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Avant-propos

Cette these est une version écrite d’une série de travaux de recherches menés en plein champs, au
laboratoire moyennant, 1’outil informatique. Ce travail est mené dans le but de faire une mise au
point sur I’expression d’une série de symptomes observés en plein champs. Ces observations
révelent en effet, un impact néfaste et menacant de bactéries phytopathogenes redoutables telles

que les Xanthomonas sur une culture stratégique qu’est le blé.

Les differentes etapes de ce travail ont été réalisées dans plusieurs laboratoires dont le laboratoire
de phytobactériologie de I’ENSA, El Harrach, le laboratoire de « Applied Microbiology-
Phytopathology, Earth & Life Institute »,a UCL Louvain, Louvain-la- Neuve en Belgique, le
laboratoire de Biologie Cellulaire et de Biologie Moléculaire, USTHB, Bab Ezzouar, Alger et le
laboratoire de biologie moléculaire du centre de certification et de contrdle de la semence (CNCC)

d’El Harrach.

Les résultats de ce travail ont fait 1’objet d’une publication et de deux présentations internationales

en posters et d’une communication nationale.

Cette thése souligne I’impact des maladies émergente sur les cultures stratégiques en initiant un
projet de mise au point sur la présence d’une nouvelle espéce de Xanthomonas sur le blé et en
révélant un pouvoir adaptatif non encore signal¢ de I’espece Xanthomonas campestris aux

monocotylédones.

Cette thématique est présentée sur ce document en s’appuyant sur une revue bibliographique
traitant les différents aspects relevés. Une démarche classique de rédaction est adoptée pour
éclaircir les différentes étapes du travail en précisant les différents volets abordés aboutissant a des

résultats assujettis & de nombreuses perspectives.
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Introduction

Les céréales a paille sont des monocotylédones appartenant a 1’ordre des Poales et a la famille
des Poaceae ou Parfois aussi dénommées Gramineae. Cette famille rassemble une série
d’espece principalement herbacées, parmi lesquels la présence d’une tige ou chaume
cylindrique avec entrenceuds creux et des feuilles alternes a nervation parallele, dont la gaine
enveloppe la tige . Parmi les especes céréalieres, le blé dont le grain appelé caryopse et produit
par autofécondation est riche en protéines et hydrates de carbone constitue la nourriture de base
de nombreux peuples. Le blé est une espece monocotylédone appartenant au genre Triticum de
la famille des Poacées. Les deux especes céréalieres les plus cultivées sont le blé tendre
(Triticum aestivum) et le blé dur (Triticum durum). De nombreuses autres especes de Triticum
se différencient par leur degré de ploidie et par le nombre de chromosomes (Naville, 2005). Le
blé constitue aussi la premicre ressource en alimentation humaine au monde, la surface qui lui

est consacrée sur la plancte dépasse celles de toutes les autres cultures.

La filiere céréaliere constitue I’une des principales filiéres de la production agricole en Algérie,
La production des céréales, la jachére comprise, occupe environ 80% de la superficie agricole
utile (SAU) du pays. La superficie emblavée annuellement en céréales se situe entre 3 a 3,5
millions d’hectares. Les superficies annuellement récoltées représentent 63% des emblavures.
La filiere céréaliere apparait donc comme une spéculation dominante et est présente dans tous
les étages bioclimatiques, y compris dans les zones sahariennes. Cependant, en relation avec le
marché mondial, les produits céréaliers représentent plus de 40% de la valeur des importations

des produits alimentaires (Djermoun 2009).

La culture de bl¢ pratiquée en Algérie utilise aussi bien des génotypes locaux traditionnels que
des génotypes plus récemment introduits. Le blé en Algérie, comme pour toutes les régions
céréalieres dans le monde est confronté a des facteurs limitants d’ordre biotiques responsables
de dégats assez importants. Ces pressions supplémentaires mettent a rudes épreuves la
résistance de ces génotypes déja affaiblis par les conditions climatiques pas toujours clémentes.
Les variétés locales sont connues d’une part pour leur potentiel de production assez limité, et
d’autre part pour leur adaptation aux conditions locales induites par des pressions sélectives
intenses, exercées en majeure partie par les facteurs du milieu ou alors liées a I’introduction de
génotypes connus pour leur haut potentiel de production. Ces derniers par contre disparaissent
souvent a cause de leur vulnérabilit¢ a la secheresse et leur incapacit¢ d’adaptation aux

contraintes de ce nouvel environnement.
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Les nombreuses introductions des nouveaux génotypes au cours des années ont toutefois fini
par exclure jusqu’a la disparition de plusieurs génotypes rustiques locaux, provoquant ainsi une

uniformisation qui atteint au plus haut degré la diversité des blés durs dans I’ensemble du pays.

De nombreuses études ont été effectuées sur les différents facteurs et principalement les facteurs
biotiques parmi lesquels les ravageurs, les maladies virales, fongiques et notamment les
maladies bactériennesdu blé.Les céréales sont en effet sujettes a plusieurs maladies
bactériennes, transmises via plusieurs voies. Parmi les plus importants réservoirs d’inoculum
bactérien, la semence joue un réle primordial. Celle-ci est considérée comme la source primaire
de nombreux pathogenes, ceux-ci peuvent s’installer sur et dans la graine et peuvent se
transmettre facilement a la plante et aussi a la rhizosphére lors de la germination. Par ailleurs,

la conservation des pathogeénes au niveau du sol et des résidus de récoltes est largement

rapportée (Malavolta., et al., 2000, )

Les maladies les plus connues pour leur impact économique sur les céréales en général et sur le
blé en particulier sont celles associées au genre Xanthomonas communément limitées aux

différents pathovars de I’espeéce X. translucens

Ce travail est par conséquent consacré a la recherche de la maladie de la strie bactérienne causée
par Xanthomonas translucens intervenant sur les céréales par ses différents pathovars (cerealis,
translucens, undulosa...). L’incidence de ces bactéries sur le rendement est assez importante.
L’impact de cette maladie est d’autant plus important, lorsque les conditions favorables a son
développement se trouvent réunies. Aussi, la conservation de cette bactérie au niveau de la
semence, de la rhizosphere, des débris végétaux et sur les graminées spontanées constitue un

réservoir non négligeable pour la régénération de I’inoculum.

Le genre Xanthomonas est responsable de plusieurs maladies phytopathogenes, les especes qui
lui sont attachées présentent des gammes d’hotes diversifiées et en continuel changement
affectant plusieurs familles botaniques parfois assez €loignées. Ce phénomene d’adaptation

pourrait entraver toutes les lois de la spécificité hote pathogene.

La nomenclature et la classification trés controversée des membres de ce groupe sont
régulierement actualisées. Ces continuels remaniements sont souvent liés a I’évolution des

nouvelles techniques de caractérisation.
Ce travail est consacré d’une part a I’é¢tude de la maladie de la strie bactérienne du blé en plein
champ. Pour cela plusieurs parcelles de blé ont été prospectées dans les régions de I’ Algérois,

incluant les wilayas d’Alger, de Tipaza, de Bouira, de Boumerdes et de la wilaya de Tiaret
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située a 1’Ouest du pays. Les champs de blé prospectés comptent des stations expérimentales,
des fermes-pilotes et des champs de particuliers. L’¢étude s’est aussi étalée a I’analyse de plants
présentant des symptomes typiques de la maladie collectés au niveau de parcelles sous pivots

dans la région de Ménéa (El Goléa) située dans le Sud du pays.

D’autre part, cette étude s’est penchée également sur la vérification de la présence et la
conservation de I’agent pathogene au niveau du sol et également dans les résidus de récolte de
quelques zones prospectées ayant présenté des symptomes similaires aux attaques bactériennes.
En effet, I’'inoculum provenant des plants atteints, une fois enfoui dans le sol avec les chaumes
lors des opérations culturales, peut se maintenir et constituer une source potentielle de

contamination pour la nouvelle culture.

La source primaire de I’inoculum étant la semence, une partie de ce travail est aussi consacrée
a la vérification de 1’état sanitaire de quelques lots de semences produites et multipliées en

Algérie, vis-a-vis de I’agent de la strie bactérienne.

Les isolements a partir des différents échantillons par les techniques recommandées dans
chacun des cas dans la littérature nous ont permis de constituer une collection d’isolats a

caractériser phénotypiquement et génotypiquement.

La caractérisation phénotypique consiste en une mise au point sur les caractéres
morphologiques culturaux, biochimiques et physiologiques ainsi que la détermination du
pouvoir pathogene des isolats. La caractérisation génotypique entreprise est basée sur une étude
moléculaire corroborée par I’amplification d’une région conservée au niveau de I’I'TS 16S-23S,
en utilisant des amorces spécifiques recommandées par Maes et Garbeva (1996), La
confirmation des résultats obtenus a été soutenue par un s€quencage de génes faisant partie du
schéma de I’analyse (MLSA) des multilocus (gyrb, rpod, dnak et atpd) avec les amorces
recommandées par Mhedbi-Hajri et al. (2013). Cet outil d’analyse a été développé et
recommandé par plusieurs auteurs dont Fischer-Le Saux et al/ (2008), Khojasteh et a/ (2019).
Les séquences déposées dans la base de données Gene Bank ont fait I’objet d’une étude
phylogénétique et la construction des arbres phylogénétiques respectifs de chaque geéne. Cette
¢tape est précédée par une étude comparative par des alignements avec les séquences
disponibles dans les bases de données. L’analyse phylogénétique est réalisée en prenant appui
sur deux approches , la méthode du bootstrap non paramétrique, utilisée pour estimer le degré
de confiance accordé aux nceuds d’un arbre phylogénétique obtenu par maximum de
vraisemblance (Felsenstein, 1985), utilisée pour évaluer le soutien de relations phylogénétiques
spécifiques (Cummings et al., 20003) et la procédure bayésienne en termes de probabilités

3
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postérieures. Une concaténation des geénes et la construction des arbres consensus sont réalisés

dans le but d’assoir une affiliation cladistique robuste pour les isolats.

En développant une approche innovante et unique, initialement focalisée sur les agents
responsables de la strie bactérienne du blé et des céréales en Algérie, cette étude ouvre la voie
a une approche de la diversité génétique des Xanthomonas en association avec les graminées et
ouvre la voie a une réflexion sur I’émergence de nouvelles espéces non encore décrites dans le

monde et en Algérie.
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I- SYNTHESEBIBLIOGRAPHIQUE
Chapitre 1 :Généralités sur les Poaceae

La famille des Poaceae regroupant les céréales et les graminées, compte environ 12 000 especes
groupées en 780 genres présentant une grande importance économique, de par leur utilisation
dans I’alimentation humaine et animale et aussi leur introduction dans plusieurs industries. Les
graminées sont aussi cultivées comme pelouses. Parmi ces especes, le blé, le mais, 1’orge, le
triticale, le millet et le riz sont des monocotylédones ayant toutes émergé dans le triangle fertile,

du Moyen-Orient et du Proche Orient. (Clerget, 2011).)

De nombreuses especes de graminées sont considérées comme adventices affectant les cultures
(Cynodon dactylon, Echinochloa colona, Eleusine indica, Sorghum halepense, Imperata

cylindrica...).

Parmi les céréales le blé (Triticum sp), cette espece est souvent prise comme référent pour
définir les caractéres botaniques de sa famille constituée elle-méme de douze sous-

familles.1.1.Les différentes especes céréalieres cultivées dans le monde

Selon Clerget, (2011), il existe trois grands groupes de céréales domestiquées et cultivées, le
premier groupe formé par le blé, ’orge, le seigle et I’avoine, ayant pour origines, le Moyen-
Orient et le Proche Orient. Le deuxiéme grand groupe est formé par le mais dont I’origine est
I’Amérique centrale. Un troisieme grand groupe est constitu¢ principalement par le riz
originaire des régions chaudes et humides de I’Asie du Sud-Est. 1l existe cependant d’autres
especes de céréales aussi dans le monde non moins importantes notamment en Afrique dont, le

seigle, le millet, I’alpiste des Canaries...etc.
1.2.Evolution de la production des céréales et du blé dans le monde

Le mais, le blé et le riz sont les trois principales céréales cultivées dans le monde. Les principaux
exportateurs de céréales sont I'Argentine, 1'Australie, le Canada, les Etats-Unis et 1'Union
européenne ; les principaux exportateurs de riz sont les Etats-Unis, I'Inde, le Pakistan, la
Thailande et le Vietnam. Les dernieres indications concernant I'offre de céréales et la production
mondiale de céréales s’établissent a 2,586 milliards de tonnes (Burny, 2007, Bulletin FAO
2018), les dernicres statistiques concernant la production mondiale (figure 1) sont reproduites
dans le tableau 1 récapitulant les niveaux de production de la campagne (2014-2015) a la

campagne (2018-2019).
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Figure 1: Production et utilisation mondiale des stocks des années (2010 - 2020)dans le monde

Source :http://www.fao.org/worldfoodsituation/csdb/fr/

Tableau 1:Production, disponibilité et utilisation du blé et des céréales dans le monde

2016/17 | 2017/1 H 2018/1 | 2019/20 2020721
8 9 estimati prévision
on Précéde
nt
03
sept.202
0)
(oo ...millions de tonnes ............................
Produdion 1/ 2660.7 2693.1 | 2645.9 | 2706.7 2764.9
Disponibilités 2/ 34553 3532.2 | 3525.7 | 35744 3645.8
Utilisation 2613.8 26453 | 2675.3 | 2689.2 2746.4
Commerce3/ 406.6 422.8 | 410.5 |437.0 441.4
Stocks de cloture 839.2 879.8 | 867.8 872.9 895.5
(e, POUT CENE .. iieeieeaeean,
Rapport stocks
mondiaux-utilisation | 31.7 32.9 32.3 31.8 31.8
Rapport stocks des
principaux
exportateurs/
utilisation total 5/
17.8 18.3 18.9 18.4 19.1
e millions de tonnes ............................
Produdion 1/ 763.5 | 761.6 | 7324 |761.6 | 760.1
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¢ | Disponibilités 2/ 1006.2 1026.6 | 1019.4 | 1032.7 1036.6 1039.7

h | Utilisation 736.9 738.1 | 751.4 | 750.8 756.1 756.6

€ | Commerce3/ 176.9 177.4 | 168.3 184.2 181.5 184.5

m | Stocks de cloture 265.0 287.0 | 271.0 | 2747 282.2 284.8

0 (e, POUT CENE .., )
N Rapport stocks

di mondiaux/utilisation | 35.9 38.2 36.1 36.3 36.6 36.9

al | Rapport stocks des

d | principaux

€S Exportateurs/utilisatio
bl n totale 5/
és 19.8 21.0 18.1 15.3 15.2 15.5

Source : http://www.fao.org/worldfoodsituation/csdb/fr/1.3. Production des céréales en

Algérie
La production des céréales en Algérie a toujours connu une forte irrégularité, du fait qu’elle soit
dépendante et souvent conditionnée par les aléas climatiques (figure 2). Cette dépendance
conduit souvent a des alertes de sécheresse durant les périodes les plus sensibles des céréales.
La céréaliculture occupe une superficie avoisinant les trois millions d’hectares (Smadhi et Zella
2009) (Figure 2). Pour la campagne 2016-2017, celle-ci est rapportée de 3 509 000 ha contre 3
380 300 ha emblavée lors de la campagne 2015-2016 avec 1 602 340 ha de blé¢ dur et 515 600
ha de BI¢ tendre et 1 303 260 ha d’orge (ONFAA 2017), la superficie irriguée consacrée a la
céréaliculture est estimée a 250.000 hectares (MADR, 2017).De grands écarts de production de
céréales et particulierement de blé (Figure3) ont toujours été enregistrés, car souvent pratiquée

en extensif et en régime pluvial.

ea @ tendre ge avone e g rgumes
WMoyenne (2000-2009) W Moyenne|2010-201

Cereals, total production

Figure 2: Production de céréales en Algérie
(http://madrp.gov.dz/agriculture/statistiques-agricoles , FAOSTAT 2020)
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Production/Yield quantities of Wheat in Algeria

1904

Figure 3: Production de blé en Algérie (FAOSTAT 2020)

1.4. Importations et exportations des céréales et du blé en Algérie

Les importations des céréales en 1’année 2019 ont représenté¢ 34,15% du taux globale des
importations, Le taux montre une baisse de 12,06%(https://www.commerce.gov.dz/statistiques/cereales)
par rapport aux années précédentes. Le taux d’importation en matiere de blé en Algérie est en
augmentation(Figure 4), ceci étant li¢ a ’augmentation de la demande et aux différentes

contraintes dont les maladies, entravant I’évolution de la production.

nportations de Bié en Algérie

Importations - Quantité
Ble: 8,079,164

Figure 4: Evolution des taux d’importations de blé en Algérie (source FAOSTAT)

1.5. Généralités sur le blé et son importance en Algérie
1.5.1. Origine du blé cultivé

L’histoire de 1’origine du blé cultivé a été rapportée par plusieurs auteurs, dont Aaronsohn,
(1909), Clerget, (2011). Les blés domestiqués sont des espeéces polyploides issues d’un
croisement naturel et spontané¢ d’espéces ancestrales sauvages diploides.(4egilops, Engrain,
Sitopsis,...) Diploides avec 2 n = 14 chromosomes. Le bl¢ dur ou amidonnier (7riticum durum
L ) est une espece tétraploide (4n =28) issue du croisement naturel et spontané entre 1’engrain
et le Sitopsis. Les blés tendres ou froments Triticumaestivum Lamk especes hexaploides (6 n =
42) riches en amidon est une nouvelle hybridation spontanée plus récente entre I’amidonnier et

1’ Aegilops.
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1.5.2. Aspect botanique du blé

Le blé est une plante annuelle, semée en automne (blé d’hiver) ou au printemps (blé de
printemps) et fructifie en été. Le blé est une espéce végétale bien différenciée et composée des
deux parties aérienne et racinaire. La tige appelée aussi chaume est creuse et est cloisonnée par
des nceuds d’ou prennent naissance délicatement les feuilles. Celles-ci sont régulierement
agencées en deux rangées opposees autour de la tige, les feuilles de blé sont sans pétiole et
engainantes avec des nervures paralleles, tel est le cas pour toutes les espeéces monocotylédones
présentant a la base une languette qui correspond a une membrane protectrice appelée ligule.

Plusieurs tiges sont issues d’un seul grain de bl¢é au stade tallage (Feillet, 2000, Clerget, 2011).

L’¢épi est composé d’une série d’épillets formés par des glumes composées elles-mémes de trois
a cinq fleurs délicatement enveloppées dans des glumelles protectrices brandissant une longue
aréte chez les blés barbus, les fleurs verdatres de blé dépourvues de corolles sont uniformément
rangées en €pis situés a I'extrémité des chaumes est sont composées de glumelles en guise de
sépales, de trois étamines et d’un carpelle qui abrite soigneusement 1’ovule, d’un ovaire renflé
a la base surmonté de deux stigmates plumeux. Le blé est une 1’espece autogame, la fleur est
autofécondée par son propre pollen. Apres fécondation, 1'ovaire discrétement se transforme en
un fruit, le "grain" ou caryopse formé d’un seul cotylédon de forme ovale de couleur variant du
roux au blanc. La graine constituée un organe de réserve d’amidon et de gluten. Ce caryopse
comprend une radicule et une gemmule qui s’allongent et percent pour donner les racines et la

tige.

La description des racines de blé a été¢ développée par Meunissier (1922). Les racines du blé

se présentent sous deux types, les racines de 1'embryon et les racines adventives.
1.5.3. Stades devégétation du blé

Les stades de végétations du bl¢ (Figure S)sont au nombre de treize si nous associant le stade
de sénescence Stade 1 et 2 : germination, levée, Stade 3 : développement des feuilles Stade 4:
le tallage Stade principal 5 et 6: €longation de la tige principale Stade principal 5 et 6: ¢longation
de la tige principale Stade 7: gonflement de 1’épi ou de la panicule, montaison Stade 8: sortie
de I’inflorescence ou épiaison Stade 9: et 10 : floraison, anthése Stade 11: développement des
graines Stade 11: développement des graines Stade 12: maturation des graines Stade 13:
sénescence, Les principaux stades de développement du blé (monocotylédones)selon Meier, U.

(2001) sont :

0. Germination / levée / développement des bourgeons
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1. Développement des feuilles (tige principale)

2. Formation des pousses secondaires / tallage

3. Elongation de la tige / formation de la rosette / développement des pousses (tige
principale)

4. Développement des parties végétatives de récolte ou des organes de multiplication
végétative / développement des organes de reproduction sexuée, gonflement de 1’épi ou
de la panicule (tige principale)

5. Apparition de I’inflorescence (tige principale) / €épiaison

6. Floraison (tige principale)

7. Développement des fruits

8. Maturation des fruits ou graines

9. Senescence et mort ou début de la période de dormance

pri-sames Soms Post semis Lovée 3 foullias Début tatage Fin laitage opl 1 om
pré-lavés

\f./j‘/,
>~ b b bbb b

1 neoud 2% ncoud 3" naoud Apparition Epinison Etaminos Formation Matunsd
de la demidve 0! 8 deaw sones des gramns
foutllo, dégagd)
gonflement

Figure 5: Stades phrénologiques du blé (Source : Echelle BBCH
https://www.syngenta.fr)

1.5.4. Systémes de cultures et rotations

La rotation est la succession dans le temps de cultures sur une méme parcelle afin d’augmenter
la fertilité du sol et de limiter certains facteurs dont l'incidence des maladies et ravageurs et
aussi pour contrer I’érosion en ayant toujours une culture en place. Plusieurs rotations sont
menées de par le monde dont celles combinant Blé d’hiver-Mais-jachere, Colza-Blé-Orge, Blé

de printemps-Bl¢é d’hiver-Mais-Tournesol Mais-Soja Blé d’hiver-Mais-Pois, pour les

10
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productions végétales européennes le systeme céréales a paille, mais grain et colza est devenu
le plus dominant (Mignolet, 2007). Actuellement et par soucis économique et environnemental,
un systeme « Pois-Colza-Bl¢ » est proposé afin de promouvoir les protéagineux dans les

rotations (Schneider 2010).
1.5.5. Les utilisations du blé

Outre les utilisations classiques du blé, de nouvelles utilisations a 1’échelle industrielle
apparaissent depuis quelques années telles que la fabrication de bioplastiques a base de gluten
ou d’amidon, les sacs en plastique, les plastiques agricoles, les emballages. Ces bioplastiques
ont ’avantage d’étre biodégradables et renouvelables. L’amidon est aussi utilisé dans des
€paississants alimentaires et est utilisé en tant que dragéifiant, dans 1’industrie pharmaceutique,
dans la fabrication de papier, de carton, mais aussi de détergents. L’amidon est aussi utilisé dans
le processus de fabrication du bioéthanol et comme biocarburants de premiére génération issue

de produits alimentaires (blé et mais) (Clement Debiton 2010).
1.5.6. La situation du blé en Algérie

L’¢évolution des superficies, de production et des rendements de bl¢ en Algérie de la derniere
décennie (2004-2014) est représentée par le tableau II (FAOSTAT, 2014) qui indique des

fluctuations irrégulieres en fonction des années.

Le blé est cultivé a travers quatre zones en Algérie (Figure 6) dépendant des conditions
climatiques et spécialement de la pluviométrie, les différentes zones agroclimatiques sont

démarquées par le taux de précipitation différent d’une zone a une autre (tableau 2)

-La zone humide et subhumide qui comprend des régions littorales et sublittorales
(Tipaza, Skikda, Guelma, El Taref, Béjaia, Tizi Ouzou, Annaba), dont la pluviométrie
est supérieure a 600mm

-La zone semi-aride avec une distribution irréguliere (Constantine, Bouira, Médéa,
Tlemcen, Mila, Souk Ahras, Chlef, Ain Témouchent, Relizane, Sidi Bel-Abbés, Ain
Defla) avec une pluviométrie de 350 a 500 mm.

-La zone subaride (Tissemsilt,Tiaret, Sétif, Saida, Oum EL-Bouaghi, Bordj Bou
Arréridj) avec une faible pluviométrie (200-350 mm).

La région du Sud qui se caractérise par des périmeétres irrigués et des cultures oasiennes

(Chehat, 2006 ; Boulal et al., 2007). Selon Zaghouane et a/., (2011)
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Tableau 2: Le zonage bioclimatiques en Algérie

Etages Pluviometrie Superficie (ha) %de la superficie
bioclimatiques annuelle(mm) totale
Humide >900 773 433 0.32
Sub humide 600-900 3401 128 1.42
Semi aride 300 _600 9 814 985 4.12
Aride 100-300 11232270 4.71
Saharien <100 212 766 944 89.43

Source :Derouiche, 2007

ETAGES BIOCLIMATIQUES

£ =
e P — —
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Figure 6: Carte des zones bioclimatiques en Algérie. Source : ANAT 2004

1.5.7. Les maladies bactériennes des céréales et du blé évolution et émergence

Le principal facteur déterminant de 1’émergence des nouvelles maladies sur les céréales et
toutes les especes cultivées est surtout lié aux migrations des bactéries phytopathogenes. Cette
émergence implique des perturbations a la fois dans les niches écologiques des hotes et aussi
des pathogenes (Bartoli et Roux 2017). L'épidémiologie moléculaire est une approche qui
permet de mieux comprendre ce phénomene de déplacement des agents phytopathogénes sur
de longues distances et leur introduction dans de nouvelles régions. Plusieurs études de typage,
dont les différentes techniques (microsatellite, MLSA, MLVA...) assises sur des analyses
phylogénétiques, suggerent en effet de nouvelles introductions bactériennes et I’émergence en

hausse de plusieurs nouveaux pathosystémes (Leduc et a/ 2015, ).

Cette évolution est actuellement bien rehausséepar la performance des techniques de
séquencage génomique qui sont immédiatement suivies par le développement d'outils

d'annotation automatisés. Celles-ci permettent 1’identification des alleles de résistance chez les
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plantes par une simple prédiction des déterminants génétiques des agents pathogenes (Bartoli
et Roux 2017). D’autre part I’approche wgmlst s’appuyant sur des bases de données permet a
son tour une analyse géne par gene des bactéries phytopathogénes et aide a attribuer une
désignation d'alléle a chaque géne (Maiden et al., 2013; Jeong et al., 2016; Bartoli et Roux
2017).

Cette émergence déterminée par des €tudes moléculaires et des analyses phylogénétiques peut
étre expliquée par des remodelages génétiques régis par les phénomenes de transduction, de
transformation ou de conjugaison accumulant les altérations génomiques les plus apparentes
ajoutées a celles-ci les différentes erreurs inévitables et cumulées lors des réplications de ’ADN

(Klemm et Dougan. 2016).
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Chapitre 2. Le genre Xanthomonas

2.1. Généralités sur le genre Xanthomonas (Dowson, 1939)

Les cellules des bactéries de ce genre sont en forme de batonnet de 0.4 a 1.0 um sur 0.7 4 2.0
pm de long, Gram négatives, les colonies formées par ces bactéries sont jaunes, convexes et
mucoides. Le genre Xanthomonas appartient au Domaine des Bacteria, Phylum des
Proteobacteria, Classe des Gammaproteobacteria, Ordre des Xanthomonadales et a la Famille

des Xanthomonadaceae.

Cette bactérie est responsable de maladies sur une large gamme d’hoétes regroupant plus de 300
especes végétales, parmi lesquelles environ 124 especes de monocotylédones et 268 especes de
dicotylédones infectant ainsi, plusieurs familles dont les Solanaceae, les familles des
Brassicaceae, Euphorbiaceae, Araceae, Araliaceae,Poaceae,...ctc. (Hayward et al. , 1993). Les
especes et pathovars de ce genre se caractérisent par une spécificité stricte des tissus de 1'hote
et par une gamme d'hotes relativement étroite pour chaque pathovar (Vauterin et al., 1995). En
effet, les travaux effectués sur différents génomes de ce genre suggerent un modele dans lequel
des ensembles complexes d'adaptations tiennent compte de la spécificité au niveau génomique

de I'hote (Bogdanove et al., 2011).
2.1.1. Evolution taxonomique et outils de typage des bactéries phytopathogénes

Le principal facteur déterminant de 1’émergence des nouvelles maladies est surtout li¢ aux
migrations des bactéries phytopathogenes. Cette émergence implique des perturbations a la fois
dans les niches écologiques des hotes et aussi des pathogénes (Bartoli et Roux 2017).Cette
émergence peut étre expliquée également par des remodelages génétiques régis par les
phénomenes de transduction, de transformation ou de conjugaison accumulant ainsi, les
altérations génomiques les plus apparentes et les différentes «erreurs» inévitables et cumulées

lors des réplications de I’ADN (Klemm et Dougan, 2016).

L'épidémiologie moléculaire est une approche qui permet de mieux comprendre ce phénomene
de déplacement des agents phytopathogenes sur de longues distances et leur introduction dans

de nouvelles régions. Plusieurs études de typage, en constante évolution, ont été rapportées.

En effet, Swings et Civetta. En 2012, ont décrit la technique d’hybridation qui présente
I’avantage de mesurer I’homologie génomique totale et constitue une méthode taxonomique
fiable pour la détermination de I’espéce notamment pour le genre Xanthomonas. Nous notons
par ailleurs que la classification procaryote s'est toujours appuyée sur des comparaisons de

similarité génomique depuis la fin des années 1960, lorsque I'hybridation ADN-ADN (DDH) a
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¢té introduite pour vérifier ou améliorer les groupes d'organismes par des similarités
génomiques approximatives (Ciufo et al., 2019), d’autres techniques se sont ensuite succédé
(microsatellite, MLSA ,MLVA...). Ces techniques sont assises sur des é¢tudes moléculaires et
des analyses phylogénétiques suggérant toujours de nouvelles introductions bactériennes et

I’émergence en hausse de plusieurs nouveaux pathosystémes (Leduc et a/ 2015, ).

Cette évolution est actuellement bien rehausséepar la performance des techniques de
séquencage génomique qui sont immédiatement suivies par le développement d'outils
d'annotation automatisés. Celles-ci permettent I’identification des alleles de résistance chez les
plantes par une simple prédiction des déterminants génétiques des agents pathogenes (Bartoli

et Roux 2017).

D’autre part I’approche wgmlst s’appuyant sur des bases de données permet a son tour une
analyse geéne par gene des bactéries phytopathogénes (Maiden et al., 2013; Jeong, 2016; Bartoli
et Roux 2017).

2.1.1.1 Evolution taxonomique et outils de typage du genre Xanthomonas

La classification du genre Xanthomonas a ét¢ maintes fois relatée et par plusieurs auteurs
(Stead, 1989, Vauterin et al., 1990, Young et al., 1991; Rademaker et al., 2005, Schaad et al.,
2006, Parkinson et al., 2007, Young et al., 2008; Young et al., 2009, Parkinson et al., 2009,

Young et al., 2010) moyennant plusieurs techniques adoptées dans 1’ordre de leur évolution.

2.1.1.1.1 Les techniques classiques soutenues par les profils biochimiques

et métaboliques
2.1.1.1.2 Les techniques sérologiques

Plusieurs auteurs .(Bradbury, 1986 ; Schaad et al, 1981 ; Schaad et al 2001) se sont en effet
basés sur les caractéres immunologiques et ses déterminants antigéniques de cette bactérie pour
son identification en utilisant principalement les techniques ELISA (Enzyme-Linked
immunosorbent assay) (Soda et Cleverdon 1959 ; Civerolo et al.,1982, Gottwald et al., 1991,
Swings et Civetta 2012) et la technique IF (immunofluorescence) (Bragard et Verhoyen, 1993).
L’identification des bactéries et par voie de conséquence la classification bactérienne en général
et du genre Xanthomonas en particulier a évolué au méme rythme de 1’évolution des techniques

de diagnostic en microbiologie,

2.1.1.1.3 Etude du profil des acides gras et I’hybridation DNA-DNA
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la classification des procaryotess'est toujours appuyée sur des comparaisons de similarité
génomique depuis la fin des années 1960, lorsque 1'hybridation ADN-ADN (DDH) a été
introduite pour vérifier ou améliorer les groupes d'organismes par des similarités génomiques

approximatives (Ciufo et al., 2019).

Depuis la mise au point de la capacité des bactéries a induire la maladie en 1901 par Erwin F
Smith jusqu’a la proposition des regroupements dont 1’un formera le genre Xanthomonas
(Dawson, 1939), I’étude taxonomique du genre a fait I’objet de plusieurs rapports par plusieurs
auteurs dont Fargier (2008) Hamza (2010) et ayant mis le point sur la taxonomie moléculaire

et évolutive du genre Xanthomonas.
2.1.1.1.4. Outils moléculaires de typage.

Les techniques d’identification et les différents outils de typage moléculaire « Molecular typing
tools » » tel que la (Rep-PCR) repetitive-sequence-based et la technique (rapds) Random
Amplification of Polymorphic dnas ou AFLP (Bragard et al., 1997 ; Pooler et al., 1996 et
Rademaker et al., 2000), la technique (snps) single-nucleotide polymorphisms (Pieretti et
al.,2015), la technique (VNTR) variable numbers of tandem repeats (Zhao et a/.,2012) et la
technique (ERIC-PCR) Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR (Asgarani et al.,
2015). Toutes ces techniques se sont multipliées et ont ét¢ optimisées pour 1’é¢tude des especes
de ce genre, mais selon (Nakato ef al., 2019) n'ont pas toujours €té en mesure de résoudre les

questions liées aux modeles d'évolution de ces bactéries.
2.1.1.1.5. L analyse de ’ARN 16 S ribosomal.

Cette technique était aussi longtemps utilisée dans les études phylogénétiques bactériennes
(Stead, 1989, Vauterin et al., 1990, Rademaker et al., 2005, Schaad et al., 2006 , Parkinson et
al.,2007, Young et al., 2009, Parkinson et a/., 2009, Young et al., 2010 ; Sharma et Patil, 2011),
en raison de sa présence dans presque toutes les bactéries et de son taux de mutation lent
suggérant que les changements de séquence aléatoire sont une mesure plus précise du temps
d’évolution des bactéries. Cette caractéristique fait de la s€équence 16S de 1’arnr un marqueur
moléculaire spécifique du genre et permettant une classification rapide tel que démontré (Maes,
1993). Toutefois, cette technique qui permet l'identification du genre dans plus de 90% des cas
(Janda et al., 2007), a été relativement abandonnée pour plusieurs raisons : d’une part a cause
de la faible résolution des especes étroitement liées et d’autre part en raison de la présence de
copies multiples des opérons d'adnr dans le génome (Patel, 2001, Stepkowski et al., 2003). En

effet, La présence de copies a différents seuils d’hétérogénéité peut étre la cause d’une
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surestimation des espéces bactériennes et fausser les analyses phylogénétiques cladistiques

(Marchandin et a/ 2003 ; Roudiére et al., 2007).
2.1.1.1.6. L’analyse des multilocus (MLST, MLSA).

En effet le séquengage du 16S a été secondé¢ par I’analyse des multilocus (MLST, MLSA), cette
méthode consiste a analyser plusieurs genes « house keeping »conservés chez la plupart des
bactéries notamment chez le genre Xanthomonas. Cette méthode présente en effet une capacité
discriminatoire importante chez les procaryotes en général et le genre Xanthomonas en
particulier (Gevers et al., 2005,Granada et al., 2015)et a beaucoup servi les analyses
phylogénétiques (Young et al., 2008 ; Martens et al., 2008; Menna et al., 2009; Rivas et al.,
2009; Rajendhran et al., 2011) et des bases de données internationales sont actuellement

disponibles en ligne http://genome.ppws.vt.edu/cgi-bin/MLST/home.plet

http://www.xanthomonas.org/tools.html.Récemment, plusieurs publications ont proposé une

approche dédiée aux X. Translucens (Khojasteh et al., 2019).
2.1.1.1.7. Autres outils de typage moléculaire.

L’¢tude taxonomique du genre a fait 1’objet de plusieurs rapports par plusieurs auteurs dont
Fargier (2008) Hamza(2010) et ayant mis le point sur la taxonomie moléculaire et évolutive du
genre Xanthomonas. Les techniques d’identification et les différents outils de typage
moléculaire « Molecular typing tools » tel que la (Rep-PCR) repetitive-sequence-based et la
technique (rapds) Random Amplification of Polymorphic dnas (Pooler et al., 1996 et
Rademaker et al., 2000), la technique (snps) « Single-Nucleotide Polymorphisms » (Pieretti et
al.,2015), la technique (VNTR) variable numbers of tandem repeats (Zhao et a/.,2012) et la
technique (ERIC-PCR) Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR (Asgarani et
al.,2015) toutes ces techniques se sont multipliées et ont été optimisées pour 1’étude des especes
de ce genre, mais selon (Nakato ef al., 2019) n'ont pas toujours €té en mesure de résoudre les

modéles d'évolution de ces bactéries.

2.1.1.1.8. La technique du « Multi Locus Variable Number of Tandem
Repeat Analysis » (MLVA).

Cette technique permet de pallier les problémes liés a I’étude évolutive des especes
momorphiques du genre Xanthomonas présentant des séquences d’especes tres proches révélant

un degré de diversité relativement faible (Pruvost et al., 2014; Nakato et al., 2019)
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2.1.1.1.9. Le spoligotypage basé sur le CRISPR.

La technique de typage par les CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeat). Ce sont des familles de séquences répétées dans I'ADN, de courtes répétitions
palindromiques groupées et régulierement espacées qui ont été utilisées pour typer des souches
bactériennes, une technique appelée spoligotypage (Spacer Oligonucleotide typing), est une
technique de génotypage permettant d'identifier des séquences DR (Direct Repeat) au sein de
la région CRISPR. Cette technique permettra d’améliorer la précision de l'identification
génétique des souches de Xanthomonas dans les analyses d'épidémiologie moléculaire, en
particulier lorsqu'il est utilisé en concomitance avec une autre méthode de génotypage (Jeong

et al., 2019, Martins et al., 2019).
2.1.1.1.10. Séquengage génomique.

Actuellement et avec le développement des différentes techniques de séquencage et la
modération de leurs couts, plusieurs génomes particuliérement de souche type « strain type »
sont disponibles. Environ 141 000 génomes procaryotes sont actuellement (mars 2018) publics
dans la base de données de 1'Assemblée au National Center for Biotechnology Information
(NCBI) et ce nombre augmente de maniere exponentielle (Brover et al., 2019) et le nombre de
génomes pour les especes de Xanthomonas est également en continuelle augmentation

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/xanthomonas. Cependant, il a été noté que de nombreux

génomes sont mal identifiés a genbank et un plan a été ¢laboré par la base de données NCBI
pour trouver et corriger les génomes mal identifiés a 1'aide de statistiques sur les comparaisons
génomiques et d'un échafaudage de génomes identifiés de facon fiable de souches type « strain
type » (Federhen et al., 2016) Ce plan se base sur un procédé qui utilise la méthode ANI
(Identité nucléotidique moyenne) pour améliorer la précision de 1'identification taxonomique
des génomes procaryotes séquences, Cette méthode est utilisée pour évaluer quotidiennement
les nouvelles soumissions a genbank (Figueras et al., 2014; Ciufo et al., 2019). La disponibilité
de séquences génomiques et I’acces aux bases de données combiné a 1’optimisation des

programmes d’analyse et d’annotation ont permis de mettre au point de nouvelles techniques
2.1.2. Phylogenie de Xanthomonas

Les analyses phylogénétiques ont montré que les Xanthomonas peuvent étre classées en deux
clades, le clade I qui compte les especes X. translucens, X. albilineans, X. hyacinthi, X. theicola,
et X. sacchari et le clade Il qui compte la majorité des autres especes de Xanthomonas (Young

et al., 2008 ; Gardiner et al., 2014 ; Pesce et al., 2018; Sapkota et al., 2020).
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2.1.3. Ecologie et épidémiologie du genre Xanthomonas en interaction avec les

facteurs environnementaux

Cette bactérie est tres influencée par les facteurs climatiques, selon Stromberg et al. (1999), les
conditions environnementales peuvent avoir un effet considérable sur la densité de la population
de Xanthomonas et également sur la sensibilité des plantes a I’infection. La bactérie est capable
de supporter une large gamme de température. In vitro, les températures de croissance sont de
30°C a 35°C, au-dela de 40°C les températures deviennent Iétales (Dye et Leliott, 1974 et Stall
et al 1993), le seuil de 22°C constitue une température optimale pour la bactérie (Forster et
al.,1986) par ailleurs, in vivo les températures exigées pour la croissance des bactéries sont
différentes et sont en relation avec I’indice de progression de la maladie (Stall et a/ 1993). En
effet, Duveiller et al. (1997) rapportent que concernant I’espece Xanthomonas translucens, les
symptomes apparaissaient, seulement, lorsque la température permettait une croissance
bactérienne atteignant les 103 CFU/feuille et inversement, les températures basses retardaient la
multiplication du pathogeéne provoquant ainsi une contrainte a la progression de la maladie.
D’autre part les basses températures favorisent la glagogénése, certaines bactéries ayant une
activité glacogeéne (Ice Nucleating Activity ou INA+) sont capables de catalyser la formation
de la glace a des températures qui varient entre 0 et -10°C. Les souches de Xanthomonas
translucens expriment cette activité a des températures qui se situent entre -2 et -8 °C (Kim et
al., 1987). Ce phénomene une fois que les conditions redeviennent favorables pour la
multiplication du pathogene peut considérablement favoriser I’apparition des symptomes de la
maladie sur la plante (Duveiller et al., 1997). La glycogénése n’est cependant pas considérée

comme une condition nécessaire de 1’induction d’une épidémie (Duveiller et al., 1991).

L’humidité favorisée surtout par la pluie et les différents moyens d’irrigation peut en effet,
catalyser ’apparition de certains symptomes comme la strie bactérienne « Bacterial leaf
streak ». Ces symptomes se développent souvent pendant la saison des pluies ou dans les
champs irrigués par aspersion ou le taux d’humidité est assez important notamment dans les
environnements les plus chauds, caractérisés par des nuits fraiches (Forster et al., 1986 ;
Duveiller et al.,1994). Le développement de la maladie est favorisé par des conditions chaudes
et humides indispensables pour la reproduction et la dissémination des bactéries. L humidité
facilite le détachement du pathogene de la graine et contribue a la colonisation des feuilles et
I’invasion des tissus foliaires. L’eau libre aussi permet au pathogene de s’étendre dans les

champs et se disperser sur les feuilles permettant aussi 1’augmentation du nombre de 1ésions
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(Duveiller et al.,1997). Le plus souvent, les bactéries sont transférées aux nouveaux tissus

végétaux par les éclaboussures de pluie et les éclaboussures d'eau d'irrigation.

Les especes de Xanthomonas se disséminent facilement dans le matériel végétal infecté comme
les graines ou les boutures, et par des moyens mécaniques comme les outils de taille contaminés.
Le pathogene pénétre dans la plante par les stomates et/ou via d'autres ouvertures naturelles ou

encore a travers les blessures.

Les especes de Xanthomonas hivernent dans les débris végétaux atteints et certaines especes
peuvent €galement se maintenir a 1’état épiphyte la surface des plantes sans générer de

symptomes (Poplawsky et Chun,1998; Stromberg et Leonard 2000).
2.1.4. Symptomes engendrés par Xanthomonas

Les espéces du genre Xanthomonas sont responsables de symptomes variés sur différentes
familles végétales, ces especes peuvent étre responsables de symptomes vasculaires et/ou
parenchymateux. Au niveau des plantes le systeéme vasculaire et le parenchyme représentent
des niches distinctes, I’adaptation a I’une ou I’autre environnement, pourrait étre liée au gain a
une délétion de gene au cours de I’évolution principalement le gene CbsAcodant pour des
enzymes responsables de la dégradation de la paroi végétale (Tahi et al., 2018, Gluck-Thaler,
et al.,2020). Une étude comparative basée sur la présence et I’absence du ChsA chez les
Xanthomonadaceae vasculaires et parenchymateuses ( figure 7) , incluant I’espéce Xylella
fastidiosa et Xanthomonas tranlucens a révélé I’'importance de ce géne dans I’évolution de la
pathogénie vasculaire dont la mutation peut générer le développement du symptome

parenchymateux des lésions saturées eau. Gluck-Thaler., et a/.,2020)

Tous les organes aériens du végétal (tiges, rameaux, feuilles, fleurs, bourgeons, fruits et graines)
des especes hotes peuvent étre colonisés par Xanthomonas et peuvent tous exprimer des
symptomes divers allant des Iésions saturées en eau sur les feuilles au dépérissement et aux
chancres aboutissant a des flétrissements, des pourritures et dans certains cas a des
noircissements des nervures, des noircissements des tissus, des stries foliaires, des nécroses des
tissus pour certaines especes a I'hypertrophie et I'hyperplasie des cellules végétales, tel le cas
de la formation de grosses pustules ou chancres sur les feuilles, les tiges et les fruits causées par

I’infection par X. Citri (Giirlebeck et al. 2006 Lawson et al., 1989; Swarup et al., 1991;
Brunings et Gabriel, 2003).

Les symptomes causés par les especes de ce genre sont variables en fonction de 1’hdte et se

présentent le plus souvent en des I€sions saturées en eau, un noircissement des nervures ou des
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1ésions nécrotiques, les nécroses en coalesgant peuvent causer la mort des feuilles, dans certains
cas les nécroses se situent sur les parties marginales des feuilles ou en spots entourés par un

halo chlorotique, ces bactéries sont également responsables de chancres et de dépérissements.

A 2 B
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!

Figure 7:Etude comparative les Xanthomonadaceae vasculaires et parenchymateuses
basée sur la présence et I’absence du ChsA

Sur les parties aériennes du végétal, les symptomes de taches foliaires apparaissent sur le
feuillage de 1'hdte au bout de trois a sept jours de 'infection. Ces pathogénes peuvent affecter
différentes parties des plantes, y compris les feuilles, les tiges et les fruits, pouvant également
devenir systémique chez certains hotes, Ces especes présentent une spécificité tissulaire
marquée en colonisant soit le xyléme, soit le mésophiles et les espaces intercellulaires des tissus

non vasculaires (Bogdanove et al., 2011).

En effet, ’espece Xanthomonas translucens est responsables de deux symptomes , la strie
bactériennes et de la glume noire, sur feuilles, le symptome se présente sous forme Iésions
allongées, brun clair, de plusieurs centimetres de long, coalesgant, pour couvrir de plus grandes
zones, sur les glumes, la bactérie provoque le symptome de bandes noires, longitudinales, plus
ou moins paralleles, les symptomes de couleur noir pourpre s’étendent au pédoncule situé entre
lI'inflorescence et la feuille étendard(Duveiller et al., 2002 ), le pathogene bactérien pénéctre
probablement dans les tissus végétaux par les stomates et colonise principalement les tissus

mésophylliens, (sapkota et al., 2020). Toutefois les graminis et translucens, peuvent coloniser
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le xyléme, X. t. pv. graminis envahit la plante a travers les tissus blessés et colonise
protoxyleme, d'ou elle migre vers le tissu vasculaire, entrainant des symptomes tels que le
flétrissement des feuilles et 1a nécrose de la plante entiére (Masuch et al., 1989 et Wichmann et
al.,2013) le pathovar translucens peut €¢galement développer des symptdmes a longue distance,
compar¢ au pathovar undulosa qui reste limit¢ au point d’inoculation (Gluck-Thaler et al.,

2020).

En effet, les agents pathogeénes non vasculaires restent souvent confinés aux sites d'infection et
développent des symptomes localisés alors que, les agents pathogénes vasculaires sont
véhiculés par le systéme vasculaire sur de longues distances et peuvent provoquer des infections
systémiques létales (Gluck-Thaler et al., 2020). Les symptomes parenchymateux et vasculaire
sont reliés a I’intervention de 1'hydrolase CbsA4 qui agissant tel un commutateur phénotypique
de pathogenese vasculaire et non vasculaire chez les Xanthomonadaceae peut augmenter la
virulence et entrainer un développement des symptomes vasculaires au détriment des non
vasculaires et réciproquement (Jha et al., 2007 et Thaler et al., 2020). Le pathovar translucens

possede en effet une copie intacte de chsA.
2.1.5. Facteurs de pathogénie

Le pouvoir pathogene chez les Xanthomonas est régi par un d’un grand nombre de déterminants
agissant sur la virulence et/ou I’agressivité. Plusieurs espéces et pathovars de Xanthomonas ont
fait I’objet de travaux pour identifier leurs modes d’action sur les plantes (Bogdanove et al.,
2011).

La spécificité vis-a-vis du spectre d’hote et/ou de symptomatologie peut étre générée par a une
variation d’un seul géne ou par une simple variation de séquence au sein d’un seul géne, aussi
a une variation de 1’équilibre entre les actions de plusieurs genes. De ce fait, la caractérisation
génétique des pathovars et la mise en relation des pathovars avec une histoire phylogénétique
en sont d’autant plus difficiles. Selon plusieurs auteurs, les espéces de Xanthomonas utilisent
un arsenal de facteurs de virulence pour envahir I’hote, les enzymes dégradant la paroi cellulaire
des plantes, les toxines, les polysaccharides extracellulaires, les adhésines et les substances
membranaires actives (Klaus et a/.,1994; Biittner et Bonas, 2010). Chez la plupart des
Xanthomonas, le systéeme de sécrétion de type III (T3S) et les effecteurs sécrétés (T3E) sont
essentiels a la pathogénicité bactérienne par 1'inhibition de I'immunité des plantes ou I'induction
des genes de sensibilité des plantes (S), comme indiqué pour les effecteurs de type TAL
(Transcription Activation-Like) effectors. Les toxines peuvent aussi étre des déterminants

majeurs de la virulence chez certaines especes de Xanthomonas, tandis que les espeéces non

22



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

pathogenes de Xanthomonas vivent avec les plantes sans aucun systéme T3S ni T3Es (Klaus et

al.,1994 Biittner et Bonas, 2010).

L'infection et de la multiplication bactérienne dans le tissu hote dépendent souvent des facteurs
de virulence sécrétés, notamment les adhésines, les polysaccharides, le LPS et les enzymes de

dégradation.
2.1.5.1 Les enzymes

Selon Daniels et Leach (1993), certains pathovars de X. Campestris produisent des enzymes a
activité extracellulaires telles que la protéase, I’amylase, la pectinase, la glucanase, la lipase et
déduit que du fait que ces enzymes ont la capacité de dégrader les composants des tissus
végétaux, celles-ci sont considérées comme facteurs de pathogénicité. Concernant la protéase,
I’auteur rapporte que des travaux génétiques montrent que des mutants déficients en protéase
inoculés sur des feuilles adultes sont beaucoup moins virulents que le type sauvage, pour
I’enzyme glucanase, il a ¢ét¢ déduit qu’il est possible que ces enzymes agissent en synergie du
fait que la perte par mutation des genes structuraux de D’activité de chaque enzyme

individuellement n’a qu’un effet tres faible sur la virulence.
2.1.5.2. Les polysaccharides et la gomme de xanthane

Les exopolysaccaharides (EPS) dont le xanthane sont copieusement produits par différents les
especes de et pathovars de Xanthomonas notamment 1’espece X. Campestris la production de
cet exopolysaccharide se manifeste par la formation de colonies mucoides sur les milieux
solides et par une forte viscosité¢ des milieux de cultures liquides. La gomme est largement
utilisée dans plusieurs industries dont le textile, I’industrie pétroliere, alimentaire... comme un
viscosificateur, le xanthane présente des propriétés pseudoplastiques uniques (De Vuyst et
Vermeire, 1994 ; Garcia-Ochoa et al., 2000 ; He, et Zhang, 2008). Plusieurs études (Kamoun

et Kado, 1990; Ferauge et Maraite, 1992) ont montré le role du xanthane dans la pathogenese.

Klaus et al (1994) montrent que les interactions entre le xanthane et les polymeres des plantes
peuvent créer une sorte de masses colloidales initiant la réaction de sensibilité. Le méme auteur
rapporte que des travaux récents ont montré 1’existence de régions dans le génome contenant
des genes codant pour la production de xanthane et pour la production d’un certain nombre
d’enzymes responsables dans la pathogenése chez X. campestris, ces génes sont désignés sous
le nom de génes rpf (régulation of pathogenese factors) et contrdlent différentes enzymes
incluant la cellulase, ’amylase, la polygalacturonate lyase et la protéase. L eps peut également

contribuer a la formation de biofilms par les bactéries au niveau des plantes. Selon Adrian et
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al.,2009, le Xanthane induit la sensibilité a Xcc des especes Arabidopsis thaliana et Nicotiana
benthamiana en supprimant les défenses de la plante telles que les dépots de callose et
I’exopolysaccharide est activé uniquement lors des étapes avancées de l'infection, les résultats
suggerent que Xcc et produit de grandes quantités d'eps uniquement lors des phases avancées
de la maladie. La production ¢élevée de I'eps dans les stades avancés de la maladie au niveau des
tissus qui subissent une nécrose peut protéger les bactéries contre diverses contraintes, telles

que la dessiccation et la destruction lors des réactions de défense des plantes.

Kauls et al (1994) notent que Dalginate et le levane qui sont des composants des
exopolysaccharides (EPS), produits par Xanthomonas pv. Translucens grace a son équipement
enzymatique jouent un role important dans la pathogénicité. Ceux-ci suggerent également que
les EPS et le xanthane favorisent la multiplication des bactéries par plusieurs mécanismes. Ils
permettent 1’attraction de I’eau et des ions au niveau des espaces intercellulaires de facon a ce
que les bactéries ne se dessechent pas et peuvent facilement prendre les nutriments, permettent
d’éviter le contact de bactéries avec les parois des cellules végétales et par conséquent éviter de
déclencher le systéme de résistance chez la plante. Ils permettent d’éviter 1’agglutination des
bactéries par les agglutinines de la plante et de protéger les bactéries contre les phytoalexines

et les molécules de stress tels que les radicaux d’oxygene.
2.1.5.3. Le pigment xanthomonadine

Le pigment xanthomonadine caroténoide orange, non soluble dans 1’eau est spécifique aux
especes du genre Xanthomonas (Sands et Fourrest, 1989; Daniels et Leach 1993; Schaad et a/,
2001). Les genes responsables de la biosyntheése du pigment jaune de xanthomonadine sont
probablement aussi importants dans 1’interaction plante-bactérie, et bien qu’au laboratoire les
mutants de X. c. pv. campestris non pigmentés conservent leur pathogénicité, les mutants de X.
c. juglandis sont rapportés sensibles a la lumiére ; la pigmentation jaune est probablement
essentielle pour la survie des Xanthomonas en phase épiphyte, ce qui est un facteur important

dans le cycle de vie de plusieurs pathovars.

2.1.5.4. Les toxines

Les toxines peuvent aussi €tre des déterminants majeurs de la virulence chez certains
xanthomonas, tandis que les especes non pathogenes de Xanthomonas vivent avec les plantes

sans aucun systeme T3S ni T3Es. (Biittner et Bonas, 2010).
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Pieretti et al., ont passé en revue les dernieres découvertes sur Xanthomonas albilineans, une
espece atypique de Xanthomonas pathogeéne de la canne a sucre qui a subi une érosion radicale
du génome (y compris l'absence de systémes de sécrétion hrp T3S et type VI), mais qui a acquis

la capacité de produire I'albicidine, une phytotoxine responsable des symptomes de la maladie.
2.1.5.5. Les adhesines

L'attachement au tissu hote est l'une des premieres étapes clés du processus d'infection
bactérienne. La fixation des bactéries sur les surfaces se fait par l'intermédiaire de structures de
surface qui sont ancrées dans la membrane externe de la bactérie et qui couvrent un large groupe
de structures fimbriales et non fimbriales, communément appelées adhésines y compris les
structures polysaccharidiques (lipopolysaccharides, exopolysaccharides) et protéiques
(chaperon/usher pili, pili de type IV, autotransporteurs, adhésines sécrétées par deux partenaires
et autres adhésines de membrane externe), leur implication dans la formation de biofilms et leur

mode de régulation par la détection du quorum.

Les composants de surface sont essentiels pour la pathogénicité bactérienne. Les adhésines,
fimbriales et afimbriales, servent de médiateurs pour le contact physique direct entre les
bactéries et les surfaces de I'hote. Les adhésines fimbriales sont composées de plusieurs sous-
unités de protéines, I'adhésine proprement dite étant trés souvent située a l'extrémité du pilus.
En revanche, les adhésines afimbriales se présentent généralement sous forme de monomeres.
Bien que la majorité des fimbriae aient été identifiés dans les bactéries Gram-négatives, le
nombre de pili dans les Gram-positifs augmente régulierement. La plupart des fimbriae des
bactéries Gram-négatives sont ancrées dans la membrane externe, les sous-unités fimbriales
sont reliées de manicre non covalente et ces fimbriae se lient aux résidus d'hydrates de carbone.
Les pili de Gram-positifs sont liés de maniére covalente au peptidoglycane et entre eux et, en
général, ils interagissent avec les protéines de I'hote. Le seul type fimbrial présent dans certaines
bactéries Gram-positives et Gram-négatives est le pili de type IV. Dans les deux groupes
bactériens, elles proviennent de la membrane cytoplasmique. D'autres organites de surface
importants pour la pathogénicité bactérienne sont les flagelles. Ils sont non seulement
responsables de la motilité, mais peuvent également fonctionner comme des adhésines et des
invasines qui peuvent dépendre de la glycosylation de la sous-unité de la protéine flagelline. En
outre, une protéine sécrétée (etpa) qui se lie a la pointe du flagelle peut servir de médiateur pour

I'adhésion Oelschlaeger et al., (2010).

2.1.5.6. Systéme de sécrétion type 3(SST3) et un effecteur Hrp
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Plusieurs espéces et pathovars de Xanthomonas ont fait I’objet de travaux pour identifie leurs
modes d’action sur les plantes et I’intervention des SST3 (Weber et Koebnik, 2006 ; Bogdanove
et al., 2011, ). Les effecteurs de type III (T3E) sont de nature protéique, injectés dans le
cytoplasme et I’apoplaste de la cellule végétale de la plante-hdte. Cette protéine en supprimant
les défenses de la plante joue un role essentiel au pouvoir pathogéne. Les effecteurs de type 111
(T3E) sont introduits dans les cellules végétales par le systeme de sécrétion de type III codé par
le cluster des genes hrp (T3S) Pesce et al.,,2017. Ce dernier étant constitu¢ par un panel de 10
genes chez Xanthomonas (avrbs2, xopfl, xopk, xopl, xopl, xopn, Xxopp, Xopp, XOp(q, XOpr, XOpX,
et xopzl) (http : /www.xanthomonas.org). Le terme effecteur de type III provient justement du
fait que ces molécules transitent par le SST3. L’espece X. translucens, comme la plupart des
especes de Xanthomonas, utilise un systéme de sécrétion de type III (T3SS) pour transférer des
effecteurs T3SS (T3E) directement a l'intérieur des cellules végétales. Cette confirmation est
basée sur I’analyse des 48 séquences du génome de X. translucens comptant sept pathovars de
X. translucens (Wichmann et al., 2013 ; Gardiner et al., 2014 ; Pesce et al., 2015a,b ; Hersemann
etal., 2016, 2017 ; Jaenicke et al, 2016 ; Peng et al., 2016,) avec la séquence du génome de X.
hyacinthi (Naushad et al., 2015), I’étude a en effet révélé que toutes ces especes et pathovars
contiennent un Hrp T3SS dont I'organisation génétique est différente de celle du clade-2 (pesce

etal., 2017 ; Sapkota et al ., 2020).
2.1.5.7. Détection du quorum sensing (QS) et régulation de la virulence

Chez Xanthomonas campestris, parmi les parametres étroitement liés a la maladie la détection
du quorum « quorum sensing » QS. Il s’agit d’un systéme conservé chez 1’agent pathogene,
considéré comme un mécanisme de régulation génétique a lI'échelle communautaire. Ce systéme
confére aux bactéries la capacité a communiquer par des signaux moléculaires. Le QS régule
I'expression de certains genes en fonction de la densit¢ d’une population bactérienne
responsables de nombreuses fonctions biologiques importantes, dont la virulence, la dispersion
du biofilm et la compétence écologique (He and Zhang, 2008). Le QS peut étre simplement
compris comme la communication bactérienne via le facteur de signal diffusible (DSF) qui est
structurellement caractéris¢ par l'acide cis-11-méthyl-2-dodécénoique, largement conservé
dans de nombreuses bactéries pathogénes a Gram négatif telles que Xcc (Ye et al., 2020). Le
QS régule les facteurs de virulence, notamment les enzymes pectinolytiques et cellulolytiques
extracellulaires, les pectinases, les lyases, les xylanases et les cellulases, qui contribuent a la
dégradation des parois cellulaires des plantes [10-13]. La perturbation du SQ peut empécher la

production de facteurs de virulence Xcc,
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2.1.6. Principales cultures hotes du genre Xanthomonas

Les espéces du genre Xanthomonas sont responsables de maladies sur une large gamme d’hotes
regroupant plus de 300 espéces végétales. Ces especes végétales hotes incluent plusieurs
familles représentées par 70 genres, dont 124 espéces monocotylédones et 268 especes
dicotylédones (Hayward, 1993; Denancé et al., 2018).De nombreuses cultures importantes sur
le plan économique servent d'hotes a différentes Xanthomonas dont les familles végétales de
Poaceae, Brassicaceae, Solanaceae, Malvaceae, Euphorbiaceae, Araceae, Araliaceae...etc.
(Jacques et al., 2016, Schandryet al., 2018,Nakato, et a/ 2018). Les especes et pathovars de ce
genre se caractérisent par une spécificité stricte des tissus de 1'hdte et une gamme d'hotes étroites
de chaque espece et des pathovars (Vauterin et a/ 1995). Les travaux effectués sur différents
génomes de ce genre suggerent un modele dans lequel des ensembles complexes d'adaptations

tiennent compte de la spécificité au niveau génomique de 1'hote (Bogdanove et al., 2011).
a- Especes hotes parmi les Poaceae

Le genre Xanthomonas est présent sur les céréales avec I’espece X. translucens, responsable de
la maladie de la strie foliaire bactérienne «Bacterial leaf streak» et du noircissement de 1’épi
« Black Chaff». L’espéce X. Translucens est rapportée sur plusieurs Poaceae hotes dont
céréales a paille cultivées et aussi sur des graminées spontanées (blé, orge, triticale, avoine ,
seigle, ray gras, sorgho, millet, Phalaris, Lolium multiflorum,Phleum pratense, Bromus spp...)
faisant intervenir avec une spécificité relativement variable plusieurs pathovars dont X. t. pv.
cerealis, X. t. pv. hordei, X. t. pv. secalis, X. t. pv. translucens, X. t. pv. undulosa, X. t. pv.
arrhenatheri, X. t. pv. graminis, X. t. pv. phlei, X. t. pv. phleipratensis, et X.t. pv. poae (
Hagborg, 1942 ; Moffett et mccarthy, 1973; Bragard et al., 1997; Cunfer et Scolari, 1982).

En plus des céréales a paille et des graminées, cette espece est également responsable de
beaucoup de dégats sur d’autres Poaceae dont le rizOryza sativalLinn et le mais Zea mays. En
effet I’espece X. Oryzae peut induire des dégats importants sur le riz avec les pathovars X.
oryzae pv. oryzicola (Xoc) agent de la strie foliaire bactérienne «Bacterial leaf streak» (BLS)
et X. oryzae pv. oryzae(Xo00) responsable du dépérissement bactérien «Bacterial blight» (BB)
(Thri Murty et Devadath, 1984; Zhao et al , 2004, Chukwu et al.,2019; ). L’espéce
Xanthomonas vasicola pv. Vasculorum (Xvv)est rapportée responsable du “Bacteria Leaf

Streak” du mais (Zea mays ) Plazas, et al. (2018).

L’espece Xanthomonas albilineans est un agent pathogéne systémique responsable de I'une des

principales maladies de la canne a sucre (hybrides interspécifiques de Saccharum spp.) faisant
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partie également de la famille des Poaceae (Pieretti et al., 2009). Cette bactérie limitée au
xyléeme provoque 1'échaudure des feuilles. Cette espeéce est considérée un taxon intermédiaire
évolutif entre plusieurs espéces de Xanthomonas et I’espece Xylella fastidiosa (Champoiseau
et al., 2006). De plus selon * Sapkota et al/ (2020). L’espece X. translucens qui infecte
principalement les especes végétales des Poaceae avec le groupe translucens sur les especes de
cultures céréalicres et le groupe graminis sur les espeéces de graminées fourrageres est capable
aussi d'infecter les asperges (Asparagus virgatus) et les pistachiers d'ornement. En effet La
maladie du dépérissement bactérien a €té observée pour la premicre fois sur des pistachiers
(Pistacia vera) en Australie en 1992 (Facelli et al., 2002, Facelli et al., 2005 ; Marefat, 2006,
Marefat et al., 2006,). Ducray et al., en 2009, se basant sur les données de pathogénicité ,
Ducray et al., (2009), confirme que 1'agent pathogeéne du pistachier est un nouveau pathovar de

X. translucens et propose la nomination Xanthomonas translucens pv. pistaciae pv. nov.

L'asperge (Asparagus virgatus) faisant partie de la famille des Liliaceae, assez €éloignée des
Poaceae, est aussi signalée comme plante hote de ’espece X. translucens, la bactérie est isolée
a partir de lésions sombres et saturée en eau sur les tiges (Normanet al., 1997, Rademaker et
al., 2006, Adhikari. Et al., 2012). Plusieurs especes d’asperges (A. virgatus, A. setaceus, A.
macowanii, A. densiflorus‘Sprengeri’, A. densiflorus‘Myers’, et A. officinalis) ont montré des

symptdomes par inoculation artificielle (Norman et al., 2007)
b- Quelques espéces hotes parmi les maraichéres

Sur les Brassicaceae, le genre Xanthomonas avec [’espece X. Campestris et ses différents

pathovars atteignent plusieurs especes végétales de cette famille.

La famille des Brassicaceae compte environ 3200 especes de plantesdicotylédones réparties en
350 genres utilisés dans l'alimentation humaine et animale. Certaines de ces especes poussent
a I'état sauvage d’autres sont cultivées et sont aussi utilisées pour la production d'huile (a usage
alimentaire et industriel), cette famille compte aussi des espéces d'ornement. L’espéce
Xanthomonas campestris est responsable de la maladie de la nervation noire et/ou des taches
nécrotiques sur feuilles des Brassicaceae, Plusieurs pathovars de cette espece sont responsables
de dépérissements des Brassicaceae dont X.c.pv. armoraciae (mccullock) Dye, X.c. pv.
barbareae (Burkholder) Dye, X.c.pv. incanae (Kendrick et Baker) Dye et raphani (White) Dye
(Vauterin) et le pathovar X c. pv.aberrans (Knosel) Dye, responsable de la maladie du
dépérissement des giroflées (Fargier, 2007).

D’autres pathovars de I’espece X. campestris sont aussi responsables de maladies sur plusieurs

autres especes végétales hormis les Brassicaceae, dont la carotte Daucus carota subsp. Sativus
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avec le pathovar Xanthomonas campestris pv. Carotae(Meng et al., 2004), actuellement
Xanthomonas hortorum pv. carotae responsable de la briilure bactérienne de la Carotte. Sur les
Cucurbitacea, cet agent est responsable avec le pathovar X. c. cucurbitae actuellement €levé
au rang de I’espece Xanthomonas cucurbitae de la maladie du « Bacterial leaf spot ». Sur le
haricot, le pathovar X.c. pv. phaseoli(Smith)Dye actuellement Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli Vauterin et al. est responsable de la maladie du « Common bacterial blight » ou
« Fuscous blight ». La brllure bactérienne commune est une maladie bactérienne dévastatrice
du haricot commun (Phaseolus vulgaris) causée aussi bien par Xanthomonas citri pv. fuscans

que par Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli. (Ruh et al 2017).

Sur les Solanaceae dont la tomate et le poivron la maladie de la gale bactérienne est induite par
plusieurs taxons dont X. vesicatoria, X. perforans, X. gardneri, X. euvesicatoria, et campestris

pv. raphani (Hamza, 2010).
c- Quelques especes arboricoles hotes

Plusieurs especes végétales fruitieres sont également sensibles aux espéces de Xanthomonas
dont Xanthomonas campestris pv. musacearum provoque le flétrissement des plantes
appartenant aux Musaceae, principalement le bananier (Musa acuminata), le plantain (M.
acuminata x balbisiana) et I'ensete (Ensete ventricosum)(Nakato, et a/ 2018). La plupart des
especes de Prunus, y compris l'abricot, la péche, la nectarine, la prune et l'amande, et
occasionnellement la cerise, sont infectées par Xanthomonas arboricola pv. pruni (Xap).Les
symptomes caus€s par ce pathogene se trouvent sur les feuilles, les fruits, les rameaux et les
branches ou les troncs. En cas d'infection grave, une défoliation et une chute des fruits peuvent
se produire (Garita-Cambronero et al., 2018). Certaines espéces hdtes parmi les agrumes sont
varient dans leur sensibilité au chancre des agrumes, le pamplemousse, le citron vert, 1'orange,
le kumquat et le calamondin de la famille des Rutaceae étant parmi les moins sensibles (Ference

etal., 2018).
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Chapitre 3. L’espéce Xanthomonas translucens (johnson et Reddy, 1917) ; Vauterin,
Hoste, Kersters et Swing, 1995)

3.1.Maladies et symptomes causés par Xanthomonas translucens

Les deux maladies, la strie bactérienne des céréales et la maladie de la glume noire «Black
chaffh», sont décrites, selon que le symptome se présente sur les feuilles ou atteint 1’épi. Ces
deux maladies sont associées a I’espece Xanthomonas translucens (Johnson et Reddy, 1917) ;

Vauterin, Hoste, Kersters et Swing, 1995.

3.2.L’agent causal : ’espéce Xanthomonas translucens (Johnson et Reddy, 1917);

Vauterin, Hoste, Kersters et Swings, 1995)

La bactérie peut atteindre plusieurs céréales en produisant les mémes symptomes sur différentes
graminées cultivées et spontanées. Beaucoup de controverses ont été¢ soulevées quant a la
nomenclature de ce pathogene et la classification de tous les pathovars de cette espece
(Bradbury, 1986 ; Moffett et Croft, 1986; Wiese, 1987; Paul et Smith, 1989; Duveiller et al,
1997a). De leurs cotés Paul et Smith (1989) et Sletten (2001) prennent un large concept et
associent le pathovar translucens avec la maladie connue sous le nom de «la strie translucide»
des feuilles des céréales et graminées spontanées. De méme, Lelliot (1988) et Sletten (2001)
reconsiderent la spécialisation de 1’hdte par la forme spéciale de «X. Tramslucens» et
rassemblent les différents pathovars en un seul. Selon les mémes auteurs, ce pathovar.

Translucens pourrait €tre considéré comme un organisme de la liste A2 pour la région EPPO.

De nombreux auteurs Reddy et a/ (1924); Wallin (1946); Boosalis (1952); Barry et a/ (1982) ;
Bradbury (1986); Paul et Smith (1989); Stead (1989); Duveiller (1989); Anonyme (1991);
Alexandrova et al (1995); Bragard et al (1995); Alizadeh et al., (1995) ; Maes et al (1996);
Bragard et al. (1997); Young et al, (1996); Dye et. Leliott, 1974; Duveiller et al (1997) ;
Duveiller et al, (1997) démontrent qu’en effet, cette bactérie peut affecter plusieurs céréales
dont le blé, I’orge, le triticale, le seigle, 1’avoine, le ray-grass et d’autres graminées spontanées
telles que Bromus inermis, Aegilops sp, Sclerochloa dura, Hetheranthelium sp., Bromus inermis
Leys, Phleum pratense L, Agropyron repens et Phalaris canariensis. Des populations épiphytes
de cette espece ont ¢galement été retrouvées a proximité de champs de blé de printemps sur
Poa pratensis, Festuca arundinacea, F. Rubra, Hordeum leporinum, et Medicago sativa
(Duveiller et al (1997). Selon, Wallin (1946) X. Translucens peut hiverner sur des hotes
pérennes tels que (Bromus inermis Leyss) et (Phleum pratens L). Ces plantes sont considérées
comme des réservoirs de I’inoculum et favorisant ainsi la dissémination du pathogene sur les

céréales voisines. Le méme auteur, émet aussi, la proposition de races physiologiques de
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Xanthomonas translucens pv. Cerealis, et note que les races 1-6, ont été identifiées sur la base
de la réaction différentielle des variétés d'avoine, des variétés de Bromus inermis et de Bromus
spp. En outre, les races parasitent le blé, I'orge, le seigle et Agropyron repens. 11 est suggéré que
le nom, Xanthomonas streak, soit utilisé pour toutes les maladies des céréales et des graminées

causées par X. translucens pv. cerealis.

3.3.Evolution de la nomenclature de Xanthomonastranslucens et relation hote-

pathovar

3.3.1. .Classification évolutionniste et relation entre les especes Xanthomonas

translucens et X. campestris

L’espéce Xanthomonas translucens ¢&tait durant plusieurs années nommée Xanthomonas
campestris pv. Translucens (Jones, Johnson et Reddy, 1917) Dye 1978 (Dye et al, 1980 ;
Valerie et al., 1981; Bradbury, 1984 ; Leyns et al, 1984 ; Van Den Mooter et al.,1987; Azad et
Schaad, 1988 ; Young et al., 1991 ; Swings, 1993 ; Duveiller et Maraite 1993), est actuellement

¢levée au rang de I’espece et est nommeée Xanthomonas translucens.

3.3.1.1Quelques notions sur P’espéce Xanthomonas campestris

(Pammel,1895) Dowson,1939 emend. Vauterin et al., 1995

3.3.1.2 Classification de I’espéce X. campestris, Notion de pathovar et de

race

La premiere classification de 1’espece Xanthomonas campestris (Pammel,1895) Dowson,1939
emend. Vauterin et al., 1995 est basée sur la technique d’hybridation par Vauterin et al., (1995).
L’espéce Xanthomonas campestris, appartient au régne Bacteria, phylum Proteobacteria a la
classe Gamma Proteobacteria a 1’ordre Xanthomonadales a la famille Xanthomonadaceae et
au genre Xanthomonas. Dans ce taxon étaient groupés de nombreux pathovars affectant de
nombreuses espeéces végétales. La plupart de ces pathovars sont actuellement €élevés au rang de
I’espece. Cette espece compte aujourd’hui encore plusieurs autres pathovars dont six sont
connus pathogenes des Brassicaceae (Fargier and Manceau 2007a). X. c. pv. aberrans (Knosel,
1961), Dye et al, 1980, X. c. pv. armoraciae (mcculloch, 1929) Dye et a/ (1980), X. c. pv.
barbareae (Burkholder, 1941), Dye et al (1980), X. ¢. pv. campestris, X. c. pv. incanae
(Kendrick et Baker, 1942), Dye et al (1980), et X. c. pv.raphani (White, 1930), Dye et al.
L’espece Xanthomonas campestris est aussi subdivisée en races sur la base des réponses
différentielles induites par le pathogéne suite a des inoculations sur des especes de Brassicaceae

et autres especes hotes. Nous notons que, la notion de race est définie par plusieurs auteurs dont
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Dawson (2009) et Jackson, (2009) comme étant, le groupe de la méme espece ou sub-espece
qui peut €tre différencié par rapport a d'autres groupes par sa gamme d'hotes au niveau cultivar
d'une méme espece végétale. Six races ont été décrites par (Kamoun et al., 1992; Vicente et al.,
2001), trois races sur le pathovar X. c. pv. raphani par (Vicente et al., 2006). Trois autres races

ont été décrites par (Fargier et Manceau, 2007).

3.3.1.3. .Maladies causées par D’espéce X.campestris et gamme d’hotes

associée

L’espece X. Campestris est responsable de trois maladies actuellement bien connues : La
pourriture noire causée par X. c. pv. campestrissur les plantes de la famille des Brassicaceae,
la tache des feuilles causée par X. c. pv raphani sur des espéces des Brassicaceae et certaines
especes de Solanaceae; 1a briilure bactérienne causée par X. c. pv. incanae sur des Brassicaceae
ornementales (Matthiola spp. Et C. Cheiri). La gamme d’héte de cette espece n’étant pas limitée
aux cultures légumicres, ornementales et aux adventices de Brassicaceae la plante modéle
Arabidopsis thaliana fait aussi partie de la gamme d’hotes de Xanthomonas campestris pv.
Campestris (Vicene et Holub, 2013). Bien que des inoculations artificielles de la bactérie sur
des plantes appartenant aux familles de Solanaceae, Malvaceae, Cucurbitaceae, Umbliferae,
Leguminoceae, Graminaceae (Oryza sativa, Triticum aestivum, Avena sativa) n’ont montré
aucun signe d’infection (Bhat et al. 2010). Le pathovar campestris s’est montré capable
d’infecter d’autres especes appartenant a d’autres familles botaniques, en effet récemment,
I’espece campestris a été décrite sur une espece appartenant a la famille des Amaranthaceae
(Beta vulgaris L. Var. Cicla) communément appelée la bette ou la blette présentant des
symptomes typiques de la [II-3-maladie de la nervation noire et des nécroses en v a I’extrémité

des feuilles (Corzo et al., 2019).
3.3.1.4. . Les symptomes causés par X. campestris sur les Brassicaceae
-Symptomes vasculaires

Trois bactérioses vasculaires dues a X. Campestris sont recensées sur les especes de la famille
des Brassicaceae. 11 s’agit de la nervation noire due a X. Campestris pv. Campestris, la
nervation noire de la barbarée due a X. Campestris pv. Barbareae et le dépérissement des
giroflées due a X. Campetris pv. incanae. Bradbury, (1986) rapporte que Pammel (1895) a
décrit le premier les symptomes sur le rutabaga (B. Napus var. napobrassica) de la famille des
Brassicaceae. 11 s’agit de 1ésions jaunes sur les marges des feuilles accompagnées de nervures

noires. A partir de ces lésions, il isole des bactéries mobiles produisant des colonies de couleur
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jaune, qu’il a nommeée, Bacillus campestris actuellement connues sous le nom X. c. pv.
campestris. La gamme d’hotes du pathogene s’étend ultérieurement, a toute la famille des
Brassicaceae. En 1941, une maladie similaire est rapportée sur les Brassicaceae sauvages ou
adventices, notamment la barbarée vulgaire (Barbarea vulgaris) (Burkholder, 1941). L auteur
montre que le pathogene est trés proche de X. c. pv. campestris au niveau de la morphologie,
mais ne provoquerait que des symptomes sur son hote d’isolement et trés peu, voire aucun, sur
chou-fleur (Bradbury, 1986). Ce pathogeéne, actuellement connu sous le nom X. c. pv.
barbareae. Une troisieme maladie a été décrite sur giroflées, dont 1’origine initiale des
symptomes était attribuée & X.c. pv. campestris (Hall, 1900; Faber 1907). Cependant, bien que
ressemblant morphologiquement a X. c. pv. campestris le pathogene des giroflées en differe
dans son pouvoir pathogene (Kendrick and Baker, 1942). Ce pathogéne provoque un
flétrissement des feuilles ainsi que des nécroses sur la tige (Kendrick and Baker, 1942).
Bradbury (1986) précise que la gamme d’hotes de X. c. pv. incanae est restreinte aux giroflées

aussi bien Matthiola sp. que Cheiranthus sp.

-Symptomes parenchymateux

Au moins trois bactérioses entrainant des symptdmes sur le parenchyme de Brassicaceae sont
décrites dans la littérature. Il s’agit de la maladie des taches foliaires du chou-fleur due a X.
Campestris pv. aberrans (Bradbury, 1986), de la maladie des taches foliaires du raifort due a
X. Campestris pv. armoraciae (mcculloch, 1929 ; White and Gardner, 1929).,).Selon le méme
auteur, la bactérie semble avoir de nombreuses caractéristiques en commun avec X.c. pv.
campestris hormis sa réaction particuliere avec 1’hote. Ce pathogene, actuellement connu sous
le nom de X. campestris pv. armoraciae, a la particularité de ne pas provoquer de maladie
vasculaire comme X. c. pv. campestris, mais plutdt une maladie du parenchyme. Les premiers
symptomes de la maladie sont I’apparition de petites taches vert foncé sur la face inférieure des
feuilles. A un stade plus avancé, les taches deviennent visibles sur la surface supérieure des
feuilles. Sur chou et chou-fleur, ce pathogene X. c. pv. armoraciae est nettement moins agressif,
quelques symptomes typiques sont également observés sur giroflées (Matthiola incana) et sur
haricots (Phaseolus spp.). 1l est de méme pour la maladie des taches foliaires du radis due aux
attaques de X. campestris pv. raphani sur radis et navets (White 1930). White et Gardner (1929)
rapportent que ce pathogeéne provoque des symptomes similaires sur chou, chou-fris¢, chou-
fleur, chou de Bruxelles, mais également sur tomates, tabacs et poivrons. White (1930) montre

dans ses travaux que ce pathogene du radis est différent de X. c. pv. Campestris, car il ne
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provoque pas d’infection vasculaire. Il différe également de X. c. pv. armoraciae du fait de sa
plus large gamme d’hétes (White, 1930). Bradbury (1986) rapporte I’existence d’un variant de
X. c. pv. campestris nommé X. c. pv. aberrans. Knosel (1961) explique que ce pathogene est
beaucoup plus agressif sur chou-fleur et qu’il a tendance a provoquer de nombreuses taches
nécrotiques plutodt que de la nervation noire; il nomme cette bactériose la maladie des taches

foliaires du chou-fleur.

D’autre part, X. ¢ .pv.campestris infecte par les hydathodes (Cook et al. 1952) puis se propage
et se multiplie au niveau des vaisseaux. La plante accumule des fibrilles dans les vaisseaux pour
empéecher le pathogeéne de se propager par obstruction de ceux-ci (Bretschneider et al. 1989 ;
Wallis et al. 1973). Cela provoque une carence en eau, un flétrissement et une nécrose des tissus
foliaires autour des nervures infectées, 1’évolution des étapes est traduite par le symptome
typique de la pourriture noire. La pluie ou l'irrigation par aspersion peuvent en effet, concentrer
les microbes au niveau des hydathodes., de plus , 'anatomie des hydathodes représente une
issue potentielle exploitée par les agents pathogeénes pour accéder aux tissus internes des

plantes, y compris le systeme vasculaire (Jauneau et al., 2020).
3.3.1.5. Ecologie et cycle biologique de X. campestris

L'inoculum Xcc se propage a partir de la graine infectée a I'épicotyle des graines saines, les
cotylédons ou feuilles cotylédonaires présentent des bords noircis, puis se ratatinent et tombent.
Le systéme vasculaire véhicule les bactéries vers les jeunes tiges et feuilles, la maladie apparait
sous la forme de 1ésions chlorotiques a nécrotiques en forme de V sur les bords des feuilles.
Dans des conditions humides, les bactéries contenues dans les gouttelettes de guttation se
disséminent aux plantes voisines par les différents vecteurs dont, le vent, la pluie, les
éclaboussures d'eau et les outils de travail. Les ouvertures naturelles telles que les hydathodes
et les stomates, les racines et les blessures foliaires causées par les insectes constituent les
principaux agents d'entrée de la bactérie. Le Xcc peut survivre dans les débris végétaux du sol
jusqu'a deux ans, mais pas plus de six semaines dans un sol libre [1]. La transmission a longue
distance de I'Xcc peut €galement se faire par des insectes vecteurs volants. Des isolats similaires
au pathovar campestris ont ét¢ décrits dans des associations asymptomatiques avec des tissus

végétaux ou en €épiphytes (Maes et al., 1985).
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Figure 8: Cycle biologique de Xanthomonas campestris pv. campestris (Ye et al., 2020)
L'inoculum Xcc se propage (figure 8) a partir de la graine infectée a 1'épicotyle des graines
saines, les cotylédons ou feuilles cotylédonaires présentent des bords noircis, puis se ratatinent
et tombent. Le systeme vasculaire véhicule les bactéries vers les jeunes tiges et feuilles, la
maladie apparait sous la forme de 1ésions chlorotiques a nécrotiques en forme de V sur les bords
des feuilles. Dans des conditions humides, les bactéries contenues dans les gouttelettes de
guttation se disséminent aux plantes voisines par les différents vecteurs dont,le vent, la pluie,
les éclaboussures d'eau et les outils de travail (Van Derie et Gabrielson,1988 ; Van Loon, 2000 ;
Ye et al., 2020).Les ouvertures naturelles telles que les hydathodes et les stomates, les racines
et les blessures foliaires causées par les insectes constituent les principaux agents d'entrée de la
bactérie. Le Xcc peut survivre dans les débris végétaux du sol jusqu'a deux ans, mais pas plus
de six semaines dans un sol libre La transmission a longue distance de 1'Xcc peut également se

faire par des insectes vecteurs volants (An et al., 2020).
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3.3.1.6. Les genes reliés a la pathogénie de X. campestris

L’espece X. Campestris fournit un bon modele pour les études de base des interactions plantes
pathogeénes d’autant plus que cette bactérie est également pathogene sur le modele végétal

largement utilis€¢ Arabidopsis thaliana (Daniels et al., 1991; Meyer et al., 2005).

Trois différents systémes de sécrétion ont été€ identifiés et largement étudiés chez X. campestris
campestris. Des études ont montré que, les groupes de genes xps et xcs codent pour un systéme
de sécrétion de type II. Les génes xps sont directement li€s a la pathogénicité (Daniels et al.,
1991; Meyer et al., 2005). Cependant, le role du systeme de sécrétion de type IV dans la
pathogénicité est encore incertain. Le groupe de genes Arp code pour un systeme de sécrétion
de type III et est également associé a la pathogénicité. Un inventaire des genes effecteurs
candidats a été dress¢ a partir de I'homologie avec des effecteurs connus. Une gamme d'autres
genes ont €té associés a la virulence et a la pathogénicité, y compris les genes rpf, gomme et
wxc impliqués dans la régulation de la synthése des enzymes de dégradation extracellulaire,

gomme xanthane et lipopolysaccharides.
3.3.2. Statut actuel de la taxonomie de X. translucens

La bactérie faisant partie des pathovars de 1’espece Xanthomonas campestris (Valerie et al.,
1981; Van Den Mooter et al.,1987; Azad et Schaad, 1988), est actuellement élevée au rang de
I’espece et est nommée Xanthomonas translucens. En se basant sur la virulence et la
spécialisation hotes-bactérie, plusieurs pathovars ont été attribués a cette espece. L’utilisation
du terme pathovar est étroitement liée a 1’hote. Néanmoins, les différents pathovars peuvent
induire des symptomes similaires sur la méme culture ajoutée a cela, 1’utilisation de différents
tests de pathogénicité avec la grande diversification de la gamme d’hdétes. Tous ces facteurs ont
amen¢ a une grande confusion jusqu’a I’heure actuelle dans la taxonomie du groupe translucens

(Bragard et al.,1997; Duveiller et al., 1997, Sapkota et al., 2020).

Stead (1989) suggere la dénomination suivante : X.c. Pv. Translucens (incluant les pathovars
cerealis, hordei, secalis et undulosa), X.c pv. graminis (incluant les pathovars phlei et poae),
X.c. pv. arrhenatheri, X.c. pv. phleipratensis, X.c. pv. holcicola, X.c .pv. oryzicola, X.c. pv.
oryzae, X.c. pv. vasculosum. Selon le méme auteur, le systétme de nomenclature présente
plusieurs spécificités hote/pathovars a I’exemple de X. c. pv. Translucens / orge, X.c .pv. secalis
/ seigle, X.c pv. hordei /orge, X.c.pv. cerealis /orge, blé, et Bromus spp, X.c .undulosa / blé,

X.c. orizicola | riz.
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Bragard et Maraite (1994) démontrent qu’il existe des différences nettes pour les souches de
X.t. pv. undulosaen provenance d’origines géographiques différentes. En effet, lorsque les
souches typiques provoquent des stries extensives sur blé et orge, d’autres souches induisent
des symptomes limités. Se basant sur la technique RFLP Bragard et a/ (1995) montrent que les
souches pathogenes sur orge, mais pas sur blé forment des groupes génétiquement différents.
X.t. pvsecalis a été décrite, pathogene sur seigle Reddy et al, 1924 ; Duveiller et al, 1997).

Pourtant les souches de ce pathovar infectent I’orge 1’avoine et le blé.

Vauterin (1995) propose I’appellation de X. translucens sp. Nov. Nom. Rev qui inclut en plus
des pathovars du groupe translucens, les pathovars : arrhenatheri, graminis, phlei,
phleipratensis, et poae. Il reste cependant, le fait que du point de vue €conomique et
phytopathologique, le danger représenté par les souches causant la strie noire, concerne plus les
régions de culture du blé que les manifestations des autres pathovars (arrhenatheri, poae et
graminis).

Les études sur la spécialisation hdte pathogene sont directement liées a la recherche la résistance
a la maladie (Duveiller et a/, 1997). Bragard et al (1997) estiment que [’utilisation du terme
pathovar est relation directe avec 1’hote la plante. L’ambiguité dans la taxonomie du groupe
translucens est souvent liée a la spécificité des différents taxons et leurs spécialisations
pathogéniques, les auteurs rapportent que les cinq pathovars du groupe translucens ne peuvent
étre différenciés par I’hybridation de I’ADN, ni par les techniques sérologiques, ni par le profil
des acides gras, bien que des différences dans la gamme d’hotes et dans 1’agressivité ont été

clairement démontrées.

L’espeéce Xanthomonas translucens est proposée par Schaad et al., (2000) et Vauterin et al.,
(2000) en lui attribuant les pathovars, framslucens, cerealis, hordei, secalis, undulosa,
arrhenatheri, phlei, phleipratensis, poae, et secalis.et que le pathovars bromi pourrait étre

class¢ dans une espece a part (X. bromi).

La classification est en continuel remaniement. Certains travaux basés sur le séquencage de
genes constitutifs utilisant la méthode d’analyse des genes de ménage « multilocus sequence
analyse » (Young et a/.2008), ont contribu¢ a la reconstitution de groupes d’especes de

Xanthomonas translucens.

La contribution de plusieurs auteurs (Gonsalves et Rosato, 2002, Parkinson and a/.,2007.
Fischer-Le Saux, 2008. Ah-You et al., 2009, Parkinson and al., 2009 ; Azali, 2010), s’appuyant
sur des méthodes moléculaires, des méthodes de génotypage et des méthodes d’analyses

phylogénétiques commengant par des hybridations DNA-DNA, [D’analyse des ITS
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(ITS1,ITS2,et ITS3) 16S-623S rdna, arnr16s, REP-PCR, AFLP, SNP, I’utilisation des puces a
ADN, MLST, MLSA allant au séquencage génomique, ont contribué a la classification et la

détermination de la position phylogénétique de 1’espece X. translucens et de ses pathovars.

L’¢tude de Yakoubou et Coté (2010) a permis la reconstruction de la famille y-Proteobacteria,
se basant sur un marqueur de 224 nucléotides (une combinaison de 157 nucléotides du géne
16S rRNA et de 67 nucléotides de I’its 16S-23S). Cette analyse a abouti a la formation au sein
des Xanthomonadaceae de quatre grands groupes: les groupes I et II qui incluent les genres :
Stenotrophomonas et Xylella, respectivement. Le groupe III renferme les cing espéces de
Xanthomonas : X. theicola, X.sacchari, X. albilineans, X. translucens and X. hyacinthi. Ce
groupe se confond avec le groupe de Xanthomonas hyacinthi , le groupe IV regroupe 18 autres

especes de Xanthomonas.

Les données récentes basées sur les s€quencages génomiques (Wichmann et a/., 2013; Jaenicke
et al., 2016; Peng et al., 2016; Charkhabi et a/.,2017) ont permis de mieux comprendre la
phylogénie et I'identification des bactéries ainsi que leur pathogénicité et virulence (Sapkota et

al., 2020).
3.4. La gamme d’hotes de ’espéce X. translucens

Xanthomonas translucens pv. Translucens a été identifié la premiere fois sur I’orge (Jones et
al.,1917), et plus tard sur blé (Smith et al.,1919), seigle (Reddy et al.,,1924),sur graminées
(Wallin,1946) et finalement sur triticale (Zillinsky et Borlaug1971).

Selon Alizadeh et al (1997), la strie bactérienne est provoquée par cinq pathovars de
Xanthomonas translucens, ces pathovars ont été distingués par leurs pathogénicité vis-a-vis des

différents "hotes (tableaux 3et 4).

Tableau 3:Pathovars de Xanthomonas translucens et leurs hotes

Pathovar Plantes hotes

X. t. pv.arrhenatheri (Egli and Schmidt, 1982) Vauterin, Arrhenaterum elatius
Hoste, Kersters and Swings

1995 (Xanthomonas campestris pathovar arrhenatheri Egli et
Schmidt, 1982).
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X. t. pv.cerealis(Hagborg, 1942)Vauterin, Hoste, Kersters
and Swings 1995 (X. C.pv.cerealis (Hagborg 1942), Dye
(1978).

Agropyron spp.,
Bromus spp., avena
spp., Hordeum spp.,
Secate cereale,
Triticum spp.

X. t. pv. Graminis(Egli, Goto and Schmidt, 1975) Vauterin,
Hoste, Kersters and Swings(1995) (X. C.pv.graminis (Egli,
Goto and Schmidt, 1975), Dye (1978).

Dactylis glomerata,
Festuca spp., Lolium
multiflorum, L.
Perenne, Phleum
pratense, Alopecurus
pratensis

X. t. Pv. Phlei (Egli andschmidt, 1982) Vauterin, Hoste,
Kersters and Swings (1995)(X. C.pv.phlei Egli and Schmidt
(1982).

Phleum pratense
(timothée)

X. t. Pv. Phleipratensis(Wallin and Reddy 1945) Vauterin,
Hoste, Kersters and Swings (1995) (X. C.pv.phleipratensis
(Wallin and Reddy 1945), Dye (1978).

Phleum pratense

X t. Pv. (Egli andschmidt, 19582) Vauterin, Hoste, Kersters
and Swings (1995)(X. C.pv.poae Egli et Schmidt (1982).

Poa trivialis (pdturin)

X. t. Pv. Secalis(Reddy, Godkin and Johnson, 1924) Vauterin,
Hoste, Kersters and Swings (1995) (X. C.pv.secalis(Reddy,
Godkin and Johnson, 1924), Dye (1978).

Secale cereale;
Hordeum et Triticurn
spp. Peuvent étre
inoculées
artificiellement

X. t. Pv. Translucens (Jones, Johnson and Reddy, 1917)
Vauterin, Hoste, Kersters and

Swings (1995) (X. C. Pv.hordei (Hagborg 1942), Dye
1978)X. C. Pv.translucens(Jones, Johnson et Reddy 1917),
Dyel1978).

Hordeum spp.et autres
céréales (famille des
Graminaceae).

X. t. Pv. Undulosa (Smith, Jones and Reddy, 1919)
Vauterin, Hoste, Kersters and Swings (1995) (X. C.pv.
Undulosa (Smith, Jones et Reddy, 1919) Dye (1978).

Triticumspp., Secale
cereale, Hordeum spp.
Par inoculation.

Source: Staley et al., 2004 et Janse, 2005
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Tableau 4: Les principales plantes hotes de I’espéce translucens et les hotes secondaires

Nom scientifique = Hote principale Hote secondaire Hote spontané
Xanthomonas Hordeum wvulgare Avena sativa Bromus inermis (Brome)
translucens  pv. (Orge), Secale (Avoine),
translucens cereale Triticum

(seigle),Triticale, spelta

Triticum aestivum (Epeautre

(blé tendre) oublé  des

Gaulois)

Xanthomonas Hordeum vulgare Avena sativa Bromus inemis(brome), Phleum
translucenspv. (orge) secale (Avoine), pratense (Fléole des prés),
undulosa cereale  (seigle), Triticum spelta Elymus repens (le chiendent

triticale, triticum (Epeautre ou officinal ou chiendent

aestivum(blé blé des commun),

tendre) Gaulois)

Phalaris canariensis (Alpiste des
Canaries), Poa pratensis (Le
paturin des prés)

Festuca arundinaceae (la
fétuque élevée, fétuque roseau
ou fétuque faux-roseau)

Festuca rubra (la fétuque rouge
ou fétuque tracante), Hordeum
murinum subsp. leporinum (Lin
k) Arcang.(Orge sauvage, Orge
Queue-de-rat ),Medicago sativa
(La luzerne ou luzerne cultivée)

Source : https://www.planthealthaustralia.com.au/wp-content/uploads/2014/06/Bacterial-leaf-

streak-CP-2011.pdf
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3.5. Symptomes reliés a I’espéce X. translucens

Toutes les parties aériennes de 1’hote sont atteintes (figure 9), mais les feuilles et les glumes le
sont plus souvent que les autres (Zillinsky, 1983). Généralement, la strie bactérienne apparait
en fin de saison et les symptomes sont plus évidents apres 1’épiaison (Weise, 1987). Sur les
glumes, la bactérie provoque des stries noires, longitudinales, plus ou moins parall¢les,
nombreuses sur les parties supérieures (Smith, 1917). Elle peut étre identifiée par un aspect

graisseux.

D’apres Duveiller et al.(1997), I’attaque sur les feuilles et les tiges prend le nom de strie
bactérienne. Les premiers symptomes sont de petites taches ou stries linéaires, brun pale et
huileuses, nécrotiques au centre avec des marges de couleur rouille chez le blé. Les Iésions, au
début, s’accroissent surtout dans le sens de la longueur des feuilles (figure 9a), entre les
nervures, plus tard celles-ci s’¢largissent et coalescent, produisant ainsi des bigarrures de
formes irrégulicres, brun gris. Par temps humide, des gouttelettes d’exsudat bactérien jaune
suintent le long des Iésions (figure 9, b). Cet exsudat en séchant se transforme en petites
granules jaunatres ou en croutes minces et luisantes a la surface du limbe des feuilles (Milus et
Charlkley, 1994; Zillinsky, 1983). Sur les épis, la glume noire peut étre facilement reconnue

par des stries foncées et huileuses sur les glumes et les glumelles inférieures.

Les premiers symptomes font leur apparition au niveau de la partie supérieure des glumes
(figure 9 c). Dans les cas graves, la graine peut €tre noircie et ridée (Smith et al., 1919; Zillinsky,
1983). La maladie s’étend a la gaine des feuilles adjacentes, provoquant 1’apparition des

pigments noirs et I’affaiblissement des tiges (Duveiller et al., 1997).

Selon Anonyme(1996) et Weise (1987), I’apparition des symptomes prend 10 a 14 jours en fin
de saison, bien apres 1’épiaison. Ces symptdmes sont rarement observés sur feuilles avant
I’épiaison, mais souvent observés entre 1’épiaison et la floraison (Milus et Mirlohi, 1993). Selon

Duveiller et al.(1997), la maladie est souvent observée tardivement dans la saison végétative.

Duveiller (1994) a rapporté que selon plusieurs auteurs, la maladie est fréquemment confondue
avec la nécrose brune (Brown melanosis) et la tache septorienne des glumes, causée par
Septoria nodorum, f. sp. Leptosphaeria nodorum). La strie bactérienne de 1’avoine, causée par
Pseudomonas striafaciens provoque des symptomes qui ressemblent beaucoup a ceux

occasionnés par X. Translucens (Zillinsky, 1983).

Les symptomes de la maladie peuvent étre aussi confondus avec des désordres physiologiques
dont, la fausse glume noire, qui peut étre due aux rayonnements ultraviolets en 1’absence de la

bactérie (Duveiller, 1991).
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Figure 9: Symptome de la strie foliaire bactérienne sur feuilles, glumes et arétes (Source
: Kaur et al., 2002).

3.5.1. Relation entre les symptomes vasculaires et parenchymateux chez

Xanthomonas translucens

Le au niveau des plantes le systeme vasculaire et le parenchyme représentent des niches
distinctes (figure 10), le xyleme composé de cellules mortes avec des parois tres renforcées et
organisées en cylindres conférant aux plantes leur intégrité et permettant le transport des fluides
sur de longues distances, en contraste les tissus parenchymateux sont composés de cellules
vivantes et d’espace intercellulaires . Le fluide du xyléme est composé d’eau et d’éléments
nutritifs et plusieurs pathogenes vasculaires réussissent bien a coloniser cet environnement, le
xyléme en transportant le fluide des racines vers les feuilles sert d’un pathway potentiel

transportant rapidement et d’une fagon systémique les pathogenes.

Se basant sur la tendance des bactéries de perdre et gagner des genes regroupés en clusters ,
I’hypothese est que la pathogénie vasculaire ou non vasculaire pourrait étre due a la perte ou au

gain d’un certain nombre de génes.
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Figure 10: L’évolution de la pathogénie vasculaire et non vasculaire chez Les
Xanthomonas associées aux plantes. ( Source : Gluck-Thaler et al., 2020).

3.6. Epidémiologie de I’espéce X. translucens
3.6.1. Développement de la maladie et conditions environnementales

La bactérie Xanthomonas translucens. pv. translucens peut se conserver dans les semences ou
elle peut vivre de 63 a 81 mois (Forster et Schaad, 1988). Cette bactérie peut infecter et infester
la graine (Schaad, 1988; Smith et al., 1919; Wallin, 1946). Elle peut se conserver dans les débris
végétaux du sol et méme dans les populations microbiennes épiphytes (Smith et al, 1919,

Boosalis, 1952; Schuster et Coyne, 1974; Leben, 1981 Wiese, 1987, Stromberg et a/.,2003, ).

La bactérie se dissémine sur de longues distances par les semences qui constituent une
importante source d’inoculum primaire. Localement elle est transmise par la pluie, la rosée et
les contacts entre les plants, Ainsi, les pucerons piégés dans les exsudats peuvent le transmettre

au blé et a I’orge et participent ainsi a la dissémination (Boosalis, 1952).

Xanthomonas translucens pv .translucens est un véritable pathogéne du parenchyme.
L’invasion intercellulaire se produit aprés la pénétration par les stomates (Duveiller et al.,
1997).

Selon Stromberg et al. (1999), les conditions environnementales peuvent avoir un effet sur la
densité de la population de Xanthomonas translucens et également sur la sensibilité des feuilles

a ’infection.
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La bactérie supporte en effet une large gamme de température de 15 a 30°C (Duveiller et al.,

1991). La température optimale de la bactérie étant d’environ 22°C (Forster et al.,1986).

Duveiller et al.(1997) ont rapporté que les symptomes apparaissaient, seulement , lorsque la
température permettait une croissance bactérienne atteignant les 108 CFU/ feuille et

températures basses retardaient la multiplication du pathogene et la progression de la maladie.

La strie bactérienne peut se produire pendant la saison des pluies ou dans les champs irrigués
par aspersion ou I’humidité est importante et dans des environnements plus chauds, caractérisés

par des nuits fraiches (Forster et al., 1986 ; Duveiller et al.,1994).

L’humidité facilite en effet de détacher le pathogene de la graine et contribue a la colonisation
des feuilles et ’invasion des tissus de la feuille I’eau libre aussi permet au pathogene
des’étendre dans les champs et se disperser sur les feuilles et permet 1’augmentation du nombre

de Iésions (Duveiller et al.,1997).

Certaines bactéries ayant une activité glagogene (Ice Nucleating Activity ou INA+) sont
capables de catalyser la formation de la glace a des températures qui varient entre 0 et -10°C.
Les souches de Xanthomonas translucens expriment 1’activité glagcogene a des températures qui
se situent entre -2 et -8 °C (Kim et al., 1987). Ceci peut induire des symptomes de la maladie
sur la plante quand les conditions sont favorables pour la multiplication du pathogene (Duveiller
etal., 1997). La glagogénese n’est pas une condition nécessaire de I’induction d’une épidémie,

car les symptomes ont tendance a apparaitre apres des périodes de gel. (Duveiller et al., 1991).

La culture de blé séverement infectée par la pourriture racinaire peut €tre infectée par
Xanthomonas translucens ce qui laisse suggérer que le champignon pourrait avoir un role dans

I’épidémiologie de la strie bactérienne.

3.6.2. Conservation du pathogéne

Les bactéries associées aux plantes sont diverses du point de vue leur pouvoir pathogene, leurs
caracteres génotypiques et phénotypiques, et leur phylogénie. Les especes du genre
Xanthomonas existent principalement en association pathogeéne ou épiphyte avec leurs hotes et

dans les graines (Gnanamanickam, 2006).

Boosalis (1952), rapporte que la bactérie X. ¢. pv. translucens. Survit pauvrement dans le sol,

mais se conserve mieux quand les débris de récolte sont présents.

Les bactéries libres ne vivent pas plus de 14 jours dans le sol a air sec et pas au-dela de 57 jours

lorsque les feuilles infectées des triticales sont mélangées a un sol humide (Cunfer, 1988).
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Par ailleurs, Gillings et Holmes (2005) ont rapporté que les especes du genre Xanthomonas sont
généralement de faibles compétiteurs dans le sol.et la conservation dans la graine peut étre
altérée avec le temps, en effet (Neergaard, 1977) rapporte que le taux des bactéries au niveau
des semences a été réduit de 79% et de 93% apres seulement six mois de conservation; et plus

de 99,5% de bactéries n’ont pas été détectées apres deux ans.

Wallin (1946a) et Marefat et al.,(2006)a rapporté que X.t. pv.translucens Peut se conserver sur
les especes hotes pérennes qui donnent au pathogene une opportunité de se disséminer vers les

céréales voisines.

La paille peut également porter un inoculum viable de X.¢. pv. translucens . De saison en saison
qui cause une infection initiale dans le champ, mais lorsque la paille est couverte ou bien

mélangée au sol le nombre de bactéries viables dans la paille est réduit (Boosalis, 1952).
3.6.3.Distribution géographique

La strie bactérienne présente une large distribution géographique, elle est répandue dans la
plupart des régions céréalieres du monde (Duveiller, 1989 et 1994, Alizadeh, 1996 ; Wonni et
al., 2011; Adikhari et a/.,2011) (figure 11).La maladie est fréquente dans les régions a climat
tempéré (Duveiller, 1989; Duveiller et Maraite, 1993; Duveiller et al., 1997), dans les régions
ou le taux de pluviométrie est €levé et dans les zones ou le systeme d’irrigation par aspersion

est pratiqué.

CABI, 2021. Xanthomonas translucens pv. translucens. In: Invasive Species @ CABI (el <
( ] Summary Data
Compendium. Wallingford, UK: CAB International. https://www.cabi.org/isc - Lind

Figure 11: Distribution géographique de Xanthomonas translucens pv. translucens dans le
monde (https://www.cabi.org/isc/datasheet/56978#toDistributionMaps).
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La présence de la maladie est en relation avec les grandes variations de température et les
changements climatiques fréquents (Duveiller et al., 1997). La strie bactérienne se produit aussi
dans des régions tropicales et subtropicales de 1'Asie, I’Afrique, L'Amérique du Sud, et

I'Australie (Wonni et al., 2011)
3.7. Impact économique de la maladie

Cette maladie est souvent confondue avec les dégats provoqués par les stress abiotiques
(Duveiller et al, 1997b). La strie bactérienne des céréales est une maladie dévastatrice et les

pertes qu’elle occasionne sont considérables (Anonyme, 1991 ; Duveiller et a/, 1993a).

Cette bactérie est souvent associée a la semence (Anonyme, 1991). Cependant la tolérance 0
concernant les lois de quarantaine est considérée parfois comme non nécessaire pour ce
pathogeéne (Schaad et Forster, 1989). La strie bactérienne est sujette aux législations
phytosanitaires la bactérie fait partie de la liste A2 de I’EPPO (Alexandrova, 1995), du fait
qu’elle constitue une menace pour la croissance des cultures et a la production (Maes et

Garbeva, 1995),

La maladie peut attaquer séverement un champ complet de telle sorte que rien ne peut étre
moissonné (Burton, 1931), Selon Forster et al.,( 1986).1les pertes sont en général de 1’ordre de
10% ou moins et les niveaux d'infections élevés peuvent entrainer des pertes de 10-30% du
poids de la graine. Le blé dur comme le blé tendre peuvent étre séverement touchés, de méme

que le triticale, mais moins fréquemment I’orge (Shane et al., 1987).

Cette bactérie peut également provoquer la stérilité des épis de blé 5-10% (Forster et Schaad,
1988). D’apres Duveiller (1989), au Mexique en 1987, les pertes avoisinent les 20% dans le

rendement et de 13% dans le poids de 1000 grains pour un cultivar sensible de blé.

Au Mexique, des données indiquent que les pertes au-dessous de 5% peuvent étre attendues
quand le taux d’infection des feuilles est inférieur a 10%. Néanmoins, plus de 20% du
rendement peuvent étre perdus si la surface foliaire est infectée a 50% (Duveiller et Maraite,

1993a).

Les pertes occasionnées par cette bactérie sont couramment mineures. Néanmoins, un taux de
40% de pertes a été enregistré dans les champs irrigués par aspersion en Idaho (Duveiller et al.,

1997; Tubajika et al., 1999).
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3.8. Techniques de Diagnostic et détection de Xanthomonas translucens

Selon plusieurs auteurs le diagnostic est compliqué et le symptome de cette maladie, peut étre
confondu avec le mélanisme du au géne (Sr2)de résistance a la rouille ou a au "pseudoblack

chaff" (Duveiller, 1989).

Le diagnostic n’est pas trés facile et la maladie du BLS causée par le groupe des pathovars de
Xanthomonas campestris et du « Basal glume rot » causé par P.s. pv. atrofacienspeuvent étre
confondues ou bien carrément attribuées a d’autres agents étiologiques. En effet les symptomes
atypiques des deux maladies peuvent étre faussement attribués a F. Culmorum, Leptosphaeria
nodorum, P. s. pv. syringaeet a d’autres facteurs biotiques et abiotiques incluant les dégats
causés par le gele favorisés par les populations épiphytes de X.c. Pv. Translucens qui exhibent

une activité glacogéne (Kim et a/, 1987 ; Azad et Schaad, 1988 in Alexandrova, 1995)

En particulier, le symptome du BLS peut varier en fonction avec le degré de résistance du
cultivar . Le symptdme peut étre confondu avec celui di & Mycosphaerella graminicola. (Milus

et Mirlohi, 1994).

Afin de faciliter le diagnostic plusieurs techniques ont été proposé€es dont 1’utilisation du
microscope a fond noire qui montre si la 1ésion est induite par des bactéries diffusant a partir

des tissus infectés, sous forme d’un nuage blanc (Duveiller et al, 1997).

Sands et Fourrest (1989) proposent un nouvel outil de diagnostic pour X.c. pv. translucens et
montrent que le substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside (ou le X-gal) dans
le milieu Wilbrink’s, permet de colorer les colonies recherchées en bleu verdatre. La technique
peut étre également utilisée en plein champ en déposant un fragment de tissu végétal infecté
dans une solution de X-gal dans un tube a essai avec incubation dans la poche pendant 2h la

coloration bleue s’avere révélatrice de la présence du germe dans les tissus infectés.

3.8.1. Techniques de détection par isolement sur milieux nutritifs et caractéres

morphologiques et culturaux

La semence étant considérée source primaire d’inoculum (Cunfer 1988 ; Forster et Schaad,
1988 et 1989 ; Duveiller, 1991). Plusieurs auteurs décrivent différentes techniques pour
I’isolement du pathogeéne. En effet en 1985 puis en 1989, Schaad et Forster, Mehta (1990) et
Duveiller (1991) proposent de procéder au lavage des semences pour 1’isolement de la bactérie
en adoptant différentes techniques, Sromberg et a/ (1999), suggerent une technique d’isolement

par le lavage des feuilles.
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Différents milieux ont été¢ proposés dont plusieurs auteurs ont étudié¢ les avantages et les
insuffisances. (Dowson, 1957 ; Duveiller,1989 ; Duveiller,1991 ; Duveiller, 1994 ; Duveiller et
Maraite, 1990 ; Bragard et al, 1993 ; Milus et Mirlohi, 1993 ; Maes et al/ ,1996et Duveiller et
al, 1997). Cette espéce peut étre cultivée sur des milieux usuels tels que (1’agar nutritif, YPGA,

KB et sur milieu Wilbrink’s (Dowson, 1957).

Des milieux semi-sélectifs tels que le milieu XTS Schaad et Forster (1985) et le milieu KM-

1(Hee Kyu Kim et Sands, 1996) ont été utilisés.

Sands et Fourrest (1989) notent que X c¢. Pv translucens apparait sous forme de colonies
jaunatres au bout de 48-72h a 28°C sur milieu Wilbrinks (Dowson, 1957). Selon Duveiller
(1989) I’'identité des colonies représentatives sur milieu WBC pourrait étre confirmée par la
mise en culture de ces colonies sur milieu GY CA en tube incliné. La présence de masse mucoide
au fond du tube est caractéristique a X. Translucens et peut éviter le passage par le test de

pathogénicité.
3.8.2. Caractéres physiologiques et biochimiques

Une fois isolées les bactéries sont caractéris€ées phénotypiquement biaisant plusieurs critéres
dont leurs profil biochimique et physiologique. Les especes appartenant au genre Xanthomonas
sont Gram négatif, et présentent des parametres biochimiques bien spécifiques. Une syntheése
des caractéres décrits par Miyama, 1980 ; Bradbury, 1984 Shaad et al/, 1987b ; Duveiller,
1997 ;Shaad et a/, 2001 est rapportée dans le tableau (Tableau 5). Elles sont oxidatives, catalase
positive, et produisent des acides a partir de carbohydrate au bout d’une semaine (Schaad et a/,

2001 ).

Xanthomonas translucens ne réduit pas les nitrites en nitrates, ne possédant pas de cytochrome
oxidase, ni d’arginine dihydrolase, elle hydrolyse I’esculine et ne produit pas de 2-
kétogluconate (Miyama, 1980 et Bradbury, 1984 in Duveiller et a/, 1997), elle n’hydrolyse pas
I’amidon et n’utilise pas le lactose (Schaad, 1987b) selon Schaad (2001) Xanthomonas
translucens hydrolyse 1’amidon possede une activité glacogéne, ne produit pas d’acide a partir
de I’arabinose et n’utilise pas le glycerol et le melobiose, présente une digestion positive de la
caséine, présente une croissance tres colorée et trés mucoides sur milieux GYCA et YDC. La
plupart des caracteres de ce germe sont similaires a ceux de la plupart des Xanthomonadaceae
avec quelques exceptions, la bactérie peut croitre a 35°C, tolérante a des concentrations de sel
de %M, mais pas a 4% ne présente pas d’activité pectinolytique, Produit le pigment
xanthomonadine, produit I’ammoniaque, produit I’acide 2-ketogluconique, 5-ketogluconiqueet

2,5 diketogluconique a partir de D-glucose, présente une utilisation oxydative du glucose dans
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le milieu Hugh et Leifson,, dépourvue de I’enzyme Arginine d’hydrolase, des nitrates
réductases, des cytochromes oxydases et de I’enzyme uréase, munie des enzymes levane
sucrase , catalase, lipase du tween 80, beta-galactosidase, gélatinase, présente une croissance
sur les sources de carbone, L-arabinose, D-xylose, d-glucose, D- galactose, D-manose,
saccharose, trehalose, cellobiose, ne présentant pas de croissance sur les milieux contenant
comme sources de carbone le meso-inositol, dulcitol, L-methionine, Na-L-glutamate, maltose,
D-ribose, rafinose, amidon, D-manitol, Na-propionate, D-fructose,D6 glucose,D-manose, D-

maltose,cellobiose et I’inuline Produit du H>S a partir de peptone ou de L-cysteine-HCL

Selon Duveiller et a/ (1997) les tests biochimiques et physiologiques ne possedent pas la méme
valeur taxonomique, car plusieurs d’entre eux montrent des résultats variables pour une

collection de souches du méme pathogene.

Le profil physiologique de 1’espéce X. translucens est similaire a la plupart des
Xanthomonadaceae avec quelques exceptions, la bactérie peut croitre a 35°C, tolérante a des
concentrations de sel de 2%, mais pas a 4% ne présente pas d’activité pectinolytique, produit
le pigment xanthomonadine, produit ’ammoniaque, produit 1’acide 2-ketogluconique, 5-
ketogluconiqueet 2,5 diketogluconique a partir de D-glucose, présente une utilisation oxydative
du glucose dans le milieu Hugh et Leifson, dépourvue de I’enzyme Arginine d’hydrolase, des
nitrates réductases, des cytochromes oxydases et de 1’enzyme uréase, munie des enzymes
levane sucrase , catalase, lipase du tween 80, beta-galactosidase, gélatinase, présente une
croissance sur les sources de carbone, L-arabinose, D-xylose, d-glucose, D- galactose, D-
manose,saccharose, trehalose, cellobiose, ne présentant pas de croissance sur les smilieux
contenant comme sources de carbone le meso-inositol, dulcitol, L-methionine, Na-L-glutamate,
maltose, D-ribose, rafinose, amidon, D-manitol, Na,L-K-L- tartrate, Na-propionate, D-
fructose,d6glucose,D-manose, D-maltose,cellobiose et 1’inuline Produit du H2S a partir de
peptone ou de L-cysteine .hcl (Schaad et al, 1987b ; Schaad et a/, 2001 ; Miyama, 1980 ;
Bradbury, 1984 ; Duveiller, 1997).

Tableau 5: Caractéres phénotypiques de Xanthomonas translucens

TESTS REPONSES

Croissance a 35°C +

Tolérance au sel(NaCl)

2% +
4%

Pectinolyse

Catalase +

Cytochrome oxidase
Production d’indole

Production de pigment xanthomonadine +
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Production d’amoniaque +
Production d’acetoine

Production d’acide 2-ketogluconique, 5-ketogluconiqueet 2,5 diketogluconique a partir de D-
glucose

Utilisation oxydative du glucose dans le milieu H&L +
Réduction des nitrates

Réaction dans le lait écrémé

Production d’acide

Réaction alcaline réduction de la créme +
Coagulation

Arginine d’hydrolase

Levane sucrase

Lipase de tween 80

Production d’HaS a partir de peptone ou de L-cysteine .HCI

Pigment fluorescent

Croissance anaérobic

Hydrolyse de I’esculine +
Activité de I’'uréase

Activité de la gélatinase +
Utilisation de L-asparagine comme unique source de carbone et de nitrogéne

Activité de la DN-ase

Croissance sur des sources de carbone L-arabinose, D-xylose, d-glucose, D- galactose, D- +
manose,saccharose, trehalose, cellobiose

Meso-inositol, dulcitol, L-methionine, Na-L-glutamate, maltose, D-ribose, rafinose, amidon,
D-manitol, Na,L-K-L- tartrate, Na-propionate

Production d’acide a partir de
L-arabinose,D-xylose, +
D-fructose,D6glucose,D-manose, D-maltose,cellobiose

D-ribose,inuline

CROISSANCE SUR MILIEUX :GYCA,GYEA,PSEUDOMONAS-F AGAR, +
MILIEU SX -
MILIEU SYNTHETIQUE EGLI ET AL(1975)+METHIONINE +

source :Shaad et al, 1987b ; Shaad et al, 2001 ; Miyama, 1980 ; Bradbury, 1984 ; Duveiller, 1997

3.8.3. Techniques sérologiques et analyse des protéines et des profils d’acides

gras

Fang et al ,1958 ; Claflin et Ramundo, 1987 ; Sletten, 1989 et Fromel et Pazos, 1994, ont utilisé
les tests sérologiques ELISA, Immunofluorescence (IF) et le "Dot-Immunobinding assay"
(DIA). Pour identifier I’espece X. translucens Bragard et al (1993), Les polysaccharides sont
utilisés comme antigenes pour la production de I’anticorps monoclonal permettant de révéler
les souches virulentes (Duveiller et Bragard, 1992 ; Bragard et verhoyen (1993); Bragard et al.
1995 ; Bragard et al. 1997).

Le taux d’inoculum détecté reste souvent relatif aux techniques DIA est simple et peu onéreuse
cependant son seuil de détection se limite a 105cfu/ml. (Duveiller et a/ (1997).1’if se montre
plus rapide et plus sensible, avec un seuil de détection de 10°a10* cfu/ml (Duveiller et Bragard,

1992)

Aussi, les résultats des analyses des protéines par ¢électrophorése sur gel d’acrylamide pour

I’analyse de souches de Xanthomonas se sont montrés conformes avec ceux donnés par les tests
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de pathogénicité en plus de la différenciation entre certains groupes de pathovar (Laemmli
1970; Kersters et De Ley,1975; Van Den Mooter et al.,1987 ; Alizadeh et Rahimian,1989;
Kersters et al.,1989;Stead 1989; Vauterin et al.,1991) ; Bragard et al.,1997; Alizadeh et
al.,1997),

3.8.4. Caractérisationmoléculaire et diversité

Les techniques moléculaires viennent pallier les insuffisances des méthodes de détection
classiques. La REA (Restriction Endonuclease Analysis) et la RFLP(Restriction Fragment
Length Polymorphism) des plasmides et des DNA génomiques ont été utilisés pour différencier
entre les pathovars (Alizadeh et al, 1997). Les bandes de DNA, sont visualisées et les fragments
DNA sont ensuite analysés avec des sondes spécifiques aux plasmides contenant les génes hrp.
Les résultats montrent qu’il existe deux groupes : le premier rassemble les souches pathogenes
a Porge et pas aux autres especes testées, le deuxieéme groupe inclue toutes les souches

pathogenes au blé¢, seigle, brome, Lolium multiflorum, Agropyron elongatus et avoine.

Bragard et a/ (1993), Bragard et al (1995) ; Bragard et al (1997), ont essayé d’analyser un
certain nombre de souches d’origines géographiques diverses par RFLP et hybridation d’adn
apres avoir testé¢ leurs réactions sérologiques et leur pathogénicité, les résultats obtenus
montrent que ces techniques permettent de regrouper les souches selon leur profil de la méme

maniere qu’il avait été€ regroupé selon les résultats du pouvoir pathogene.

Bragard et al (1997) ont analysé des souches de Xanthomonas translucens par la technique
AFLP (fingerprinting technique), les bandes obtenues contiennent 30 a 50 produits PCR de
I’ordre de 80 a 550-pb.les résultats sont conformes a ceux du test de pathogénicité qui montre

des symptomes typiques sur bl¢ et orge .

Selon Bragard et al (1997) I’aflp pourrait étre utilisée aussi bien pour la taxonomie que dans les
études épidémiologiques.

La technique PCR utilisée pour la reconnaissance des Xanthomonas est selon Maes et al (1996)
une technique rapide (5 heures) et sensible (2 x 103 cfu/g de semence). Cette technique a permis
de détecter 5 autres pathovars de 1’espéce translucens provoquant des symptomes sur les

graminées fourrageres et spontanées.

Du fait que les pathovars de X. Campestris ne peuvent se distinguer que par leurs gammes
d’hotes, la classification et la discrimination des Xanthomonas doivent étre reflétées dans la
structure des molécules de leur DNA ribosomal (rdna).l’application des technologies des acides

nucléiques pour la détection et I’identification des micro-organismes peut étre considérée
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comme une évolution des anciennes méthodes conventionnelles (Maes et Garbeva, 1995). Dans
leurs études Maes et Garbeva (1995) et Maes et a/ (1996) ont défini le complexe taxonomique
de X. c. translucenset de X. C. Graminis qui lui est trés relié. Se basant sur la connaissance de
la combinaison des séquences des RDNA oligonucléotides spécifiques et semi-spécifiques.
Cette technique permet également, d’analyser lots de semences contaminés. Les définitions par
ces auteurs des amorces spécifiques est le résultat de la présence de séquences conservées de
90pb ayant permis la détermination de 1’espece de translucens par I’amplification de bandes
spécifiques de 159pb, notamment sur des lots de semences infectés par un inoculum de 2103
CFU/ml. Ce niveau de sensibilité correspond au plus bas taux d’inoculum ayant été reporté par

Schaad et Forster (1985) suffisant pour I’initiation de la maladie dans le champ.

3.8.5. Evaluation du pouvoir pathogene

Plusieurs auteurs, dont Fang et al. (1950), Shane et Baumer (1987), Gardan et Betin (1989),
Paul et Birkenstaedt (1989), Sletten (1989), Colin et al. (1990), Bragard et Maraite (1992),
Duveiller et al. (1993), Milus et al. (1994), Alizadeh et al. (1995), Milus et Mirlohi (1994), El
Attari et al. (1996) ont étudi¢ le pouvoir pathogeéne de 1’espece translucens sur des plants de
céréales et ont décrit plusieurs techniques d’inoculation tout en évaluant le degré de

performance de chacune de ces techniques.
3.8.5.1.Techniques d’inoculation

Duveiller et al. (1997) rapportent que 1’inoculation du sol pathogene n’induit pas la maladie
dans les plantules de bl¢ (Hagborg, 1936). L’inoculation des semences en utilisant les grains
blessés ou en couvrant les grains avec de la créme bactérienne ou des suspensions bactériennes

avec est faisable, mais pénible et insatisfaisante pour le test de pathogénicité (Hagborg, 1936).

Le méme auteur rapporte également que selon Bamberg (1936), I’inoculation des feuilles des
jeunes plantules (4 — 5 feuilles) ou bien dans la base des plantules plus agées par pression de
la suspension bactérienne a 1’aide d’une seringue hypodermique est une méthode d’inoculation
trés efficace. Ceci a été confirmé au CIMMYT ou les plantules sont habituellement incubées
dans une chambre humide pendant 5 jours apres inoculation (Duveiller, 1994b). Dans certains

cas le symptome de water-soaking est observé assez tot 3-4 jours.

Plusieurs techniques d'inoculation relatives aux céréales sont citées; on peut citer : La technique
d'inoculation par injection (Cunfer et scolari, 1982; Schaad et Forster, 1988; Noval, 1989;
Alizadeh et Rahimian, 1995), I'inoculation par pression (Alizadeh et Rahimian, 1989; Hagborg,
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1970; Bragard et al., 1992); I'inoculation par pulvérisation (Noval, 1989), I'inoculation des
feuilles détachées (COLIN et al., 1990 ) et I'inoculation par piqtre et dépdt de créme bactérienne

(Colin et al, 1990; Bragard et Maraite, 1992; Ferauge et Maraite, 1992; Bragard et al., 1995).

Colin et al. (1990) ont procédé¢ a une inoculation des feuilles détachées insérées dans un milieu
semi-solide. Les feuilles sont maintenues ainsi plus longtemps vertes. Les portions de feuilles
sont ensuite infiltrées par une suspension bactérienne de 10 CFU/ml. Des symptomes de
lésions saturés en eau « water-soaking » ainsi que les exsudats se sont manifestés au bout de 4
a 7 jours et les isolats saprophytes ne produisent aucun symptdme. La méthode parait facile,

rapide et standardisée pour le test de pathogénicité.

D’autres méthodes d’inoculation ont fait 1’objet de recherche notamment celle de Cariglia et
al., (2003,2004) et la technique de Welde-Michael et al., (2008) dans le cadre d’une

expérimentation concernant la survie de Xanthomonas vasicola pv. Musacearum dans le sol.
3.8.5.2. Echelles d’évaluation des symptomes.

Milus et Mirlohi (1994) ont utilisé¢ une échelle de notation de 0 a 6 degrés, cette échelle est
basée sur le pourcentage de saturation en eau « water-soaking » pour évaluer la réaction de la

maladie sur les plantules.

Duveiller (1992), a mesuré la longueur des Iésions et a utilisé une échelle allant de 0 a 4 degrés

pour évaluer le niveau de production d’exsudats
3.9. Moyens de controle et de prévention contre I’agentpathogéne

Parmi les pratiques culturales intégrées parmi les méthodes prophylactiques, la rotation avec
des cultures non-hdtes ainsi que 1’enfouissement dans le sol de la paille hébergeant I’inoculum
potentiellement viable dans le champ est recommandé (Boosalis, 1952; Schaad et Forster, 1985
et Stromberg 2002). Selon, Boosalis (1952)., Le nombre de bactéries viables dans la paille est
réduit lorsque la paille est incorporée dans le sol. La lutte chimique avec 1’utilisation de divers
produits dont, molécules organomercurielles, la maladie était en effet, contrdlée avec des
traitements de chloride mercurique jusqu’a ce que ces derniers soient bannis en 1978
(Tillman,1999). Les traitements cupriques, notamment pour la désinfection de la semence ont
¢té rapportés par plusieurs auteurs (Sands et a/., 1981 ; Duveiller, 1989 ; Duveiller en 1994 ;

Schaad et al., 1981 ; Mehta, 1986b). ,

La transmission par la semence a été enregistrée par Jones et al., qui a recommandé¢ 1’utilisation
d’une semence dépourvue du pathogene afin de limiter la strie bactérienne. Le pathogéne peut

a la fois infecter ou infester la semence (Tubajika et al., 1998).
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Les traitements physiques, par air sec et par exposition de la semence pendant 7 jours a des
températures de 72°C ont également €té rapportés (Atanasoff et Jonhson, 1920 Fourest et al.en

1990, Agrios, 2005 et OEPP, 1996).

L’utilisation des cultivars résistants est également intégrée dans la stratégie de controle de ce

pathogéne (Tillman et al., 1996 ; El Attari et Barrault,1997

Des méthodes pour développer des outils de criblage robuste pour évaluer le germoplasme
contre la strie foliaire bactérienne, et d'identifier les sources de résistance a cette maladie.

(Adhikari, et al., 2011).

De nombreuses études effectuées avec les génomes bactériens ont permis de révéler des
séquences conservées chez les Xanthomonas ayant des relations directes avec la pathogénie
chez les bactéries. L’analyse de ces genes pourrait ouvrir des voies pour la mise en place de
stratégies de lutte. En effet I’é¢tude du génome complet de I’espece X. t. pv.cerealis a permis de
montrer la relation des effecteurs de type activateur de transcription (TALE) qui activent par
transcription une famille de génes chez les plantes, avec le développement des symptomes de
la strie bactérienne, sur blé, le role de ces effecteurs étant déja décrit essentiel dans de
nombreuses maladies des plantes causées par Xanthomonas spp.( Oliva et al., 2019 ;Shah et al.,
2019). De plus la mise en évidence les geénes codant les endonucléases (proteines) ou CRISPR
associated (Cas9) qui représente un systéme de I'immunité adaptative découverte chez les

bactéries lui permettant d’acquérir une résistance a un ADN phagique ou plasmidique invasif.

Comme d'autres systémes de défense et des répétitions palindromiques courtes et régulierement
espacées (CRISPR) retrouvées chez Xanthomonas (Kim et al., 2018) pourraient étre une voie
non négligeable dans la recherche de méthodes de lutte contre cette bactérie (Martins et al.,

2019).

La stratégie consisterait a faire muter la région du promoteur de la famille de génes afin que les
protéines TAL des bactéries ne puissent plus se lier au promoteur, de cette fagcon, ne pouvant
se lier a 1'adn promoteur, les protéines TAL des bactéries ne peuvent pas induire I'expression
des genes correspondant chez le végétal. Par conséquent, les protéines TAL ne pourraient plus
provoquer un état de susceptibilité a la maladie chez la plante. La résistance aux especes de
Xanthomonas par la mutation de géne de sensibilité au niveau des plantes a déja été confirmée

(Kim et al, 2018).

Des travaux ont déja été engagés sur le blé, en tant qu’espece polyploide présentant des
difficultés pratiques, concernant cette stratégie d’intervention (Arndell et a/, 2019 ; Borisjuk et

al., 2019)
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II- EXPERIMENTATION :
PARTIE 1 : CARACTERISATION PHENOTYPIQUE DES ISOLATS

La caractérisation de Xanthomonas responsables de la maladie de la strie bactérienne en
Algérie nous a amené a développer une stratégie de recherche a plusieurs volets. Cette
démarche permettant a la fois de rechercher la maladie au champ durant les différents stades
de la culture s’étend également a la recherche des différentes sources d’inoculum pouvant
générer le développement de la maladie dés lors que les conditions environnementales le

permettent.

Notre recherche a donc aussi ciblé la détection des bactéries au niveau des lots de semences.
La semence contaminée est considérée comme la source primaire de 1’inoculum pouvant le
disséminer via les échanges commerciaux sur de longues distances et est connue comme

¢tant un moyen d’introduction des pathogeénes dans les zones indemnes.

La conservation de la bactérie au niveau des résidus de récoltes a été longuement rapportée
par les auteurs, les résidus enfouis dans le sol constituent en effet un réservoir non
négligeable permettant une pérennisation du cycle de la maladie. La recherche de la bactérie
au niveau des résidus de post récoltes, destinés a 1’enfouissement est aussi initiée dans ce

travail.

Le sol et particulierement la rhizosphére constitue I’environnement le plus en contact avec
le plant. Un sol contaminé pourrait transmettre la maladie a la plante d’une fagon
systémique. La recherche des bactéries est également abordée afin de prévoir d’éventuelles

épidémies dues a la conservation du pathogene a ce niveau.
1.1 MATERIEL ET METHODE
1.1.1 Prospections de champs céréaliers

Des prospections ont ét¢ menées, pendant les stades tallage puis épiaison, au niveau des
parcelles de blé dans des parcelles de particuliers dans les régions de Mouzaia, Koléa, El
Afroun a I’ouest et Boumerdes a 1’est algérois, dans des fermes-pilotes (Hamr El Ain et ) de
la wilaya de Tipaza et des stations expérimentales ont également été prospectées dont la
station de I’Ecole National Supérieur d’Agronomie d’El-Harrach (INA), la station de
L’INRA de Baraki, la station de I’'ITGC de Oued Smar. Une collecte d’échantillons malades
a ¢également été effectuée dans quelques parcelles de la wilaya de Tiaret et dans la région d’

El Goléa a Ghardaia.Les symptomes observés sont différents (figure 12).
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Figure 12: Symptomes notés en plein champ a et b: nécroses foliaires, c: nécrose en
stries accompagnée de chlorose d, e, f : Symptomes de « Black chaff » sur épis.

Le matériel végétal (échantillons de feuilles, tiges et épis) a €té récolté au niveau de plusieurs
champs céréaliers a différents stades de la culture, Des champs céréaliers sont prospectés au
hasard et la collecte des échantillons a été effectuée en longeant les parcelles en diagonale,

dans des exploitations privées situées a, I’ouest Algérois.

Pour les stations expérimentales de I’ENSA, de I’'ITGC (Oued Smar), vu, leur proximité du
lieu d’analyse, elles ont été prospectées, plusieurs fois au cours du cycle de culture, et ce,
durant trois campagnes successives; le but étant d’estimer I’ampleur des attaques

bactériennes en fonction des stades de développement.

Certaines parcelles ont été revisitées apres la récolte et des échantillons de résidus ont été
prélevés avec une partie de la rhizosphere avant I’enfouissement et/ou le labour de la
campagne suivante afin de vérifier une éventuelle conservation des bactéries au niveau des

sites de prélevement.

Des prélevements d’échantillons a partirde lots de semences collectés au niveau de la station

de multiplication de Oued Smar ont également été analysés.

Les échantillons malades, les résidus et les lots de semences sont triés au fur et a4 mesure et
mis dans des sacs en papier, protégés par des sacs en plastique. Ces derniers sont ensuite

conservés a 4°C pour une analyse ultérieure.
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1.1.2 Analyse des échantillons malades et des lots de semences
1.1.2.1 Isolement
1.1.2.1.1 Traitements des échantillons atteints

Les 1solements sont effectués sur les parties présentant des symptomes similaires de strie
bactérienne ou de « black chaff », tels que décrits par Smith, (1917 ); et Zillinsky, (1983)

pour la recherche de Xanthomonas translucens.

La méthode d’isolement utilisée dans ce cas est la technique classique de bactériologie qui
consiste a dilacérer dans 2 a 3ml d’eau distillée stérile, un fragment atteint prélevé au niveau
du plant atteint, de laisser diffuser pendant 10 a 15min les cellules bactériennes et
d’ensemencer par la suite les milieux préconisés NA et WBC, en prenant soin de réaliser
deux répétitions pour chacun. Une incubation des boites est réalisée a une température de

30°C pendant 3 a 7 jours pour le milieu WBC.

La lecture et le repiquage des colonies obtenues, sont effectués au fur et a mesure de

I’apparition de colonies caractéristiques du genre.
1.1.2.1.2 Analyse des résidus et des échantillons de la rhizosphere

Le sol et les résidus de récolte sont broyé€s et tamisés, puis traités selon le protocole de

Karavina (2008)

Pour le sol,50 ml de sol sont mélangés avec 200 ml de PBS tween et dans le cas des résidus
de récolte,10 g de résidus (préalablement broyés au maximum possible) sont mélangés avec
50 ml du PBS tween. Les béchers contenant les échantillons de sol et les échantillons de
résidus sont soumis a une agitation de 200 tr/min pendant 20 min, puis laissés a décanter
pendant trois heures.Des dilutions sont effectuées a partir du surnageant et 1 ml est étalé sur
les boites de Pétri contenant les milieux de culture WBC et NA et GYCA a raison de 2
répétitions par dilution. Les colonies présentant les caractéristiques (jaunes pales, brillantes,
rondes, lisses et convexes) décrites par Schaad et Forster (1989) sont repiquées apres

incubation de 3 a 7 jours a une température de 30°C.
1.1.2.1.3. Analyses des lots de semences.
- Macération
Les échantillons de semence prélevés a partir des lots de différentes variétés (Vitron, Hiddab

(HD1220), Simeto, Tassili,Anza, Waha, Ain Abid, Acsad 901, Acsad 885, Med ben Bachir,
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Oued zenati, Hedba3, GTA, Boussalem, Gamgoum r’khem, BTAR2, chen’s, Anza, Arz,
Langlois, Polinicum, Ofanto et Marouane), obtenues de la station expérimentale de I’'ITGC
Oued Smar sont analysés par la technique préconisée par Schaad et Forster (1985) et Schaad
et Forster (1989). Ils recommandent de procéder a un lavage de I’échantillon de semences
(soit 120g ou environ 3000g) dans une solution de 120 ml d’eau froide stérile et saline
(0.85% NaCl) contenant une goutte de tween 20 et Smg de benomyl. Le macérat est agité a
200 trs /min pendant 3 a 5 min a température ambiante. La suspension est laissée décanter

pour une diffusion maximale des bactéries.
- DILUTION ET ENSEMENCEMENT DES MACERAT DE SEMENCES

Dans le but d’une optimisation de la technique d’isolement des bactéries a partir différents
lots de semences, des dilutions (107!, 102, 103, 104, 103, 10, 10”7, 1 -®) sont réalisées afin
d’¢liminer d’éventuelles bactéries antagonistes au Xanthomonas associées a la semence et

de favoriser la croissance de 1’espece recherchée.

A partir de chacune des dilutions et de la solution mere, un volume de 20ul est prélevé et
ensemence sur les quatre milieux (WBC, NA, GYCA) (annexe 1) en réalisant 2 répétitions.
Les boites sont par la suite incubées dans les mémes conditions, a 30°c pendant7 jours. Les

colonies de Xanthomonas apparaissent au bout du 4eme jour d’incubation.
1.1.3. Caractérisation préliminaire des isolats

Une présélection de ces isolats est effectuée préalablement, sur la base de la capacité des
isolats a produire une réaction d’hypersensibilité a un taux de 10°CFU/ml de la bactérie
inoculée aux feuilles de tabac (Nicotiana tabacum) variét¢ Xanthi afin de vérifier son

pouvoir pathogene d’éliminer les bactéries saprophytes.

Les isolats déterminés pathogenes sont vérifi€s pour la détermination de leur Gram se basant
sur le test au KOH a 3% recommandé par Gregersen (1978). Le KOH permet de solubiliser

les parois des bactéries Gram positives.

Leur mode d’utilisation du glucose est également étudié sur milieu Hugh et Leifson afin de

ne retenir que les isolats oxydatifs
1.1.4. Caractérisation physiologique et biochimique des isolats

La caractérisation physiologique des isolats est réalisée en vérifiant,la croissance a 37°C

Bonnet, 1973) ainsi que la croissance a 2% et a 3% de NaCl.
q
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L’identification biochimique de Xanthomonasest recommandée et décrite par plusieurs

auteur(Bradbury, 1986 ; Van den Mooter and Swings, 1990; Schaad et al., 2001).

Les tests essentielspour 1’établissement des profils relatifs aux Xanthomonassont ceux
recommandés par les auteurs(Bradbury, 1986; Van den Mooter and Swings, 1990;Schaad
et al., 2001)dont la recherche de la catalase (Issac, 1948), la lipase du tween 80, la présence
de la lipase qui consiste en I’hydrolyse du tween 80, révélée sur le milieu de sierra (1954),
les cytochromes oxydases capables d'oxyder la forme réduite de dérivésN-méthylés du
paraphénylénediamineen semi-quinone (Kovacs,1956), I’hydrolyse de la caséine ainsi que
la recherche de I'amylase et des enzymes pectinolytiques (Dickey et Kelman, 1988), la
recherche de I’enzyme [B-galactosidase, 1’utilisation du citrate comme seule source de
carbone, la production du sulfure d’hydrogene (H2S) a partir de cystéine, la formation
d’indole a partir du tryptophane, la liquéfaction de la gélatine, 1’utilisation de sucres

(Glucose, mannitol, inositol, rhamnose, saccharose, mélobiose et arabinose).
1.2. RESULTATS

1.2.1. Observations des symptomes aux champs et prélévement des

échantillons

Plusieurs champs céréaliers ont été prospectés durant les stades tallage et épiaison, les
parcelles prospectées sont des champs de particuliers, des fermes pilotes et des stations
expérimentales. Au niveau des fermes-pilotes et des parcelles de particuliers les variétés
Vitron et Waha pour le bl¢ dur et Hiddab pour le bl¢é tendre sont les plus cultivées, cependant
au niveau des stations expérimentales, plusieurs génotypes sont présents notamment des
lignées hybrides non fixées. Lors des prospections, seuls les échantillons montrant des
symptomes similaires a ceux décrits pour la strie bactérienne sont collectés (figurel2), les
symptomes les plus fréquemment rencontrés sont des nécroses foliaires apicales, des striures
nécrosées sur feuilles, des 1ésions saturées en eau dans les conditions humides a température
¢levée notamment apres des périodes pluvieuses, des noircissements au niveau des tiges
(gaines) et au niveau des nceuds lors du stade épiaison et des stries noires au niveau des
glumes se manifestant, généralement sur 1’épis entier. Les symptdmes observés durant la
période d’épiaison sont tres similaires a ceux décrits pour I’espece X. translucens. Ceux-ci
se présentent souvent sous forme de nécroses en stries typiques sur les feuilles similaires a
ceux rapportés pour la maladie de la strie foliaire (BLS). Les symptomes dits de « Blak

chaff » se manifestent par un noircissement des €pis avec des glumes striées en noire. Ce
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symptome de noircissement est surtout observé au niveau des stations expérimentales (de
I’ENSA et de la station d’Oued Smar), les deux symptomes sont par ailleurs observés lors

de la compagne 2016-2017 dans la région d’El Ménéa sous irrigation par pivot.
1.2.2 Symptomatologie et isolements des bactéries

La plupart des symptomes observés sur les feuilles et les épis dans les champs en tant que
zones mélaniques sur les glumes sont similaires a ceux décrits pour le "Bacterial Leaf Streak
" et le "Black Chaff" sur le blé, ce qui montre que les conditions de température élevée,
surtout lorsqu'elles celles-ci sont associées a taux d’humidité élevé. Les symptomes
observés sont en effet décrits et rapportés par plusieurs auteurs (Smith, 1917 ; Johnson et
Hagborg, 1944). Les souches sont principalement obtenues a partir d'échantillons provenant
de champs irrigués et au niveau des parcelles de cultures menées sous pivot (irrigation par
aspersion), particulierement, dans des stations expérimentales dans des parcelles destinées

a I'étude du comportement du génotype.

Les symptomes sont surtout observés au stade tallage et au stade épiaison. Les symptomes
observés sur les feuilles sont ceux décrits dans la littérature (Vauterin et al., 1995), sous
forme de stries longitudinales aboutissant a des nécroses typiques (figure 12.c.), les
symptomes notés sur les €pis se présentent sous forme de stries noiratres sur les glumes
aboutissant & un noircissement généralis¢ des épis rappelant le symptome décrit pour la

maladie du Black Chaff (Duveiller et al., 1997).

Les symptomes sont observés sur feuilles allant de I’apparition des lésions saturées en eau
par temps humide a des nécroses foliaires. Ces types d’altérations sont surtout observés sur
la variété Hiddab (HD1220). Les symptodmes du noircissement des €pis sont observés sur
des lignées non fixées au niveau de la station expérimentale d’Oued Smar et sur la variété
Simeto dans la région de El Ménéa ( El Goléa) au sud de 1’Algérie, les parcelles affectées
sont celles, menées par irrigation sous pivot, le climat de cette région étant un climat tres
favorable au développement de la maladie caractérisé par des écarts de température diurne
et nocturne sensiblement importants. La région est connue par des nuits froides et des

températures diurnes assez €levées.

Par ailleurs, 1’observation des symptomes sur certaines parcelles a permis de constater que
les attaques foliaires se situent au niveau des parties apicales (figure 12. a) et accompagnées
de chloroses des tissus permettant de déduire la dissémination des bactéries a partir de I’apex

de la feuille pouvant traduire une transmission par voie externe et contamination des plants
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via des vecteurs biotiques ou abiotiques, la transmission des maladies causées par les
especes du genre Xanthomonas se fait souvent via les hydathodes véhiculées par les
gouttelettes d’eau. Nous notons que ces ouvertures naturelles sont situées chez les
monocotylédones a I’extrémité du systéme vasculaire au niveau de la partie apicale foliaire
des (Jauneau et al., 2020). D’autres attaques foliaires sont représentées par des stries
foliaires s’allongeant sur toute la surface des limbes (figurel2.c ). La source d’inoculum
pouvant aussi étre systémique et dans ce cas plusieurs origines sont suspectées dont la
semence et le sol, la bactérie peut, en effet, étre conservée longtemps dans le sol et les débris
végétaux (Boosalis, 1952 ;Cunfer, 1988 ;Malavolta Jr. ef al., 2000 ; Gillings et Holmes,
2005 ; Malavolta et al., 2000).

Les isolements a partir des échantillons symptomatiques sur les différents milieux de culture
y compris les milieux standards (LPGA et KB) utilisés pour mettre évidence toute la
microflore ont permis une croissance en culture pure de mettre en évidence la présence en
culture pure des bactéries. Celles-ci présentent des caractéres morphologiques et culturaux

typiques a ceux décrits pour le genre Xanthomonas recherché.

D’autre part, les résultats de I’étape de mise en chambre humide des échantillons de feuilles
présentant des symptomes n’ont montré aucun développement mycélien. Cette étape est
effectuée afin de vérifier une présence éventuelle d’especes fongiques accompagnant les
symptomes. La mise des fragments dans les conditions d’humidité a permis une exsudation

abondante en stries tout le long du limbe.

D’autres parts, les isolements effectués a partir des lots de semences et des résidus ainsi qu’a
partir des échantillons de la rhizosphére, nous ont permis d’obtenir une nouvelle collection

d’isolats tous conformes aux caracteres de I’espece bactérienne recherchée.

Les échantillons étudié€s proviennent de plusieurs sources, pour la recherche des bactéries
ceux-ci sont prélevés a différents niveaux. La multiplication des sources d’isolement est
adoptée dans ce travail afin de vérifier la présence et la capacité a la conservation de ces
bactéries. Cette stratégie est aussi initiée afin de définir les différentes sources d’inoculum

responsables de 1’installation de la maladie.

Les isolements sont, effectués sur les échantillons de plants atteints présentant des
symptomes. L’analyse des résidus de récoltes et de la rhizosphere est réalisée dans le but
vérifier la présence et par voie de conséquence, la conservation du pathogéne a ces niveaux.

L’analyse de lots de semences destinées a la multiplication et/ou aussi au niveau de lots de
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semences destinés a la multiplication et aux études de comportement variétal et sa

transmission éventuelle.

1.2.3 Caractéres morphologiques et culturaux et diversités des profils biochimiques et

physiologiques des isolats

Les isolats retenus pour cette étude sont triés sur la base des caracteéres morphologiques et
culturaux du genre Xanthomonas et de ’espece X. translucens (figure 13 et 14) décrits par
plusieurs auteurs, dont Bradbury (1986) et Schaad et al. (2001). Les caractéres descriptifs
et discriminants sont rapportés par plusieurs auteurs. Les isolats sont Gram négatifs,
présentent, une pigmentation jaune liée a la présence du pigment xanthomonadine favorisant
la protection de bactérie durant la phase épiphyte contre les radiations de la lumiere naturelle
(Rajagopal et al., 1997 ; Poplawsky, et al., 2000 ; Chun, 2002), les colonies des bactéries
sont bombées, convexes, brillantes et muqueuses révélant une production relativement
importante de xanthane (Garcia-Ochoa et al., 2000; Freitas et al, 2011),
hétéropolysaccharide, produit d’une facon extracellulaire, connue sous le nom de gomme

de xanthane ou d’exsudats transmembranaires observes in-vivo sur les feuilles.

Figure 13:Caracteres morphologiques et culturaux des isolats sur milieu NA.
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Figure 14: Caractéres morphologiques et culturaux des isolats (a :sur milieu NA, b
:sur milieu GYCA en boite et ¢ :milieu GYCA en tube en tube).

Les isolats obtenus des différentes origines dont les échantillons symptomatiques, les lots
de semences, les résidus et les échantillons de sol présentent dans leur grande majorité, les
caracteres culturaux de Xanthomonas. Soumis au tests physiologiques et biochimiques
recommandés par Bradbury (1986), Schaad et al., 2001et Van den Mooter et Swings, 1990),
ces isolats (figure 15)reproduisent la réaction d’hypersensibilité sur tabac, révélant leur
pouvoir pathogéne se montrent conformes pour la plupart au profil des caracteres
phénotypiques de I’espece X. translucens. Cependant, nous avons pu noter au niveau des
résultats de certains tests des réponses non conformes a celles du profil de I’espece en
question(tableau 6). Cette variabilit¢ par rapport au profil biochimique de 1’espece,

concernant quelques isolats dénote la présence d’une diversité au niveau de la collection
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d’isolats et révele ainsi des profils différents sollicitant ainsi une caractérisation plus

approfondie.

Les isolats sont pour la plupart négatifs pour le test de nitrate réductase, positifs pour le test
de I’hydrolyse de I’esculine, pour la levane sucrase, pour la production de sulfure
d’hydrogene (H2S), positifs pour la production de ’enzyme catalase. Les réponses aux
caracteres physiologique sont également pour la plupart positifs pour la croissance a 35°C
et également pour les concentrations de chlorure de sodium (Bouillon nutritif a 2%, NaCl).
Les isolats montrent une absence de croissance a une concentration de 5% de NaCl et ne
produisent pas d’enzymes cytochrome-oxydase. Nous notons par ailleurs qu’il existe des
réponses non conformes au profil biochimique de X. translucens pour certains caracteres

révélant une certaine diversité parmi les isolats (tableau6).

Tableau 6: Diversité des caractéres biochimiques

SOU;Z“ NR [BG |Ls [PL [35°C [2%Nacl |swNacl |cL |crr |co |He [GA |aL |te [PP 2™ |HR | Origines
Xtpvau* | - 4 1 - + + o + i - + + _ + + _ T

X1 - + + - + + - + + - + + - + + A + Strie foliaire

X2 - + + - + + - + . - + + - + + - + Strie foliaire

X3 - + + - + + - + - - + + - + + - + Strie foliaire

X4 - + + - + + - + + - + + - + o - + Strie foliaire

X5 - + + - + + - + 5 - + + - + + - + Strie foliaire

X6 - + + - + + - + 5 - + + - + + - + Strie foliaire

X7 - + + - + + - + - - + + - + - - + Strie foliaire

X8 - + + - + + - + - - + + - + + - + « Black chaff »
X9 - + + - + + - + + - + + - + - - + « Black chaff »
X10 - + + - + + - + + - + + - + - + « Black chaff »
X11 - + + - + + - + - - + + - + + - + « Black chaff »
X12 - + + - + + - + - - + + - + + - + Residus /BT
X13 - + + - + + - + 5 - + + - + o - + Residus /BT
X14 - + + - + + - + + + + + - + o - + Residus /BT
X15 - + + - + + - + 1 - + + - + + - + « Black chaff'»
X16 - + + - + + - + + - + + - + + - + Black chaff
X17 - + + - + + - + + - + + - + o - + Black chaff
X18 A + + - + + - + + - + + A + + - + Résidus/BT
X19 - + + - + + - + 5 - + + - + + - + Résidus/BT
X20 - + + - + + - + = - + + - + + - + Résidus/BT
X21 - + + - + + - + o - + + - + + - + Résidus/BT
X22 - + + - + + - + - - - - - - + - + Résidus/BT
X23 - + + - + + - + 5 - + + - + + - + Résidus/BT
X24 - + + - + + - + - - + + - = + - + Rhizosphere/BT
X25 A + + - + + - + - - + + - + + - + Rhizosphere/BT
X26 - + + - + + - + 5 - + + - + + - + Résidus/BT
X27 - + + - + + - + = - + + - + + - + Rhizosphere/BT
X28 - = + - + + - + = - + = - + + - + Rhizosphere/BT
X29 + + + - + + - + = - + + - + + - + Rhizosphere/BT
X30 A + + - + + - + - - + - A + + - + Rhizosphere/BT
X31 - = + - + + - + = - = = + + + + Rhizosphere/BT
X32 - + + - + + - + = + + + - = + - + Résidus/BT
X33 - + + 1 + + - - - 1 - + - + + + Résidus/BT
X34 - + + - + + - + 5 - + + - + + - + Résidus/BT




X35 - + + - + + - + = - = + - + + - + Résidus/BT

X35 - + + - + + - + = - + + + + + - + Rhizosphere/BT
X36 - + + - + + - + = - + + - + + - + Rhizosphere/BT
X37 A + + - + + - + - - + - - + + - + Rhizosphere BD
X38 + + - - + + - + + - + + + + + - + Rhizosphere/BD
X39 + + - - + + - + + + + + - + + - + Rhizosphere/BD
X40 A + - - + + - - + - + + - + + - + Rhizosphére/BD
X41 - + + 3 + + - + - - + + - + + - + Rhizosphere/BD
X42 - + + - + + - + - - + + - = + - + Rhizosphere/BD
X43 - + + 3 + + - + + A + + - + + - + Rhizosphere/BT
X44 - + + - + + - + + - + + - = + - + Rhizosphere/BT
X45 - = + - + + - + = - + + - + + - + Rhizosphere/BT
X46 - + + - + + - + + - + + - = + - + Rhizosphere/BT
X47 - + + - + + - + = - + + - + + - + Rhizosphere/BT
X48 - + - 1F + + - + + - + + - + + - + Symptome BD
X49 - + + - + + - + + - + + 1 + + - + Semences/BD
X50 - + + - + + - + + - + + + + + - + Semences/BD
X51 - - + + - + + - + + + + + o + - + Semences/BD
X52 - + + - + + - + - - = + - - + - + Semences/BD
X53 - + + - + + + + + - = + + = + - + Semences/BD
X54 - + + + + + F + - - + + 3 + + - + Semences/BD
X55 - + + - + + - - + - + + - + + - + Semences/BT
X56 - + + - + + + + - - + + + + + - + Semences/BT
X57 - - + - + + - + + - - + + + + - + Semences/BT
X58 - + + - + + - + 5 5 + + - + + - + Résidus/BT

X59 - + + - + + - + = - + + - + + - + Résidus/BT

X60 - + + - + + - + - - + + - - + - + Rhizosphere/BT
X61 + + + - + + - + = - + + - + + A + Rhizosphere/BT
X62 - + + - + + - + . - + + - + + - + Résidus/BT

X63 - + + - + + - + = - + + - + + - + Rhizosphere/BT
X64 - = + - + + - + = - + = - + + A + Rhizosphere/BT
X65 + + + - + + - + = - + + - + + A + Rhizosphere/BT
X66 A + + - + + - + - - + - A + + - + Rhizosphere/BT
X67 - = + - + + - + = - = = + + + - + Rhizosphere/BT

*Souche de référence (Xanthomonas translucens pv. undulosa souche UPB753 (Bragard ef al., 1995)

NR-Nitrate réductase/ BG-beta galactosidase/LS-Levane sucrase /PL-Pectinolyse/ CIT-citrate/ CO-cytochromes oxydases/ HC-
hydrolyse de la caséine/ GA-gélatinase/ AL-arginine dihydrolase/ LP-lipase/ Am-Amylase /HR- réaction d’hypersensibilité
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PARTIE 2: TYPAGE MOLECULAIRE PAR PCR ET SEQUENCAGE

Cette caractérisation est menée en plusieurs €tapes, en commencant par I’extraction et la
purification de I’ADN des souches, I’amplification d’une séquence spécifique. L amplification
par la méthode PCR classique (Polymerase Chain Reaction) d’une séquence conservée chez
I’espece Xanthomonastranslucens permettrait, selon les auteurs (Maes et al.,, 1996) de
différencier cette espéce avec ses pathovars de toutes les autres especes de Xanthomonas
phytopathogenes. Cette identification pourrait en effet confirmer toute la démarche basée sur
I’observation des symptomes en plein champ et le diagnostic établi au laboratoire avec les outils
classiques visant une caractérisation phénotypique. Toutefois, baser une identification sur une
PCR ciblant un seul geéne peut étre considéré comme risqué, au vu de notre connaissance
actuelle de la diversité des Xanthomonas et de la capacité d’échange entre bactéries. Cette
approche est donc complétée par un séquencage de plusieurs genes relevant de schémas
recommandés par plusieurs (Almeida et al., 2010, Potnis et al., 2019). L’approche adoptée pour
ce travail est basée sur I’amplification et le s€équencage des génes de ménage, I’analyse des
séquences, 1’alignement des séquences avec les celles des souches types disponibles dans les
différentes bases de données dont NCBI et PAMDB, I’enregistrement des séquences dans la
banque de genes (Genebank), la vérification du degré de similitude et la construction des arbres
phylogénétiques relatifs a chaque géne individuellement, puis, la concaténation des séquences
pour la construction de 1’arbre consensus. L’étude phylogénétique menée ici est fondée sur
I’utilisation de différentes approches et logiciels, dont « phylogeny.fr pipeline » et les logiciels
Mega7, Geneious (Vs.11 .4.0) et I’approche bayésienne basée sur les probabilités postérieures
sur M. Bayes, cette étude est réalisée dans le but de compléter et confirmer I’identification et

la caractérisation des souches étudiées.
2.1 MATERIELS ET METHODES
2.1.1 Extraction de ’ADN

L’extraction d’ADN est réalisée sur des cultures jeunes en utilisant le Kit d’extraction
(Wizard® Genomic DNA Purification Kit), L’ADN peut étre également isolé par une simple

lyse par exposition des bactéries a une température de 95°C pendant 7 mn (Maes et al.,1996)
2.1.2 Caractérisation par amplification specifique

L’ amplification par PCR du gene spécifique de I’alanine tRNA « alanine-specific tRNA gene »

localisé au niveau de la région 16S-23S a été décrite par (Maes ef al., 1996).
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L’amplification est réalisée dans un mélange réactionnel l1égeérement modifié par rapport a celui
recommandé par les mémes le volume total de ce mélange étant 25ul contenant, 5 pl de 5 X
tampon de PCR, 2.5ul MgCl (25mM), 0.75 ul ANTP (25mM), 0.5uL de chaque amorce a
10uM Tl1, 5 CCGCCATAGGGCGGAGCACCCCGAT et T2,
5’"GCAGGTGCGACGTTTGCAGAGGGATCTGCAAATC 3’ 2.5 uL DNA de chaque souche
(50ng pL'), 0.2uL Taq polymerase (Promega) et 13.05puL d’eau distillée stérile
I’amplification est réalisée selon le programme: 90°C for 2 min, 29 cycles of 93 °C for 30 s,
50 °C for 30 s, 72°C for 30 s, et une extension de 10min a 72 C. Les produit PCR sont révélés
sur un gel d’¢électrophorese a 2% d’agarose dans du tampon TAE (annexe), coloré avec le
Midori green (Nippon Genetics Europe). La visualisation est réalisée sous lumiere ultra-

violette.
2.1.3. Caractérisation avec le séquencage des génes de ménage

L’amplification des geénes faisant partie du schéma du typage des multilocus (MLST) ciblant
les génes de ménages (rpod, gyrb, atpd et dnak) est réalisée en utilisant les amorces et la
technique recommandées par (Fargier and Manceau, 2007, Mhedbi-Hajriet al.,2013). Le

séquengage étant effectu¢ dans le sens et 1’anti-sens pour tous les génes( tableau 7).
e Fonctions des génes séquencé

Atp D : Code pour la Sous-unité béta de I'ATP synthase ; produit de I'ATP a partir de I'ADP en
présence d'un gradient de protons a travers la membrane. Les sites catalytiques sont

principalement hébergés par les sous-unités béta et appartient a la famille des chaines alpha/béta

de I'ATPase (Gaunt et al., 2001; Christensen et al ., 2004)

DnaK : Code pour la protéine chaperon Dnak; qui agit comme un chaperon. Le role des
protéines chaperon est de prévenir les dommages potentiellement causés par une perte de
fonction protéique due a un mauvais repliement tridimensionnel, La structure des protéines est
sensible a la chaleur, ces protéines chaperones évitent que les structures protéiques
se dénaturent par un stress ou un choc thermique et perdent leurs fonctions biologiques. Le role
des protéines chaperones étant d’aider au repliement des protéines en évitant la formation
d’agrégats entre les domaines hydrophobes encore présents a la surface des chaines
polypeptidiques partiellement repliées (Morange, 2000 ; Stepkowski et a/.,2003; Stepkowski et
al.,2007)

GyrB : ADN gyrase sous-unité B; topoisomérase de type II qui superpose négativement I'ADN

double brin circulaire fermé de maniére dépendante de 'ATP pour moduler la topologie de
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I'ADN et maintenir les chromosomes dans un état de sous-enroulement. La supercoillation
négative favorise la séparation des brins, ainsi que la réplication, la transcription, la

recombinaison et la réparation de I'ADN. (Papillon et al 2014 )

RpoD : ARN polymérase facteur sigma-70 rpod ; les facteurs Sigma sont des facteurs
d'initiation qui favorisent l'attachement de ' ARN polymérase a des sites d'initiation spécifiques
et qui seront par la suite libérés, la sous-unité¢ sigma de I’ARN polymérase bactérienne est
impliquée dans toutes les étapes de l'initiation de la transcription et l'expression des genes.
Notamment les geénes de ménage dans la plupart des bactéries (Miura et a/.,2015). Les sous-
unités sigma sont également capables d’activer les génes de virulence des bactéries pathogenes

et sont impliquées dans la persistance aux traitements antibiotiques (Benabad, 2016)

Tableau 7: Les génes séquencés

Géne Temperature Séquence (5°-3°) Taille du fragment
d’hybridation (°C) (bp)
AtpD 60 F: GGGCAAGATCGTTCAGAT 868
R: GCTCTTGGTCGAGGTGAT
DnaK 60 F: GGTATTGACCTCGGCACCAC 1034
R: ACCTTCGGCATACGGGTCT
GyrB 60 F: TGCGCGGCAAGATCCTCAAC 1051
R: GCGTTGTCCTCGATGAAGTC
RpoD 60 F: ATGGCCAACGAACGTCCTGC 1313

R: AACTTGTAACCGCGACGGTATTCG

La réaction de I’amplification est réalisée dans un volume de 50ul contenant 1 X Gotaq®buffer,
200 pum dntp,0.5um de chaque amorce 0.4 U of Gotag®DNA polymerase (Promega), and 3 ng
d’ADN de chaque échantillon avec un programme initi¢ par une dénaturation a 94°C pendant
2 min et 30 cycles de dénaturation pendant 1 min at 94 °C, une hybridation for 1.5 min a 60 C,
et une extension pendant 1.5 min a 72 C, et une extension finale pendant 10 min a 72 C. Un
volume de 8 ul du produit PCR est analysé par électrophorese sur gel d’agarose de 1.5% dans
un tampon TAE, coloré avec du Midori green et visualisé sous UV. Apres purification avec un
kit de purification d’ ADN (Wizard®PCR clean-up kit Promega), les amplifiats sont séquencés
avec les amorces forward et reverse en utilisant le kit Bigdye Terminator v3.1cycle sequencing
kit (Applied Biosystems, UK). Les séquences forward et reverse sont alignée et manuellement
analysées et corrigée puis enregistrée et déposées dans la banque de données Genbank (tableau

8
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Tableau 8: Description des isolats

Isolats  Geéne partiel  Code Echantillon Symptéme Hote Cultivar/variété Origine
X1 gvrB MF142045 Feuille Strie foliaire BI¢ Simeto El Golea
rpoD MF142046
X2 gvrB MF142047 Feuille Strie foliaire BI¢ Simeto El Golea
X3 gvrB MF142048 Feuille Strie foliaire BI¢ Simeto El Golea
X4 gvrB MF142049 Feuille Strie foliaire BI¢ Simeto El Golea
Xs5. ayrB MF142050 Résidus de Asymptomatique Blé Hiddab(HD1220) Station  expérimentale
récolte /Algers
X7 ayrB MH383250 Résidus de Asymptomatique Blé Hiddab(HD1220) Station  expérimentale
rpoD MH383251 récolte /Algers
AtpD MH383252
dnak MH383253
X8 gvrB MF142051 Epis Black chaff Blé Simeto El Golea
rpoD MF142052
X12 ayrB MF142053 Résidus de Asymptomatique Blé Hiddab(HD1220) Station  expérimentale
rpoD MF142054 récolte /Algers
X13 ayrB MF142055 Résidus de Asymptomatique Blé Hiddab(HD1220) Station  expérimentale
rpoD MF142056 récolte /Algers
X14 ayrB MH383254 Résidus de Asymptomatique Blé Hiddab(HD1220) Station  expérimentale
RpoD MH383255 récolte /Algers
Atpd MH383256
X16 gvrB MF142057 Epis Black chaff BI¢ Lignée Station  expérimentale
/Algers
X17 gvrB MF142058 Epis Black chaff BI¢ Lignée Station  expérimentale
/Algers
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EXPERIMENTATION :

2.1.4. Analyse phylogénétique
2.1.4.1. Analyse des séquences des génes MLSA

Les séquengages aprés amplification sont réalisés dans le sens et I’anti sens pour les genes de
ménage (tableau 7)rpoD (codant pour I’ARN polymérase facteur sigma-70)et gyrB (codant
pour la sous-unité¢ B de I'ADN gyrase) des souches en utilisant les amorces recommandées par
(Fargier and Manceau, 2007, Mhedbi-Hajri et al.,2013). Selon Mhedbi-Hajri ef al.,(2013), le
poids des genes étant de 1313 et 1051 respectivement pour les génes rpoD et gyrB.

Des séquengages supplémentaires de deux autres génes atpD et dnaK faisant également partie
du schéma MLSA (Fargier and Manceau, 2007, Mhedbi-Hajri ef al.,2013) sont réalisés dans le

but de confirmer des résultats révélés par la premicre analyse des séquences.

Les séquences obtenues sont traitées a 1'aide du logiciel CodonCode Aligner' (vs 4.1) et ajustées

selon la séquence consensus apres avoir traduit les nucléotides en séquences d'acides aminés.

Les séquences des nucléotides sont alignées séparément en utilisant I'alignement des acides
aminés comme mod¢le. Les régions d'alignements présentes dans les parties non chevauchantes
ont été¢ ¢liminées manuellement, La détermination des cadres de lecture ouverts ou phase
ouverte de lecture dit ORF en anglais « Open Reading Frame » des séquences brutes données
par les chromatogrammes est effectuée en les soumettant en ligne sur le site ORFfinder
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)., Cette étape permet de déterminer la partie de la
séquence susceptible d'étre traduite en protéine ou en peptide, comprenant le codon start et un

codon stop.
2.1.4.2. Alignement et construction des arbres phylogénétiques

Cette analyse est effectuée dans le but de positionner les souches et de déterminer leur
phylogénie respective et les relier ainsi, a leurs taxons respectifs parmi les especes de
Xanthomonas. Pour cela, une collection de séquences est €tablie (tableau9) en ayant recours a
plusieurs sources. Des séquences partielles des genes ciblés dans cette étude, sont en effet,
récupérées a partir des banques de genes, GenBank et PAMDB (https://www.ncbi.nlm.nih. gov,
http://www.pamdb.org) (Almeida et al., 2010; Sayers et al., 2019). Pour des souches et des
pathovars récemment décrits, et dont les multi-loci ne sont pas représentés dans PAMDB telles
que Xanthomonas pseudalbilineans,X. maliensis, X. floridensis, X. nasturtii, and X. prunicola,
les séquences correspondant aux genes respectifs sont récupérées directement a partir des
séquences génomiques (Pieretti et al., 2015 ; Triplett et al., 2015; Hersemann et al., 2016b;
Vicente et al., 2017; Lopez et al., 2018).
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EXPERIMENTATION :

Le travail étant réalisé en plusieurs étapes d’analyse.

La premicre analyse: Cette étape est consacrée a 1’é¢tude de la phylogénie d’une dizaine de
souches présentant une similarité exprimée par le blast des séquences de génes rpoD et gyrB

sur le site ncbi ( https://blast.ncbi.nlm.nih.gov), pour cette série de souches, alignement multiple

est effectu¢ en ligne en utilisant 1’algorithme MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/muscle/) (Edgar, 2004). Les arbres correspondant a chaque geéne sont générés en utilisant
« phylogeny.fr pipeline » en utilisant tous les parametres par défaut, (http://www.phylogeny.fr)
(Dereeper et al., 2008). Les fichiers au format Newick sont générés et la construction et la
visualisation des arbres sont réalisées en ligne utilisant le site « iTOL »(https://itol.embl. de)

(Letunic and Bork, 2011)

La deuxiéme analyse : Cette deuxiéme €tape, consiste en une analyse phylogénétique générale
de I’ensemble des séquences est réalisée afin de déterminer la phylogénie des souches et leurs
positionnements par rapport aux différentes especes de Xanthomonas décrites dont les
séquences des genes étudiés sont disponibles. Cette analyse est effectuée en commengant par la
détermination du meilleur modele de substitution et d'ajustement des nucléotides, pour la
construction d'arbres ML, cette étape est effectuée sur les logiciels d’analyse Mega7 (Kumar et
al., 2008). Pour cette étape l'analyse phylogénétique est effectuée avec deux stratégies, la
premicre étant basée sur 1’approche du bootstrap non paramétrique, la seconde basée sur les
procédures bayésiennes en termes de probabilités postérieures. L’alignement et la construction
des arbres phylogénétiques sont réalisés en utilisant les trois logiciels Mega7, Geneious (Vs.11
4.0) et M. Bayes basés sur les probabilités postérieures. L’utilisation des différents logiciels
dans cette analyse permet de vérifier de comparer les différentes approches données par chaque
programme afin d’assoir les résultats de la phylogénie de nos souches et de les positionner d’une
facon concrete parmi toutes les especes de Xanthomonadaceae espéces de Xanthomonas. Cette

analyse est réalisée ¢également pour les séquences des genes gyrB et rpoD.

La troisieme analyse : Cette étape est effectuée en utilisant I’approche de la concaténation des
genes. Cette approche est réalisée dans le but de vérifier la topologie de 1’arbre consensus
généré par la concaténation des deux genes pour confirmer la phylogénie de toutes les souches

séquencées. Cette analyse est effectuée sur Le logiciel Mega7 (Kumar et al., 2008).
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La quatrieme analyse : Cette étape concerne I’analyse des séquences des genes atpD et dnakK
ayant fait ’objet d’un séquengage supplémentaire, cette étape est réalisée afin de vérifier le
positionnement des souches qui en se référant au blast présentent un profil différant. Les arbres
relatifs a chacun des génes réalisés Cette analyse des séquences des deux geénes atpD et
dnaKfaisant également partie du schéma MLSA est réalisée dans le but de confirmer des

résultats révélés par la premiére analyse des s€quences.

Nous notons que les arbres bayésiens de consensus obtenus pour les génes individuels et la

concaténation ont été visualisés avec le logiciel FigTree v1.4.3 (Rambaut, 2012).
2.2. RESULTATS
2.2.1. Attribution des isolats a ’espece X. translucens

La caractérisation des isolats se basant sur le protocole développé pour la détection de
Xanthomonastranslucens par Maes et al. (1996), a permis I’amplification en utilisant les
amorces T1 et T2 du fragment spécifique de 139-bp (figurel5). Cette analyse spécifique nous
a permis de faire un tri supplémentaire au niveau des souches, la technique permet selon Maes
etal., (1996) de pallier les confusions des bactéries appartenant a cette espece avec des bactéries
ayant des caractéres morphologiquement, similaires. La technique permet selon Maes et al.,
(1996) d’identifier les souches appartenant au groupe translucens avec tous les pathovars
intervenant sur les céréales, sur les graminées et aussi sur quelques dicotylédones (Roman-
Reyna, et al., 2020, Facelli et al. 2009) ; cette technique permet d’éviter la confusion des
pathovars de cette espece avec des bactéries ayant des caractéres phénotypiques similaires.
Cette caractérisation spécifique, se basant sur le protocole développé pour la détection de
Xanthomonastranslucens, nous a permis d’une part de soutenir une fois de plus, I’hypothese de
I’attribution des souches étudiées a I’espéce X. translucens et d’autre part d’écarter toutes les
bactéries possédant des caractéres morphologiques, culturaux, biochimiques et physiologiques
similaires a I’espéce X. translucens mais n’ayant pas répondu a I’amplification de la bande

spécifique.
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Figure 15: Amplification de la bande spécifique 139 pb caractéristique de X. translucens
amplifiée avec les amorces T1 et 72.

2.2.2 Reclassification des isolats sur la base des alignements et des analyses

phylogénétiques.

L’espéece X. translucens selon plusieurs auteurs (Giblot-Ducray et al., 2009 ; Langlois, 2016 ;
Sapkota et al., 2020) est une espece qui regroupe plusieurs pathovars (undulosa, translucens,
cerealis, hordei, etsecalis; graminis group pathovars: arrhenatheri, graminis, poae, phlei et
pistaciae). Dans le but de confirmer la caractérisation établie selon les critéres phénotypique et
de relier les souches isolées a cette espece du point de vue génétique /génomique. La
caractérisation moléculaire menée, dans le but de confirmer la caractérisation phénotypique est
aussi établie pour relier les souches isolées a I’espece X. tramslucens du point de vue
génétique/génomique. L’ Amplification et le séquencage des génes (tableau 7) rpoD (codant
pour I’ARN polymeérase facteur sigma-70), gyrB (codant pour la sous-unité¢ B de 'ADN gyrase)
des souches tel que recommandé par (Fargier and Manceau, 2007, Mhedbi-Hajri ef al.,2013),
nous a permis de mettre en évidence une diversité au niveau des isolats montrant ainsi la

présence de souches appartenant aux deux clades I et II.

Le séquencage réalisé dans le sens et I’anti-sens pour chaque souche a permis d'obtenir plusieurs
séquences pour les génes rpoD et gyrB. Le blast de la plupart des souches a permis de montrer
une cohérence avec les résultats obtenus avec des amorces spécifiques, les séquences alignées
avec celles des données indiquent que les souches sont proches de l'espece Xanthomonas
translucens particuliérement des pathovars graminis, undulosa et translucens avec des

similarités moyennes de 98% a 100%. Les séquences ont été enregistrées dans la base de
74



EXPERIMENTATION :

données de la banque de genes avec des numéros d'acces disponibles attribués et le

« protein_id » (Tableau 9).

La premicre analyse phylogénétique avec 1’algorithme(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/)
(Edgar, 2004). Concernant la collection des dix souches nous a permis de les attribuer au clade

I des Xanthomonadaceae. Les arbres ( figure 17 a et b) sont générés en utilisant les parameétres

par défaut sur phylogeny.fr pipeline, (http://www.phylogeny.fr) (Dereeper et al., 2008). Ce
clade regroupe les especes Xanthomonas hyacinthi, Xanthomonas theicola et Xanthomonas
translucensavec tous ses pathovars. Cependant la topologie des arbres générés pour les
séquences des deux geénes de nos souches montre avec précision (figurel7) que les souches ne
sont pas directement reliées aux pathovars de I’espece X. translucens et forment un groupe a
part suggérant leur appartenance a une nouvelle espéce avec la souche NCPPB 2654 isolée a

partir de Phaseolus vulgaris au Royaume Uni en 1974,

Tableau 9: Les séquences d’ADN utilisées dans I’étude phylogénétique

Espéce Souche Status® PAMDB® | gyrB® rpoD*
Xanthomonas sp. (Algeria) X1 MF142045 MF142046
X. albilineans ICMP 196 Type 673 13 12

X. albilineans ICMP 8679 736 61

X. arboricola pv. arboricola ICMP 35 Pathotype 661 4

X. axonopodis pv. axonopodis ICMP 50 Type 662 5

X. bromi ICMP 12545 760 79

X. campestris pv. campestris ICMP 13 Type 658 1

X. cassavae ICMP 204 Pathotype 675 14

X. citri pv. citri LMG 9322 Type JPYD00000000

X. codiaei ICMP 9512 744 68

X. cucurbitae ICMP 2299 Pathotype 695 35

X. cynarae ICMP 16775 Type 769 82

X. euvesicatoria pv. ICMP 109 Type 665 8

euvesicatoria

X floridensis WHRI 8848 Type LXNG00000000

X fragariae ICMP 5715 Type 706 28

X. hortorum pv. taraxaci ICMP 579 Pathotype 684 27

X hyacinthi ICMP 188 669

X hyacinthi ICMP 189 Pathotype 670 10 10

X. maliensis 97M Type AQPR00000000

X. melonis ICMP 8683 739 65

X. nasturtii WHRI 8853 Type LYMI00000000

X. oryzae pv. oryzae ICMP 3125 Pathotype 699 39

X. phaseoli LMG 29033 Type KT585789

X pisi LMG 847 194 25

X. populi ICMP 5816 Type 720 53

X. prunicola CFBP 8353 Type PHKV00000000

“X. pseudalbilineans” GPE39 JZHZ00000000 JZHZ00000000
“X. pseudalbilineans” MUS060 JZIM00000000 JZIM00000000
X. sacchari ICMP 16916 771 83 79

X. sacchari ICMP 16918 773 81

X theicola ICMP 6774 Pathotype 726 56 57

X. translucens pv. arrhenateri LMG 727 Pathotype CX0I100000000
X. translucens pv. cerealis ICMP 1409 Pathotype 689 31
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X. translucens pv. graminis ICMP 5733 Pathotype 710 45

X. translucens pv. phlei LMG 730 Pathotype CX0J00000000
X. translucens pv. poae LMG 728 Pathotype CX0OK00000000
X. translucens pv. secalis ICMP 5749 Pathotype 713 48

X. translucens pv. translucens ICMP 5752 Type 714 50 49

X. translucens pv. undulosa ICMP 5755 Pathotype 715 50

X vasicola ICMP 3103 Pathotype 698 38

X. vesicatoria ICMP 63 Type 664 7

X. campestris pv. cannabis NCPPB 2877 Slc 1 EU285190

X. campestris pv. eucalypti NCPPB 2337 Slc 2 EU285181

Xanthomonas sp. NCPPB 1067 Sic 3 EU285064

X. campestris pv. badrii NCPPB 571 Sic 4 EU285199

Xanthomonas sp. NCPPB 2654 Slc 5 EU285081

X. campestris pv. phormiicola NCPPB 2983 Slc 6 EU285211

Xanthomonas sp. NCPPB 2250 Slc 7 EU285078

2 Status de pathotype, type ou espéce.
°Le code indiqué sur le site PAMDB.

“‘Accession number”est indiqué sur NCBI GenBank et PAMDB

L’analyse de I’ensemble des souches réalisée pour les génes rpoD et gyrB, en utilisant le
logiciel, « phylogeny.fr pipeline» (figurel6,17) et le logiciel Mega 7, avec le modéle
(GTR+G+]) (Annexe2), comme étant le meilleur modele de substitution et d'ajustement des
nucléotides parmi 24 autres modeles de substitution pour la construction d'arbres ML (figure
18 ) cette analyse €tant basée sur I’approche du bootstrap non paramétrique avec un bootstrap
de 1000 réplications. L’analyse complétée a titre comparatif avec 1’étude basée sur les
probabilités postérieures en utilisant la méthode bayésienne sur le programme M. Bayes dont
I’arbre consensus visualisé et tracé sur Geneious (Vs.11 .4.0). (figure 19), toutes ces analyses
nous ont permis d’obtenir des topologies pour les arbres générés pour les deux genes, toutes
similaires. Nous notons que, 1’analyse menée sur la totalité des souches a rassemblé les souches
Algériennes en deux groupes monophylétiques différents sur deux clades différents le Clade I
et le Clade II(Young et al., 2008 ; Gardiner et al., 2014 ; Pesce et al., 2018; Sapkota et al.,
2020).

Le premier groupe appartenant au clade (I), celui-ci regroupe la plupart des souches séquencées
et les relie au groupe tramnslucens, tout en les reliant fortement aux espéces phormiicola,
hyacinthi et theicola. Le second groupe appartenant au Clade (II) a rassemblé deux souches X7
et X14 et les relie fortement au groupe campestris, en particulier au pathovar raphani. Les deux
pathovars étant responsables de taches foliaires, de la nervation noire et de la pourriture noire
des Brassicaceae. Les résultats des deux premiers genes (gyrB et rpoD) sont confirmés par
I’analyse et la phylogénie basée sur les deux génes supplémentaires (atpD et DnaK) les reliant

au taxon X. campestris (figure 20 et 21) respectivement.

Les valeurs des bootstrap viennent confirmer la robustesse de 1’analyse, une valeur de 99

bootstrap est donnée sur le modele ML et de 100% pour 1'analyse bayésienne (Figure 19). De
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plus, les distances obtenues pour les séquences du gene gyrB et les distances génes concaténés
respectivement (tableauSa et 5b, annexe) obtenues sur le logiciel Geneious ont clairement

illustré les similitudes.

Les topologies, indépendamment des stratégies phylogénétiques (ML ou bayésiennes)
employées des différents arbres convergent et séparent les souches en deux groupes et les relient

aux deux clades I et II.

La quatrieme analyse basée sur la concaténation des séquences des génes (gyrB-rpoD) réalisée
simultanément avec les deux approches aboutit a des constructions phylogénétiques (figures 19

¢ ) similaires a toutes celles obtenues par les autres analyses.

Les valeurs des bootstrap viennent confirmer la robustesse de 1’analyse, une valeur de 99
bootstrap est donnée sur le modele ML et de 100% pour I'analyse bayésienne. De plus, les
distances obtenues pour la séquence du gene gyrB et les distances genes concaténés
respectivement (annexe tableauSa et Sb ) obtenues sur le logiciel Geneious ont clairement

illustré les similitudes.

D’autre part, cette étude comparative nous a permis d’éliminer tous les isolats retenus au départ
sur la base des caractéres phénotypiques et dont les s€équences nucléotidiques présentent un taux
de similarité élevé avec d’autres genres dont le genre Stenotrophomonas avec un taux de
similarité proche de 96%, (tableau : similarités des séquences nucléotidiques des génes). Nous
notons que dans ces cas précis, les bactéries proches de ce genre sont isolées pour la plupart a
partir de la rhizosphere et des résidus de récolte. Les bactéries du genre Stenotrophomonas sont
trés similaires aux bactéries du genre Xanthomonas, du point de vue phénotypique.Le genre en
question n’a été séparé¢ du genre Xanthomonas qu’en 1993 (Palleroni et Bradbury, 1993). Le
séquencage des genes de ménages nous a dans un autre volet permis de séparer dur la base de
I’¢tude phylogénétique les deux groupes de souches appartenant au genre Xanthomonas et de
confirmer la nécessité de la caractérisation moléculaire pour I’identification des agents
pathogenes, Cette ¢tude confirme que 1’observation des symptomes et le diagnostic classique

ne sont pas suffisants pour une détermination précise des agents pathogenes.
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Figure 16: Arbres phylogénétique des genes a) GyrB et b) rpoD construits par
I’algorithme (http://www.phylogeny.fr) (Dereeper et al., 2008).

78



EXPERIMENTATION :

X.arboricola_arboricola_ICMP35
X.pisi_LMG847
X.vesicatoria_ICMP63
X.c.eucalypti NCPPB2337
X.oryzae_oryzae_ICMP3125
X.vasicola_ICMP3103
X.bromi_ICMP12545
X.c.phaseoli_LMG29033
X.euvesicatoria_ICMP109
X.citri.citri_KJ491544.1
X.melonis ICMP8683
X.axonopodis_axonopodis_ICMP50
X.nasturtii. WHRI
NCPPB2877_Xanthomonas_Slc
X.fragariae_ICMP5715
— I:X.cynarae_ICMP16775
X.hortorum_taraxaci_ICMP579
X.populi_ICMP5816
X.campestris_campestris_ICMP13
MH383250.1_XanthomonasX7-Wh
MH383254.1 XanthomonasX14-Wh
X.cucurbitae_ICMP2299
X.cassavae_ICMP204
X.floridensis_ WHRI
X.codiaei_ICMP9512
X.c.badrii NCPPB571
{ NCPPB1067_Xanthomonas
_l X.hyacinthi.ICMP189
X.hyacinthi.ICMP188
X.t.udulosa_ICMP5755
—~ X.t.secalis_ICMP5749
X.t.translucens_ICMP5752
X.t.cerealis ICMP1409
— X.translucens_graminis_ICMP5733
X.c.phormiicola_ NCPPB2983
_] | | MF142045 Xanthomonas X1
NCPPB2654_Xanthomonas
T X.theicola_ICMP6774
X.sacchari_ICMP16916
NCPPB2250_Xanthomonas
X.pseudalbilineans_GPE
X.albilineans
X.prunicola_CFBP
X.maliensis_ M97

0.2

Figure 17: Arbre phylogénétique du gene gyrB des isolats liés aux clade 1 et 2 construit
par Palgorithme (http://www.phylogeny.fr) (Dereeper et al., 2008).
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Figure 18: Arbre phylogénétique du gene gyrB des isolats liés aux clade 1 et 2 construit
avec sur MEGA 7, avec “fit-substitution model” (GTR+G+I).
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Figure 19: Analyse phylogénétique des séquences des génes généré avec Mr Bayse,
I’Arbre consensus, tracé sur genious a) géne gyrB, b)géne rpoD,c) concaténation des
génes rpoD et gyrB.
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Figure 20: Analyse phylogénétique des séquences du géne afpD des genes sur
MEGA7,avec “fit-substitution model” (GTR+G+I).
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Figure 21: Analyse phylogénétique des séquences du gene Dnak sur MEGAT7,avec “fit-
substitution model” (GTR+G+I)
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PARTIE 3 : ETUDE DU POUVOIR PATHOGENE DES SOUCHES

La vérification du pouvoir pathogene des isolats est effectuée en plusieurs étapes, sur plusieurs

especes dont des génotypes de blé, d’orge d’avoine et de Brassicaceae.

Dans cette étude, plusieurs méthodes d’inoculation (immersion, aspersion, infiltration, piqure)
sont adoptées afin de vérifier I’expression des symptomes de la maladie et de pallier les limites
de chacune des techniques. L’adoption de la diversification des techniques est réalisée dans le

but de reproduire d’une fagon optimale les conditions de 1’infection naturelle.

L’inoculation est réalisée sur des génotypes de blé tendre, de blé dur et d’orge multipliés en
Algérie, incluant les variétés a partir desquelles les souches ont été isolées (hdte homologue).
Cette ¢tude est effectuée d’une part, pour compléter le schéma des postulats de Koch et d’autre
part pour évaluer le pouvoir pathogéne et le degré d’agressivité des souches par rapport aux
différents génotypes de céréales ¢étudiés. L’objectif étant une fois de plus, la confirmation de

I’identité des souches déja caractérisées d’un point de vue phénotypique et génétique.
Cette ¢tude est réalisée en plusieurs phases :

Une ¢étude globale du pouvoir pathogene est réalisée sur I’ensemble des souches. Cette étude
vise a déterminer d’une part le pouvoir pathogene des souches, de reproduire les symptomes
observés sur le terrain pour les souches isolées a partir des €chantillons atteints et d’éliminer
toutes les bactéries n’ayant pas généré de symptomes sur les plants inoculés. Cette étude est
réalisée en utilisant les quatre techniques d’inoculation par piqure, par aspersion, par immersion

et par infiltration.

Une autre étape de ce travail est menée sur une collection de 30 souches caractérisées pour
lesquelles 1’étude du pouvoir pathogene est réalisée. Cette fois 1’étude est réalisée sur trois
especes de céréales (orge, avoine et bl¢) afin de vérifier la compatibilité hote-pathogene, 1’étude
constitue une approche qui vise a déceler une variabilité¢ dans les réponses des souches par
rapport aux especes de céréales étudiées conduisant a la détermination du pathovar, la
classification notion du pathovar étant étroitement liée a la gamme d’hotes de cette bactérie

(Boosalis, 1952; Bradbury, 1986, Bragard et al., 1995)

La gamme utilisée est composée de bl¢, d’orge et d’avoine. Cette étude est réalisée au niveau
de I'unité de phytopathologie de I’institut « Applied Microbiology-Phytopathology, Earth and

Life Institute », UC Louvain, Louvain-la-Neuve, en Belgique.
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Une étude supplémentaire est entreprise dans le but de vérifier les données atypiques auxquelles
ont aboutis les résultats du séquengage pour un certain nombre de souches. Cette étape consiste
a introduire dans la gamme des espéces de céréales étudiées des especes de Brassicaceae (chou,
chou-fleur, navet et radis) afin de vérifier les résultats obtenus par la caractérisation moléculaire

de celles-ci.

Les inoculations sont toutes réalisées sous des conditions controlées de température et

d’humidité optimales pour le genre Xanthomonas.
3.1. MATERIELS ET METHODES
3.1.1. Préparation du matérielvégétal
3.1.1.1. Plants de blépour la premiére étude

Plusieurs génotypes de blé sont utilisés pour la vérification du pouvoir pathogene des souches
d’une part et pour déterminer le comportement de ces variétés vis-a-vis de celles-ci. Les variétés
utilisées sont (Vitron, Hiddab (HD1220), Simeto, Tassili,Anza, Waha, Ain Abid, Acsad 901,
Acsad 885, Med ben Bachir, Oued zenati, Hedba3, GTA, Boussalem, Gamgoum r’khem,
BTAR2, chen’s, Anza, Arz, Langlois, Polinicum, Ofanto et Marouane. Certains de ces
génotypes (08) parmi ceux utilisés dans cette étude sont caractérisés des points de vue
agromorphologiques, biochimiques et physiologiques, dans une ¢étude d’amélioration
génétique, visant a identifier des géniteurs performants (Kirouani et a/., 2019).

Le semis est réalisé a raison de neuf grains par pot. Un test de germination (annexe) est
préalablement établi pour chacun des lots de semence.

Le substrat utilisé pour le semis est composé d’un mélange de 2/3 terre et del/3 terreaux stériles

Les plants sont €levés a une température ambiante pendant 21 jours jusqu’au stade 3 feuilles.
3.1.1.2. Plant de blé orge et avoine pour la deuxiemeétude

L’¢tude est réalisée au niveau de ['unit¢ de phytopathologie de I'institut « Applied
Microbiology-Phytopathology, Earth and Life Institute », UC Louvain, Louvain-la-Neuve, en
Belgique. Les espéces inoculées dans cette étude sont le blé tendre représenté par la variété
Toison d’or, I’avoine représentée par une lignée obtenue a la ferme de ’'UCL et 1’orge par la
variété Corona). Le semis est réalis¢ a raison de neuf grains par pot a raison d’un pot par souche
soit trente pots par espece. L’¢levage des plants est réalisé a température ambiante jusqu’au

stade 3 feuilles d’inoculation recommandé pour I’inoculation.
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3.1.1.3. Plant de Brassicaceae

Le semis est réalis¢ dans des pots de 9 cm de diametre pour I’inoculation des jeunes plantules
ou 9 graines sont semées par pot. Des pots de 19 cm de diametre réservés le repiquage de plants
pour les inoculations des plants adultes, seule I’espece Brassica oleracea (chou) est utilisée

inoculée au stade adulte a raison d’un plant adulte (mois) par pot est destiné a I’inoculation.

Les variétés de chou (Brassica oleracea) utilisées sont, la variété Chou de Milan de Pontoise 2,
La variété Chou Milan gros de vertus, la variété Lucien Clause chou rouge téte noire 3 et la
variété boule de neige de chou-fleur (Brassica oleracea var. botrytis). Des variétés inconnues

de navet (Brassica rapa syn. Brassica napus) et de radis (Raphanus sativus).
3.1.2. Préparation de I’inoculum.

Pour les inoculations par aspersion, par trempage (immersion) et infiltration, I’inoculum utilisé
est a 107cfu/ml, la préparation des suspensions bactériennes est réalisée a partir de cultures
bactériennes pures de 24h ensemencées sur gélose nutritive (NA). La concentration de la
suspension ¢étant fixée par la méthode de dénombrement cellulaire pour une confirmation de la

viabilité de I’inoculum.

Pour la méthode d’inoculation par piqure, la créme bactérienne utilisée est obtenue par

ensemencement et purification sur gélose nutritive (NA) cultivée pendant 24 a 48h a 30°C.

L’inoculation des Brassicaceae est réalisée avec six (06) souches dont la caractérisation

moléculaire a abouti a des séquences proches de celles de 1’espece X. campestris(tableau 7).
3.1.3. Méthodes d’inoculation

Cette étude consiste en I’inoculation de toutes les souches adoptant les quatre méthodes
d’inoculation afin de vérifier 1’évolution des symptomes. Les quatre méthodes sont
recommandées par plusieurs auteurs. Les techniques présentent chacune des avantages et
limites, leur combinaison consiste a optimiser la fiabilit¢ et la cohérence des résultats,
I’inoculation par aspersion est recommandée par Noval (1989), cette technique consiste a
asperger les plants avec la suspension bactérienne, en prenant la précaution de couvrir
préalablement les plants avec des sacs en plastique permettant d’empécher la dispersion de
I’inoculum et I’optimisation des conditions d’humidité optimales. Pour les plants témoins, des
plantules sont inoculées avec de ’eau distillée stérile et sont maintenues dans les mémes
conditions. L’inoculation par piqure est recommandée par Colin et al., (1990), Bragard et

Maraite, (1992), Ferauge et Maraite,(1992) et Bragard et al., (1995), Cette technique consiste a
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faire trois piqures espacées au niveau de la gaine des plantules de blé a I’aide d’une aiguille
stérile chargée de créme bactérienne. L’inoculation par immersion décrite par Darsonval A et
al., (2009), Cette technique consiste a tremper les jeunes plantules et les plantes adultes dans
une suspension bactérienne pendant 20 a 30s. Pour les plants témoins, des plantules ont sont

trempées dans de 1’eau distillée stérile et sont maintenues dans les mémes conditions.

L’inoculation par infiltration La technique d’inoculation par infiltration (Bragard et Maraite
1992). Cette technique consiste a infiltrer la suspension a la face supérieure de la feuille a I’aide
d’une seringue démunie de 1’aiguille, en prenant soin de faire une blessure par une légére piqure
a l’aide de l’aiguille. L’inoculum est infiltré de fagon a avoir une zone saturée en eau d’environ
Icm. Pour les plants témoins, des plantules ont sont infiltrées avec de I’eau distillée et sont

maintenues dans les mémes conditions.

Concernant 1’inoculation des Brassicaceae, seule la méthode d’immersion est utilisée au stade
3 feuilles pour les jeunes plantules, I’inoculation des plants adultes est réalisée sur des plants
agés de 3mois.

Les conditions adoptées pour I’ensemble des protocoles sont des conditions optimales
favorisant I’expression de la maladie soit 28°C de température et 95% d'humidité relative avec
une photopériode de 16h/8h (jour/nuit). Les symptomes sont notés au fur et mesure de leur

apparition.
3.1.4. Dispositif expérimental

Dans cette étude nous nous sommes basés sur les recommandations de plusieurs auteurs
concernant la diversification des méthodes d’inoculation. Les méthodes pouvant aboutir a des
symptomes différents et présenter une différence dans la durée d’apparition des premiers signes
de la maladie, la manifestation des symptomes pourrait aussi étre différente en fonction des

génotypes inoculés.
-Inoculation du blé

Toutes les souches ayant répondu positivement a la réaction d’hypersensibilité sur tabac ont été
inoculées aux plantules de blé. Chaque souche a raison de 2 répétitions soit deux pots par souche
(9X2 répétitions) avec un pot de plants utilisés comme témoin négatif, inoculé a 1’eau distillée

stérile.

Les pots sont couverts de sachet en plastique et maintenus a une température de 28°C avec une

photopériode de 16h/8h (jour/nuit), et une humidité de 95%.
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-Inoculation des Brassicaceae

Les souches isolées a partir de résidus ayant donné des séquences proches de I’espece
X.campestris sont inoculées sur quatre especes de Brassicaceae. L’inoculation par immersion
est réalisée en deux étapes, la premiere €tape consiste a inoculer des plantules de 20 jours a
raison de deux pots par variété et par souche contenant chacun 9 plants, soit I’inoculation de 9
plants/souche/variété.Dans cette premiere €tape I’inoculation est effectuée en parallele avec des
plantules de blé au stade 3 feuilles a raison de 9plants par pot pour les mémes souches . Le
cultivar de bl¢ utilisé dans cette partie du travail est un cultivar, constaté, relativement sensible
dans I’¢étude précédente. Dans la deuxieme €tape, I’inoculation est réalisée sur des plants adultes
de 70 jours, 5 plants par souche et par variété a raison de 01 plant par pot. Des inoculations de
plantules et de plants adultes avec de 1’eau distillée stérile sont réalisées comme témoins

négatifs.
3.1.5. Les notations

Une observation quotidienne est réalisée dans le but de noter 1’évolution des symptomes. Les
résultats sont notés le 3 éme, 6 éme, 9 éme et le 14 éme jour selon les recommandations (Bragard
etal., 1997). Plusieurs échelles d’évaluation des symptomes sont recommandées par les auteurs
dont celle de Mehta, 1990, évaluant les symptomes sur la base de la taille des 1€sions avec une
échelle allant de 0a 4 et ’échelle de MilusetMirlohi(1994), basée sur le pourcentage de la

surface des 1ésions saturées sur le total du limbe, variant de 0a 6.
3.1.6.Ré-isolement et re-identification

Les plants inoculés présentant des symptomes typiques sont soumis a un réisolement afin de
compléter le schéma des postulats de Koch. Un isolement classique est effectué sur un fragment
atteint du plant inoculé, les bactéries obtenues sont identifiées du point de vue phénotypique
soit en se basant sur la caractérisation morphologique des colonies et les tests biochimiques et

culturaux déja établis
3.2. RESULTATS

Tous les isolats testés par inoculation d’une suspension de 10°Cfu/ml dans I’espace inter-
nervaire du limbe de la feuille de tabac ayant donné une réaction d’hypersensibilité (Figure 22)

sont retenus pour les tests complémentaires d’identification.
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Figure 22: Réponse positive au test différentiel de pathogénicité Réaction
d’hypersensibilité positive

3.2.1. Diversité et spécificité des symptomes

Les différentes techniques d’inoculation révélent approximativement les mémes résultats
visibles sur les plants inoculés, la série de symptomes décrits dans la littérature sont observés
apres 7 a 8 jours de la date d’inoculation. Parmi les symptomes les plus caractéristiques, de la
reproduction de la maladie, les 1ésions saturées en eau, le symptome est dit aussi aspect
graisseux (figure 23). Ce type de symptome est souvent typiquement accompagné par des
exsudats abondants sous forme de gouttelettes suintant des 1€sions notamment sur d’autres

especes céréalieres inoculées.

En effet, Les symptomes obtenus par inoculations des especes de blé orge et avoine effectués a
la station expérimentale de I’UCL, se présentent sur avoine (ferme UCI) et blé (toison d’or)
sous forme de ramollissement et macération des tissus de la gaine accompagnée d’un aspect
graisseux sur tige et un aspect graisseux accompagné d’exsudats sur les feuilles cotylédonaires

(basales). Un symptome de stries noires allongée est obtenu avec 1’inoculation sur orge (corola).

Un autre symptdme atypique provoqué par I’inoculation des plantules de blé par certains isolats
est observé sous forme de noircissement des tissus foliaires. Ce type de symptomes de
noircissement des tissus parenchymateux n’a pas été décrit pour la maladie relevant aussi des
interrogations sur le mode d’action des souches et leur identité. Ce résultat atypique requiert

une investigation supplémentaire quant a I’identité des souches inoculées.

Pour la méthode d'inoculation par piqire, la nécrose initialement localisée s'¢largit et affecte
tout le limbe de la feuille, montrant des gouttelettes d'exsudat. La technique d'inoculation étant
favorisée par la combinaison a la fois les conditions de température et d'humidité propices a la
maladie (Duveiller et Maraite, 1993 ; Duveiller et al, 1997b). Les résultats confirment que les
souches attribuées aux espeéces de Xanthomonas sont pathogenes sur les cultivars de blé

inoculés, particulierement sur le cultivar Acsad 885 qui s’avére sensible a la plupart des souches
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inoculées. L’ attribution des souches a I’espece X. translucens est ainsi fortement soutenue par
tous les caracteres €tudiés, de plus souches pour la plupart sont isolées a partir d’échantillons
symptomatique de blé. Les différents résultats de la caractérisation culturale et morphologique
obtenus, ainsi que des profils biochimiques et physiologiques ajoutés aux résultats du pouvoir
pathogene, qui se caractérisent souvent par I’apparition typique de Iésions saturées en eau,
d’aspect graisseux accompagné d’exsudats se rejoignent. Tous ces résultats obtenus combinés
semblent soutenir I’appartenance les souches étudiées a I’espece X. translucens. De plus, les
symptomes observés au champ et reproduits par inoculations artificielles sont proches de ceux

causés par les especes du groupe translucens.

Néanmoins, le symptome de noircissement des tissus foliaires au niveau des points
d’inoculation sur blé ( figure 23, g) semble atypique. Bien que décrit pour I’espece de
Xanthomonas campestris intervenant sur les especes de Brassicaceae, ce symptome ne semble
pas commun sur les feuilles de blé et n'a jamais €té décrit auparavant pour la maladie de la strie
bactérienne (BLS). L’identification basée uniquement sur la pathogenese semble de ce fait,
insuffisante et impose une investigation supplémentaire tournée vers I’¢largissement de la
gamme d’hotes aux especes hdtes de 1’espece campestris notamment les Brassicaceae. Nous
notons par ailleurs que, la caractérisation moléculaire basée sur le séquencgage des genes MLSA

semble étre en parfaite corrélation avec ces résultats.

Pour les techniques d’inoculation par aspersion et par immersion les résultats obtenus, 8 a 9
jours apres inoculation sont similaires et sont représentés par des aspects graisseux évoluant en
des zones saturées €largies avec des gouttelettes d’exsudats (figure 24) similaires a ceux décrits
pour X. translucens et rapportés par plusieurs auteurs. Nous notons que les résultats obtenus par
I’utilisation de ces deux types d’inoculation sont relativement identiques, La durée attendue

pour I’apparition des symptomes et le type de

Les plantules inoculées par infiltration sur une zone de 1cm du limbe a permis d’observer des
zones saturées en eau translucide (figure 23, e et f ) au bout de 7 jours. La progression des
1ésions est généralisée parfois jusqu’a atteindre I’apex de la feuille, la coalescence des 1ésions
est rapportée par Duveiller et al., (2002) et Kaur et al.,(2002). Le symptome est souvent

accompagné de chlorose (figure 25).

Nous notons que 1’étude du pouvoir pathogeéne effectuée sur plusieurs génotypes a révélé une
série de symptomes rapportés par plusieurs auteurs concernant I’infection par ’espece X.
translucens, cependant, bien que les symptomes soient identiques pour 1’ensemble des
génotypes, certains génotypes semblent plus sensibles et présentent de 1ésions beaucoup plus
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¢largies menant parfois au dépérissement total des feuilles en un temps relativement court.
Selon les deux échelles d’évaluation de Mehta (1990) et de Milus et Mirlohi (1994), les souches
peuvent atteindre dans les conditions optimales le degré le plus élevé notamment pour les
variétés Acsad 885 et aussi HD1220, chen’s, Med ben Bachir, Boussalem, Simeto, BTAR2 ,
Oued zenati, Hedba3, GTA, Longeois, Gamgoum R’kheim. Les variétés Vitron, Tassili, Waha,
Ain Abid, Acsad 901, Anza, Arz, Langlois, Polinicum, Ofanto et Marouane se sont montrées
relativement moins sensibles. Une évaluation basée sur le nombre de plants ayant présenté des
symptomes par rapport au nombre total de plants inoculés confirme également la sensibilité des
variétés Acsad 885, HD1220, chen’s, Med ben Bachir, Boussalem, Simeto par rapport autres

variétés étudiées.

Figure 23: Symptomes reproduits par inoculation artificielle par piqure (a : nécrose du
point d’inoculation b, ¢, d : progression de la nécrose tout au long de la gaine, e et f:
progression des zones saturée tout au long du limbe nécrosé, g : noircissement des tissus
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Figure 24:Symptomes produits par inoculation artificielle par immersion(a : Nécroses
accompagnées de zones saturées en eau et de gouttelettes d’exsudats b : nécrose en strie,c :
Iésions saturées coalescentes : gouttelettes d’exsudat et dépérissement des feuille

Figure 25: Symptomes reproduits par inoculation artificielle par infiltration (a : zone
saturée apreés 3 jours d’incubation, b: zone saturée accompagnée de nécrose c et d
progression des nécroses et dépérissement des feuilles).
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3.2.2. Confirmation de I’atypie des symptomes sur blé par la réaction spécifique des

Brassicaceae

L’inoculation sur les especes de Brassicaceae avec les souches ayant provoqué le symptome de
noircissement révele des résultats suggérant une atypie évidente. Les symptomes obtenus sont
ceux décrits pour I’espece X. campestris et ses pathovars a savoir Xanthomonas campestris pv.
campestris et X .c. pv .raphani. Les symptomes sur jeunes plantules (figure 25a et figure25b)
et sur plants adultes (figure 25c), se présentent tels que décrits dans la bibliographie sur les
Brassicaceae (Vicente and a/, 2013). Les symptomes obtenus par 1’inoculation des Brassicacea
sont tres caractéristiques, montrant des nécroses en V sur les parties marginales des feuilles ou

de Iésions nécrotiques sur le limbe (figure 25).

Le réisolement des bactéries (figure 26b) et leur ré-identification par les tests préliminaires
culturaux et biochimiques a permis d’accomplir 1’ensemble des postulats de Koch
classiquement nécessaires a 1’établissement du diagnostic adéquat et a la confirmation des

hypotheses de départ avec la reproduction typique des symptomes (figure26a et 27)

Figure 24: Symptomes obtenus par inoculations des souches sur les plantules et plants
adultes de chou (Brassica oleracea). a et b: Symptomes sur jeunes
plantules.c :Symptomes sur plants adultes
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Figure 25: Ré-isolement a partir de la feuille de chou inoculée par immersion avec la
souche X7. a : feuille de chou présentant des symptomes 8j apreés inoculation b : Culture
pure obtenue aprés réisolement sur NA (48h d’incubation a 30°C)

Figure 26: Reproduction des symptomes sur feuille de chou 8j apreés inoculation par
immersion par la souche X14
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DISCUSSION

La plupart des symptomes observés sur les feuilles et les épis dans les champs en tant que zones
mélaniques sur les glumes sont similaires a ceux décrits pour la strie bactérienne "Bacterial
leaf streak" et le noircissement des épis "Black Chaff" sur le blé, ce qui montre que les
conditions de température élevée, surtout lorsqu'elles sont combinées avec une humidité élevée
peuvent influencer le développement des symptomes, ceux-ci ont €té décrits depuis longtemps
pour cette maladie (Smith, 1917 ; Johnson et Hagborg, 1944) ; les souches sont principalement
obtenues a partir d'échantillons provenant de champs irrigués par aspersion ou dans des stations
expérimentales pour la sélection et aussi dans les dans des parcelles destinées a 1'é¢tude du

comportement des génotypes a des fins de multiplication.

L'inoculation des plantules de blé au stade de trois feuilles a montré, au huitieme jour de
I'inoculation, des 1ésions saturées en eau et des nécroses au niveau des zones inoculées
provoquant la mort des tissus. Pour la méthode d'inoculation par piqiire, la nécrose initialement
localisée s'¢largit et affecte tout le limbe de la feuille, montrant des gouttelettes d'exsudat. Notre
technique d'inoculation est réalisée dans des conditions de température et d'humidité propices
a la maladie (Duveiller et Maraite, 1993 ; Duveiller et a/, 1997b). Les résultats ont confirmé
que les souches liées aux espeéces de Xanthomonas sont pathogenes sur le blé¢, notamment sur
les cultivars sensibles dont cv Acsad 885. D'apres les premiéres descriptions, en raison de leur
présence et de leur isolement dans le blé, ces souches sont attribuées a I’espéce X. translucens.
Les symptomes observés en plein champ et par inoculation artificielle sont similaires a ceux

causés par les espéces pathogenes des céréales du groupe translucens.

Un réisolement des bactéries identifiées identiques a celles ayant été isolées a partir des
¢chantillons traités, nous a permis de vérifier le dernier postulat de Koch pour relier les

symptomes a 1’attaque des bactéries suspectées.

La caractérisation moléculaire des souches effectuées afin de compléter le parcours
d'identification et les résultats de cette étude ont montré que l'amplification PCR utilisant les
amorces T1 et T2 recommandées par Maes et a/ (1996) a donné le fragment attendu de 139
pb pour toutes et les relie également a 1’espece X. translucen