; Humaydan ef al., 1980 ; Schaad ez al., 1980 ;
Huang and Lee, 1988). Le traitement des semences a 1’eau chaude est
recommandé a savoir 50°C pendant 25 min pour les semences de choux, de choux
Bruxelles et 15 min pour les semences de choux — fleurs, navet, et choux fris¢.
Toutefois ce traitement n’est pas accepté par ’industrie puisqu’il peut nuire au
pouvoir germinatif et a la vigueur de la semence et n’élimine pas complétement

les bactéries (Williams 1980 ; Patel ez al., 1949).
2.7.2 La culture de variétés résistantes

Lorsque les variétés résistantes existent, elles peuvent représenter la solution la
plus simple et la moins cotiteuse pour le producteur. Cependant plusieurs facteurs
peuvent limiter la généralisation de I’emploi de variétés résistantes : La principale
difficulté pour sélectionner des cultivars résistants est d’identifier les geénes de
résistance et d’associer la résistance aux autres caractéristiques agronomiques
requises tels que le rendement et les propriétés technologiques. Les premiers
travaux de sélection variétale pour la résistance a la nervation noire, n’ont pas été

efficaces car ils ont été entrepris sans que soit connue I’existence des variantes

-34 -



Données bibliographiques

pathogéniques (race) chez X. c. pv. campestris (Ignatov et al., 1998 ; Vicente et
al., 2002). Par la suite, le nombre de races chez le pathogene a été un facteur
limitant I’efficacité de la sélection (Kamoun ez al. 1992 ; Vicente et al.,2001). Les
études actuelles portent sur 1’identification de génes de résistance (Figure 2.22)
correspondant aux différentes races du pathogéne (Soengas et al., 2007). Par
contre les variétés tolérantes peuvent étre infectées et servir de réservoir de
germes et donc de sources de contamination pour les variétés sensibles. Par
ailleurs la tolérance contrarie I’épuration phytosanitaire car les symptomes sont

peu visibles (Lepoivre, 2003).

Plante hite Plante hite
Gene de @cb
résistance R résistance r

Plante hite

Gnede  _ |
résistance

Plante hite

Vhladie Maladie

Figure 2.22 : Mod¢le génétique de I’interaction geéne pour géne

La résistance est induite uniquement si la plante exprime le géne de résistance R dont
le produit reconnait le produit du geéne d’avirulence Avr exprimé par I’agent
pathogene. Dans les autres cas la maladie se développe avec R, Avr : géne dominant,

r, avr : géne récessifs R : produit du gene R. Avr : produit du géne Avr (Buhot, 2003)

2.7.3 La Lutte biologique contre X. campestris

Selon I’OILB (Organisation Internationale de Lutte Biologique), la lutte
biologique consiste a utiliser les organismes vivants pour prévenir ou réduire les

dommages causés par les ravageurs et les pathogenes. Elle est principalement
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adoptée par les entomologistes. Pour lutter contre X. campestris, des bactéries
antagonistes appartenant au genre Bacillus ont été utilisées (Wulff et al., 2002 ;
Massomo et al., 2003). Ce sont des bactéries endophytes non pathogénes qui
peuvent coloniser une plantes sans conséquences négatives pour la plante (Samish
et al., 1963). Toutefois, en condition trés favorable a la maladie, leurs actions
restent limitées (Wulff ez al., 2002 ; Massomo et al., 2003 and 2004). Malgré les
progrés considérables ces derni¢res années, le nombre de cas concrets
d’application en phytopathologie reste marginal et devra relever plusieurs défis

pour démontrer son caractere opérationnel (Lepoivre, 2003).
2.7.4 La sélection phytosanitaire des semences

Le controle phytosanitaire des semences est régi par une autorité¢ qualifiée qui
garantit et certifie que le lot de semence est indemne de toute maladie couverte
par la réglementation phytosanitaire en vigueur. La qualité phytosanitaire des
semences est un critére important pour leur commercialisation. C’est 1’'un des
moyens majeurs pour développer une agriculture durable et respectueuse de
I’environnement. Pour les Brassica spp., le taux de contamination ne doit pas
excéder une graine sur 30 000 dans les lots de semences commercialisés (Franken
et al., 1991). Les procédures de détection qui sont proposées par ’ISTA

(International Seed Testing Association) reposent sur des techniques
microbiologiques, c’est a dire basées sur ’isolement de la bactérie sur milieu
nutritif sélectif. Elles doivent étre réalisées par des laboratoires publics ou les
laboratoires des établissements semenciers agréés. Le milieu sélectif ne permet
pas a lui seul d’identifier le pathogeéne, I’isolement des bactéries suspectes est
suivi de tests de pouvoir pathogéne sur plantes sensibles pour compléter le

diagnostic (Roberts and Koenraadt, 2006).

2.8 Les techniques de détection

En plus de I’échantillonnage et la distribution de la bactérie dans le plant, un
ensemble de facteurs conditionnent le choix d’une technique de détection. Parmi
ces facteurs, on peut citer : 1) La sensibilité de la technique, i1) La spécificité, iii)

La polyvalence (reconnaissance de I’ensemble des souches du pathogene) et iv)

La facilité de réalisation de I’analyse. L’isolement des bactéries sur des milieux de
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culture gélosés généraux ou différentiels demeure souvent 1’étape préliminaire
pour la détection des bactéries dans les lots de semences. A la suite de leur mise
en culture, les bactéries sont identifiées par les tests biologiques, biochimiques,

sérologiques et moléculaires.

2.8.1 Les tests biologiques

Cette technique consiste en un isolement direct sur milieux semi-sélectifs des
bactéries suspectes et leur identification finale par la mise en place d’un test de
pouvoir pathogéne sur plante indicatrice, dans les conditions d’environnement
favorables a I’infection. Cette méthode qualitative s’applique a la détection des
bactéries dans les lots de semences ; elle est utilisée pour toutes les analyses

réglementaires (International Seed Health Iniciative, 2015).
2.8.2 Les tests biochimiques

Bien que les tests biochimiques constituent une approche classique pour
I’identification des bactéries, ils demeurent utiles pour la détermination de
certaines especes et sous especes de bactéries phytopathogenes. Grace a ces tests,
il est possible de connaitre certaines caractéristiques du métabolisme des bactéries

isolées (Schaad, 2001).
2.8.3 Les tests sérologiques

L’utilisation d’anticorps spécifiques pour le diagnostic des maladies bactériennes
représente une méthode spécifique et rapide. Ces techniques peuvent étre utilisées
pour détecter les bactéries directement dans les tissus végétaux ou pour identifier
une espece bactérienne isolée sur milieu gélosé. Le test sérologique le plus utilisé
pour la détection des Dbactéries phytopathogenes est le IF (Test
d'immunofluorescence). Il est basé sur 1’utilisation d’un marqueur fluorescent
(isothiocyanate de fluorescéine) conjuguée a un anticorps. Grace a 1’observation
microscopique sous lumicre ultraviolet, il est possible de visualiser les bactéries.
Les cellules bactériennes émettent une fluorescence vert brillant grace a
I’isothiocyanate de fluorescéine. Cette technique offre une meilleure sensibilité
que le test ELISA (10°cfu/ml) puisque elle permet la détection des bactéries
vivantes a une charge de 10°cfu/ml (Schaad, 2001).
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2.8.4 Les techniques moléculaires

2.8.4.1 La Réaction de polymérisation en chaine «PCR»

La technique PCR, brillamment imaginée par Kary Mullis a éte développée par
Henri Herlich et ses collaborateurs de la compagnie CETUS (Californie, USA) en
1985. Cette technique est utilisée pour amplifier une séquence de nucléotides
connue et située entre deux régions d’ADN en utilisant une paire d’amorces
oligonucléotidiques; chacune compléte chaque extrémité de la séquence cible de
I’ADN. Celles ci sont allongées 1’'une vers I’autre par une ADN polymérase
thermostable dans un cycle de réaction a trois étapes : la dénaturation,
I’hybridation des amorces et 1’élongation (Turner ef al., 2000).

La premiere étape de la PCR consiste a chauffer le mélange réactionnel, contenant
les amorces oligonucléotidiques, 1’enzyme, les quatre nucléotides précurseurs
ainsi que ’ADN cible a une température de 94 °C, supérieure a la température de
fusion des molécules d’ADN.

Cette premicre ¢tape de dénaturation thermique permet de séparer completement
les chaines antiparalleles de la double hélice d’ADN et libérer les molécules
d’ADN simple brin servant de matrice a ’ADN polymérase. Le refroidissement
permet ensuite aux séquences des amorces de s’apparier aux séquences
complémentaires présentes dans la molécule d’ADN cible. Pour I’élongation, la
synthése de ’ADN se déroule a la température optimum de 1’enzyme, a partir de
I’extrémité 3’de chacune des amorces. Cette étape d’élongation se termine lorsque
la température est a nouveau amenée au dessus du point de fusion des molécules
d’ADN bicaténaires, soit a I’étape de dénaturation du deuxieme cycle de PCR
(Lepoivre, 2003). Apres le premier cycle, le produit d’amplification correspond a
un segment d’ADN double brin dont les extrémités 5’ sont constituées par les
amorces. Ces produits d’amplification néosynthétisés vont a leur tour, apres
dénaturation, devenir des matrices et fixer des amorces qui seront étendues par
I’ADN polymérase, générant ainsi de nouvelles molécules. Le cycle de
dénaturation, d’hybridation des amorces et d’élongation est répété de trente a
soixante fois et se traduit par une accumulation exponentielle du fragment d’ADN

cible (Larzul, 1993).
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L’utilisation de la PCR a connu un essor considérable dans I’étude des maladies
des plantes et dans bien d’autres disciplines, avec 1’introduction en 1988 d’une
ADN polymérase (Taq) isolée a partir de la bactérie Thermus aquaticus. Cette
enzyme reste stable aux températures de dénaturation de I’ADN, ce qui élimine la
nécessité de la remplacer aprés chaque cycle de synthése, et permet une

automatisation des cycles thermiques (Henson, 1993).
Analyse des produits amplifiés :

L’analyse des produits amplifiés peut étre réalisée par électrophorese sur gel
polyacrylamide ou gel d’agarose, dans un tampon salin adéquat de migration
(Nolasco et al., 1993). Le champ électrique appliqué permet la migration et la
séparation des fragments d’ADN chargés électriquement le long du gel en
fonction de leur taille, c¢’est a dire de leur poids moléculaire. Un marqueur de
poids moléculaires migre simultanément avec les échantillons et sert de référence
pour évaluer la taille des bandes d’ADN. Les bandes sont généralement révélées
au bromure d’éthidium pour les gels d’agarose observées et photographiées sous
ultra-violet, ou au nitrate d’argent pour les gels de polyacrylamide (Paradies,

1999; Nolasco et al., 2002).
2.8.4.2 La PCR en temps réel (Real time PCR)

La PCR en temps réel peut étre réalisée grace a un appareil composé d’un
thermocycleur et d’un détecteur optique permettant la mesure de la fluorescence.
Cet appareil assure une double fonction, d’une part, I’amplification par PCR de
séquences d’acides nucléidiques cibles et d’autre part, la détection des produits
d’amplification en temps réel au fur et a mesure que se déroule cette
amplification. Au cours de chaque cycle PCR, les tubes contenant les produits
d’amplification sont irradiés avec une source lumineuse. Il s’ensuit une émission

de fluorescence qui est détectée par une caméra. Les données recueillies sont alors
transmises a un ordinateur pour étre analysés. Parmi les systémes proposés, le
systtme TaqMan (Applied Biosystem) repose sur I’utilisation d’une sonde dite
«TagMany. Cette sonde spécifique a la cible a amplifier porte a ses extrémités
deux molécules fluorescentes, le reporter R et le quencher Q. Lorsque la sonde

n’est pas hybridée, la fluorescence €mise par le reporter est absorbée par le

-390 .



Données bibliographiques

quencher. Au cours de la réaction PCR, cette sonde TagMan s’hybride a [’une des
fibres d’ADN cible au niveau d’une région située entre les deux amorces PCR.
Lorsque I’enzyme (Taq DNA polymérase) rencontre la sonde TagMan, elle casse
cette derniere grace a son activité nucléase, ce qui éloigne le fluorophore
«Reporter» du «Quencher». La fluorescence émise par le «Reporter» peut alors
étre détectée (Heid et al., 1996). Cette technique offre beaucoup d’avantages tel
que : le gain de temps et une diminution du risque lié a la manipulation puisque il
n’y a plus d’étape de détection post- PCR. La mesure de la fluorescence se fait en
temps réel, 1’analyse quantitative est plus simple a mettre en ceuvre qu’avec un

systeme PCR classique

2.8.4.3 Technique LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) mis au
point par Notomi et al.(2000) est basée sur une amplification d’acide nucléique a
partir de 4 amorces spécifiquement congues pour reconnaitre six zones
(séquences) différentes de I’ADN cible et une ADN polymérase. La réaction
d’amplification se déroule a une température constante (60-65°C) pendant 1H.
Cette technique est trés sensible et moins onéreuse car elle ne nécessite pas
’utilisation d’un thermocycleur. La révélation des produits d’amplification ne
requiert pas de migration sur gel; elle peut se faire par détection colorimétrique
utilisant un agent intercalant (SYBR Green I) ou I’hydroxy naphthol blue (HNB)
(Notomi et al., 2000); (Goto et al., 2009)
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Chapitre 1

Mise au point d’une nouvelle technique de
détection des cellules vivantes de Xanthomonas
campestris pv. campestris dans les semences de

Brassicacées : seed-qPCR
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1.1 Introduction :

La nervation noire des cruciféres est une maladie causée par Xanthomonas
campestris pv. campestris transmise par les semences. Elle est de distribution
mondiale et est considérée comme la plus destructive des cruciferes (Wiliams,
1980). Un faible taux de semences contaminées peut aboutir a 1’apparition d’un
foyer de maladie en culture. Une semence contaminée parmi 10 000 saines peut
suffire pour entrainer des pertes considérables dans la culture issue du semis
(Schaad, 1980, Cook ef al. 1952). La nouvelle classification des especes au sein
du genre Xanthomonas est basée sur ’homologie de leur génome, déterminée par
la technique d’hybridation ADN/ADN (Corza et al., 1973). Vauterin et al. (1995)
ont décrit I’espéce Xanthomonas campestris et y ont assigné six pathovars : X. c.
pv. aberrans, X. c. pv. armoraciae, X. c. pv. barbarae, X. c. pv. raphani, X. c. pv.
campestris et X. c. pv. incanae.

L’étude du pouvoir pathogeéne réalisée récemment (Fargier et Manceau, 2007,
Young et al., 2008) avec une large collection de souches des différents pathovars
de X campestris sur une gamme d’hétes différentielle de la famille des
brassicacées, a montré que 1’espece X. campestris comprend trois pathovars : X. c.
pv. campestris, X. c. pv. raphani et X. c. pv. incanae et des souches non
pathogenes. Actuellement, les techniques préconisées par les laboratoires officiels
pour la détection de ce pathogeéne sont essentiellement basées sur des tests
microbiologiques. La méthode de référence adoptée par ISTA (International Seed
Testing Initiative) consiste en 1’isolement sur milieu sélectif des bactéries
suspectes suivi d’un test de pouvoir pathogéne (Koenraadt et al., 2005; Roberts et
Koenraadt, 2014). Ces tests sont longs et colteux pour étres utilisés en routine
(Chitarra et al., 2002; Tsygankova et al., 2004; Park et al., 2004; Berg et al., 2005
et 20006).

A Dinverse, les techniques de détection moléculaires représentent une
alternative permettant d’améliorer la rapidité et la fiabilité de détection. Plusieurs
procédures basées sur la PCR (Polymerase Chain Reaction) ont été développées
pour la détection de X. campestris dans les semences, (Rijlaarsdam et al., 2004;

Tsygankova et al., 2004; Park et al., 2004; Berg et al., 2005) et par PCR en temps
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réel (Berg et al., 2006). Cependant les techniques basées seulement sur
I’amplification de I’ADN ne rendent pas compte de la viabilité du pathogene dans
I’échantillon analysé. En effet, ’ADN est une molécule stable dans certains
milieux et peut rester integre apres la mort des cellules. Ceci peut entrainer
I’obtention de faux positifs par ’amplification de I’ADN de cellules mortes
(Josephson et al., 1993; Masters ef al., 1994). Par ailleurs d’autres outils ont été
récemment développés pour la détection des cellules vivantes qui sont basés sur
un enrichissement des bactéries sur un milieu semi sélectif suivi d’une
amplification spécifique par PCR de I’ADN (BIO-PCR) (Schaad et al., 1995; Ito
et al., 1998; Weller ef al., 2000 et Fargier et al., 2007).

Durant cette étude nous avons développé une méthode de détection des cellules
vivantes de X. c. pv. campestris dans les semences de crucifeéres : La seed-qPCR
basée sur un enrichissement en bactéries par une germination des semences, suivie
d’une amplification par PCR en temps réel de ’ADN extrait du macérat des
plantules obtenues. Cette technique a été optimisée sur des lots de semences de
30 000 graines naturellement contaminées et des lots de semences désinfectés.
L’efficacité de la seed-qPCR a été testée sur des lots de semences artificiellement

contamings par X. c. pv. campestris a raison d’une graine sur 10 000 graines.
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1.2 Matériel et méthodes
1.2.1 Souches bactériennes

Deux souches de X .c. pv. campestris fournies par la Collection Francgaise de
Bactéries Phytopathogenes, Angers, France, ont été utilisées au cours de cette
¢tude. Il s’agit de la souche CFBP 1121 et la souche CFBP 5241 (ATCC 33913).
Ces bactéries ont été remises en suspension dans du milieu LP (extrait de levure
7g/L, peptone7g/L) et régulicrement repiquées sur milieu LPGA (extrait de levure
7g/L, peptone 7g/L, glucose 7g/L et agar 15g/L, pH 7). Elles sont conservées a -
20°C dans de I’eau stérile pour une courte période. Le milieu semi spécifique
LPGA Cvc (cyclohéximide 100 mg/L, céfalexine 25 mg/L et de la vancomycine a
0,5 mg/L) a 27 °C a été utilisé pour I’isolement des bactéries a partir des

semences.
1.2.2 Lots de semences utilisés

Six lots de semences de Brassicacées infectés et sains ont été utilisés durant cette
étude (tableau 1.3). Ils ont été fournis par le GEVES-SNES Angers France. Leur
¢tat sanitaire avait été préalablement vérifié selon la procédure analytique de
I’ISTA (ISTA Seed Health Method 7-409) et par la méthode BIO-PCR (dans cette
étude).

1.2.3 Contamination artificielle des lots de semences

Pour étre proche des conditions réelles, nous avons utilis€ des semences
contaminées artificiellement par X. c. pv. campestris (souche CFBP 1121 et
souche CFBP 5241). Chaque souche a été inoculée a un lot formé de 3000 graines
de Brassica oleracea.

Les semences ont été trempées respectivement dans 300 ml de suspensions
bactériennes a différentes concentrations (10°, 10°, 107 et 10°cfu/ml) et de ’eau
distillée stérile comme témoin négatif. Afin de permettre I’introduction des
bactéries dans les semences, les flacons contenant les graines, ont été placés dans
un dessiccateur sur lequel on applique une pression sous vide égal a —0,098 bars

pendant 1 min. Les graines ont ensuite été séchées sur du papier filtre pendant
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2 heures dans un P.S.M. Les graines ont été pesées avant et apres I’inoculation de
la suspension bactérienne afin d’évaluer la quantité de I’inoculum retenu par
chaque graine. Les graines ont été stockées a température ambiante dans des
boites de Pétri stériles pour une utilisation ultérieure

1.2.4 Germination des semences contaminées

Quatre types de test de germination ont été effectués selon nos objectifs.

Afin d'évaluer la méthode d'inoculation des semences, des échantillons de 100
semences chacun issus des graines contaminées préparés comme décrit
précédemment, ainsi qu’un lot de semences non contaminé utilisé comme témoin
négatif ont été mis a germer.

Les graines ont été¢ semées dans des boites transparentes en polystyréne contenant
du papier buvard plissé avec 50 plis (Schleicher et Schull) humidifié avec 40 ml
d’eau stérile. Les graines ont ét¢ semées a raison de deux graines par pli. Les
boites sont ensuite placées dans un germoir a 20°C a raison de 8 heures de lumiére
et 16 heures d’obscurité a 30 °C par jour, (International Seed Testing Association,
2006). L’observation des symptomes a été réalisée au bout du 7°°° et du 14°™°
Jours.

Trois sous €chantillons de semences de chou composés de 10 000 graines chacun
ont été mis a germer selon trois méthodes. Il s’agit de I’échantillon nommé ADAR
3 naturellement contaminé par X. c. pv. campestris fourni par le GEVES-SNES.
Le taux d’infection de ce lot de semence avait été estimé a 1,4 x 10*cfu par graine
par comptage de colonies sur un milieu LPGA. La taille de 1'échantillon minimum
recommandé par I'ISTA est égale a 30 000 graines subdivisées en trois sous lots
de 10 000 graines (Roberts et Koenraadt 2014).

Les trois sous-échantillons de semences (10 000 graines) ont été¢ semés selon trois
conditions.

La premiére méthode consiste a faire germer les 10 000 graines dans une boite
en polyéthyléne de 25 X 25 cm avec couvercle, en prenant comme substrat un
papier buvard (référence N° 426994) placé au fond de la boite et imbibé d’eau
distillée stérile. La boite est placée dans un germoir (20-30 °C) a raison de 8
heures de lumiere et 16 heures d’obscurité par jour. Le papier est maintenu

humide afin d’avoir une ambiance propice pour la germination.
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Les sous-échantillons 2 et 3 ont été trempés chacun dans un erlenmeyer
contenant 100 ml d’eau distillée stérile puis placé sous une agitation de 150 rpm
pendant 1h. Au bout de ce temps I’eau de lavage est retirée, les erlenmeyers sont
fermés et incubés dans un germoir a 25°C 8/ 16 h jour/nuit (méthode 2) ou a
I’obscurité dans un incubateur a 27°C (méthode 3). Le temps d'incubation est de

3 jours pour les méthodes testées.
1.2.5 Macération des graines germées

Apres trois jours d’incubation, les plantules issues de la germination selon les
trois méthodes ont été placées dans un sac en plastique stomacher muni d’un filtre
de dimension approprié (BIOREBA Suisse) avec une solution saline stérile
additionnée au Tween 20 (0,02% v/v), a raison de 3ml /g d’échantillon. Le tout est
placé sous une agitation de 150-200 rpm pendant 2h. Un ml du macérat obtenu a

été prélevé dans un microtube de 1,5 ml pour une utilisation ultérieure.
1.2.6 Préparation de ’ADN et amplification par PCR

L’extraction d’ADN a été réalisée selon deux protocoles afin d’évaluer celui

qui offre un meilleur rendement en acides nucléiques. Il s’agit du protocole décrit
par Llop et al. (1999) basé¢ sur une précipitation des acides nucléique a
I’isopropanol et du protocole basé sur un tampon a base de soude. Ce dernier
consiste a prélever 1 ml de macérat dans un microtube de 1,5 ml puis a le
centrifuger a 8000 rpm pendant 5 min. Le surnageant est éliminé et le culot est
remis en suspension avec 500 pl de NaOH a 0,5 N. Le tout est incubé a 65°C sous
une agitation de 100 rpm pendant 10 min. Cinq pl de cette solution sont transférés
dans un microtube de 1,5 ml contenant 495 pl TRIS HCI (20 mM) puis conservé a
-20 °C avant de réaliser la PCR. L’ADN extrait selon les deux protocoles
d’extraction a été amplifié par PCR en temps réel.
Les couples d’amorces utilisés durant cette étude ont été préalablement décrits
dans la littérature (Eden et al., 1991 ; Berg et al., 2005, 2006). Les amplifications
ont été réalisées par PCR en multiplex dans un mélange réactionnel de 20 pl. Il
comprend 1X Green GoTaqgFlexi Buffer (promega), 1,5 mM de MgCl, 0,2 mM de
dNTP, 0,5 uM de chaque amorce spécifique,
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DLH 120 (5’CCGTAGCACTTAGTGCAATG3’) et DLH 125
(5’GCATTTCCATCGGTCACGATTG 3°), 0,05 uM de chaque amorce
universelle : 1052-F (5’GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTS3’) et BacR
(5’TACGGCTACCTTGTTACGACT 3°), 0,05U de la GoTaq Flexi Buffer DNA
polymérase et 3ul d’ADN cible. Le programme d’amplification consiste en une
dénaturation de 3 min. a 95°C suivi de 35 cycles de 40 sec de dénaturation a 95°C,
40 sec d’hybridation des amorces a 63°C (touchdown a 58°C au cours des 6
premiers cycles) et 40 sec d’élongation a 72°C. Les produits d’amplification
obtenus sont analysés sur un gel d’agarose a 2% dans du tampon TBE 0,5 X. La
migration des produits amplifiés est visualisée a 1’aide d’un transilluminateur a
UV GelDoc 2000 Bio-RAD, apres coloration au bromure d’éthidium.

La PCR en temps réel a été réalisée dans un mélange réactionnel de 20 pl. Il
comprend du tampon de réaction 1x (Real time Master Mix probe Eurogentec),
400 nM de chaque amorce DLH 153 (5’GTAATTGATACCGCACTGCAA3’) et
DLH 154 (5CACCGCTCCAGCCATATT3’), 200 nM de la sonde Taq-Man P7
(5’ ATGCCGGCGAGTTTCCAACG3’) et 2ul de I’ADN cible. L’amplification
des fragments d’ADN a été réalisée selon les conditions suivantes : 2 mn 30 sec a
94°C, suivi de 35 cycles de deux étapes : 20 s a 94°C et 40 s a 60 °C. Les résultats
de D’amplification ont été visualisés grace au logiciel iCycleriQ Real Time
(BIORAD.

1.2.7 Mise au point d’'une méthode de germination adaptée pour 10 000
Graines

La concentration bactérienne de chaque lot de semences a été évaluée par
étalement du macérat dilué au 1/10, 1/100 et 1/1000 sur un milieu LPGA et par
comptage de colonies. Apres 3 jours de germination, les semis ont ét¢ macérés
dans un sac d'extraction stomacher (Bioreba) contenant 3 ml de solution saline
stérile (0,85%, 0,02% de Tween 20) par g et agités a 150 a 200 tours par minute
pendant 2 heures. Un ml de macérat a été prélevé dans un microtube de 1,5 ml,
pour une éventuelle extraction de I' ADN bactérien.

1.2.8 Comparaison entre la méthode de détection en BIO-PCR et en seed-
qPCR en temps réel dans des semences naturellement contaminées

Une analyse comparative par BIO-PCR et seed-qPCR a été menée sur des lots de

semences de chou naturellement infectés par X. c¢. pv. campestris (ADAR 3) et des
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lots sains. Chaque lot a été¢ subdivisé en trois lots de 10 000 graines et testé par
BIO-PCR. La BIO-PCR a été réalisée selon la procédure décrite par Fargier et
Manceau (2007). Cent microlitres du macérat de semences ont été étalés a 1’aide
d’un étaloir sur milieux LPGACvc. Les boites de Pétri ont été incubées pendant
45 h a 28° C. Au bout de ce temps, la surface des boites est lavée avec 3 ml de
solution saline stérile (0,85% de NaCl). La suspension bactérienne obtenue a été
homogénéisée a l'aide d'une pipette et un aliquote (1 ml) est prélevé dans un micro
tube de 1,5 ml pour l'extraction d'ADN. L’extraction a été réalisée selon le
protocole de lyse par le tampon a base de soude. Concernant la seed-qPCR,
I’extraction et 1’amplification ont été réalisées en utilisant les protocoles

précédemment décrits.
1.2.9 Evaluation du seuil de sensibilité de la seed- qPCR

Des semences de choux ont été¢ contaminées artificiellement par une suspension
bactérienne de X. c. pv. campestris 3 8 X10%cfu/ml (8x10* bactéries par graine).
La confection des lots de semences consiste a regrouper des graines par lot en
mélangeant une graine contaminée avec des graines saines a différents taux
d’infection de 1 :10, 1 : 100 et 1 :10 000 a raison de trois répétitions par lot. Les
lots ainsi formés ont été¢ semés selon la méthode 1 de germination décrite
précédemment. Apres trois jours, les plantules obtenues ont été prélevées dans un
sac (stomacher Bioreba) avec une solution saline stérile et du tween 20 puis
placées sous une agitation constante pendant 2h. Le macérat obtenu a été récolté
dans 3 micro tubes de 1,5 ml par échantillon puis analysé en PCR en temps réel

apres extraction de I’ADN.
1.3 Résultats

1.3.1 Contamination artificielles des semences de chou

Le but de cette étude était de mettre au point un systeme de contamination
artificielle des semences saines par trempage dans une suspension bactérienne de
X. ¢. pv. campestris (CFBP 1121 et CFBP 5241). Cet essai pourrait nous
rapprocher des conditions réelles de contamination ainsi que des charges

bactériennes de X. c. pv. campestris, que la graine pourrait transmettre a la plante.
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L’extraction des bactéries a été réalisée par macération dans une solution saline et
elle a été menée sur trois échantillons de chaque lot de semences contaminées. La
concentration de X. c. pv. campestris par graine a été évaluée par étalement sur
milieu LPGA Cvc et par comptage de colonies. Les résultats sont présentés dans
le tableau 1.1.

Les graines contaminées par une suspension bactérienne de 1x10°cfu/ml étaient
porteuses d’une population bactérienne d’environ 1x 10°cfu/graine (souche CFBP
1121) et 1,6 x10°cfu /graine (souche CFBP 5241) en moyenne. Aucune colonie
n’a été isolée a partir des graines contaminées par les suspensions de
concentrations plus faibles (10, 10° et 10°cfu/ml) et I’eau distillée stérile.

Le volume de I'inoculum absorbé par les graines a été évalué a 0,1 pl par graine.
En effet, le poids de 1000 graines a augmenté d'environ 100 pg apres infiltration
et séchage. Par conséquent, soit une partie seulement des cellules bactériennes a
survécu a l'inoculation ou une partie de I’inoculum bactérien a été éliminée des
graines apres leur lavage, ou bien il faut plus d'une cellule bactérienne pour
former une colonie sur le milieu LPGACvc.

Trois séries de 100 graines de chaque lot ont été mises a germer sur papier filtre.
Le développement de la population bactérienne introduite a été suivi par des
observations régulicres des symptomes de la nervation noire. Sept jours apres le
semis (premicre notation), les premicres plantules malades ont été repérées. Le
taux était de ’ordre de 40% pour les graines inoculées avec une suspension
bactérienne de concentrations 105,107, 10°cfu/ml et de 20 % pour la concentration
a 10°cfu/ml. Au bout du quatorzitme jour, les plantules de tous les lots
contaminés ¢taient malades alors que le témoin négatif ne présentait aucun

symptome de la maladie (tableau 1.1, Figure 1.1).

- 49 -



Chapitre 1 Résultats

1.1 Niveau d’infection estimé sur les graines apreés inoculation

Concentration

. 8 7 6 5
de I'inoculum 1x 10 1x 10 1x 10 1x 10 0 (Eau)
(cfu/ml)

Souches CFBP1121 CFBP5241 CFBP1121 CFBP5241 CFBP1121 CFBP5241 CFBP1121 CFBP5241

Niveau d’infection

(cfu/graine)

Evalué 1 jour 1000+/-2 * 1600 +/-3 <0,4° <04 <04 <04 <04 <04 <04
apres inoculation

Pourcentage ¢ 451/ 1 75 401/.226 38+/-2.99 42+/-2.84 424/2.35 40+/-1.13 25+/-1.72  15+/-1.95

de plantules 7 0
avece

sympiomes  14° 100 100 100 100 o

* nombre moyen de cfu/graine aprés inoculation)
P limite inférieure de détection des bactéries (cfu par graine)

¢ Le pourcentages de plantules malades évalué apres 7 et 14 jours de germination.

-50 -



Chapitre 1 Résultats

>

Jre: o m gy e\
| ¢

9

Figure : 1.1 Photos de symptdmes sur plantules de chou contaminées par la souche (CFBP
5241) 14 jours apres semis

(a) : Plantules saines ou témoin négatif trempées dans de 1’eau distillée stérile. Les photos de
b a e représentent les plantules malades issues des semences contaminées par des suspensions
bactériennes (CFBP 5241) allant de 10’4 10® cfu ml™). Un développement de champignon est

apparu suite a I’infection bactérienne des plantules.
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1.3.2 Evaluation de la sensibilit¢é de la détection de X. c. pv.

campestris dans les semis par seed-qPCR

La bactérie a été détectée dans les échantillons quel que soit le protocole
d'extraction d'ADN utilisé. En effet, les lots de semences inoculés avec une
suspension bactérienne de 1 x 10* a 1 x 10°cfu ml" par les deux techniques ont
abouti a la méme conclusion (Figure. 2). Théoriquement, cette technique que nous
avons appelé "seed-qPCR», permet la détection de 1 cfu de X. c. pv. campestris
par graine. C’est le nombre de cfu infiltré par semence selon le volume absorbé
par graine lors de I’infiltration sous vide (0,1 pl) avec une concentration de
l'inoculum égale a 1 x 10%cfu ml™.

La figure 1.2 montre que des signaux de détection positifs (Ct <Ct de I'eau) ont été
observés pour les échantillons de semences inoculées avec des suspensions
bactériennes a des concentrations égales ou supérieures a 1 x 10*ufc ml-1. Selon
le volume de la suspension inoculée (0,1 pl par semence), les graines inoculées
par une suspension bactérienne égale a 1 x 104ufc ml-1 ont été inoculés avec une
cellule bactérienne. Le Ct de 1’eau n'a pas été significativement différent de Cts
des échantillons inoculés avec une suspension égale ou inférieure a 1 x 103cfu
ml-1, mais supérieure aux Cts d'échantillons de semences inoculées avec des

suspensions bactériennes 4 concentrations égales ou supérieures a 1 x 10*cfu ml-"
1.3.3 Dynamique de croissance des bactéries au cours de la

germination estimée par PCR en temps réel

La dynamique de croissance de X. c. pv. campestris CFBP 1121 a été mesurée sur
huit lots de semences de 300 graines chacun contaminés par des suspensions
bactériennes allant de 10 cfu/ml a 1x10® ml" (Figure 1.3). Des valeurs de Ct
égales a environ 18 sont observées sur les lots inoculés avec les fortes
concentrations de bactéries traduisant une contamination forte des plantules. Les
concentrations ont été extrapolées a partir de la courbe de régression, en utilisant
un standard avec des concentrations de suspensions bactériennes connues de 1 x
1074 1 x 10%fu ml™ a chaque réaction.

Trois jours aprés la mise en culture, le niveau de contamination des plantules

observé est proportionnel a la concentration des suspensions bactériennes utilisées
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pour I’inoculation des graines. Pour les lots inoculés avec des concentrations
inferieures a 1x10’cfu/ml, la charge bactérienne augmente au cours du temps
traduisant une croissance de la population bactérienne dans les plantules.

Cependant, nous avons constaté qu’au bout de 6 et 7 jours apres la germination,
les concentrations bactériennes étaient plus faibles dans les graines inoculées avec
une suspension bactérienne de 10" et 10°cfu ml™. Cela est éventuellement, causé
par 1'hétérogénéité de l'infection des semences dans les échantillons inoculés par

de faibles concentrations d'inoculum (Figure. 1.3).

ap Ct

3 +
W Llopet al, 1999
m Tampon a baze de soude
3 |
2 |
15 -
8 7 6 5 a 3 2 1 eau

Concentration de I'inoculum (log cfu’ ml

w

=1

w

[=]

Figue.1.2 : L'évaluation de la sensibilité de la seed-qPCR pour la détection de X.
c. pv. campestris (souche CFBP1121) dans les plantules selon deux protocoles

d'extraction d'ADN:
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Figure 1.3 : Dynamique de croissance des bactéries au cours de la germination estimée

par PCR en temps réel (seed-qPCR).
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1.3.4 Mise au point d’une méthode de germination adaptée pour 10 000

graines

Trois lots de semences formés chacun de 10 000 graines de chou (ADAR 3)
contaminées naturellement par X. c. pv. campestris (1,4x 10*cfu par graine) ont
été utilisés pour ce test. La charge bactérienne a été estimée par comptage de
colonies sur milieu L.P.G.A. a partir du lavat de semences récoltées.

Les lots de semences ont été mis a germer pendant 3 jours selon les trois
méthodes décrites précédemment, afin d’évaluer celle qui permet d’obtenir une
germination homogene de toutes les graines semées avec une augmentation de la
population bactérienne initiale.

La premiere méthode s’inspire de la méthode de germination de référence de
I’ISTA (International Seed Testing Association). Trois jours plus tard, le
dénombrement réalisé sur les plantules obtenues, permet de révéler une faculté
germinative d’environ 100%. La photo a de la Figure 1.4 montre un gain en
germination apres trois jours de semis avec un développement de chaque plantule
(racine, tige et feuilles). A I’inverse, les graines semées selon les méthodes 2 et 3
ont germées mais la radicule ne s’est pas développée (Figure 1. 4 b, c).

Une seed-qPCR a été effectuée sur I’ADN extrait a partir des graines germées
selon les trois méthodes testées. Les résultats ainsi obtenus sont présentés au
tableau 1.2. Les valeurs des Ct obtenus par seed-qPCR sur les plantules issues
selon la premiere méthode de germination, traduit une multiplication de la
population bactérienne par un facteur 100. Elle est passée de 1, 4 10> a 1,15x
10%cfu/graine. Les bactéries se multiplient aussi dans les semences en erlenmeyer
mais d’un facteur 3 seulement. Nous avons donc choisi de retenir la premicre

méthode de germination pour le reste de notre étude.
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Tableau 1.2 : Comparaison entre trois méthodes de germination pour 10 000

graines

-Concentration de Concentration bactérienne aprés 3 jours de germination

départ cfu/graine
Méthode 1 Méthode 2 .
Procédure de germination Dans un erlen avec (8/16) de Dans nl\ic[:lteiog‘ls’gbscurité
(ISTA) photopériodisme v
2 2 2
1,4X 10 23,84° 115x10% 28,11° 342x10 ° 27,96 ° 326x10

a Valeur des Ct

Concentration bactérienne cfu/graine déduite grace a la courbe de régression
y = - 2,727x + 40 calculée a partir d’une suspension bactérienne témoin souche

(CFBP 1121) de concentration connue allant de 1x10® 4 10 cfu/ml

Figure 1.4 : Germination des semences (10 000 graines) 3 jours apres le semis selon 3

méthodes testées
a) Méthode 1 : germination des graines dans une boite en polyéthyléne munie d’un
papier buvard et incubé dans un phytotron

b) Méthode 2 : germination des graines dans un Erlen et incubé dans un phytotron

¢) Méthode 3 : germination des graines dans un Erlen et incubé dans a 1’obscurité
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1.3.5 Comparaison entre la méthode de détection en LPGACvc/
BIO-PCR et la seed-qPCR en temps réel dans des semences

naturellement contaminées par X. c. pv. campestris :

Une étude comparative a ét¢ menée sur des lots de semences naturellement
infectées par X. c. pv. campestris. Les lots de semences ont été testés par BIO-
PCR (Fargier et Manceau 2007) et par seed-qPCR comme décrit ci-dessus.

Les résultats montrent 1'efficacité de seed-qPCR comparée a la BIO-PCR (Tableau
1.3). Les valeurs des Ct obtenues par seed-qPCR dénotent la sensibilité de celle-
ci, elle permet en effet de révéler la présence de .X. c. pv. campestris dans certain
geme

¢chantillons révélés négatifs par la BIO-PCR conventionnelle, cas du

échantillons du lot E-41-661 (ADAR 3)

SOous

Le lot E 16-725 qui avait été désinfecté lors du traitement a 1'usine s’est révélé
infecté, remettant en cause l'efficacité du traitement. La détection de bactéries
dans ce lot ne peut pas étre attribuée a la présence de I'ADN a partir de cellules
mortes dans la graine, car la détection est encore positive par BIO-PCR qui est
une technique dans laquelle la culture sur milieu gélosé hydrolyse I’ADN libre

dans 1’échantillon.
1.3.6 Seuil de sensibilité de la seed-qPCR en temps réel

La sensibilité de la seed-qPCR a été évaluée sur des graines naturellement et
artificiellement infectées par X. c¢. pv. campestris. Des lots constitués chacun de
100, 1000, 10 000 graines ont été contaminés artificiellement par une graine de
charge bactérienne de 10°cfu/ graine. L’analyse par seed-qPCR a permis de
révéler la présence de X. c. pv. campestris dans tous les lots y compris ceux avec
un taux de contamination égal a une graine infectée par 10 000 graines saines. Les
valeurs de Ct sont similaires pour les 3 répétitions de chacun des lots testés

(tableau 1.4).
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Tableau 1.3 : Comparaison entre deux méthodes d’enrichissement bactérien la

BIO-PCR et la seed-qPCR

seed -qPCR LPGACvc / BIO-PCR LPGACvc /BIO-PCR
N° du lot de semences
en temps réel en temps réel conventionnel
a 3b
E41660 (ADAR2) LotN°1 30,55 2,84 x10 nt® + 44
6
Lot N° 1 234 1.76x10 35,8 3.75.10 + -
4 3
E 41-661 (ADAR 3) LotN°2 27,6 3.26x10 27,9 6.6x10 + -
6
Lot N° 3 20,28 5,68 x10 nt’ - -
ADAR 5 Lot N° 1 - - - - --
5
Lot N° 1 25,96 1.54x10 nt® ++
E41-667 (ADAR 9)
Lot N°2 35,20 2.641x10 nt® ++
3 2
Lot N° 1 29,7 4.76x10 343 1.47x10 + +
E 16-725 4 5
Lot N° 2 27,9 2.50x10 252 7.1x10 ++
Lot désinfecté 4 3
Lot N°3 28,2 1.91x10 26,3 2.48x10 ++
8
Témoin Positif 19,4 2,20X10 ++

a : Valeur des Ct obtenue par PCR en temps réel en utilisant les amorces (DLH 153/
DLH154/Tag-Man P7)

b : Concentration bactérienne cfu/ml évaluée grace a la courbe de régression

y = - 2,426x + 38,593 obtenue avec une suspension bactérienne CFBP 1121 de
concentration connue allant de 10® a 10 cfu/ml.

c. Non testé

d : Détection d’un amplicon par électrophorése sur gel d’agarose avec un poids

moléculaire a la taille attendu a raison de deux répétitions par échantillon.
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Tableau 1.4 : Evalation du seuil de sensibilité de la seed -qPCR

N° Echantillon Taux d’infection PCR en temps réel
Valeur du Ct

1.1 1:100 +(22,7)

1.2 1:100 +(22,5)

1.3 1:100 +(21,4)

2.1 1: 1000 +(22,3)

22 1:1000 +(20,5)

2.3 1: 1000 +(20,0)

3.1 1:10000 +(24,2)

32 1:10000 +(25,2)

33 1:10000 +(22,4)

Témoin positif 1:1 +(29)

Suspension  bactérienne 10® cfu/ml +(18,5)

CFBP 1121

Témoin négatif -(39.1)

Une graine infectée (8x10” cfu par graine) a été rajoutée a des de lots de semences

saines de 100, 1000 et 10 000 graines.
1.4 Discussion et conclusion :

La méthode conventionnelle adoptée par I’'ISTA repose essentiellement sur les
techniques microbiologiques. Ces tests consistent en I’isolement direct sur milieux
appropriés des bactéries suspectes et leur identification finale par la mise en place
d’un test de pouvoir pathogeéne pour valider le diagnostic (Roberts et Koenraadt
2006 ; Grimault et al.,, 2013 ;Roberts et Koenraadt, 2014). Cette technique bien
qu’elle soit fiable reste lourde et contraignante pour la routine (Berg et al., 2005,
20006).

L’objectif de cette étude est de mettre au point un outil de détection moléculaire
fiable et rapide des cellules vivantes de X. campestris dans les semences de
brassicacées. Cette technique est basée sur un enrichissement bactérien par
germination, couplé a une amplification de ’ADN cible par PCR en temps réel.

Elle utilise le processus naturel de colonisation des plantules par les bactéries lors
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de la germination puisque les bactéries se multiplient dans un tissu végétal
physiologiquement vivant et permet d’augmenter ainsi la quantité initiale des
bactéries.

Berg et al. (2006) ont développé un couple d'amorces combiné avec une sonde
Tag-man identifiée dans le géne hrpF (hypersensitive response and pathogénicity)
qui code pour le systéme de sécrétion de type III. L’enrichissement des bactéries
par la germination des graines conjugué¢ avec une Taq-Man-PCR en temps réel
avec le couple d’amorces DLH ont fourni un protocole rapide et fiable pour
détecter jusqu'a 1 cfu de X. c. pv. campestris par graine.

La période de germination proposée est de 3 jours, temps nécessaire pour une
germination réguliere de toute graine semée et une multiplication de X. c. pv.
campestris pour atteindre un nombre de molécules d'ADN bactérien détectable par
PCR. En outre, I'ADN des cellules mortes est hydrolysé par les ribonucléases
libérées au cours de la germination des semences et la multiplication des
bactéries.

L'efficacité de la seed-qPCR a été comparée a LPGACvc BIO-PCR en temps réel
et LPGACvce BIO-PCR conventionnelle sur des lots de semences contaminés
naturellement, désinfectés et sains. Les résultats ont montré que les deux
techniques sont efficaces et permettent la détection jusqu’a 10 cfu ml”. La seed-
qPCR a l'avantage d'étre peu colteuse et ne nécessite aucune préparation de
milieu. La sensibilité de la seed-qPCR a été évaluée sur des lots de semences (B.
oleracea) infectées artificiellement a des taux différents de 1: 100, 1: 1000 et 1:
10 000. La seed-qPCR peut détecter une seule semence infectée par X. c¢. pv.
campestris parmi 10 000 graines saines.

L'observation des symptomes de la maladie sur tous les lots de plants inoculés par
infiltration sous vide indique que la contamination artificielle par cette méthode
¢tait treés efficace vu que l'infiltration de 10 cellules bactériennes par semence (1 x
10°cfu / ml), a engendré des plantules infectées aprés 14 jours du semis. Aussi,
elle a indiqué que les tests basés sur I’isolement des bactéries et effectués sur les
graines avant le semis, a considérablement sous-estimé le niveau d'infection des
semences, du moment que X. c. pv. campestris n’a été détecté que dans les lots de

semences inoculés avec une concentration de 1 x 10%cfu ml™.
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Théoriquement, ces graines ont été inoculées avec une suspension bactérienne de
1 x 10* bactéries par semence. La premiére hypothése proposée ci-dessus (la
mortalité bactérienne au moment de l'inoculation) peut étre écartée parce que les
symptomes sont apparus sur toutes les plantules, 14 jours apres l'inoculation,
méme dans le lot de semences inoculées avec 10°cfu ml”. L’inoculation des
semences par cette méthode est tres efficace. Elle peut étre utilisée pour infecter
des plants afin d’étudier la colonisation des plantes par des semences infectées et
d'évaluer la vulnérabilité¢ des plantes vis-a-vis des bactéries transmises par les
semences.

Nous avons montré que les cellules de X. c. pv. campestris n’ont pas pu étre
isolées par macération a partir des semences infectées, étant donné qu’aucune
colonie de X. c. pv. campestris n’a pu étre détectée alors que les plantules issues
de la germination de ces semences ont développé des symptdmes au bout de 7-14
jours apres l'inoculation. La méthode seed-qPCR combine l'extraction la plus
efficace, la technique la plus sensible pour la détection de bactéries dans les

¢chantillons extraits a ce jour.
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Chapitre 2

Caractérisation des premiers isolats de la nervation
noire des Brassicacées en Algérie, cas du chou et

chou-fleur
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2.1 Introduction

La maladie de la nervation noire est causée par la bactérie Xanthomonas
campestris pv. campestris. Elle a été décrite pour la premicre fois aux Etats-Unis
en 1895 par Pammel (Swing and Civerolo, 1993). Elle présente une distribution
universelle et est considérée comme une des plus destructives sur les cruciferes
(Williams, 1980). Lorsque la maladie se développe tot dans la saison, les plants
infectés sont souvent invendables et trés sensibles aux pourritures molles causées
par d’autres agents pathogenes. Sous des conditions climatiques propices
d’humidité et de température, la nervation noire peut étre la cause de pertes
importantes qui peuvent atteindre les 100 % chez les variétés sensibles (Mgongia
et Swai 2000; Massomo et al., 2004 Janse et Wenneker, 2002). Plusieurs especes
de cruciferes peuvent étre inféodées a cette maladie : chou, chou-fleur, chou frisé,
brocolis, navet, radis, choux rave et moutarde. Cependant, le chou, le chou- fleur
et le chou frisé sont les plus sensibles (Kocks et Zadoks, 1996). Un grand nombre
d’adventices peuvent étre également infectées : passerage, navette, ravenelle,
capselle, bourse de pasteur, moutarde noire et radis sauvage. Elles assurent la
conservation de 1’agent pathogene toute 1’année, et constituent une source
d’inoculum, notamment en bordure des parcelles (Rat et Chauveau, 1985,. Schaad
et Kendrick, 1975). X. campestris pv. campestris est transmis par semences (Cook
et al., 1952; Schaad et al., 1980; Schultz et Gabrielson, 1986). Les moyens de
lutte sont essentiellement basés sur des mesures prophylactiques, notamment
I’utilisation de lots de semences certifiés pathogen-free et I’élimination du
commerce des lots positifs (Taylor, 1993; Janse et Wenneker, 2002; Taylor et al.,
2002), avec un renforcement de la lutte intégrée.

Xanthomonas campestris pv. campestris agent causal de la nervation noire des
brassicacées n’a jamais été signalé en Algérie. L’étude réalisée par Emmanouilidis
remonte a 1976; elle révélé ’absence de cette maladie sur le territoire Algérien.
Néanmoins, des symptomes similaires a la nervation noire ont été observés sur
plusieurs parcelles de production de choux et de choux fleurs, dans I’Algérois

dans la région de Rouiba (Figure 2.1). Les symptomes observés se caractérisent
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par des lésions tres caractéristiques; couleur jaunatre en forme de U ou V a
I’extrémité des feuilles, taches d’apparence graisseuse suivi d’un noircissement
des nervures.

L’objectif de notre travail a été de rechercher la présence éventuelle de X. c. pv.
campestris dans les cultures de choux dans les principales zones de production du
Nord de I’Algérie, de caractériser la diversité des populations bactériennes
présentes en comparaison avec les souches de références et d’identifier I’origine
ou la source probable de I’inoculum. Cent soixante-dix isolats ont été identifiés et
caractérisées par des tests biochimiques, biologiques et moléculaires. Soixante-
dix-sept isolats ont été sélectionnés pour étudier leur diversité génétique par la
méthode moléculaire & haut débit la MLSA (Multilocus Sequence Analysis) en
utilisant 2 génes de ménage, le géne gyrB qui code pour I’ADN gyrase B et le

gene ropD qui code pour le facteur sigma 70.

Figure 2.1: Parcelle de choux- (variété Arizona) présentant des symptomes

typiques de la nervation noir sur une parcelle de choux dans la région de Tipaza.
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2.2 Matériel et méthodes
2.2.1 Prélévement des échantillons

Trois cent quinze échantillons de feuilles présentant des symptomes typiques de la
nervation noire des brassicacées (Iésions couleur jaunatre en forme de U ou V a
I’extrémité des feuilles) (Figure 2.2) ont été prélevés de 2011 a 2014.

Le prélevement a été réalisé au niveau de 76 parcelles de production de choux
(Brassica oleracea spp. capitata) et chou-fleur (Brassica oleracea spp. Botrytis)
dans plusieurs wilayas du nord algérien (Boumerdes, Alger, Tipaza, Ain Defla,
Skikda, Mostaganem, Tizi Ouzou) (Figure 2.3). Les échantillons de feuilles ont
été codifiés par un numéro unique dans des sacs en plastique puis transportés au
laboratoire phytosanitaire du CNCC et stockés a 4 °C jusqu'a leur utilisation. La
région, 1’espece, la variété et la date de prélevement sont mentionnés dans le

tableau 2.6 (annexel).
2.2.2 Isolement et purification des isolats :

Cent soixante dix souches ont été isolées selon le protocole décrit par Schaad et
al. (2001); I’échantillon prélevé est rincé a I’eau du robinet puis séché. Le tissu
prélevé est choisie a la limite de la zone saine/zone malade. Les fragments sont
déposés dans une boite de Pétri contenant 2 ml d’eau distillée stérile puis dilacérés
finement a 1’aide d’un scalpel stérile et maintenus en macération pendant 20 min a
température ambiante. Une série de dilutions au 1/10 ™ allant de 10 4 107 a été
effectuée. Cinquante microlitre de chaque dilution sont étalés a 1’aide d’un étaloir
sur toute la surface du milieu gélosé LPGACvc (extrait de levure 7g/L,
peptone7g/L, glucose7g/L et agar bactériologique 15g/L associé a la
Cyclohéximide 100 mg/L, la céfalexine 25 mg/L et de la vancomycine 0,5 mg/L).
Les bactéries sont ensuite incubées a 28°C pendant 3 a 5 jours.

Les colonies caractéristiques (couleur et forme) sont purifiées par dilution de
chaque type observé. Vingt microlitres sont alors étalés par épuisement en 3
secteurs sur milieu LPGA et sur milieu GYCA (extrait de levure 5g/L, glucose
10g/L, CaCO3 40g/L et agar bactériologique 15g/L) a 28 °C afin obtenir des

cultures pure.
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Figure 2.2 Exemples d’échantillons présentant des symptomes typiques (Iésions
sous forme de U ou V a I’extrémité des feuilles présentées par une fleche bleu)

ayant servi a I’isolement des souches de X. c. pv. campestris en Algérie.
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Les deux souches de références utilisées durant notre étude proviennent de la

Collection Frangaise de Bactéries Associées aux Plantes, Beaucouzé, France

(CIRM-CFBP). 11 s’agit de la souche CFBP 5241 (ATCC 33913) et la souche

CFBP 1121. Les colonies obtenues ont ¢té identifiées par des observations

physiologiques,

conservées a + 4°C et a - 20°C dans du glycérol a 20 %.

des tests biochimiques, biologiques et moléculaires puis
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Figure 2.3 : Zones de prospection et de collecte des échantillons (cercles en rouges)
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2.2.3 Identification biochimique :

Cent soixante-dix isolats obtenus ont été testés pour leur caractéristiques
morphologique sur milieu LPGA et GYCA, leur activité¢ oxidative-fermentative
vis-a-vis du glucose, catalase and oxydase (Klement et al., 1990), esculine
(Lelliott et al, 1987), la réduction du nitrate. Deux souches de références (CFBP

1121 et CFBP 5241) ont été utilisées comme témoins pour valider nos résultats.
2.2.4 Hypersensibilité sur tabac.

Les bactéries suspectées d’étre du X. campestris pv. campestris ont été testées vis-
a-vis du test d’hypersensibilité sur tabac (Nicotiana tabacum). Deux anses de
culture bactérienne ont été mises en suspension dans 4,5 ml d’eau stérile. Cette
suspension bactérienne (environ 10° cfu/ml) a été infiltrée dans le limbe de feuille

de tabac. La réaction de la plante a été observée 24 h et 72 h apres infiltration.

2.2.5 Amplification de PADN par Polymerase Chain Reaction
(PCR) :

L’ADN est extrait & partir de 1 ml de suspension bactérienne (environ 10°
cellules/ml) préparée a partir de bactéries cultivées pendant 24h sur du milieu
LPA (extrait de levure 7g/L, peptone7g/L et agar bactériologique 15g/L) a 27°C.

Les tubes sont incubés a 100°C pendant 10 min. IlIs sont ensuite placés dans la
glace, puis centrifugés a 10 000 tours pendant 5 min. Le culot est éliminé alors
que le surnageant contenant I’ADN est conservé a -20°C dans des microtubes de
1,5 ml pour une utilisation future. Les amplifications ont été réalisées par PCR en
multiplex dans un mélange réactionnel de 20 pl ciblant le gene /hrp
(hypersensitive response and pathogenicity). Ce dernier comprend le tampon 1X
Green GoTaq Flexi Buffer (Promega), 1,5 mM de MgClI2, 0,2 mM de dNTP, 0,5
uM de chaque amorce spécifique DLH120 et DLH125 (Berg et al, 2005),
0,05uM de chaque amorce universelle : 1052—F et Bac—R (Eden et al, 1991)
(tableau 2.1), 0,05U de la GoTaq Flexi Buffer DNA polymérase et 3ul d’ADN
cible. L’amplification des fragments d’ADN a été¢ effectuée a 1’aide du
thermocycleur de type C1000 Touche Thermal (Bio-Rad) selon un programme qui

consiste en une dénaturation de 3 min a 95°C suivi de 35 cycles de 40 sec de
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dénaturation a 95°C, 40 sec d’hybridation des amorces a 63°C (touchdown a 58°C

au cours des 6 premiers cycles) et 40 sec d’¢longation a 72°C.
2.2.6 Analyse des produits amplifiés

Au terme de la PCR, les produits d’amplification obtenus sont analysés sur gel
d’agarose a 1,5 % dans du tampon TBE 0,5 X. Dix microlitres de chaque produit
d’amplification ont été¢ chargés dans des puits de gel correspondants avec 7 pl
d’un marqueur de poids moléculaire a 100 paires de base. L’ensemble est soumis
a une ¢lectrophorése sous un voltage constant (100 V) pendant 30 min. Les
produits amplifiés sont visualisés a I’aide d’un transilluminateur 8 UV GelDoc

2000 Bio-RAD, aprés coloration au bromure d’éthidium (5pg ml™).
2.2.7 Test du pouvoir pathogene :

Le pouvoir pathogeéne été réalisé sur les isolats algériens suspectés d’étre du Xcc
conformément a la procédure décrite (Laala et al., 2015). Des semences de chou-
fleur de la variété Arizona ont été contaminées par des suspensions bactériennes a
raison de 10’cfu/ml. Les souches de référence (CFBP 1121 et CFBP 5241) ont été
utilisées comme témoins positifs ainsi que des semences inoculées avec de I’eau
distillée stérile (témoin négatif) pour valider le test. Les semences ont été mises a

germer pendant 14 j afin de tester leur état sanitaire.
2.2.8 Amplification et séquencage des génes de ménage :

Trois isolats a savoir, le Xcc DZ114.10, Xcc DZ11 3.5 et Xcc DZ1388.2 ont été
séquencés afin d’évaluer leur niveau d’homologie vis-a-vis des souches
disponibles dans la banque de données NCBI (Altschul et al., 1990). Quatre genes
de ménage ont été utilisés pour chacun des trois isolats : azpD (synthase beta
chain), dnaK (heat shock protein 70, molecular chaperone DnaK), gyrB (DNA
gerase subunit B) et rpoD (RNA polymerase sigma-70 factor).

La PCR a été réalisée en utilisant 4 couples d’amorces : P-X-ATPD-F/P-X-
ATPD-R,  P-X-DNAK-F /P-X-DNAK-R, emirgyrB1-F/emirgyrB1-R et
emirpoD13/emirpoD11 respectivement pour chacun des 4 geénes (tableau 2.1)

(Fargier et al., 2011).
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Les amplifications sont réalisées dans un thermocycleur (Icycler Biorad USA)
avec un mélange réactionnel de 20 pl qui contient le tampon 1X Green GoTaq
Flexi Buffer (Promega), 1,5 pl de 25 Mm MgCl2, 0,2 Mm de dNTP, 0,5 um de
chaque amorce et 1U de GoTaq Flexi Buffer DNA polymérase (Promega) et 3ul
d’ADN cible. Le programme d’amplification consiste en une dénaturation de 5
min a 95°C suivi de 35 cycles de 30 sec de dénaturation a 95°C, 45 sec
d’hybridation des amorces a 63°C et 1,30 min d’¢élongation a 72°C. Le dernier
cycle est suivi d’'une extension finale de 5 min a 72°C. Les produits PCR obtenu
ont été analysés sur gel d’agarose a 1,5%. Les 2 brins des amplicons obtenus des 3
isolats préalablement cités, ont été séquencés par le laboratoire GATC Biotech
Germany. Les Chromatogrammes obtenus ont été analysés par le logiciel 4 peaks
1.7.2 (htt//nucleotype.com/4peaks/). Les séquences d’ADN ont été alignées a
I’aide du logiciel Multalin (Corpet, 1988 http://
prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html). Les séquences partielles ainsi
obtenues ont ¢été comparées a celles de la base de données disponibles dans
BLASTN (Altschul et al, 1990) dans la base de donné NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Tableau 2.1 : Amorces utilisées pour la détection et le séquengage des isolats

algériens
Taille de
Genes
- Amorces Tm(°C) Séquences (5-3") I’amplicon Références
cibles
(pb)

DLH120" CCGTAGCACTTAGTGCAATGGCA

hrP 63° 619 Berg et al., 2005
DLHI25" TTTCCATCGGTCACGATTG
1052-F* GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTTA

Amorces 63° 441 Eden ez al., 1991

universelles
BacR" CGGCTACCTTGTTACGACT
P-X-ATPD-F* GGGCAAGATCGTTCAGAT

atpD 62 868 Fargiet et al., 2011
P-X-ATPD-R" GCTCTTGGTCGAGGTGAT
P-X-DNAK-F* GGTATTGACCTCGGCACCAC

dnaK 62 1034 Fargiet et al., 2011
P-X-DNAK-R" ACCTTCGGCATACGGGTCT
emigyrB1F* TGCGCGGCAAGATCCTCAAC

gyrB 63 904 Fargiet e al., 2011
emigyrB4R" GCGTTGTCCTCGATGAAGTC

. a ATGGCCAACGAACGTCCTGC

emirpol 1F

rpoD 63 1313 Fargiet et al., 2011

. b AACTTGTAACCGCGACGGTATTC

emirpol3R

G

Tm : température d’hybridation, a : amorce sens, b : amorce antisens
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2.2.9 Analyse de la diversité génétique par MLSA (Multilocus

Sequences Analysis)

L’objectif de cette approche consiste a étudier la diversité génétique des genes de
ménage des souches isolées en Algérie et de les comparer aux souches mondiales
afin et d’identifier la source éventuelle de 1’inoculum isolé.

Dans ce contexte, 96 souches ont été sélectionnées parmi les 170 souches
caractérisées par rapport a leur activit¢ microbiologique, biochimique et
moléculaire pour une étude phylogénétique. Deux genes de ménage ont été
désignés pour réaliser cette étude. Le gene gyrB et le gene rpoD préalablement
cités qui codent respectivement pour ADN gyrase B et le facteur sigma 70. Le
gene gyrB est un bon marqueur de spécificité entre les especes, tandis que le gene
rpoD est un bon marqueur de discrimination au sein d’une méme espéce (Fischer-
Le Saux, communication personnelle). Le protocole et les conditions
d’amplification sont les mémes que celles définies précédemment.

La qualité et la quantité des amplifiats obtenus ont été testées sur gel d’agarose a
1,5 % et par Nano Drop ND-2000 (thermo Scientific). Les amplicons des 96
souches prédites pour chacun des deux genes ont été¢ séquencés au niveau du
laboratoire GATC Biotech Germany. Les séquences ainsi obtenues ont ¢&té
analysées par le logiciel 4 peaks 1.7.2. et alignées par le programme Bioedit (Hall,
1999). Les séquences ayant une longueur supérieure a 500 pb ont été retenues
pour la suite de nos travaux.

Pour une évaluation plus approfondie de la diversité génétique au sein des souches
isolées en Algérie, les données de séquences d’ADN des 2 geénes ont été
concaténées par ordre alphabétique, a savoir le géne gyrB suivi du géne rpoD en
utilisant le logiciel GENI-OUS version 4.8.5 (BIOMATTERS). L’analyse du
polymorphisme entre les souches a été réalisée sur chaque geéne ainsi que sur les
séquences des 2 geénes concaténés en utilisant le logiciel DnaSp (DNA Sequence
polymorphisme) version 5.10 (Rosas et al.,, 2010). Cette analyse est basée sur la
méthode Tajima’s (Tajima, 1996), permettant la comparaison des séquences
d’ADN deux a deux. La différenciation entre les haplotypes formés se base sur la
présence d’un seul nucléotide différent par séquence (wicher et al., 2012, Tancos

et al.,2015).
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La construction de 1’arbre phylogénétique a été réalisée avec le logiciel Mega
version 6.06 (Tamura et al, 2013) basé sur la méthode de maximum de
vraisemblance (Maximum likelihood ML) (Tamura and Nei, 1993). Ce logiciel
permet une analyse rapide d’un nombre important de séquences. Il permet la
reconstruction phylogénétique évolutive basée sur une analyse statistique de
bootstrap a 1000 réplications.

L’arbre est construit avec les séquences de chacun des deux genes et également
avec les séquences des deux genes concaténées. Des séquences de X. c. pv.
campestris publiées sur la base de données NCBI ont été intégrées pour les
comparer a notre collection. La séquence de la souche X. c. pv. vesicatoria 85-10
(Thieme et al., 2005) a été utilisée comme référence externe afin d’enraciner

P’arbre.

2.3 Résultats

2.3.1 Caractérisation physiologique et biochimique des souches

isolées en Algérie :

Parmi les 315 échantillons symptomatiques prélevés entre 2011 et 2014, 170
isolats se sont avérés similaires aux souches de référence de Xanthomonas
campestris pv. campestris fournis par la collection francaise de bactérie associées
aux plantes (CIRM-CFBP). Apres trois jours d’incubation, les souches suspectes
présentent des colonies rondes, convexes et jaunes sur milieux LPGA et CYCA
(Figure 2.4).

Elles sont Gram négatif et répondent aux caractéristiques biochimiques décrites
dans la littérature par (Lelliott et Stead, 1987; Schaad, 1980). Elles utilisent le
glucose de facon oxydative (Hugh and Leifson, 1953), elles possedent une levane-
sucrase, et une activité catalase. Elles sont dépourvues de cytochrome oxydase
(bandelettes d’oxydase strips (Fluka Analytical Suisse) et ne réduisent pas les
nitrates (tableau 2.2).

2.3.2 Réaction d’hypersensibilité sur tabac

Les souches isolées ainsi les souches de référence inoculées ont induit une
réaction d’hypersensibilit¢ sur les feuilles de tabac qui s’est traduit par

I’apparition d’une nécrose autour du point d’inoculation (Figure 2.5).
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Tableau 2.2 : Caractérisation physiologiques et biochimiques des isolats algériens

¢chantillonnés entre 2011 a 2014 en comparaison avec des souches de référence

Colonies
- Réaction  jaunes sur . Nitrate

Isolats Origine de Gram  LPGA et Tabac Esculine oxydase Levane Eduotase
GYCA

Xcee DZ Algérie - + + + - + -

Isolats

CFBP 1121 France - + + + - + -

CFBP 5214 R.Uni - + + + - + -

(ATCC

33913)

.y

e

Figure 2.4: Aspect des colonies jaunes typiques de Xanthomonas campestris pv.

campestris sur GYCA : Isolat Xcc DZ114.10

Figure 2.5 : Nécroses rapides autour du point d’inoculation sur feuille de tabac
induit par les isolats algériens typique d’une réaction d’hypersensibilité

Exemple souche XccDZ114.10
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2.3.3 Amplification de ’ADN par Polymerase chain reaction (PCR) :
Les résultats des produits amplifiés obtenus par PCR multiplex avec le couple
d’amorces développées par Berg et al, 2005 ciblant le géne hrp ont mis en
évidence la présence d’amplifiat a lataille attendue c’est a dire 619 paires de bases
pour les 170 isolats testés (Figure 2.6). Par ailleurs, le profil électrophorétique
permet de visualiser une bande a une taille de 441 pb qui correspond au couple
d’amorces (1052-F/Bac-R). Ce couple d’amorces nommées amorces universelles
(Eden et al., 1991) sont utilisées comme témoin interne de la réaction PCR afin de
valider la réaction et pour éviter les faux négatifs engendrés par la présence

éventuelle d’inhibiteurs de PCR.

7 8 9 1011121314 TPTN

619 pb
441 pb

Figure 2.6 : Migration sur gel d’agarose a 1,5 % des produits PCR réalisés
avec les amorces DLH120 et DLH125 (Berg et al., 2005) et 1052—F et Bac—R
(Eden et al., 1991) sur les différentes souches isolées en Algérie

M : Marqueur de poids moléculaire a 100 p.b. (Promega)

TP souche de référence X. c. pv. campestris CFBP 5241,

TN-Témoin négatif eau, 1-14 : souches isolées en Algérie.
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2.3.4 Test du pouvoir pathogéne :

Les graines contaminées par une suspension bactérienne appartenant a la
collection algérienne (souche Xcc DZ) et la souche 5241 a 1x10” cfu/ml ainsi
qu’un lot de semences inoculé par de I’eau distillée stérile (témoin négatif), ont
été mises a germer. Le développement de la population bactérienne introduite a
¢té suivi par des observations régulicres des symptomes. Sept jours apres le semis
(premiere notation), les premiéres plantules malades ont été repérées. Au bout du
quatorziéme jour, les plantules de tous les lots contaminés étaient malades. Le
témoin négatif ne présentait aucun symptome de la maladie (Figure 2.7).

Un isolement a été de nouveau réalisé sur milieu LPGACvc a partir des plantules
germées et a conduit a l'apparition de colonies typiques de Xanthomonas

campestris pv. campestris.
2.3.5 Amplification des génes de ménage :

Trois isolats de X. c. pv. campestris (Xcc DZ114.10, Xcc DZ113.5 et
XceDZ1388.2) ont été amplifiés en utilisant 4 genes de ménage a savoir le gene
gyrB, le géne rpoD, le gene atpD et le géne dnaK (Fargier et al., 2011). Les
résultats de la PCR ont révélé la présence des 4 bandes aux la tailles attendues,
respectivement de 904 bp et 1013 pb, 868pb et 1034 pb (Figure 2.8 A et 2.8 B).
Les séquences d’ADN nucléotidiques des 4 genes de ménages séquencés a partir
des 3 souches isolées en Algérie ont montré un pourcentage d’homologie allant de
98 a 100 % avec les séquences présentes dans la banque de genes de NCBI
(Tableau 2.3). Les séquences partielles des isolats Xcc DZ114.10, Xcc DZ113.5 et
Xcc 13 88.2 ont été déposées respectivement dans la banque de données NCBI
sous les numéros d’accession suivants : le géne atpD (KU556302- KU556304),
géne dnaK (KU556305- KU556307), géne gyrB (KU556308- KU556310) et
rpoD (KU556311- KU556312) (annexe 2).
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Figure : 2.7 Test du pouvoir pathogene réalisé sur un lot de semence de la variété
Arizona.

(a) : Plantules contaminées avec une suspension bactérienne d’une souche de
référence (CFBP 5241), (b) : Plantules contaminées avec une suspension
bactérienne d’une souche isolée en Algérie (XccDZ114.10), (¢) plantules

inoculées par de I’eau distillée stérile (témoin négatif).
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Tableau 2.3 : Comparaison entre les séquences d’ADN des 4 génes de ménage

des isolats algériens avec les autres espéces de Xanthomonas

Isolats
algériens gyrB rpoD atpD dnak
Xce ATCC 339137 Xcc-C-168 Xce ATCC 33913 Xce ATCC 33913
734/735°(99%)° 574/577 (99%) 661/667(99%) 7781779 (99%)
XeeDZ114.0 X. ¢ pv. vesicatoria str. 85-10  X. c. pv. vesicatoria 85-10  X. c. pv. vesicatoria 85-10  X. c. pv. vesicatoria 85-10
639/736(87%) 539/578(93%) 630/666 (95%) 736/779 (94%)
Xce ATCC 33913 Xce-C-168 Xce ATCC 33913 Xce ATCC 33913
XceDZ113.5 734/735 (99%) 577/577(100%) 663/667 (99%) 777/779 (99%)
X. c. pv. vesicatoria 85-10 X. ¢ pv. vesicatoria 85-10  X. ¢ pv. vesicatoria 85-10 X. ¢ pv. vesicatoria 85-10
639/736 (87%) 639/736 (87% 542/578 (94%) 735/779 (94%)
Xce ATCC 39313 Xce-C-168 Xce ATCC 33913 ATCC 33913
XceDZ1388.2 734/735 (99%) 576/577(99%) 663/667 (99%) 776/779 (99%)

X. c. pv. vesicatoria 85-10

639/736 (87%)

X. c. pv. vesicatoria 85-10

541/578 (94%)b

X. c. pv. vesicatoria 85-10

630/666(95%)

X. c. pv. vesicatoria 85-10

734/779 (94%)
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R ——
M 1 2 3 4 5 TP TN

1313 pb e W s

Figure 2.8 A: Détection des produits amplifiés par PCR par électrophorese sur gel d’agarose a
1,5%

M : Marqueur de poids moléculaire a 100 p.b. (Smart ladder Eurogentec),

TP souche de référence X. c. pv. campestris CFBP 5241, TN-Témoin négatif eau PCR

(a) : Produits d’amplification avec le couple d’amorces emirpol 1F/emirpol3R (géne rpoD)

(b) : Produits d’amplification avec le couple d’amorces X-gyrB1F/X-gyrBIR (gene gyrB)
M1 2 3 45 1TPTN

TNER Y 22 ET S

034pb

Figure 2. 8 B: Détection des produits amplifiés par PCR par €lectrophorese sur gel d’agarose a
1,5%

TP : souche de référence X. c. pv. campestris CFBP 5241,

TN : Témoin négatif eau PCR

(a ): Produits d’amplification avec le couple d’amorces P-X-ATPD-F/ P-X-ATPD-R (geéne atpD)
(b) : Produits d’amplification avec le couple d’amorces P-X-DAK-F/ P-X-DNAK-R (géne dnaKk)
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2.3.6 Etude de la diversité génétique par la méthode MLSA (Multilocus

Sequence Analysis)

Parmi les 170 souches de Xanthomonas campestris pv. campestris isolées et testées par
les tests biochimiques et moléculaires, 96 souches représentatives de toutes les régions
échantillonnées ont été sélectionnées pour 1’étude de la diversité génétique. Cette étude
a été réalisée par la méthode MLSA sur deux genes de ménage a savoir, le géne gyrB et
le géne rpoD

A cet effet, les produits PCR obtenus (protocole décrit précédemment) pour chacun des
deux genes ont été séquencés. Les séquences nucléotidiques ainsi obtenues ont été
analysées et nettoyées par le logiciel 4 peaks. Seules les séquences dont la taille est
supérieure a 500 paires de base ont été retenues pour notre étude. Ce qui a permis
d’obtenir 94 séquences de735 pb chacune pour le géne gyrB et 83 séquences de 577 pb
chacune pour le géne rpoD.

L’analyse phylogénétique effectuée par le logiciel Dnasp (DNA Sequence
Polymorphism) (Rozas ef al., 2010) sur les deux genes a révélé la présence d’une
diversité au sein des souches isolées en Algérie.

L’analyse des séquences du gene gyrB a fait ressortir 6 haplotypes, avec un
haplotype majoritaire. Cet haplotype regroupe 85 souches soit 95% des souches
isolées. Ces dernicres ont €té isolées a partir de 36 parcelles prospectées pendant

une période qui s’étale de 2011 a 2014. L’haplotype 2 comprend une seule souche
isolée a partir d’une seule plante malade issue d’une parcelle de chou de variété
Chebli dans la région de Sidi Fredj. L’haplotype 3 regroupe 3 souches issues
d’une méme parcelle dans la wilaya de Tizi Ouzou. Trois souches partagent le
méme haplotype (H4) alors qu’elles ont étaient isolées a partir de trois
échantillons prélevés au niveau de deux zones différentes: La souche
XceDZ14105.75 isolée a partir d’un échantillon prélevé dans la région de Zéralda

sur une parcelle de chou-fleur de wvariété solo, tandis que les souches
XceDZ14106.127 et XecDZ14106.129 ont était isolées au niveau de la région de

Ain Defla sur une parcelle de chou-fleur de variété Arizona. Par ailleurs, les
souches XccDZ14106.126 et XccDZ14106.130 prélevées a partir d’'une méme

parcelle se dissocient en deux haplotype différents.
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L’analyse du polymorphisme réalisé sur le géne »poD montre que ce dernier offre
un meilleur pouvoir discriminant, ce qui corrobore les études de MLSA publiées
par Fargier et al., (2011) et Lange et al., (2015). En effet, 20 haplotypes ont été
obtenus pour ce géne avec un taux de sites variables atteignant 10,6 % alors qu’il
est de 1.22% pour le géne gyrB (Tableau 2.4).

L’étude du polymorphisme réalisée sur les 83 séquences du géne rpoD regroupe
54 souches dans un méme haplotype soit 65% souches isolées. Alors que 16
haplotypes sont formés chacun par un seul isolat. Les souches XccDZ14105.75
,XccDZ14106.127 et XccDZ14106.129 sont groupées dans un méme haplotype.
Afin d’analyser plus finement la diversité génétique et obtenir un meilleur pouvoir
discriminant, les données de séquences des 2 genes ont été concaténées pour 77
isolats sélectionnés. La concaténation des 2 loci regroupe les 77 souches en 20
haplotypes avec 68 sites polymorphes (Tableau 2.4).

Parmi les 20 haplotypes formés, 14 sont associés chacun a un seul isolat. Tandis
que I’haplotype 1 nommé H1 regroupe 50 souches isolées a partir d’échantillons
appartenant a des zones géographiques différentes et prélevés pendant une période

qui s’¢tale de 2011 a 2014 (Tableau 2.5).

Tableau 2.4 Diversité génétique des isolats de Xanthomonas campestris pv.

campestris déterminée par MLSA

Taille du Nombre de % de sites
\ Nombre Nombre . )
Gene fragment disolats Lhaplotvpes sites variables
séquencé PIOTYP polymorphes (polymorphisme)
gyrB 737 94 6 9 1,22%
rpoD 575 83 20 61 10,6 %
Séquences. 1312 77 20 68 5,18 %
Concaténées
(gyrB et
rpoD)
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Tableau 2.5. : Liste des haplotypes formés a partir des séquences de 77 souches de
Xanthomonas campestris pv. campestris concaténées

Hote Origine Année de N°

Isolats Espece Variété égi Ne de rélévement d’haplotype
D ariété région parcelle p plotyp

XceDZ111 Brassica oleracea spp. Capitata Smilla Staoueli ITCMI Serre 1 5/05/2011 H1
XceDZ112 Brassica oleracea spp. Botrytis Yebouze Staoueli ITCMI Serre 2 5/05/2011 H1
XceDZ112.6 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Rouiba 2 10/10/2011 Hl
XceDZ11272 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Rouiba 2 10/10/2011 Hl
XceDZ113.1 Brassica oleracea spp. Capitata Solo Rouiba 3 10/10/2011 H1
XceDZ113.5 Brassica oleracea spp. Capitata Solo Rouiba 3 10/10/2011 H1
XceDZ114.9 Brassica oleracea spp. Capitata Bitch Rouiba 4 10/102011 H1
XceDZ114.10 Brassica oleracea spp. Capitata Bitch Rouiba 4 10/102011 H2
XceDZ115.1 Brassica oleracea spp. Capitata Arizona Tipaza 5 27/10/2011 Hl
XceDZ116.1. Brassica oleracea spp. Capitata Arizona Tipaza 6 27/10/2011 H3
XceDZ116.2 Brassica oleracea spp. Capitata Arizona Tipaza 6 27/10/2011 H3
XceDZ1230.2 Brassica oleracea spp. Capitata Chebli Sidi Fredj 30 07/01/2012 H4
XceDZ1230.3 Brassica oleracea spp. Capitata Chebli Sidi Fredj 30 07/01/2012 H4
XceDZ1230.4 Brassica oleracea spp. Capitata Chebli Sidi Fredj 30 07/01/2012 H4
XceDZ1230.5 Brassica oleracea spp. Capitata Chebli Sidi Fredj 30 07/01/2012 HI1
XceDZ1241.3 Brassica oleracea spp. Capitata Smilla Staoueli 41 06/04/2012 H1
XceDZ1242.3 Brassica oleracea spp. Capitata Chebli Sidi Fredj 42 06/04/2012 H5
XceDZ1243.1 Brassica oleracea spp. Capitata Chebli Staoueli 43 06/04/2012 H6
XceDZ1243.2 Brassica oleracea spp. Capitata Chebli Staoueli 43 06/04/2012 H1
XceDZ1243.3 Brassica oleracea spp. Capitata Chebli Staoueli 43 06/04/2012 H1
XceDZ1244.1 Brassica oleracea spp. Capitata Spacestar Staoueli 44 06/04/2012 H1
XceDZ1244.2 Brassica oleracea spp. Capitata Spacestar Staoueli 44 06/04/2012 H1
XceDZ1244.3 Brassica oleracea spp. Capitata Spacestar Staoueli 44 06/04/2012 H7
XceDZ1246.1 Brassica oleracea spp. Capitata Yerbouze Staoueli 46 06/04/2012 Hl
XceDZ1246.2 Brassica oleracea spp. Capitata Yerbouze Staoueli 46 06/04/2012 Hl
XceDZ1358 Brassica oleracea spp. Capitata Standard Boumerdes 58 21/02/2013 H1
XceDZ1360 Brassica oleracea spp. Capitata Canapatchi Khemis El Khechna 60 18/03/2013 H1
XceDZ1360.1 Brassica oleracea spp. Capitata Canapatchi Khemis El Khechna 60 18/03/2013 Hl
XceDZ1375.2 Brassica oleracea spp. Capitata Yerbouze Ain Taya 75 23/06/2013 Hl
XceDZ13753 Brassica oleracea spp. Capitata Yerbouze Ain Taya 75 23/06/2013 HS8
XceDZ1375.6 Brassica oleracea spp. Capitata Yerbouze Ain Taya 75 23/06/2013 H1
XceDZ1376 .9 Brassica oleracea spp. Capitata Yerbouze Ain Taya 76 23/06/3013 H9
XceDZ1382.2 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze Ouled Moussa 82 23/06/2013 H1
XceDZ1384.3 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze Ouled Moussa 84 23/06/2013 Hl
XceDZ.1388.2 Brassica oleracea spp. capitata Arizona Mostaganem 88 25/03/2013 H20
XceDZ1388.4 Brassica oleracea spp. capitata Arizona Mostaganem 88 23/03/2013 H1
XceDZ1490.43 Brassica oleracea spp. Botrytis Atlas Zéralda 90 17/01/2014 H1
XceDZ1490.54 Brassica oleracea spp. Botrytis Atlas Zéralda 90 17/01/2014 H1
XceDZ1493.12 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014 H10
XceDZ1493.31 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zgralda 93 17/01/2014 HI1
XceDZ1493.32 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014 H9
XceDZ1493.34 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014 H1
XceDZ1493.51 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014 H1
XceDZ1493.54 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014 H1
XceDZ14100.6 Brassica oleracea spp. capitata Sakata Ain Taya 100 06/05/2014 H1
XccDZ14101.20 Brassica oleracea spp. capitata Raissa Ain Taya 101 06/05/2014 HI
XceDZ14101.21 Brassica oleracea spp. capitata Raissa Ain Taya 101 06/05/2014 H1
XceDZ14101.22 Brassica oleracea spp. capitata Raissa Ain Taya 101 06/05/2014 H7
XceDZ14101.27 Brassica oleracea spp. capitata Raissa Ain Taya 101 06/05/2014 HI
XccDZ14102.28 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014 HI
XceDZ14102.29 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014 H1
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Tableau 2.5 (Suitel)
Isolats Hote ) ) Origine Année de Ne
Espece Variété Région N° de parcelle prélevement d’haplotype

XceDZ14/102.30 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014 H1
XceDZ14/102.34 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Afn Taya 102 06/05/2014 H7
XceDZ14/102.38 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014 H1
XceDZ14/104.60 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 H1
XceDZ14/104.61a Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 H11
XceDZ14/104.61b Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 H12
XceDZ14/104.61¢ Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 H13
XceDZ14/104.64 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 H1
XceDZ14/104.66a Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 H14
XceDZ14/104.66b Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 H1
XceDZ14/104.67 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 H1
XceDZ14/104.68 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 H1
XceDZ14/104.69a Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 Hl
XceDZ14/104.69b Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 H1
XceDZ14/104.69¢ Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014 H15
XceDZ14/105.75 Brassica oleracea spp. Botrytis Solo [Z)le;;‘éd” Azur 105 12/09/2014 HI6
XceDZ14/106/126 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Dafla 106 16/11/2014 H17
XceDZ14/10 6/127 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Dafla 106 16/11/2014 H16
XceDZ14/106/129 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Dafla 106 16/11/2014 Hl16
XceDZ14/106/130 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Dafla 106 16/11/2014 H18
XceDZ14/106/131 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Dafla 106 16/11/2014 H1
XceDZ14/106/132 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Dafla 106 16/11/2014 H1
XceDZ14/106/134 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Dafla 106 16/11/2014 H1
XceDZ14/106/135 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Dafla 106 16/11/2014 H19
XceDZ14/106/136 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Dafla 106 16/11/2014 H1
XceDZ14/106/137 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Dafla 106 16/11/2014 H1
CFBP1121 ge’;ﬁ’;zrfl_’””m cv. Bullata / France / 1967

CFBP 5241 (ATCC Brassica oleracea var. gemmifera R.Uni / 1957

33915)
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Les données des séquences nucléotidiques partielles des deux geénes ont été
utilisées pour construire un arbre phylogénique de type Maximum likelihood ML
réalisé avec la méthode de vraisemblance maximum et 1000 réplications
bootstrap.

Afin d’étudier la relation phylogénétique qui existe entre notre collection de
souches et celles des autres pays, des souches de X. campestris pv. campestris de
référence ont été inclues a notre analyse. Ces souches ont été isolées en Afrique,
en Europe, en Amérique et en Nouvelle Zélande dont les séquences nucléotidiques
sont publiées sur ncbi.

L’arbre phylogénique construit avec les séquences partielles du géne gyrB montre
une forte homologie entre les souches algériennes et les 33 souches mondiales
sélectionnées. Par ailleurs la souche X. campestris pv. vesicatoria 85-10 se
positionne a part dans ’arbre. (Figure 2.9).

Les séquences partielles du gene rpoD se répartissent en 2 groupes (figure 2.10).
Les souches algériennes se positionnent au niveau du groupe 1. Elles sont
associées a 13 souches de références isolées de par le monde. Cependant, aucune
souche isolée en Algérie ne figure dans le groupe 2.

Par ailleurs, on remarque que X. campestris pv. vesicatoria se situe au milieu des
X. campestris pv. campestris et est soutenue par une forte valeur de bootstrap.
Ceci pourrait étre expliqué par la présence d’un événement de recombinaison
entre les pathovars de Xanthomonas au sein du gene rpoD (figure 2.10).

Un troisieme arbre phylogénétique a été construit avec les séquences concaténées
des deux geénes. Des isolats de référence publiés dans la banque de geéne ncbi et
dont les deux genes sont séquenceés ont été intégrés a notre analyse.

L’arbre phylogénétique issu de cette analyse révele que les isolats algériens sont
répartis en 3 sous-groupes au sein du groupe 1 (figure 2.11). Le premier sous-
groupe renferme la majorité des isolats avec 13 haplotypes. Il regroupe également
deux souches isolées en Inde (Singh et al., 2011; Singh et al, 2015). Le sous
groupe 2 rassemble 4 haplotypes ainsi que les souches ICMP 6541 et la souche
0407 1solées respectivement en Nouvelle-Zélande et dans I’Etat de New York. Le
sous-groupe 3 est formé par 3 haplotypes ainsi que la souche Xcc 0470 isolée aux

Etats-Unis et la souche ICMP 13 isolée en Grande Bretagne. On outre, on
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remarque que la souche 0407 et la souches 0470 se positionnent dans deux sous
groupes distincts ce qui est en concordance avec 1’étude réalisée par Lange et al.,
(2015) sur les souches isolées aux Etats-Unis.

Cette étude montre que les 20 haplotypes ainsi obtenus ont une homologie avec
des souches isolées a travers le monde. On remarque que les isolats algériens
groupés dans I’haplotype 1 (H1) montre une forte similarité avec la souche Xcc-
168 isolée en Inde (Singh et al., 2015), la souche ICPM 6541 isolée en Nouvelle-
Z¢lande (Young et al.,2008) avec 1’haplotype 7 (H7) (figure 2.11). Cependant,
aucune souche isolée en Algérie ne figure dans le groupe 2 ce qui suggere que les

populations isolées en Algérie ne couvrent pas la totalité de la diversité mondiale.

2.4 Discussion et conclusion

Cette ¢étude a ét¢ menée suite a 1’observation de symptomes typiques de la
nervation noire sur une parcelle de choux dans la région de Rouiba durant I’année
2011. A cet effet, une prospection a été conduite au cours des années 2011 a 2014
au niveau plusieurs régions du pays, dans des parcelles de production de choux et
des choux-fleurs. La majorité des parcelles de choux ou de choux-fleurs
prospectées, présentait des symptomes typiques de la nervation noire des
brassicacées. Ceci est probablement di a la présence de Xanthomonas campestris
pv. campestris bien avant 2011.

Cent soixante-dix souches ont été isolées a partir des échantillons présentant des
symptomes typiques de Xanthomonas campestris pv. campestris. Les souches
suspectes isolées ont été identifiées et caractérisées par leur activité physiologique
et biochimique. La mise en évidence de X. c. pv. campestris a été confirmée par
un test moléculaire PCR-multiplex et par un test de pouvoir pathogene réalisé sur
une variété de chou-fleur sensible (Arizona).

Quatre geénes de ménage (housekeeping genes) appartenant a trois souches isolées
en Algérie ont été séquenceés. Il s’agit du géne gyrB, du gene rpoD, du gene atpD
et du géne dnaK qui sont des geénes indispensables a la vie de la cellule
bactérienne (Maiden et al., 1998; Maiden et al.,2006). Les séquences partielles
d’ADN de chacune des souches isolées a savoir, la souche XccDZ114.10,
XceDZ3.5 et Xccl388.2 ont montré une similarité de 98 a 100% avec les

séquences disponibles dans la banque de donnée de NCBI.
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Chapitre 2 Discussion et conclusion

Les résultats d’analyses obtenus durant ce travail ont permis de signaler pour la
premicere fois la présence de Xanthomonas campestris pv. campestris en Algérie
au niveau des parcelles de production des choux et de choux-fleurs. Cette étude a
permis également de tracer la distribution de cette bactérie dans les principales
zones de production des brassicacées en Algérie dans le temps et dans I’espace.
En effet, les 170 souches ont été isolées a partir de plants symptomatiques
prélevés au niveau de 45 parcelles infectées pendant une période allant de 2011 a
2014 (tableau 2.6) annexe 1. Ces résultats ont motivé 1’étude de la diversité
génétique entre les souches isolées en Algérie en comparaison avec celles isolées
dans monde et d’identifier I’éventuelle source de 1’inoculum isolé.

A ce titre, une étude basée sur ’analyse de polymorphisme des geénes de ménage a
été conduite. La méthode MLSA (Multilocus Sequence Analysis) est une
approche qui vise 1’analyse les relations phylogénétiques entre les individus par
I’analyse de séquences de 1 ou plusieurs génes de ménage d’un nombre important
de souches bactériennes (Parkinson et al., 2007, Young et al., 2008).

Les résultats préliminaires de cette analyse obtenue a partir des séquences de géne
individuel ou de séquences partielles des deux génes concaténées ont révélé la
présence d’une diversité génétique au sein des isolats algériens.

L’étude du polymorphisme basée sur les séquences nucléotidiques du géne gyrB
n’a pas ¢té discriminante. Les souches se regroupent en 6 haplotypes avec 9 sites
polymorphes. Les séquences de ce geéne affichent une grande similarité avec celles
des souches isolées de par de monde. Le pourcentage d’identité est de 99 a 100%.
A P’inverse, le géne rpoD se distingue par 61 sites polymorphes et 20 haplotypes,
ce qui dénote du pouvoir discriminant qu’offre ce dernier.

L’analyse du polymorphisme réalisée sur les séquences des deux geénes
concaténées a permis une meilleure compréhension de la diversité au sein de notre
population. Néanmoins, aucune corrélation n’a pu étre établie entre 1’appartenance
a un haplotype par rapport a la variété, I’année d’isolement ou 1’origine
géographique. En effet I’haplotype 1 (H1) regroupe une cinquantaine de souches
de variétés différentes isolées a partir de 21 parcelles entre 2011 et 2014. 1l
contient également 2 souches a savoir la souche XccDZ11.1 isolée a partir d’un
transplant de chou-fleur de variété smilla et la souche XccDZ11.2 isolées a partir

d’un transplant de chou variété de Yerbouze (tableau 2.6) (annexe 1). Ces deux
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isolats sont probablement issus de lot de semences hybrides contaminées par un
méme inoculum. En outre, d’autres souches ont été isolées d’'un méme plant mais
ne partagent pas le méme haplotype. C’est le cas des souches XccDZ 114.10 et
XceDZ114.9. La souche XccDZ114.9 est parmi les 50 souches appartenant a
I’haplotype H1 alors que la souche XccDZ114.10 forme I’haplotype (H2) dont elle
est la seule représentante. Ce plant a été soit contaminé par deux souches
différentes présentes dans 1’environnement au cours de la culture soit par une ou
des souches issue d’un lot de semence contaminé.

L’arbre phylogénétique construit suite aux données de séquences nucléotidiques
des deux geénes concaténées pour chacun des 77 isolats algériens montre que ces
derniers sont subdivisés en trois sous-groupes soutenus par de fortes valeurs de
bootstrap. La majorité des isolats partage le sous groupe 1. Il comprend en effet
13 haplotypes isolés dans des zones de production différentes. Il inclut également
deux souches de référence isolées en Inde, la souche Xcc C-168 et la souche Xcc
C-278 isolées sur des plants de choux (Singh et al., 2011).

Le sous groupe 2 quant a lui comporte 4 haplotypes (H7, H11, H12 et H13) ainsi
que les souches ICMP 6541 isolée en Nouvelle Zélande et 0407 isolée aux Etat
Unis sur un transplant de chou (variété Fresco) (Lange ef al., 2015).

Le sous groupe 3 rassemble 3 haplotypes (H16, H17et H18). Ce groupe englobe
¢galement la souche 0470 isolée aux Etat Unis en 2004 sur un plant de chou
(variété Kaitlin) (Lange et al., 2015) et la souche ICMP 13 (CFBP 2350) isolée en
1957 en grande Bretagne sur un plant de chou de Bruxelles (Landecare, 1997).
Notre analyse phylogénétique réalisée sur les souches algériennes en comparaison
avec des souches isolées dans le monde, montre une grande similarité entre
certaines d’entre elles. Les souches formant I’haplotype 1 (H1) ont une homologie
de 100% avec la souche isolée en Inde (Xcc C-168), les souches de I’haplotype 13
avec une souche isolées aux Etat unis (0470). L haplotype 17 (H17) quant a lui est
homologue avec la souche IPCM 6541, isolée en Nouvelle Zélande en 1978 sur
un plant de chou —fleur (Figure 2.11). Toute fois aucune souche isolée en Algérie
ne figure au sein du groupe 2. Notre population couvre la moitié de la diversité
mais ne couvre pas la diversité mondiale.

Plusieurs études similaires conduites, visent a retracer 1’origine des isolats de Xcc

dans les parcelles de brassicacées, par des techniques de caractérisation
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moléculaire (Ignatov et al., 2007; Zaccartelli et al., 2008; Mulema et al., 2011,
Lema et al., 2012 ; Lange et al., 2015), mais aucune d’entres elles n’est parvenue
a retracer la source d’inoculum isolé. Ceci est probablement dii & un brassage de
souches qui est le résultat de circulation de lot de semences contaminées a travers
les échanges commerciaux internationaux. Aussi, une parcelle peut contenir des
souches de plusieurs origines suite a la conservation des inoculum dans des débris
végétaux car la bactérie peut survivre plusieurs années sur des débris végétaux
(Schaad et Dianese 1981) ou par des souches associées aux crucifeéres adventices
qui peuvent constituer un réservoir d’inoculum important.

Les résultats préliminaires obtenus a I’issue du séquengage des deux genes de
ménage montrent qu’il existe une diversité au sein des souches isolées en Algérie.
Néanmoins, ['utilisation de 2 geénes ménage ne s’est pas révélée assez
discriminante pour pouvoir ¢tudier la tracabilité et évaluer la diversité entre les
souches isolées en Algérie en relation avec 1’origine de la semence, les zones de
production des brassicacées et 1’année d’isolement. D’autres analyses sont en
cours de réalisation et consistent a concaténer les séquences de 4 génes de ménage
a savoir les geénes gyrB, rpoD, atpD et dnaK pour une étude en MLVA
(multilocus variable number tamdem repeat analysis) (Vogler ef al, 2006;
Buithingoc er al, 2009) afin de réaliser une analyse a grande échelle de la
diversité¢ des populations et de déterminer la race dans laquelle se classe les

souches isolées en Algérie et I’origine des inoculum isolés.
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L’objectif principal de cette étude était d’une part, le développement d’un
nouvel outil moléculaire fiable et rapide pour la détection des bactéries vivantes
de Xanthomonas campestris pv. campestris dans les semences de chou, et d’autre
part, ’étude de la diversité génétique des souches de X. c. pv. campestris
présentes en Algérie.

Le contrdle de la qualité phytosanitaire des lots de semences est un critére
important pour leur commercialisation. L utilisation d’un lot de semence indemne
de pathogenes reste le moyen le plus efficace pour lutter contre la propagation des
maladies transmises par les semences. C’est un des principaux leviers du
développement d’une agriculture durable et respectueuse de I’environnement.

L’identification avec exactitude des pathogeénes et notamment des souches de
bactéries est capitale pour la surveillance épidémiologique et pour mettre au point
des stratégies de lutte efficaces. L’élimination de X. c. pv. campestris des lots de
semences s’avere difficile (Robert ef al., 1999) et les lots de semences indemnes
de bactéries ne sont pas toujours disponibles.

Divers outils de diagnostic ont été étudiés, expérimentés puis appliqués pour la
détection des Xanthomonas dans les lots de semences des cruciferes.

Les techniques d’identification, ainsi que leurs normes d’utilisation sont définies
par I’OEPP (Organisation Européenne de Protection des Plantes), I'ISTA
(International Seed Testing Association) et I’ISHI (International Seed Health
Initiative). Les laboratoires qui sont chargés du contréle phytosanitaire doivent
recourir aux techniques préconisées par ces organismes. Actuellement les
techniques officielles adoptées dans les protocoles de controle sont
essentiellement basées sur les tests microbiologiques : ISHI /ISTA (Internationnal
Seed Testing Association) disponible sous le nom: «7-019: Detection of
Xanthomonas campestris pv. Campestris on Brassica spp.» (Robert and
Koenraadt, 2006). Ces tests sont souvent longs et coliteux.

D’autres procédures basées sur la PCR ont été récemment développées pour la
détection de Xanthomonas campestris dans les lots de semences par Berg et al.

(2005) et Berg et al. (2006). Cependant ces techniques, basées sur I’amplification
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de I’ADN ne renseignent pas sur la viabilit¢ des germes présents dans
I’échantillon testé.

Dans cette étude nous avons mis au point une nouvelle méthode de détection de X.
c. pv. campestris dans les lots de semences de brassicacées. Elle est basée sur un
enrichissement utilisant le processus naturel de colonisation de X. campestris lors
de la germination des plantules issus de semences contaminées, suivi d’une PCR
en temps réel (seed- qPCR). Nous avons démontré qu'un temps de germination de
3 jours est suffisant pour détecter jusqu’a une graine contaminée parmi 10 000
graines saines. Cette durée est nécessaire pour permettre une germination
homogene de toutes les semences semées et une prolifération de la bactérie. Cette
technique a prouvé son efficacité pour détecter des lots de semences naturellement
infectées.

Par ailleurs, la méthode d’inoculation des semences que nous avons mise au point
est tres efficace. Elle peut étre utilisée pour infecter les semences afin d’évaluer la
colonisation des plantes via les semences infectées et d’étudier la vulnérabilité des
plantules vis-a-vis des bactéries transmises par semences. Nous avons montré que
toutes les cellules de X. c. pv. campestris a l'intérieur des graines ne sont pas
toutes capables d'étre isolées a partir de graines macérées étant donné qu'aucune
colonie de X. c. pv. campestris n’a été détectée sur des semences inoculées par des
suspensions a faibles concentrations, tandis que les plantules ont développé des
symptomes 7-14 jours apres l'inoculation.

Les résultats de mise au point de la seed-qPCR laisse apparaitre une efficacité
comparable a celle de la BIO-PCR. La seed-qPCR a I’avantage d’étre peu
onéreuse et ne nécessite aucune préparation de milieu.

La méthode seed-qPCR est adaptée au traitement d’un grand nombre
d’échantillons et peut étre proposée dans le cadre d’un programme de certification
phytosanitaire des semences.

Dans une deuxiéme partie de nos travaux nous avons montré I’importance de la
maladie de la nervation noire en Algérie. Elle a été¢ observée sur la plupart des
parcelles de choux et de choux fleurs prospectées.

La mise en évidence des souches de X. c. pv. campestris isolées a été confirmée

par des tests microbiologiques, biochimiques et moléculaires.
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Les résultats de recherches menées durant ce travail ont permis de signaler pour la
premiere fois la présence de X. c. pv. campestris en Algérie au niveau des
parcelles de production des choux et choux-fleurs.

Les séquences d’ADN nucléotidiques de 4 génes de ménages séquencés a savoir
le gene gyrB, rpoD, atpD et dnaK sur 3 souches isolées en Algérie ont montré 98
a 100% d’homologie avec les séquences présentes dans la banque de genes de
NCBI. Les souches XccDZ4.10, XccDZ82.2 et XccDZ2.6 ont été déposées dans
la banque de gene NCBI.

L’analyse de la diversité génétique a été réalisée par une méthode moléculaire la
MLSA a haut débit. Cette méthode se caractérise par une grande reproductibilité
inter-laboratoire sur la base de données de séquences d’un ou de plusieurs genes
de ménage (Parkinson et al., 2007, Parkinson et al., 2009). Elle est basée sur
I’analyse du polymorphisme des geénes de ménage avec comme objectif la
reconstitution phylogénétique de I’histoire des organismes (Gevers ef al., 2005).
Les résultats obtenus a I’issue du séquencage des deux genes de ménage des
souches isolées en Algérie ont montré une diversité au sein des souches isolées en
Algérie. L’analyse du polymorphisme a mis en évidence 20 haplotypes au sein
des souches algériennes. Cette structuration est indépendante de la variété, I’année
d’isolement ou I’origine géographique.

L’arbre phylogénétique obtenu a partir des données concaténées des séquences
partielles des génes gyrB et rpoD montre que les souches algériennes partagent
trois sous groupes. Des souches d’origine treés diverse (Inde, Europe, USA) sont
réparties parmi les isolats algériens et présentent une grande similitude génétique
avec ces derniers. Ce qui montre une diversité des isolats algériens de dimension
proche de la diversité mondiale.

Cette grande diversité est sans doute dii au commerce international actif de
semences et par la méme occasion des semences qui hébergent des bactéries
phytopathogenes. Ce qui a permis leur dispersion et leur pérennité.

L’utilisation de 2 génes de ménage ne s’est pas révélée assez discriminante pour
pouvoir étudier la tragabilité et pouvoir évaluer la diversité entre des souches
isolées en Algérie en relation avec l’origine de la semence et les zones de
production des brassicacées et 1’année d’isolement. D’autres analyses sont en

cours de réalisation qui consistent a concaténer 4 génes de ménage le gene gyrB,
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rpoD, atpD et dnaK sur 77 isolats sélectionnées afin de pouvoir tracer le profil
allélique ou « sequence type ST » de chaque souche isolée en Algérie.

Par ailleurs, une étude basée sur la méthode MLVA (multilocus variable number
tamdem repeat analysis) a ¢té entamée. Cette derniere exploite comme source de
polymorphisme la variation du nombre de motifs dans des répétitions en tandem.

Elle est particulicrement utilisée dans le cadre du typage des bactéries et pourrait étre
appliquée a I’analyse a grande échelle de la diversité des populations, afin de
pouvoir déterminer I’origine de 1I’inoculum détecté dans les parcelles en Algérie et
les relations entre foyers observeés.

Bien que la nervation noire ne soit pas classée sur la liste des pathogenes de
quarantaine, celle-ci est considérée comme la maladie la plus grave qui affecte les
cruciferes et peut causer des pertes importantes de rendements.

L’arrété ministériel du N° 7 du 23 Janvier 2005 relatif a la protection
phytosanitaire fixant les normes phytotechniques et phytosanitaires a l'importation
des semences et plants des espéces maraicheres, arboricoles, viticoles et des
grandes cultures, impose le traitement des semences importées. Nous avons
montré lors de notre étude que le traitement des semences n’est pas efficace. C’est
le cas du lot E16-725 qui avait été traité lors de 1’usinage et qui s’est révélé infecté
par les tests de BIO-PCR et par seed-qPCR.

L’Algérie doit donc mettre au point une stratégie de lutte appropriée pour éviter
I’introduction et la dissémination des pathogenes transmis par semences.

Les reglements techniques relatifs au controle et la certification des semences
potagéres sont en cours de promulgation. Leur application devra permettre un
contrdle phytosanitaire plus rigoureux avec un respect des bonnes pratiques

culturales.

-94 -



Références bibliographiques

Références bibliographiques

Altschul, S., Gish W., Miller W., Myers E., Lipman, D., 1990 Basic local
alignment search tool. Journal of Molecular Biology 215: 403-410

Al-Shehbaz, 1. A., 1984. The tribes of Cruciferae (Brassicaceae) in the
southeastern United States. J. Arnold Arbor. 65 : 343-373.

Al-Shehbaz, 1. A., Beilstein, Ma & Kellogg, Ea., 2006. Systematics and
phylogeny of the Brassicaceae (Cruciferae): an overview. Plant Systematics and
Evolution 259, 89-120.

Alvarez, A. M., Benedict, A. A., Mizumoto C. Y., Hunter, J. E. & Gabriel, D.
W., 1994. Serological, pathological, and genetic diversity among strains of
Xanthomonas campestris infecting crucifers. Phytopathology 84, 1449-1457.

Andrewes, A. G., Jenkins, C. L., Starr, M. P., Shepherd J. & Hope H., 1976.
Structure of xanthomonadin I, a novel dibrominated aryl-polyene pigment
produced by the bacterium Xanthomonas juglandis. Tetrahedron Letters 45, 4023-
4024.

Anonyme, 1998 : OEPP Organisation Européenne et méditerranéenne pour la
protection des plantes. Directives sur la bonne pratique phytosanitaire légumes du
genre brassica. PP2/7 (1) Frangais

Appel, O., Al-Shehbaz, 1. A., 2003 Cruciferae. In: Kubitzki K., Bayer C.The
families and genera of vascular plants.Vol. 5. Springer, Berlin, 375. 75-174.
INBN, 978-7-4200-8608-9. Edition 2009.

Bailey, C. D., Koch, M. A., Mayer M., Mummenhoff, K., O’kane, Jr. Sl,
Warwick Si, Windham, M. D., & Al-Shehbaz, 1. A., 2006. Toward a Global
Phylogeny of the Brassicaceae. Molecular Biology and Evolution 23, 2142-2160.

Barber, C. E., Tang, J. L., Feng, J. X., Pan, M. Q., Wilson, T. J. G., Slater,
H., Dow, J. M., Williams, P., & Daniels, M. J., 1997. A novel regulatory system
required for pathogenicity of Xanthomonas campestris is mediated by a small
diffusible signal molecule. Mol. Microbiol 24:555-566

Becker, A., Katzen, F., Puhler, A. & Ielpi, L., 1998. Xanthan gum biosynthesis
and application a biochemical/genetic perspective. Applied Microbiology and
Biotechnology 50, 145-152

Berg, T., Tesoriero, L. & Hailstones, D. L., 2005. PCR-based detection of

Xanthomonas campestris pathovars in Brassica seed. Plant Pathology 54, 416-
427.

-95-



Références bibliographiques

Berg, T., Tesoriero, L. & Hailstones, D. L., 2006. A multiplex real-time PCR
assay for detection of Xanthomonas campestris from brassicas. Letters in Applied
Microbiology 42, 624-630.

Bergey’s Manuel of Systematic Bactériology. Volume 2 : The proteobacter (part
B), 2" Ed, 2005. ISBN : 13 : 9780387241449.

Bergey, D. H., Harrison, F. C., Breed, R. S., Hammer, Bw. & Huntoon, Fm,
1923. Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 1* Edition, Baltimore:
Williams and Wilkins, Co. 442 pages.

Blackeman, J. P., 1991. Foliar bacterial pathogens: Epiphytic growth and
interactions on leaves. Journal of applied bacteriology 70, no. Suppl

Bradbury, J. F., 1986. Guide to plant pathogenic bacteria. CAB International
Mycological Institute. Kew, Surrey, UK. 198-260.

Buhot, N., 2003. Role des élicitines et des protéines de transfert de lipides dans
I'induction de la résistance des plantes a leurs agents pathogeénes. These de
doctorat Biochimie, Biologie Cellulaire et Moléculaire. Université de Bourgogne.
Ecole doctorale des sciences de la vie et de la santé.

Bui Thi Ngoc, L., Verniere, C., Vital, K., Guerin, F., Gagnevin, L., Brisse, S.,
Ah-You, N. & Pruvost O., 2009. Development of 14 minisatellites markers for
the citrus canker bacterium, Xanthomonas citri pv. Citri. Molecular Ecology
resourse. 9, 125-127

Burkholder, W. H., 1930. The genus Phytomonas. Phytopathology 20, 1-23.

Burkholder, W. H., 1941. The black rot of Barbarea vulgaris. Phytopathology
31, 347-348.

Burrill, T. J., 1882. The bacteria : An account of their nature and effects, together
with a systematic description of the species. Illinois Industrial University, 1"
Report: 93-157

Cavell, Ac, Lydiate, Dc., Parkin, Iap, Dean C. & Trick, M., 1998. Collinearity
between a 30-centimorgan segment of Arabidopsis thaliana chromosome 4 and

duplicated regions within the Brassica napus genome. Genome 41, 62-69

Catalogue des souches, 2016 . Collection Frangaise de bactéries associées aux
plantes (www.intranet.angers.inra.fr/cfbp).

Chalandre, M. C., 2000. Eléments de Botanique : Cours de premic¢re année de
Pharmacie. UFR de Pharmacie et Ingénierie de la Santé - ANGERS
[http://www.123bio.net/cours/bv/bv 4.html#cappa]

Chaput, J. I. M., 2000. Les ravageurs des cruciferes cultivées. ISSN 1198-7138

-96 -



Références bibliographiques

Chitarra, L. G., Langerak, C. J., Bergervoet, J. H. W., & Van Den Bulk, R.
., 2002. Detection of the plant pathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv.
campestris in seed extracts of Brassica sp. Applying fluorescent antibodies and
flow cytometry. Cytometry, 47, 118—126.

Cook, A. A., Larson, Rh & Walker, J. C., 1952. Relation of the black rot
pathogene to cabbage seed. Phytopathology 42, 316-320

Crosa, J. M. D., Brenner, D. J. & Falkow, S., 1973. Use of a single strand-
specific nuclease for analysis of bacterial and plasmid deoxyribonucleic acid
homo- and heteroduplexes. J Bacteriol 115, 904-911

Da Silva, A. C., Ferro, J. A., Reinach, F. C., Farah, C. S., Furlan Lr,
Quaggio, R. B., Montero-Vitorello, C. B., Van Sluys, M. A., Almeida, Nf,
Alves, L. M. C., Do Amaral, A. M., Bertolinimc Camargo, L. E. A.,
Camarotte, G., Cannavan, F., Cardozo, J., Chambergo, F., Ciapina, L. P.,
Cicarelli, R. B. M., Coutinho, L. L., Curtino-Santos, J.R., El-Dorry, H, Faria,
J. B, Ferreira, A .J. S., Ferreira, R. C. C., Ferro, M. 1. T., Formighieri, E. F.,
Franco, M. C., Greggio, C. C., Gruber, A., Katsuyama, A. M., Kishi, L. T.,
Leite, R. P., Lemos, E. G. M., Lemos, M. V .F., Locali, E. C., Machado, M. A.,
Madeira, Ambn, Martinez-Rossi, N. M., Martins, E. C., Meidanis, J., Menk,
C. F. M., Miyaki, C. Y., Moon, D. H., Moreira, L. M., Noto, M. T. M., Okura,
V. K., Oliveira, M. C., Oliveira, V. R., Pereira, H. A., Rossi, A., Sena, J. A. D.,
Silva,. C., De Souza, R. F., Spinola, L. A. F., Takita, M. A., Tamura, R. E.,
Teixeira, E. C., Tezza, R. 1. D., Trindade, D. O., S. Santos, M., Truffi, D.,
Tsai, S. M., White, F. F., Setubal, J. C. & Kitajima, Jp., 2002. Comparison Of
The Genomes Of Two Xanthomonas pathogens with differing host specificities.
Nature 417, 459-463

Daniels, M. J., Barber, C. E., Turner, P. C., Sawczyc, M. K., Byrde, B. W. &
Fielding, A. H, 1984. Cloning of genes involved in pathogenicity of
Xanthomonas campestris pv.campestris using the broad host range cosmid
pLAFR1. The EMBO Journal 3, 3323-3328.

Dawson, W. J., 1939. On the systematic position and generic names of the Gram
negative bacterial plant pathogens. Zentralblatt fur Bakteriologie u.s.w. Abt.2100,
177-193.

De Vos, P, De Ley, J., 1983. Intra-and intergeneric similarities of Pseudomonas
and Xanthomonas ribosomal ribonucleic acid cistrons. International Journal of
Systematic and Bacteriology 33, 487-509.

Dupont, F. & Guignard, J. L., 2007. Les Brassicacées (Brassicales). Botanique:
Systéme moléculaire. P. 178 a 179 ISBN 2294047923, 9782294047923

Dye, D. W., Bradbury, J. F., Goto, M., Hayward, A., Lelliott, R. A. &
Schroth, Mn, 1980. International standards for naming pathovars of
phytopathogenic bacteria and list of pathovar names and pathotype strains.
Review of Plant Pathology 59, 153-168.

-97 -



Références bibliographiques

Dye, D W. & Lelliot, Ra., 1974. Genus II. Xanthomonas. In Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology, edited by R. E. Buchanan and N. E. Gibbons.
Baltimore: Williams and Wilkins, Co.

Dzhalilov, F S. & Tiwari, R. D., 1995. Soil and cabbage plant debris as infection
sources of black rot. Archives fur Phytopathologische und Pflanzenschutz 29,
383-386

Eden, P.A., Schmidt, T.M., Blackemore, R. P. & Pace, N.R., 1991.
Phylogenetic Analysis of Aquaspirillum magnetotacticum using Polymerase
Chain Reaction Amplified 16S rRNA specific DNA. International Journal of
systematic Bacteriology 41, 324-325.

Emmanouilidis, I; 1976. Initiation a la pathologie des cultures maraichéres
Document dactylographié. ITCMI Staouili 170-pp.

Faber, F.C. Von, 1907. Uber eine bakterienkrankheit der Levkoyen. Arb.K. boil.
Anst. f. Land. u. Forstw. 5, 489-492.

Fargier, E. & Manceau C., 2007. Pathogenicity assays restrict the Xanthomonas
campestris species (Vauterin et al., 1995) into three pathovars and reveal nine
races within X. campestris pv. campestris. Plant Pathology, 56:805-818.
Lhttp://www.bacterio.cict.fr/bacdico/systematique/nomenclature.html.

Fargier, E., Briand, B., Brin, C., Guillaumes, J. & Manceau, C., 2007.
Detection of living cells of Xanthomonas campestris pv. campestris on crucifers
in seed by BIO-PCR

Fargier, E., Fischer Le Saux, M. & Manceau C., 2011. Recombination and
point mutation contribute to the high genetic diversity of Xanthomonas campestris
(Vauterin et al., 1995) and to the complex structure of pathovars. Applied and
Environmental Microbiology

Food & Agricultural Research Council (FARC), 2005. Fiche technique PP 6
/05

Franken, A. A. J. M., Van Zeijl, C., Van Bilsen, J. G. P. M., Neuvel, A.,
Devogel, R., Van Wingerden, Y., Birnbaum, Y. E., Van Hateren, J., Van Der
Zouwen, P. S., 1991. Evaluation of a plating assay for Xanthomonas campestris
pv. campestris. Seed Science and Technology 19, 215-26.

Gevers, D., Cohan, F. M., Lawrence, J. G., Spratt, B.G., Coenye, T., Feil, E.
J., Stackebrandt, E., Van De Peer, Y., Vandamme, P., Thompson, F. L. &
Swings, J., 2005 Re-evaluating prokaryotic species. Nature Rev. Microbiol. 3:
733-739.

Gitaitis, R. & Walcott, R., 2007. The epidemiology and management of
seedborne bacterial diseases. Annu. Rev. Phytopathol.; 45: 371-397.

-98 -



Références bibliographiques

Goto, M., Honda, E., Ogura, A., Nomoto, A. & Hanaki, K.I., 2009
Colorimetric detection of Loop-mediated isothermal amplification reaction by
using hydroxyl naphtol blue. BioTechniques 46 : 167-172.

Grimault, V., Andro, C., & Politikou, A., 2013. PCR as a new
identification method of Xanthomonas campestris pv. campestris on
Brassica spp. In method Validation Report on rules proposals for the
International Rules for Seed Testing 2013 edition —OM12 06. International
Seed Testing Association Bassersdorf, Switzerland.

Ignatov, A., Hida, K., Kuginuki, Y., 1998. Black Rot of Crucifers and Sources
of Resistance in Brassica Crops .JARQ Japan Agricultural Research Quarterly 32
online[ http://www jircas.affrc.go.jp/english/publication/jarq/323/ignatov/igna.htl].

Ignatov, A. N., Sechler, A., Schuenzel, E. L., Agarkova, 1., Oliver, B. &
Vidaver, A. K., 2007. Genetic Diversity in Populations of Xanthomonas
campestris pv. campestris in Cruciferous Weeds in Central Coastal California.
Phytopathology. 97:803—812.

Hall, Cjj Van, 1900. Twee bakterienziekten. Tijdschr. over Plantenziekten 6,
169-177 clusters and bacterial species. Philosophical Transactions of the Royal
Society B: Biological Sciences 361, 1917-1927.

Hall, T. A., 1999. BioEdit. A user friendely biological sequences alignment editor
and analisys programs for sequences for windows 95/98. Nucleic acids
symposium Series, 41 1999) 95-98

Hanage, W.P., Fraser, C. & Spratt, B. G., 2006. Sequences, sequence clusters
and bacterial species. Philosophical Transactions of the Royal Society B:
Biological Sciences 361, 1917-1927

Hauben, L., Vauterin, L., Swings, J. & Moore, E.R., 1997. Comparison of 16S
ribosomal DNA sequences of all Xanthomonas species. International Journal of
Systematic and Bacteriology 47, 328-335.

Hayward, A. C., 1974. Latent infection by bacteria. Annual Review of
Phytopathology 12, 87-97.

Hedge, 1. C., 1976. A systematic and geographical survey of the Old World
Cruciferae. In: MacLeod A. J., Jones B. M. G. (eds.) The biology and chemistry

of the Cruciferae. Academic Press, London New York San Francisco, pp. 1-45.

Heid, C. A., Stevens, J., Livak, K. J. & Williams, P. M., 1996. Real-time
Quantitative PCR. Genome Res., 6 : 986-994.

Henson, J. M., 1993. The polymerase chain reaction and plant disease diagnosis.
Ann. Rev. phytolopathology., 31 : 81-109.

-99 .



Références bibliographiques

Huang, T. C. & Lee, H. L., 1988. Hot acidified zinc sulfate as seed soaking
agent for the control of crucifer black rot. Plant Protection Bulletin (Taiwan) 30,
245-258

Hugh, R. & Leifson, E., 1953. The taxonomic significance of fermentative
versus oxidative metabolism of carbohydrates of various Gram- bacteria. Journal
of Bacteriology 66: 24-26.

Hugouvieux, V., Barber, C. E. & Daniels, M. J., 1998. Entry of Xanthomonas
campestris pv. campestris into Hydathodes of Arabidopsis thaliana Leaves: A
System for Studying Early Infection Events in Bacterial Pathogenesis. Molecular
Plant-Microbe Interactions 11, 537-543.

Humaydan, H. S., Harman, G. E., Nedrow, B. L. & Dinitto, Lv., 1980.
Eradication of Xanthomonas campestris, the causal agent of black rot from

Brassica seeds with antibiotics and sodium hypochlorite. Phytopathology 70, 127-
313.

Hunter, J.E., Abawi, G.S. & Becker, R. F., 1975. Observation on the source and
spread of Xanthomonas campestris in an epidemic of black rot in New York. Plant
Disease Reporter 59, 384-387.

ISHI-Vegetable, 2000. Xanthomonas campestris on Brassicaceae. Seed Health
Testing Methods Reference Manual. 16-20.

International Seed Testing Association (ISTA), 2007, Detection of
Xanthomonas campestris pv. campestris on Brassica spp.7-019.

Ito, S, Ushijima, Y., Fujii, Y., Tanaka, S., Kamey, A. Iwaki, M., Yashiwaru S.
& Kishi F., 1998. Detection of viable cells of Ralstonia solanacearum in soil
using a semi-selective medium and a PCR technique. Journal of Phytopathology
146, 369-84.

Janse, J. D., 2005. The study of bacterie that cause diseases in plants.
Phytobacteriology principales and practice. P 34. ISBN — 13 : 978-1-84593-025-7.

Janse, J. D., & Wenneker, M., 2002. Possibilities of ovoidance and control of
bacterial plant diseases when using pathogen-tested (certified) or treated planting
material. Plant pathology. 51, 523-536.

Josephson, K. L., Gerba, C. P. & Pepper, I. L., 1993. Polymerase chain
reaction detection of nonviable bacterial pathogens. Applied and Environmental
Microbiology 59, 3513- 3515.

Kamoun, S., Kamdar, H. V., Tola, E. & Kado, C. 1., 1992. Incompatible
interactions between crucifers and Xanthomonas campestris involve a vascular
hypersensitive responses: role of the hrpX locus. Molecular plant-microbe
interactions 5, 22-33.

- 100 -



Références bibliographiques

Kendrick, J. B. & Baker, K. F., 1942. Bacterial blight of garden stocks and its
control by hot-water seed treatment. Bulletin of the California Agricultural
Experiment Station 665, 1-23

Kim, J. G, Choi S, Oh J., Moon, J. S. & HWANG 1., 2006. Comparative
analysis of three indigenous plasmids from Xanthomonas axonopodis pv.
glycines. Plasmid.56, 79-87.

Klement, Z., Rudolph, K., Sands, D. C., 1990. Methods in Phytobacteriology

Knésel, D., 1961. Eine an Kohl blattfleckenerzeugende Varietas von
Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson. Zeitschrift f'ur Pflanzenkrankheiten
(Pflanzenpathologie) und Pflanzenschutz 68, 1-6.

Koch, M., Al-Shehbaz, I. A. & Mummenhoff, K., 2003a. Molecular
systematics, evolution, and population biology in the mustard family
(Brassicaceae). Ann. Missouri Bot. Gard. 90: 151-171.

Kocks, C. G. & Zadoks, J. C., 1996. Cabbage refuses piles as source of
inoculum for black rot epidemics. Plant Disease 80, 789-792

Koenraadt, H., Van Bilsen, J. G. P. M., & Roberts, S. J., 2005. Comparative test
of four semi-selective agar media for the detection of Xanthomonas campestris
pV. campestris in brassica seeds. Seed Science and Technology, 33, 115-125

Korkmaz, S. , Onder, S., Tomitaka, Y. & Ohshima, K., 2006. First report of
Turnip mosaic virus on Brassicaceae crops in Turkey Deptartment of Plant

Protection, Faculty of Agriculture, University of Canakkale Onsekiz Mart, 17020
Canakkale, Turkey

Kuan, T. L., Minsavage, G. V. & Schaad, N W., 1986. Aerial dispersal of
Xanthomonas campestris pv. campestris from naturally infected Brassica. Plant
Disease 70, 409-413.

Laala, S., Bouznad, Z. & Manceau, C., 2015. Development of a new technique
to detect living cells of Xanthomonas campestris pv. campestris in crucifers seeds:

the seed-qPCR 141: 637-646.

Lan ,T. H. & Paterson, A. H., 2000. Comparative Mapping of Quantitative Trait
Loci Sculpting the Curd of Brassica oleracea. Genetics 155, 1927-1954.

Landecare : International collection of microorganisms from plants (ICMP)
Lange, H.W., Tancos, M. A., Carlson, M. O. & Smart, C. D., 2015. Diversity

of Xanthomonas campestris isolates from symptomatic crucifers in New York
State Phytopathology.

- 101 -



Références bibliographiques

Lapage, S. P., Sneath, Ph. A., Lessel, E. F., Skerman, Vb. D., Seeliger, H. P.
R. & Clark, W. A., (1976 Revision), 1975. International Code of Nomenclature
of Bacteria. American Society for Microbiology, Washington, DC: 180 pp.

Larzule, D., 1993. La PCR, un procédé de réplication in vitro. Edition
Médicinales Internationales, 26 : 27, 387p.

Lechevalier, H. & Lechevalier, Mp., 1988. Chemotaxonomic use of lipids an
overview. In: Microbial Lipids, Vol. 1, Ratledge, C. and Wilkinson, S.G., Eds.,
Academic Press, San Diego, CA. 869-902.

Lee ,B. M., Park, Y. J., Park, D. S., Kang, H. W., Kim, J. G., Song, E. S.,
Park, 1. C., Yoon, U.H, Hahn, J.H., Koo, B.S., Lee G.B., Kim, H., Park, H.S.,
Yoon, K.O., Kim, J. H., Jung, C. H. & Koh, N. H., 2005. The genome sequence
of Xanthomonas oryzae pathovar oryzae KACC10331, the bacterial blight
pathogen of rice. Nucleic Acids Research 33, 577-586.

Lelliott, R. A., Stead, D.E., 1987. Method for the Diagnosis of Bacterial Diseases
of Plants. Vol. 2. British Society for Plant Pathology, Reading, UK

Lema, M., Cartea, M. E., Sotelo, T., Velasco, P. & Soengas, P., 2012.
Discrimination of Xanthomonas campestris pv. campestris races among strains

from northwestern Spain by Brassica spp. genotypes and rep-PCR. Eur. J. Plant
Pathol. 133:159-169.

Lepoivre, P., 2003. Détection et identification des agents phytopathogénes.
Phytopathologie. P. 229, 346. ISBN : 2-804164115-2.

Liop, P., Caruso, P., Cubero, J., Morente, C. & Lopez M.M., 1999. A simple
extraction procedure for efficient routine detection of pathogenic bacteria in plant

material by polymerase chain reaction. Journal of Microbiological Methods 37,
23-31.

MADR, 2014. Ministere de 1’agriculture et du Développement Rural et de la
péche.

Maiden, M. C. J., 2006. Multilocus Sequence Typing of Bacteria. Annual
Review of Microbiology 60, 561-588.

Maiden, M. C. J., Bygraves, J.A., Feil, E., Morelli, G., Russell, J.E., Urwin,
R., Zhang, Q., Zhou, J., Zurth, K., Caugant, D. A., Feavers, 1. M., Achtman,
M. & Spratt, B.G., 1998. Multilocus sequence typing: a portable approach to the
identification of clones within populations of pathogenic microorganisms.
Proceedings of the National Academy of Sciences 95, 3140-3145.

Masmoudi, K., Duby, C., Suhas, M., Gui, J. Q., Taylor, J. D & Maury Y.,

1994. Quality contrdl of peas seed for pea seed-borne Mosaic Virus Seed Science
and Technology, 22 :407-414.

-102 -



Références bibliographiques

Massomo, S. M. S., Mabagala, R. B., Swai, 1. S., Hockenhull, J. & Mortensen,
C. N., 2004. Evaluation of varietal resistance in cabbage against the black rot
pathogen, Xanthomonas campestris pv. campestris in Tanzania. Crop Protection,
23, 315-325

Massomo, S. M. S., Mortensen, C. N., Mabagala, R. B., Newman, M. A. &
Hockenhull, J., 2004. Biological Control of Black Rot (Xanthomonas campestris
pv. campestris) of Cabbage in Tanzania with Bacillus strains. Journal of
Phytopathology 152, 98-105.

Massomo, S. M. S., Nielsen, H., Mabagala, R.B., Mansfeld-Giese, K.,
Hockenhull, J. & Mortensen C.N., 2003. Identification and characterisation of
Xanthomonas campestris pv. campestris strains from Tanzania by pathogenicity
tests, Biolog, rep-PCR and fatty acid methyl ester analysis. European Journal of
Plant Pathology 109, 775-89

Masters, C. L., Shallcross, J. A. & Mackey, B. M., 1994. Effect of stress
treatments on the detection of listeria monocystogenes and entertoxigenic
Escherichia coli by the polymerase chain reaction. Journal of applied bacteriology

77, 73-79.

Maurin, G., Patermelle, M. C. & Cluzeau, S., 1999. Guide Pratique de défense
des cultures P. 33-36 ISBN : 2-85794-182-X 5™ édition.

Mcculloch, L., 1929. A bacterial leaf spot of horse-radish caused by Bacterium
campestre var. armoraciae var. Journal of Agricultural Research 38, 269-287.

Messiaen, C. M., Blancard, D., Rouxel, F. & Lafon, R., 1991. Les maladies des
plantes maraicheres. INRA, Paris, FRANCE 552 pp.

Mulema, J., Vicente, J., Pink, D., Jackson, A., Chacha, D., Wasilwa, L., 2011.
Characterisation of isolates causing black rot of crucifers in East Africa Eur. j.
Plant Pathol. 499 133:427-438.

Mgonja, A. P., & Swai, 1., 2000. Importance of diseases and insect pests of
vegetables in Tanzania and limitations in adopting the control methods. Workshop
in vegetable research and development center.

Nelson, E. B., 2004. Microbial dynamics and interactions in the spermosphere.
Annu. Rev. Phytopathol.; 42: 271-309.

Nolasco, G., De Blas, C., Torne V. & Pone, F., 1993. Method combining
immunocapture and PCR amplification in microtitration plate for the detection of
plant virus and subviral pathogenes. J. of virological meth., 45 : 201-208

Nolasco, G., Sequeira, Z., Soares, C., Mansinho, A., Bailey, A. M. & Niblett,

C. L., 2002. Asymetric PCR ELISA: increased sensitivity and reduced cost for the
detection of plant viruses. J. of plant pathol., 108: 293-298.

-103 -



Références bibliographiques

Notomi, T., Okayama, H., Masubuchi, H & Yonekawa, T., 2000.
Loop-mediated isothermal amplification of DNA. Nucleic Acids Res 28 p 62

O’neill, C. M. & Bancroft, 1., 2000. Comparative physical mapping of segments
of the genome of Brassica oleracea var. alboglabra that are homoeologous to
sequenced regions of chromosomes 4 and 5 of Arabidopsis thaliana. The Plant
Journal 23, 233-243.

Ochiai, H., Inoue, Y., Takeya, M., Sasaki, A. & Kaku, H., 2005. Genome
sequence of Xanthomonas oryzae pv. oryzae suggests contribution of large
numbers of effector genes and insertion sequences to its race diversity. JARQ
Japan Agricultural Research Quarterly 39, 275-287.

Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation Et I'Agriculture (FAQO),
2012.

Pammel, L. H., 1895. Bacteriosis of rutabaga (Bacillus campestris n. sp.).
Bulletin of the Iowa State College Agriculture Experiment Station 27, 130-134.

Paradies, F., 1999. Caractérisation biologique et moléculaire de trois isolats du
virus de la mosaic du concombre (CMV) provenant de la vigne et d’orangers.
These de Master CIHEM de Bari, p10 a 12, 58p

Park, Y. J., Lee, B. M., Ho-Hahn, J., Lee, G.B. & Park, D.S., 2004. Sensitive
and specific detection of Xanthomonas campestris pv. campestris by PCR specific
primers based on ArpF gene sequences. Microbiological Research 159, 419-423.

Parker, J . E., Barber, C. E., Fan, M. J. & Daniels, M. J., 1993. Interaction of
Xanthomonas campestris with Arabidopsis thaliana: characterization of a gene
from X. c. pv. raphani that confers avirulence to most A. thaliana accessions.
Molecular Plant-Microbe Interactions 6, 216-224.

Parkinson, N., Aritua, V. & Heeney, J., 2007 Phylogenetic analysis of
Xanthomonas species by comparison of partial gyrase B gene sequences. Int. J.
Syst. Evol. Microbiol. 57: 2881-2887.

Parkinson, N., Cowie, C., Heeney, J. & Stead, D., 2009. Phylogenetic structure
of Xanthomonas determined by comparison of gyrB sequences. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol. 59: 264-274.

Patel, M. K., Abhyankar, S. G., & Kulkarni, Y. S., 1949. Black rot of cabbage.
Indian Phytopathology 2, 58-61.

Paterson, A.H., Bowers J. E., Estill, J. C., Osborn, T. C., Pires, J. C.,
Amasino, R., Quiros, C. F. & Farnham, M., 2006. Evolutionary history of the
angiosperms and its relevance to Brassica. In proceeding of the joint meeting of
the XIV Crucifer Genetics Workshop and the IV ISHS International Symposium
on Brassicas. edited by Y.P. Lim in Acta Horticulturae 706, 49-54.

- 104 -



Références bibliographiques

Paulin, J. P., 2001 Découverte des bactéries phytopathogenes il y a cent ans :
controverses et polémiques transatlantiques. Comptes Rendus de I'Académie des
Sciences - Series III - Sciences de la Vie Volume 324, Issue 10, Octobre 2001,
905-914.

Poplawsky, A. R. & Chun, W., 1997. pigB determines a diffusible factor needed
for EPS and xanthomonadin production in Xanthomonas campestris pv.
campestris. J. Bacteriol. 179:439-444.

Poplawsky, A. R., Walters, D. M., Rouviere, P. E., And Chun, W.; 2005. A
Gene for a Dioxygenase-like Protein Determines the Production of the DF Signal
in Xanthomonas campestris pv. Campestris. Molecular plant pathology. 6, 653-
657.

Poplawsky, A.R. & Chun, W., 1998. Xanthomonas campestris pv. campestris
requires a functional pigB for epiphytic survival and host infection. Molecular
Plant-Microbe Interactions 11, 466-475.

Poplawsky, A. R. & Chun, W., 2002. Xanthomonas campestris pv. campestris
extracellular polysaccharide is required for natural host infection as well as
virulence. Phytopathology 92, S66.

Poplawsky, A. R., Urban, S. C. & Chun, W., 2000. Biological role of
xanthomonadin pigments in Xanthomonas campestris pv. Campestris. Applied
and Environmental Microbiology 66, 5123-5127.

Qian, W., J., Ren, S. X., He, Y.Q., Feng J. X., Lu L.F., Sun Q., Ying, G., Tang
D.J., Tang, H., Wu W., Hao, P., Wang, L., Jiang, B.L., Zeng, S., Gu, W.Y., Lu
G., Rong, L.,Tian, Y., Yao, Z., Fu G., Chen, B., Fang, R., Qiang, B., Chen, Z.,
Zhao, G.P., Tang, J .L., He C., 2005. Comparative and functional genomic
analyses of the pathogenicity of phytopathogen Xanthomonas campestris pv.
campestris. Genome Research 15, 757-767.

Rademaker ,J. L.W., Louws, F. J., Schultz, M. H., Rossbach, U., Vauterin, L.,
Swings, J. & De Bruijn, F. J., 2005. A Comprehensive Species to Strain
Taxonomic Framework for Xanthomonas. Phytopathology 95, 1098-1111.

Rat, B. & Chauveau J. F., 1985. La nervation des cruciféres. Phytoma, 41-42.

Rijlaarsdam, A., Woudt, B., Simons, G., Koenraad, T., Oosterhof; J., Asma,
M., Buddiger, P., Roorda, P., Grimault, V. & De Koening, J., 2004.
Development of specific primer for the molecular detection of Xanthomonas
campestris pv. campestris. EPPO Conference on Quality of Diagnosis and New
Diagnostic Methods for Plant Pests. Noordwijkerhout, NL, 2004-04-19/22.2
http://archives.eppo.org/MEETINGS/2004 meetings/diag posters/poster
deKoning2.pdf.

- 105 -



Références bibliographiques

Roberson, E.B. & Firestone, M. K., 1992. Relationship between Desiccation and
Exopolysaccharide Production in a Soil Pseudomonas sp. Applied and
Environmental Microbiology 58, 1284-1291

Roberts, S. J., 1999. Thresholds, standards, tests, transmission and risks. In :
Proceedings of 3 ISTA Seed Health Symposium, Ames, lowa, USA, 16-19
August 1999. pp. 20-24. ISTA, Zurich, Switzerland.

Roberts, S. J. & Koenraadt, H., 2006. 7-019: Detection of Xanthomonas
campestris pv. campestris on Brassica spp. Version 3.0, 05 July 2006.
International Rules for Seed Testing, Annexe to Chapter Seed Health Testing
Methods. International Seed Testing Association (ISTA), Bassersdorf,
Switzerland (http://www.seedtest.org/en/content—1-1132-241.html

Roberts, S. J., & Koenraadt, H., 2014. 7-019a: Detection of Xanthomonas
campestris pv. campestris on Brassica spp. International rules for seed testing,
annexe to chapter seed health testing methods. Bassersdorf: International Seed
Testing Association (ISTA).

Rozas, J., SAnchez-Delbarrio, Jc, Messeguer, X, Rozas, R., 2003. DnaSP,
DNA polymorphism analyses by the coalescent and other methods.
Bioinformatics 19, 2496-2497.

Ruissen, M. A. & Gielink, A. J., 1994. The development of black rot in cabbage
as a result of differences in guttation between cultivars, and the relation of
guttation to infectiousness. Colloque - INRA in Proceedings of the 8th
International conference on Plant Pathogenic Bacteria 66, 767-774.

Saddler, G. S. & Bradbury J. F., 2005. Family 1. Xanthomonadaceae fam. nov.
In:GM Garrity, D. J Brenner, N. R.; Krieg, JT Staley edditors in Bergey’s Manual
Of Systematic Bacteriology second edition, vol. 2 (The Proteobacteria), part B
(The Gammaproteobacteria), Springer, New York, 2005, 63-90.

Salzberg, S. L., Sommer, D. D., Schatz, M. C., Phillippy, A. M., Rabinowicz,
P. D., Tsuge, S., Furutani, A., Ochiai, H., Delcher, A. L., Kelley, D., Madupu,
R., Puiu, D., Radune, D., Shumway, M., Trapnell, C., Aparna, G., Jha, G.,
Pandey, A., Patil, P. B., Ishihara, H., Meyer, D. F., Szurek, B, Verdier, V,
Koebnik R., Dow, J. M., Ryan, R. P., Hirata, H., Tsuyumu, S., Won Lee, S.,
Ronald, P. C., Sonti, R.V. & Van Sluys, M. A., 2008. Leach J. E., White F. F.,
Bogdanove, A. J. Genome sequence and rapid evolution of the rice pathogen
Xanthomonas oryzae pv. oryzae PXO99A. BioMed Central Genomics, 9 (204), p.
1-16

Samish, Z., Etinger-Tulczynska, R. & Bick, M., 1963. The flora within the
tissue of fruit and vegetables. Journal of Food Science 28, 259-266.

Sauer, J. D., 1993. Historical geography of crop plants - a select roster. CRC
Press, Boca Raton, Florida.

- 106 -



Références bibliographiques

Savastano, L., 1886. Les maladies de I’olivier : hyperplasies et tumeurs. Paris,
Comptes Rendues de I’ Academie des Sciences 103, 1278-1281.

Schaad, N. W., 1989. Detection of Xanthomonas campestris pv. campestris in
crucifers. In: Saettler AW, Schaad NW, Roth DA, editors. Detection of plant
pathogenic bacteria in seed and other planting material. St. Paul, MN: The
American Phytopathological Society Press; 68-75

Shaad, N. W.,, 2001. Laboratory guide for identification of plant pathogenic
bacteria. 3" Edition. ISBN : 0-89054-263-5

Schaad, N. W. & Alvarez, A., 1993. Xanthomonas campestris pv. campestris:
Cause of black rot of crucifers. In: Swing JG and Civerolo EL (eds)
Xanthomonas, Chapman and Hall, London, United Kingdom, 51-56.

Schaad, N. W., Cheong, S.S., Tamaki, S., Hatziloukas, E. & Panopoulos, N.
J., 1995. A combined biological and enzymatic amplification (BIO-PCR)
technique to detect Pseudomonas syringae pv. phaseolicola in bean seed extracts.
Phytopathology 85, 243-8.

Schaad, N. W. & Dianese, J. C., 1981. Cruciferous weeds as source of inoculum
of Xanthomonas campestris in black rot of crucifers. Phytopathology 71, 1215-
1220.

Schaad, N.W., Gabrielson, R. L. & Mulanax, M. W., 1980. Hot Acidified
Cupric Acetate Soaks for Eradication of Xanthomonas campestris from Crucifer
Seeds. Applied and Environmental Microbiology 39, 803-807.

Schaad, N. W. & Kendrick, R. A., 1975. A qualitative method of detecting
Xanthomonas campestris in crucifer seed. Phytopathology 65 1034 1036

Schaad, N. W,, Sitterly, W.R. & Humaydan, H., 1980. Relationship of
incidence of seedborne Xanthomonas campestris to black rot of crucifers. Plant
Disease 64, 91-92.

Schaad, N. W. & White, W. C., 1974. Survival of Xanthomonas campestris in
soil. Phytopathology 64, 1518-1520

Shahraeen, N., Farzadfar, S.H. & Lesemann, D. E., 2003. Incidence of viruses
infecting winter oil seed rape (Brassica napus ssp. oleifera) in Iran. Journal of
Phytopathology 151, 614-616.

Schultz, T. & Gabrielson, R. L., 1986. Xanthomonas campestris pv. campestris
in Western Washington crucifer seed fields: occurrence et survival.

Phytopathology; 76,1306-1309.

Shaw, J. J., Settles L. G. & Kado C. L., 1988. Transposon Tn4431 mutagenesis
of Xanthomonas campestris pv. campestris: characterization of a nonpathogenic

- 107 -



Références bibliographiques

mutant and cloning of a locus for pathogenicity. Molecular Plant-Microbe
Interactions 1, 39-45.

Soengas, P., Hand, P., Vicente, J. G., Pole, J. M. & Pink, D. Ac., 2007.
Identification of quantitative trait loci for resistance to Xanthomonas campestris

pv. campestris in Brassica rapa. TAG Theoretical and Applied Genetics 114, 637-
645.

Singh, D., Dhar, S., & Yadava, D., 2011. Genetic and pathogenic variability of
Indian strains of Xanthomonas campestris pv. campestris causing black rot
disease in crucifers. Curr. Microbiol. 521 63:551-560.

Singh, P., Singh, D., Raghuwanshi, R., & Yadava Dk., 2015 Pathogenic and
Genetic Characterization of Xanthomonas campestris pv. campestris Races Based
on Rep-PCR and Multilocus Sequence Analysis. j Plant pathol. microbiol. 6 : 317

Singleton, P. & Sainsbury, D., 2001. Dictionary of Microbiology and Molecular
Biology 3rd Edition. P.49, 561. ISBN : 0-471-94150-6.

Stevens P. F., 2001. Angiosperm Phylogeny Website. Version 7, May 2006 3
Suerbaum S, Achtman M, 1999. Evolution of Helicobacter pylori: the role of
recombination. Trends in Microbiology 7, 182-184.

Swing, J. G. & Civerolo, E. L., 1993. Xantomonas, Chapman and Hall, Londres
p. 157 a 175. ISBN: 0 412 434202.

Swings, J., Vauterin L. & Kersters K., 1993. The Bacterium Xanthomonas. In
Xanthomonads, Edited by Swing JG, Civerolo EL. In Xanthomonads. London,
UK.Chapman and Hall publication, 121-156.

Tajima, F., 1996. The amount of DNA polymorphism maintained in a finite
population when the neutral mutation rate varies among sites. Genetics, 143,
1457-1465

Tamura, K., & Nei, M. 1993. Estimation of the number of nucleotide
substitutions in the control region of mitochondrial DNA in humans and
chimpanzees. Mol. Biol. Evol. 10:512-526

Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A., & Kumar, S., 2013.
MEGAG6: Molecular evolutionary genetics analysis version 6.0. Mol. Biol. Evol.
30:2725-2729

Tancos, M. A., Lange, H. W., & Smart, C. D., 2015. Characterizing the genetic
537 diversity of the New York Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
population. Phytopathology. 105:169—179.

Taylor, J. D., Conway, J., Roberts, S. J., Astley, D. & Vicente, J. G., 2002.

Sources and origin of resistance to Xanthomonas campestris pv. campestris in
Brassica genomes. Phytopathology, 92, 105-111.

- 108 -



Références bibliographiques

Taylor, P. E., Verslues, N. C., &. Hodge, A., 1993. Bacterial Blight of Crambe
abyssinica in Missouri Caused by Xanthomonas campestris. Plant Dis. 77:569-
574

The Arabidopsis Genome Initiative, 2000. Analysis of the genome sequence of
the flowering plant Arabidopsis thaliana. Nature 408: 796-815.
Shttp://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/ .

Thieme, F., Koebnik, R., Bekel,, T., Berger C., Boch, J., Buttner, D., Caldana,
C., Gaigalat, L., Goesmann, A., Kay S., Kirchner, O., Lanz, C., Linke B.,
Mchardy, A. C., Meyer, F., Mittenhuber G., Nies D. H., Niesbach-Klosgen U.,
Patschkowski, T., Ruckert, C., Rupp, O., Schneiker, S., Schuster, S. C.,
Vorholter, F. J., Weber, E., Puhler, A., Bonas, U., Bartels, D. & Kaiser, O.,
2005. Insights into genome plasticity and pathogenicity of the plant pathogenic
bacterium. Xanthomonas campestris pv. vesicatoria revealed by the complete
genome sequence. Journal of Bacteriology 187,7254-66.

Tsygankova, S.V., Ignatov A. N., Boulygina, E. S., Kuznetsov, B. B. &
Korotkov, E. V., 2004. Genetic relationships among strains of Xanthomonas
campestris pv. Campestris revealed by novel rep-PCR primers. European Journal
of Plant Pathology 110, 845-853.

Turner, P. C., Mclennan, A. G., Bates, A. D. & Whites, M. R. H., 2000.
Amplification en chaine par polymérase. L’Essentiel en Biologie Moléculaire
P.155,174,. ISBN : 2-911808-10-X.

Valverde, A., Hubert T., Stolov A., Dagar A., Kopelowitz J. & Burdman S.,
2007. Assessment of genetic diversity of Xanthomonas campestris pv. campestris
isolates from Israel by various DNA fingerprinting techniques. Plant Pathology
56, 17-25.

Van Den Mooter, M. & Swings, J., 1990. Numerical analysis of 295 phenotypic
features of 266 Xanthomonas strains and related strains and an improved
taxonomy of the genus. International Journal of Systematic Bacteriology 40, 348-
369.

Vauterin, L., Hoste, B., Kersters, K. & Swings, J., 1995. Reclassification of
Xanthomonas. International Journal of Systematic Bacteriology 45, 472-489.

Vauterin, L., Swings, J., Kersters, K., Gillis, M., Mew T.W., Schroth, M. N.,
Palleroni, N.J., Hildebrand, D. C., Stead D.E., Civerolo, E.L., Hayward A.C.,
Maraite, H., Stall R. E., Vidaver, A. K. & Bradbury, J. F., 1990. Towards an
improved taxonomy of Xanthomonas. International Journal of Systematic
Bacteriology 40, 312-316.

Vicente, J. G., Conway, J., Roberts, S. J. &Taylor, J. D., 2001. Identification

and origin of Xanthomonas campestris pv. campestris race and related pathovars.
Phytopathology 91, 492-499.

- 109 -



Références bibliographiques

Vicente, J. G., Everett, B., Roberts, S. J., 2006. Identification of isolates that
cause a leaf spot disease of brassicas as Xanthomonas campestris pv. raphani and
pathogenic and genetic comparison with related pathovars. Phytopathology 96,
735-745.

Vicente, J.G., Taylor, J.D., Sharpe, A. G., Parkin, I. A. P., Lydiate, D. J. &
King, G.j., 2002. Inheritance of Race-Specific Resistance to Xanthomonas
campestris pv. Campestris in Brassica Genomes. Phytopathology 92, 1134-1141.

Vorholter, F. J., Schneiker, S., Goesmann, A., Krause, L., Bekel, T., Kaiser,
0., Linke, B., Patschkowski, T., Riickert, C., Schmid, J., Sidhu, V. K., Sieber,
V., Tauch, A., Watt, S. A., Weisshaar, B., Becker, A., Niehaus, K. & Piihler,
A., 2008. The genome of Xanthomonas campestris pv. campestris B100 and its
use for the reconstruction of metabolic pathways involved in xanthane
biosynthesis Journal of Biotechnology 134, 33-45

Vogler, A. J., Keys, C., Nemoto, Y., Colman, R. E., Jay, Z., Keim, P.,
2006. Effect of repeat copy number on variable-number tandem repeat mutations
in Escherichia coli O157: H7. J Bacteriol 188:4253-4263.

Wakker, J. H., 1883. Vorlaufige Mittheilungen "uber Hyacinthenkrankheiten.
Botanisches Centralblatt 14, 315-317.

Walker, G., 2005. Profil de la culture du chou et du brocoli au Canada.
Agriculture et Agroalimentaire Canada 1-47.4.

Walker, J. C., 1952. Disease of crucifers. In Diseases of vegetable crops.
McGrawHill, New York 128-131.
4[http://www.agrireseau.qc.ca/legumeschamp /documents/brocc-cabb f.pdf]

Watson, L. & Dallwitz, M. J., 1992. Onwards. The families of flowering plants:
descriptions, illustrations, identification, and information retrieval. Version: 29th
July 2006. http://delta-intkey.com.

Wayne, Lg., Brenner, D. J., Colwell, Rr., Grimont, Pad., Kandler, O.,
Krichevsky, L., Moore, L. H., Moore, W.C., Murray, R.G.E., Stackebrandt,
E., Starr, M. P., Truper, H. G., 1987. Report of the ad hoc committee on
reconciliation of approaches to bacterial systematics. International Journal of
Systematic Bacteriology 37 463-464.

Weller, D. M. & Saettler, A. W., 1980. Evaluation of seedborne Xanthomonas
phaseoli and Xanthomonas phaseoli var. fuscans as primary inocula in bean
blights. Phytopathology 70:148-152.

Weller, S. A., Elphinstone, J. G., Smith, N. C., Boonham, N., Stead, D. E.,
2000. Detection of Ralstonia solanacearum strains with a quantitative, multiplex,
real-time, fluorogenic PCR (TagMan) assay. Applied and Environmental
Microbiology 66, 2853-8.

-110 -



Références bibliographiques

White, H. E., 1930. Bacterial spot of radish and turnip. Phytopathology 20, 653-
662.

White, H. E. & Gardner, M. W., 1929. Bacterial spot of radish and turnip.
Phytopathology 19, 97.

Wicker, E., Lefeuvre, P., De Cambiaire, J. C., Lemaire, C., Poussier, S. &
Prior, P., 2012. Contrasting recombination patterns and demographic histories of
the plant pathogen Ralstonia solanacearum inferred from MLSA. ISME J. 6:961—
974.

Wilkinson, J. F., 1958. The extracellular polysaccharides of bacteria.
Bacteriological Reviews 22, 46-73.

Willems, A., Gillis M., Kersters, K., Van Den Broecke, L., De Ley J., 1987.
TRANSFER of Xanthomonas ampelina panagopoulos 1969 to a new genus,
Xylophilus gen. nov.as Xylophilus ampelinus (Panagopoulos 1969) comb. nov.
International Journal of Systematic Bacteriology 37, 422-430

Williams, P. H., 1980. Black Rot: A continuing threat to world crucifers. Plant
disease 64, 736-742

Wukasch, R.T., 1990. Maladies fongiques des cruciféres cultivées. Fiches
Techniques du Ministeres de 1’Agricultures, de 1’Alimentation et des Affaires
Rurales (http://www.omafra.gov.on.ca/french/crops/facts/90-255.htm).

Wukasch, R. T., 1990. Maladies bactériennes des cruciferes cultivées. Fiches
Techniques du Ministeres de 1’Agricultures, de 1’Alimentation et des Affaires
Rurales (http://www.omafra.gov.on.ca/french/crops/facts/90-255.htm)

Wulff, E. G., Mguni, C. M., Mortensen, C. N., Keswani, C. L. & Hockenhull,
J., 2002. Biological Control of Black Rot (Xanthomonas campestris pv.
campestris) of Brassicas with an antagonistic strain of Bacillus subtilis in
Zimbabwe. European Journal of PlantPathology 108, 317-325.

Xiong, Z., Liu, C. & Geng, B., 2006. Phytotoxic effects of copper on nitrogen
metabolism and plant growth in Brassica pekinensis Rupr. Ecotoxicology and
Environmental Safety 64, 273-280

Yang, P., Vauterin L., Vancanneyt, M., Swings, J. & Kersters, K., 1993
Application of fatty acid methyl esters for the taxonomic analysis of the genus

Xanthomonas

Young, J. M., 1969. An alternative weed host for Xanthomonas campestris. Plant
Disease 53, 820-821.

- 111 -



Références bibliographiques

Young, J. M., Dye, D. W., Bradbury, J. F., Panagopoulos, C. G. & Robbs, Cf.,
1978. A proposed nomenclature and classification for plant pathogenic bacteria.
N.Z. Journal of Agricultural Research 21, 153-177.

Young, J. M., Parka, D. C., Shearmanb, H. M. & Fargier, E., 2008. A
multilocus sequence analysis of the genus Xanthomonas.Systematic and Applied
Microbiology, 31, 366-377.

Zaccardelli, M., Campanile, F., Moretti, C. & Buonaurio, R., 2008.
Characterization of Italian populations of Xanthomonas campestris pv. campestris
using primers based on DNA repetitive sequences. J. Plant Pathol. 90:375-381

Zhao, Y., Damicone, J. P., Demezas, Dh., Bender, C.L., 2000. Bacterial Leaf
Spot. Diseases of Leafy Crucifers in Oklahoma Caused by Pathovars of
Xanthomonas campestris. Plant disease 84, 1008-1014.

Sitographie

Photos des brassicacées :
www.visoflora.com
Classification des bactéries

http://www.microbes-edu.org/etudiant/intro.html
http://www.biology.lsu.edu/webfac/dpollock/4800/Projects2/Y anlin/General.html
http://www.igmors.upsud.fr/duguet/webEAN/francais/pages
_personnelles/michel/MD_reverse gyrase.html

www.inra.fr,

Nervation noire Comment la prévenir

http://axp.ipm.ucdavis.edu/PMG/r108100211.html
http://www.ag.ohio-state.edu/~ohioline/hyg-fact/3000/3125.html

Photos de symptomes

www.apsnet.org/.../ Images/blackrot.htm
http://www.inra.fr/Internet/Produits/HYP3/images/6037613.jpg

-112 -



Résume

Tableau 2.6 : Liste des isolats de Xanthomonas campestris pv. campestris

utilisés pour cette étude

Annexe 1

Isolats Hote Orogine Année
Espeéce Variété région N° de parcelle

XceDZ11.1 Brassica oleracea spp. Capitata Staouali Itcmi Serre 1 5/05/2011
XceDZ11.2 Brassica oleracea spp. Botrytis Staouali Itcmi Serre 2 5/05/2011
Xce DZ.11 1.1 Brassica oleracea spp. Botrytis Bloktor Rouiba 1 10/10/2011
Xce DZ.112.6 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Rouiba 2 10/10/2011
Xce DZ.112.72 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Rouiba 2 10/10/2011
Xce DZ.11 3.1 Brassica oleracea spp. Capitata Solis Rouiba 3 10/10/2011
XceDZ.11 3.5 Brassica oleracea spp. Capitata Solis Rouiba 3 10/10/2011
Xce DZ.114.9 Brassica oleracea spp. Capitata Bitch Rouiba 4 10/10/2011
Xce DZ.11 4.10 Brassica oleracea spp. Capitata Bitch Rouiba 4 10/10/2011
Xce DZ.115.1 Brassica oleracea spp. Capitata Arizona Tipaza 5 27/10/2011
Xce DZ.115.22 Brassica oleracea spp. Capitata Arizona Tipaza 5 27/10/2011
Xce DZ.11 6.1. Brassica oleracea spp. Capitata Arizona Tipaza 6 27/10/2011
Xce DZ.116.2 Brassica oleracea spp. Capitata Arizona Tipaza 6 27/10/2011
Xce DZ.11 16.3 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Skikda 16 15/12/2011
Xce DZ.11 19.1 Brassica oleracea spp. Capitata Ceeur de boeuf Ain Defla 19 16/12/2011
Xce DZ.11 20.10 Brassica oleracea spp. Botrytis Cceeur de boeuf Ain Defla 20 16/12/2011
Xce DZ.11 20.5 Brassica oleracea spp. Capitata Ceeur de boeuf Ain Defla 20 16/12/2011
Xce DZ11.23 Brassica oleracea spp. Botrytis Super boule de neige A. defla (el Abbadia) 23 16/12/2011
Xce DZ.12 25.1 Brassica oleracea spp. Capitata Smila Staoueli 25 07/01/2012
Xce DZ.1225.2 Brassica oleracea spp. Capitata Smila Staoueli 25 07/01/2012
Xce DZ.1225 4 Brassica oleracea spp. Capitata Smila Staoueli 25 07/01/2012
Xce DZ.1225.5 Brassica oleracea spp. Capitata Smila Staoueli 25 07/01/2012
Xce DZ.1226 .1 Brassica oleracea spp. Capitata Raissa Staoueli 26 07/01/2012
Xce DZ.1226 .2 Brassica oleracea spp. Capitata Raissa Staoueli 26 07/01/2012
Xce DZ.1227 Brassica oleracea spp. Capitata Smilla Staoueli 27 07/01/2012
Xce DZ.1230 .1 Brassica oleracea spp. capitata Chebli Sidi Fredj 30 07/01/2012
Xce DZ.12.30 .2 Brassica oleracea spp. capitata Chebli Sidi Fredj 30 07/01/2012
Xce.DZ.12.30. 3 Brassica oleracea spp. capitata Chebli Sidi Fredj 30 07/01/2012
Xce DZ.12.30. 4 Brassica oleracea spp. capitata Chebli Sidi Fredj 30 07/01/2012
XceDZ.12.30. 5 Brassica oleracea spp. capitata Chebli Sidi Fredj 30 07/01/2012
XceDZ.12.33,a Brassica oleracea spp. capitata Spacestar Sidi Fredj 33 07/01/2012
XceDZ.12.40,1 Brassica oleracea spp. capitata Spacestar Staoueli 40 06/04/2012
XceDZ.12.40,2 Brassica oleracea spp. capitata Spacestar Staoueli 40 06/04/2012
XceDZ.12.40,4 Brassica oleracea spp. capitata Spacestar Staoueli 40 06/04/2012
Xce.DZ.12. 41,1 Brassica oleracea spp. capitata Smilla Staoueli 41 06/04/2012
Xce.DZ.12.41.2 Brassica oleracea spp. capitata Smilla Staoueli 41 06/04/2012
Xce.DZ.12.41.3 Brassica oleracea spp. capitata Smilla Staoueli 41 06/04/2012
Xce.DZ.12.42.2 Brassica oleracea spp. capitata Chebli Sidi Fredj 42 06/04/2012
Xce.DZ.12.42.3 Brassica oleracea spp. capitata Chebli Sidi Fredj 42 06/04/2012
Xce.DZ.12.43.1 Brassica oleracea spp. capitata Chebli Staoueli 43 06/04/2012
Xce.DZ.12.43.2 Brassica oleracea spp. capitata Chebli Staoueli 43 06/04/2012
Xce.DZ.12.43.3 Brassica oleracea spp. capitata Chebli Staoueli 43 06/04/2012
Xce.DZ.12.44.1 Brassica oleracea spp. capitata Spacestar Staoueli 44 06/04/2012
Xce.DZ.12.44.2 Brassica oleracea spp. capitata Spacestar Staoueli 44 06/04/2012
Xce.DZ.12.44.3 Brassica oleracea spp. capitata Spacestar Staoueli 44 06/04/2012
Xce.DZ.12.46.1 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze Staoueli 46 06/04/2012
XceDZ.12.46.2 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze Staoueli 46 06/04/2012
Xce.DZ 46.3 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze Staoueli 46 06/04/2012
Xce DZ.13.47 Brassica oleracea spp. capitata Standard Boumerdes 47 21/02/2013
Xce.DZ 13.49 Brassica oleracea spp. capitata Standard Boumerdes 49 21/02/2013
XceDZ.13.58 Brassica oleracea spp. capitata Standard Boumerdes 58 21/02/2013
Xce DZ.13.59 Brassica oleracea spp. capitata Standard Boumerdes 59 21/02/2013
Xce DZ.13.60 Brassica oleracea spp. capitata Canapotchi Khemis El khachna 60 18/03/2013
Xce DZ.13.60.1 Brassica oleracea spp. capitata Canapotchi Khemis El khachna 60 18/03/2013
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Tableau 2.6 (suite 1)

Isolats Hote Orogine Année
Espece Variété région N° de parcelle

Xce.DZ.13./60.2 Brassica oleracea spp. capitata Canapotchi Khemis El khachna 60 18/03/2013
Xce.DZ.13.60.3 Brassica oleracea spp. capitata Canapotchi Khemis El khachna 60 18/03/2013
Xce.DZ.13.60.7 Brassica oleracea spp. capitata Canapotchi Khemis El khachna 60 18/03/2013
Xce DZ.13.75a Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 75 23/06/2013
Xce.DZ.13.75.2 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 75 23/06/2013
Xce.DZ.13.753 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 75 23/06/2013
Xce.DZ.13.75°5 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 75 23/06/2013
Xce.DZ.13.75.6 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 75 23/06/2013
Xce.DZ.13.75 7 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 75 23/06/2013
Xce DZ.1376. 1 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 76 23/06/2013
Xce DZ.1376. 2 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 76 23/06/3013
Xce DZ.1376.3 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 76 23/06/3013
Xce DZ.1376.4 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 76 23/06/3013
XceDZ.1376.5 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 76 23/06/3013
XceDZ.1376.6 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 76 23/06/3013
XceDZ.13.76.7 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 76 23/06/3013
XceDZ.13.76.8 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 76 23/06/3013
XceDZ.13.76 .9 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouze A.Taya 76 23/06/3013
Xce DZ.13.77 1 Brassica oleracea spp. capitata Capatchi Ouled Moussa PII/77 23/06/2013
XceDZ.13..77 2 Brassica oleracea spp. capitata Capatchi Ouled Moussa P1I/77 23/06/2013
Xce DZ.13..77 3 Brassica oleracea spp. capitata Capatchi Ouled Moussa PI/77 23/06/2013
XceDZ.13.82.2 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouz Ouled Moussa 82 23/06/2013
XceDZ.13.83.3 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouz Ouled Moussa 83 23/06/2013
XceDZ.13.84.2 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouz Ouled Moussa 84 23/06/2013
XeceDZ.13.84.3 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouz Ouled Moussa 84 23/06/2013
XceDZ.13. 86.1 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouz Ouled Moussa 86 23/06/2013
XceDZ.13.87.2 Brassica oleracea spp. capitata Yerbouz Ouled Moussa 87 23/06/2013
XceDZ.13.88.2 Brassica oleracea spp. capitata Arizona Mostaganem 88 25/03/2013
XceDZ.13.88.4 Brassica oleracea spp. capitata Arizona Mostaganem 88 23/03/2013
XceDZ.90/4.5 Brassica oleracea spp. Botrytis Atlas Zéralda 90 17/01/2014
XceDZ.90/.5.2 Brassica oleracea spp. Botrytis Atlas Zéralda 90 17/01/2014
XceDZ.90./42 Brassica oleracea spp. Botrytis Atlas Zéralda 90 17/01/2014
XceDZ.90/13 Brassica oleracea spp. Botrytis Atlas Zéralda 90 17/01/2014
XceDZ.14.90.43 Brassica oleracea spp. Botrytis Atlas Zéralda 90 17/01/2014
XceDZ.14.90.41 Brassica oleracea spp. Botrytis Atlas Zéralda 90 17/01/2014
XceDZ.14.90.54 Brassica oleracea spp. Botrytis Atlas Zéralda 90 17/01/2014
XceDZ.14.90.44 Brassica oleracea spp. Botrytis Atlas Zéralda 90 17/01/2014
XceDZ.14.90.53 Brassica oleracea spp. Botrytis Atlas Zéralda 90 17/01/2014
Xce DZ.14.91 21 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 91 17/01/2014
Xce DZ.14.91.22 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zgralda 91 17/01/2014
Xce DZ.14.91.32 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 91 17/01/2014
XceDZ.14.91.23 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 91 17/01/2014
XceDZ.14.92.61 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 92 17/01/2014
XceDZ.14.92 .65 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 92 17/01/2014
XceDZ.14.92.31 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 92 17/01/2014
XceDZ.1493 31 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014
XceDZ.1493.12 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014
XceDZ.1493.32 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014
XceDZ.1493.33 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014
XceDZ.1493.34 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014
XceDZ.1493.51 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014
XceDZ.1493.53 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014
XceDZ.1493.11 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014
XceDZ.14.93.14 Brassica oleracea spp. Botrytis Spacestar Zéralda 93 17/01/2014
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Tableau 2.6 (suite 2)
Isolats Hote Orogine Année
Espece Variété région N° de parcelle

XceDZ.14.100.6 Brassica oleracea spp. capitata Sakata Ain Taya 100 06/05/2014
Xce DZ.14101.15 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14101.16 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14101.17 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14101.18 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14101.19 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14101.20 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14101.21 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14101.22 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.1/101.23 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14101.24 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14101.25 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14101.26 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14 101.27 Brassica oleracea spp. capitata C rouge Ain Taya 101 06/05/2014
Xce DZ.14 102.28 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14 102.29 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.30 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.31 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.33 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.34 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.36 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.37 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.38 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.39 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.40 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.41 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.42 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14102.43 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain Taya 102 06/05/2014
Xce DZ.14103.55 Brassica oleracea spp. Botrytis Smilla Ain Taya 103 12/66/2014
Xce DZ.14104.60 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xcc DZ.14104.61a  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xce DZ.14104.61 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xce DZ.14104.61c¢ Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xce DZ.104104.62a  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xcc DZ.14104.62b  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xce DZ.14104.63 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xce DZ.14104.64 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xcc DZ.14104.66A  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xce DZ.14104.66B  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xcc DZ.14104.67 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xce DZ.14104.68 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xcc DZ.14104.69A  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xce DZ.14104.69B  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Tizi Ouzou 104 25/06/2014
Xce DZ.14105.75 Brassica oleracea spp. Botrytis Solo Zéralda/Azur plage 105 12/09/2014
Xcc DZ.14106.126  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain edafla 106 16/11/2014
Xce DZ.1410 127 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain edafla 106 16/11/2014
Xcc DZ.14106.129  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain edafla 106 16/11/2014
Xce DZ.14106.130  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain edafla 106 16/11/2014
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Tableau 2.6 (suite 3)

Isolats Hote Orogine Année
Espéce Variété région N° de parcelle

Xce DZ.14106.131 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain edafla 106 16/11/2014

Xcc DZ.14106.132  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain edafla 106 16/11/2014

Xce DZ.14106.133 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain edafla 106 16/11/2014

Xcc DZ.14106.134  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain edafla 106 16/11/2014

Xce DZ.14106.135 Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain edafla 106 16/11/2014

Xcc DZ.14106.136  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain edafla 106 16/11/2014

Xcc DZ.14106.137  Brassica oleracea spp. Botrytis Arizona Ain edafla 106 16/11/2014

CFBP1121 Brassz;a oleracea cv. Bullita / France / 1967
gemmifera

CFBP 5241 (ATCC Brassica oleracea cv. gemmifera R.Uni / 1957

33915)
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Annexe 2

Séquences nucléotidiques partielles des 4 génes de ménage
séquencés pour cette étude

Séquences partielles du géne atpD (1-667pb)

Xanthomonas campestris pv. campestris strain DZ114.10 ATP synthase beta
subunit (atpD) gene, partial cds
GenBank: KU556302.1

GenBank Graphics
>¢i]1002343276|gb|KU556302.1| Xanthomonas campestris pv.. campestris strain DZ114.10 ATP synthase beta subunit

(atpD) gene, partial cds
TCACGCGCTGAAGGTCGAAGGCACCGCCATCACCCTGGAAGTGCAGCAGCAGCTCGGCGACGGCGTCGTG
CGCACGATTGCGCTCGGCTCCACCGACGGATTGAAGCGCAACCTGCTGGCCACCAACACCGAGCGTGCGA
TTTCGGTGCCGGTTGGCGCCGGGACGCTGGGCCGCATCATGGACGTGCTGGGTCGCCCGATCGACGAAGC
CGGCGACGTGCAGGCCTCGGATCATTGGGAAATCCACCGCGCTGCGCCGTCGTACGAAGACCAGTCGTCC
AGCACCGAATTGCTGGAAACCGGCATCAAGGTGATCGACCTGATGTGCCCGTTCGCCAAGGGCGGCAAGG
TCGGCCTGTTCGGCGGCGCCGGCGTCGGCAAGACCGTCAACATGATGGAACTGATCAACAACATCGCCAA
GGCGCACTCGGGCCTGTCCGTGTTCGCCGGCGTGGGTGAGCGTACCCGTGAGGGCAACGACTTCTACCAC
GAGATGAAGGACTCCAACGTCCTGGACAAGGTCGCGATGGTGTACGGCCAGATGAACGAGCCGCCGGGCA
ACCGTCTGCGCGTTGCGCTGACCGGCCTGACCATGGCCGAGTACTTCCGCGACGAGAAGGACGCCAGCGG
CAAGGGCAAGGACGTGCTGCTGTTCGTGGACAACATC

Xanthomonas campestris pv. campestris strain XccDZ113.5 ATP synthase
beta subunit (atpD) gene, partial cds
GenBank: KU556303.1

GenBank Graphics

>gi 1002343278 |gb|KU556303.1| Xanthomonas campestris pv.campestris strain
TCACGCGCTGAAGGTCGAAGGCACCGCCATCACCCTGGAAGTGCAGCAGCAGCTCGGCGACGGCGTCGTG
CGCACGATTGCGCTCGGCTCCACCGACGGATTGAAGCGCAACCTGCTGGCCACCAACACCGAGCGTGCGA
TTTCGGTGCCGGTTGGCGCCGGGACGCTGGGCCGCATCATGGACGTGCTGGGTCGCCCGATCGACGAAGC
CGGCGACGTGCAGGCCTCGGATCATTGGGAAATCCACCGCGCTGCGCCGTCGTACGAAGACCAGTCGTCC
AGCACCGAATTGCTGGAAACCGGCATCAAGGTGATCGACCTGATGTGCCCGTTCGCCAAGGGCGGCAAGG
TCGGCCTGTTCGGCGGCGCCGGCGTCGGCAAGACCGTCAACATGATGGAACTGATCAACAACATCGCCAA
GGCGCACTCGGGCCTGTCCGTGTTCGCCGGCGTGGGTGAGCGTACCCGTGAGGGCAACGACTTCTACCAC
GAGATGAAGGACTCCAACGTCCTGGACAAGGTCGCGATGGTGTACGGCCAGATGAACGAGCCGCCGGGCA
ACCGTCTGCGCGTTGCGCTGACCGGCCTGACCATGGCCGAGTACTTCCGCGACGAGAAGGACGCCAGCGG
CAAGGGCAAGGACGTGCTGCTGTTCGTGGACAACATC

Xanthomonas campestris pv. campestris strain XccDZ1388.2 ATP synthase
beta subunit (atpD) gene, partial cds
GenBank: KU556304.1

GenBank Graphics

>gi|1002343280|gb/KU556304.1| Xanthomonas campestris pv.. campestris strain XccDZ1388.2 ATP synthase
beta subunit (atpD) gene, partial cds
TCACGCGCTGAAGGTCGAAGGCACCGCCATCACCCTGGAAGTGCAGCAGCAGCTCGGCGACGGCGTCGTG
CGCACGATTGCGCTCGGCTCCACCGACGGATTGAAGCGCAACCTGCTGGCCACCAACACCGAGCGTGCGA
TTTCGGTGCCGGTTGGCGCCGGGACGCTGGGCCGCATCATGGACGTGCTGGGTCGCCCGATCGACGAAGC
CGGCGACGTGCAGGCCTCGGATCATTGGGAAATCCACCGCGCTGCGCCGTCGTACGAAGACCAGTCGTCC
AGCACCGAATTGCTGGAAACCGGCATCAAGGTGATCGACCTGATGTGCCCGTTCGCCAAGGGCGGCAAGG
TCGGCCTGTTCGGCGGCGCCGGCGTCGGCAAGACCGTCAACATGATGGAACTGATCAACAACATCGCCAA
GGCGCACTCGGGCCTGTCCGTGTTCGCCGGCGTGGGTGAGCGTACCCGTGAGGGCAACGACTTCTACCAC

-117 -



Résume

GAGATGAAGGACTCCAACGTCCTGGACAAGGTCGCGATGGTGTACGGCCAGATGAACGAGCC
GCCGGGCAACCGTCTGCGCGTTGCGCTGACCGGCCTGACCATGGCCGAGTACTTCCGCGACGAGAAGGACGC
CAGCGGCAAGGGCAAGGACGTGCTGCTGTTCGTGGACAACATC

Séquences partielles du géne dnaK (1-779 pb)

Xanthomonas campestris pv. campestris strain DZ114.10 chaperone protein
(dnaK) gene, partial cds
GenBank: KU556305.1

GenBank Graphics

>gi/1002343282|gb|KU556305.1| Xanthomonas campestris pv.. campestris strain DZ114.10 chaperone protein
(dnaK) gene, partial cds
AAGCGCCAGGCGGTGACCAACCCGAAGAACACCTTCTACGCGGTGAAGCGCCTGATCGGCCGCAAGTTCA
CTGACGGCGAAGTGCAGAAGGACATCTCCCACGTGCCGTACGGCATTCTGGCGCACGACAACGGCGATGC
CTGGGTGCAGACCAGCGATTCCAAGCGCATGGCGCCGCAGGAAATTTCCGCACGCGTGCTGGAAAAGATG
AAGAAGACCGCCGAGGACTTCCTGGGCGAAAAGGTCACCGAAGCGGTGATCACGGTGCCGGCGTACTTCA
ACGACAGCCAGCGCCAGGCCACCAAGGACGCTGGCCGCATCGCCGGTCTGGACGTCAAGCGCATCATCAA
CGAGCCGACGGCTGCTGCCCTGGCCTATGGCCTGGACAAGAACGGCGGTGACCGCAAGATTGCCGTGTAC
GACCTGGGCGGCGGCACCTTCGACGTGTCGATCATCGAAATTGCCGAAGTCGATGGCGAGAAGCAGTTCG
AAGTGCTGGCCACCAATGGCGACACCTTCCTGGGCGGCGAAGACTTCGACAACCGCGTCATCGAGTATCT
GGTCGACGAATTCAACAAGGATCAGGGCATCGATCTGCGCAAGGATCCGTTGGCGCTGCAGCGCCTCAAG
GACGCCGCAGAGCGCGCCAAGATCGAGCTGTCGACCTCGCAGCAGACGGAAGTGAACCTGCCGTACGTCA
CCGCCGATGCCTCGGGCCCGAAGCACCTCAACATCAAGTTGACCCGTGCCAAGCTCGAAGCGCTGGTGGA
AGACCTGGT

Xanthomonas campestris pv. campestris strain XccDZ113.5 chaperone
protein (dnaK) gene, partial cds
GenBank: KU556306.1

GenBank Graphics

>gi|1002343284|gb|KU556306.1| Xanthomonas campestris pv.campestris strain XccDZ113.5 chaperone protein
(dnaK) gene, partial cds
AAGCGCCAGGCGGTGACCAACCCGAAGAACACCTTCTACGCGGTGAAGCGCCTGATCGGCCGCAAGTTCA
CTGACGGCGAAGTGCAGAAGGACATCTCCCACGTGCCGTACGGCATTCTGGCGCACGACAACGGCGATGC
CTGGGTGCAGACCAGCGATTCCAAGCGCATGGCGCCGCAGGAAATTTCCGCACGCGTGCTGGAAAAGATG
AAGAAGACCGCCGAGGACTTCCTGGGCGAAAAGGTCACCGAAGCGGTGATCACGGTGCCGGCGTACTTCA
ACGACAGCCAGCGCCAGGCCACCAAGGACGCTGGCCGCATCGCCGGTCTGGACGTCAAGCGCATCATCAA
CGAGCCGACGGCTGCTGCCCTGGCCTATGGCCTGGACAAGAACGGCGGTGACCGCAAGATTGCCGTGTAC
GACCTGGGCGGCGGCACCTTCGACGTGTCGATCATCGAAATTGCCGAAGTCGATGGCGAGAAGCAGTTCG
AAGTGCTGGCCACCAATGGCGACACCTTCCTGGGCGGCGAAGACTTCGACAACCGCGTCATCGAGTATCT
GGTCGACGAATTCAACAAGGATCAGGGCATCGATCTGCGCAAGGATCCGTTGGCGCTGCAGCGCCTCAAG
GACGCCGCAGAGCGCGCCAAGATCGAGCTGTCGACCTCGCAGCAGACCGAAGTGAACCTGCCGTACGTCA
CCGCCGATGCCTCGGGCCCGAAGCACCTCAACATCAAGTTGACGCGTGCCAAGCTCGAAGCCCTGGTGGA
AGACCTGGT

Xanthomonas campestris pv. campestris strain XccDZ.1388.2 chaperone
protein (dnaK) gene, partial cds
GenBank: KU556307.1

GenBank Graphics

>gi[1002343286|gb|KU556307.1| Xanthomonas campestris pv.campestris strain XccDZ1388.2 chaperone protein
(dnaK) gene, partial cds
AAGCGCCAGGCGGTGACCAACCCGAAGAACACCTTCTACGCGGTGAAGCGCCTGATCGGCCGCAAGTTCA
CTGACGGCGAAGTGCAGAAGGACATCTCCCACGTGCCGTACGGCATTCTGGCGCACGACAACGGCGATGC
CTGGGTGCAGACCAGCGATTCCAAGCGCATGGCGCCGCAGGAAATTTCCGCACGCGTGCTGGAAAAGATG
AAGAAGACCGCCGAGGACTTCCTGGGCGAAAAGGTCACCGAAGCGGTGATCACGGTGCCGGCGTACTTCA
ACGACAGCCAGCGCCAGGCCACCAAGGACGCTGGCCGCATCGCCGGTCTGGACGTCAAGCG
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CATCATCAACGAGCCGACGGCTGCTGCCCTGGCCTATGGCCTGGACAAGAACGGCGGTGACCGCAAGATTGC
CGTGTACGACCTGGGCGGCGGCACCTTCGACGTGTCGATCATCGAAATTGCCGAAGTCGATGGCGAGAAGCA
TTCGAAGTGCTGGCCACCAATGGCGACACCTTCCTGGGCGGCGAAGACTTCGACAACCGCGTCATCGAGTAT
TGGTCGACGAATTCAACAAGGATCAGGGCATCGATCTGCGCAAGGATCCGTTGGCGCTGCAGCGCCTCAAG
GACGCCGCAGAGCGCGCCAAGATCGAGCTGTCGACCTCGCAGCAGACCGAAGTGAACCTGCCGTACGTCA
CCGCCGATGCCTCGGGCCCGAAGCACCTCAACATCAAGTTGACCCGTGGCAAGCTCGAAGCGCTGGTGAA
AAACCTGGT

Séquences partielles du géne gyrB (1-735 pb)

Xanthomonas campestris pv. campestris strain DZ114.10 DNA gyrase
subunit B (gyrB) gene, partial cds
GenBank: KU556308.1

GenBank Graphics

>¢i1002343288|gb|KU556308.1| Xanthomonas campestris pv.. campestris strain DZ114.10 DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds
CACATCCGCACGCTGCTGCTCACGTTCTTCTACCGGCAGATGCCGGAGCTGATCGAGCGCGGCTACATCT
ACATCGGCTTGCCGCCGCTGTACAAGCTCAAGCAGGGCAAGAGCGAGCTGTATCTCAAGGACGACGCCGC
GCTCAACGCCTACCTGGCCAGCAGCGCGGTCGAAGGTGCAGCGCTGATCCCGGCCAGCGACGAGCCGCCG
ATCACCGGCGAGGCGCTGGAAAAACTGCTGCTGTTGTTCGCTGGCGCCAAGGAGGCCATTGCCCGCAATG
CCCACCGCTACGACCCGGCGCTGTTGACCGCGTTGATCGATCTGCCGCCGCTGGACGTGGTGCAGCTGCA
GGCCGAAGGCGACGTGCATCCCACGCTGGATGCGCTGCAGGCAGTGCTCAATCGCGGCACCCTGGGCACG
GCGCGCTATCACCTGCGCTTCGACCCGGCCACCGACAGTGCCGCCGCCTCGCTGGTGTCGGTGCGCAAGC
ACATGGGCGAGGAATTCACCCAGGTGCTGCCGATGGGCGCGTTCGAAAGTGGTGAGCTGCGTCCGCTGCG
CGAGGTTGCGCTGGCCCTGCATGGCTTGGTGCGCGAAGGCGCGCAGATCCTGCGTGGCAACAAGAGCCAC
CCGATCACCAGCTTTGCGCAGGCGCAGGCCTGGCTGCTGGAAGAAGCTAAGCGGGGCCGCCAGGTGCAGC
GCTTCAAGGGCCTGGGCGAAATGAACGCCGAGCAG

Xanthomonas campestris pv. campestris strain XccDZ113.5 DNA gyrase
subunit B (gyrB) gene, partial cds
GenBank: KU556309.1

GenBank Graphics

>¢i1002343290|gb|KU556309.1| Xanthomonas campestris pv.. campestris strain XccDZ113.5 DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds
CACATCCGCACGCTGCTGCTCACGTTCTTCTACCGGCAGATGCCGGAGCTGATCGAGCGCGGCTACATCT
ACATCGGCTTGCCGCCGCTGTACAAGCTCAAGCAGGGCAAGAGCGAGCTGTATCTCAAGGACGACGCCGC
GCTCAACGCCTACCTGGCCAGCAGCGCGGTCGAAGGTGCAGCGCTGATCCCGGCCAGCGACGAGCCGCCG
ATCACCGGCGAGGCGCTGGAAAAACTGCTGCTGTTGTTCGCTGGCGCCAAGGAGGCCATTGCCCGCAATG
CCCACCGCTACGACCCGGCGCTGTTGACCGCGTTGATCGATCTGCCGCCGCTGGACGTGGTGCAGCTGCA
GGCCGAAGGCGACGTGCATCCCACGCTGGATGCGCTGCAGGCAGTGCTCAATCGCGGCACCCTGGGCACG
GCGCGCTATCACCTGCGCTTCGACCCGGCCACCGACAGTGCCGCCGCCTCGCTGGTGTCGGTGCGCAAGC
ACATGGGCGAGGAATTCACCCAGGTGCTGCCGATGGGCGCGTTCGAAAGTGGTGAGCTGCGTCCGCTGCG
CGAGGTTGCGCTGGCCCTGCATGGCTTGGTGCGCGAAGGCGCGCAGATCCTGCGTGGCAACAAGAGCCAC
CCGATCACCAGCTTTGCGCAGGCGCAGGCCTGGCTGCTGGAAGAAGCTAAGCGGGGCCGCCAGGTGCAGC
GCTTCAAGGGCCTGGGCGAAATGAACGCCGAGCAG

Xanthomonas campestris pv. campestris strain XccDZ1388.2 DNA gyrase
subunit B (gyrB) gene, partial cds
GenBank: KU556310.1

GenBank Graphics

>gi|1002343292|gb|KU556310.1] Xanthomonas campestris pv.. campestris strain XccDZ1388.2 DNA gyrase subunit B
(gyrB) gene, partial cds
CACATCCGCACGCTGCTGCTCACGTTCTTCTACCGGCAGATGCCGGAGCTGATCGAGCGCGGCTACATCT
ACATCGGCTTGCCGCCGCTGTACAAGCTCAAGCAGGGCAAGAGCGAGCTGTATCTCAAGGACGACGCCGC
GCTCAACGCCTACCTGGCCAGCAGCGCGGTCGAAGGTGCAGCGCTGATCCCGGCCAGCGACGAGCCGCCG
ATCACCGGCGAGGCGCTGGAAAAACTGCTGCTGTTGTTCGCTGGCGCCAAGGAGGCCATTGCCCGCAATG
CCCACCGCTACGACCCGGCGCTGTTGACCGCGTTGATCGATCTGCCGCCGCTGGACGTGGTGCAGCTGCA
GGCCGAAGGCGACGTGCATCCCACGCTGGATGCGCTGCAGGCAGTGCTCAATCGCGGCACCCTGGGCACG
GCGCGCTATCACCTGCGCTTCGACCCGGCCACCGACAGTGCCGCCGCCTCGCTGGTGTCGGTGCGCAAGC
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ACATGGGCGAGGAATTCACCCAGGTGCTGCCGATGGGCGCGTTCGAAAGTGGTGAGCTGCGTCCGCTGCG
CGAGGTTGCGCTGGCCCTGCATGGCTTGGTGCGCGAAGGCGCGCAGATCCTGCGTGGCAACAAGAGCCAC
CCGATCACCAGCTTTGCGCAGGCGCAGGCCTGGCTGCTGGAAGAAGCTAAGCGGGGCCGCCAGGTGCAGC
GCTTCAAGGGCCTGGGCGAAATGAACGCCGAGCAG

Les séquences partielles du géne rpoD (1-577pb)

Xanthomonas campestris pv. campestris strain XccDZ113.5 polymerase
sigma-70 factor (rpoD) gene, partial cds
GenBank: KU556311.1

GenBank Graphics

>gi1002343294|gb|KU556311.1| Xanthomonas campestris pv.. campestris strain XccDZ113.5 polymerase sigma-70 factor
(rpoD) gene, partial cds
GAAATGGGCACGGTTGAGCTGCTGACCCGCGAAGGCGAAATCGCCATCGCCAAGCGCATCGAAGAAGGTC
TGAGCCAGGTCCAGGCAGCACTGGGCGTGTTCCCGCTGTCGACCGAAATGCTGCTGGCCGATTACGAAGC
GCACAAGGAAGGCAAGAAGCGTCTGGCCGAGATCGTGGTCGGCTTCAACGACCTGATTGAAGAAGCCGAC
GCTGCCGCCGCTGCACTGGCCGCTGCCGGCCCGGTCGCCGTGGACGAAGACGCGGTCGATGAAGATGACG
ACGAAGACGGCGACGACGACGCTGCCGAGGAAGAGGCCGGCCCGACCGGTCCGGACCCGGTGGAAGTGGC
CACGCGCATGGAGAACCTCGCCAACGAATACGCCAAGTTCAAGAAGATCTACGCCAAGAACGGCGCCGAG
CACAAGCTGGTGGTCAAGGCGCGCGAAGACATGGCCGCCATCTTCACCACACTCAAGCTGCCGCTGCCGC
TGACCGATGCGCTGGTCACCCAGTTGCGTGGCGTGGTCAACGGCATCAAGGACCACGAGCGCAAGGTGCT
GCACCTGGCGACCACCG

Xanthomonas campestris pv. campestris strain XccDZ1388.2 polymerase
sigma-70 factor (rpoD) gene, partial cds
GenBank: KU556312.1

GenBank Graphics

>gi|1002343296|gb|KU556312.1] Xanthomonas campestris pv.. campestris strain XccDZ1388.2 polymerase sigma-70 factor
(rpoD) gene, partial cds
GAAATGGGCACGGTTGAGCTGCTGACCCGCGAAGGCGAAATCGCCATCGCCAAGCGCATCGAAGAAGGTC
TGAGCCAGGTCCAGGCAGCACTGGGCGTGTTCCCGCTGTCGACCGAAATGCTGCTGGCCGATTACGAAGC
GCACAAGGAAGGCAAGAAGCGTCTGGCCGAGATCGTGGTCGGCTTCAACGACCTGATTGAAGAAGCCGAC
GCTGCCGCCGCTGCACTGGCCGCTGCCGGCCCGGTCGCCGTGGACGAAGACGCGGTCGATGAAGATGACG
ACGAAGACGGCGACGACGACGCTGCCGAGGAAGAGGCCGGCCCGACCGGTCCGGACCCGGTGGAAGTGGC
CACGCGCATGGAGAACCTCGCCAACGAATACGCCCAGTTCAAGAAGATCTACGCCAAGAACGGCGCCGAG
CACAAGCTGGTGGTCAAGGCGCGCGAAGACATGGCCGCCATCTTCACCACACTCAAGCTGCCGCTGCCGC
TGACCGATGCGCTGGTCACCCAGTTGCGTGGCGTGGTCAACGGCATCAAGGACCACGAGCGCAAGGTGCT
GCACCTGGCGACCACCG
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Résumé

Xanthomonas campestris provoque des maladies chez les plantes de la famille des Brassicacées. L’une de
ces maladies est la nervation noire. Elle est de distribution universelle et considérée comme la plus
destructive des cruciferes.
Bien que les sources de contamination sont multiples, la semence reste la source principale de la
transmission des pathogenes. S’assurer de leur qualité sanitaire est le moyen de lutte le plus efficace
contre les bactérioses. Actuellement les techniques officielles adoptées dans les procédures de contréle
des lots de semences sont essentiellement basées sur les techniques microbiologiques. Ces techniques
sont longues et cotiteuses pour étre utilisés en routine. La PCR utilise comme substrat I’ADN qui est une
molécule stable, ne rend pas compte de la viabilité des bactéries dans 1’échantillon analysé.
Le présent travail avait deux principaux objectifs :
proposer un nouvel outil moléculaire de détection fiable et rapide de Xanthomonas campestris vivants
dans les semences de de Brassicacées « la seed-qPCR». Cette technique est basée sur un enrichissement
par germination des semences contaminées couplée a une Tag-man PCR en temps réel aprés extraction de
I’ADN cible. Elle est peu onéreuse et permet de détecter jusqu’au 1 graine contaminée parmi 10 000
graines saines.
La deuxiéme partie consiste a caractériser les souches de X. c¢. pv. campestris isolées a partir des parcelles
infectées en Algérie identifiées pour la premicre fois. Cent-soixante-dix isolats ont été identifiés et
caractérisées par des tests biochimiques, biologiques et moléculaires. 77 isolats ont été sélectionnés pour
étudier leur diversité génétique par la méthode MLSA (multilocus sequence analysis) en utilisant 2 génes
de ménage, le géne gyrB et le géne ropD.

Mot clés : Xanthomonas campestris, bactérise vivantes, semence, détection, seed- gPCR ,MLSA ,génes

de ménage

Abstract

The Xanthomonas campestris causes diseases in the Brassicaceae family. One of these diseases is the
black rot. It is a seed born bacterium and considered as the most destructive cruciferous world wide.
Although the sources of contamination are various, the seed remains the main source of transmission of
pathogens. Ensure the seed lot sanitary quality is the most efficient control strategy against bacterial
diseases. Currently the procedures adopted in the control of seed lots are mainly based on microbiological
techniques which are consuming time and money. PCR uses DNA as a substrate molecule, does not care
about the viability of bacteria in the sample analyzed.

The aim objective of this study is to propose a new molecular tool that permits a fast and reliable
detection of viable Xanthomonas campestris in the seeds. Three molecular methods were studied and
tested to assess their potential for detection of Xanthomonas campestris. seed-qPCR. This technique is
based on an enrichment of contaminated seed by germination coupled with real-time Taq-man PCR after
extraction of the target DNA. It is an inexpensive technique and can detect down to 1 contaminated seed
among 10 000 healthy seeds even when the seed is contaminated at low level.

The second part is to characterize the strains of X. c. pv. campestris isolated from infected samples in
Algeria identified for the first time. Hundred-seventy is170 isolates were identified and characterized by
biochemical, biological and molecular assays. 77 isolates were selected to study their genetic diversity
through the MLSA method (multilocus sequence analysis) using two housekeeping genes, the gyrB gene
and the gene ropD.

Keywords :  Xanthomonas campestris, detection living bacteria , seed, seed gq-PCR, MLSA,
housekeeping genes
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(gyrB sropD) <l a2ahaiuh MLSA (multilocus sequence analysis)
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