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RESUME

RESUME

Le crown gall est la maladie prédominante la plus rencontrée dans les pépinieres d’arbres fruitiers,
de plantes ornementales, de la vigne et d’arbres forestiers. Dans le cadre de la vérification
du pouvoir pathogéne et 1’estimation des performances de transformation génétique de trois
souches pathogenes d’ Agrobacterium tumefaciens sur quelques especes d’eucalyptus, huit especes
appartenant a ce genre, ont subi des inoculations in vitro et in planta avec trois souches pathogenes
d’Agrobacterium tumefaciens : E17, E2x et C 58.

Dans I’essai in vitro, les especes : E. gomphocephala E. cladocalyx, E. microcorys E. saligna,
E. punctata et E. umbellata se sont révélées sensibles montrant différents niveaux de sensibilité a
la maladie du crown gall, tandis que les especes : E. blackey et E. camaldulensis se sont montrées
moins sensibles.

Le taux de pathogénicité le plus élevé a été obtenu par les souches E17 et E2x suivi par la
souche C58 avec le pourcentage le plus faible.

Dans I’essai in planta, les espéces : E. gomphocephala, E. cladocalyx, E. microcorys, E.
saligna, E. punctata et E. umbellata, se sont révélées sensibles montrant différents niveaux de
sensibilité a la maladie du crown gall, tandis que les especes : E.blackey et E. camaldulensis se
sont montrées moins sensibles. Le taux de pathogénicité le plus élevé a été obtenu par les souches
E17 et E2x suivi par la souche C58 avec le pourcentage le plus faible.

Les deux souches E17 et E2X d’Agrobacterium tumefaciens isolées a partir d’eucalyptus se
sont révélées plus virulentes et présentent des performances intéressantes pour la transformation
génétique par rapport aux symptomes des tumeurs produits ; dimensions des tumeurs et présence
de cals racinaires de type « hairy root ». La souche de référence C58 s’est révélée moins virulente
et moins performante en termes de transformation génétique sur les espéces d’eucalyptus étudiées.

Mots clés: Agrobacterium tumefaciens, Eucalyptus spp. , sensibilité, crown gall, pouvoir
pathogene, virulence, performances de transformation.
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ABSTRACT

The crown gall disease is predominantly found in most nurseries of fruit trees, ornamental plants,
vines and forest trees. As part of the verification of pathogenicity and the estimated performance of
genetic transformation of three pathogenic strains of Agrobacterium tumefaciens on a few species
of eucalyptus, eight species of this genus, suffered inoculations in vitro and in planta to three
pathogenic strains of Agrobacterium tumefaciens: E17, E2x and C 58.

In in vitro test, the species: E. gomphocephala, E. cladocalyx, E. microcorys, E. saligna, E.
punctata and E. umbellata, proved sensitive showing different levels of sensitivity to crown gall
disease, while the species: E. blackey and E. camaldulensis have been less sensitive. The rate of
the higher pathogenicity was obtained by strains E17 and E2x followed by the strain C58 with the
lowest percentage.

In in planta test, the species: E. gomphocephala, E. cladocalyx, E. microcorys, E. saligna, E.
punctata and E. umbellata, proved sensitive showing different levels of sensitivity to crown gall
disease, while the species: E.blackey and E. camaldulensis have been less sensitive. The rate of
the higher pathogenicity was obtained by strains E17 and E2x followed by the strain C58 with the
lowest percentage.

Both strains E17 and E2x of Agrobacterium tumefaciens isolated from eucalyptus were more
virulent and exhibit interesting performances of genetic transformation in relation to the symptoms
of tumor products, tumor size and presence of callus root-like "hairy root ". The reference strain
C58 was less virulent and less efficient in terms of genetic transformation of Eucalyptus species.

Key words: Agrobacterium tumefaciens, Eucalyptus spp., sensitivity, crown gall,
pathogenicity, virulence, performance of transformation.
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Liste des abréviations

ADN:Acide dés oxyribonucléique

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism
ANOVA: Analysis of variance

APG: Angiosperms Phylogeny Group
E:Eucalyptus

INRF : Institut National de Recherche Forestiére
LSD : Least significant difference

Mb: Méga base

mg : Milligramme

MG : Mannitol Glutamate (milieu de culture)

MS : Murashige et Skoog (milieu de culture)
ONTF : Office national des travaux forestiers

p: Probabilité

R.rhizogenes:Rhizobium rhizogenes
T-DNA: Transfered DNA Ti: Tumor inducing Vir : Virulence
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Les espéces appartenant au genre Agrobacterium spp. appelées communément
agrobactéries sont des bactéries naturellement présentes dans les sols. Le genre
Agrobacterium spp. (Conn, 1942), comprend une douzaine d’espéces réparties en différents
biovars (Popoff et al., 1984). Certaines espéces sont pathogénes aux plantes, elles
provoquent la galle du collet (Smith et Townsend, 1907). Cette maladie se traduit par
'apparition d’'une tumeur au niveau du collet de la plante. Le pouvoir pathogéne de la
bactérie est di a la présence d’'un plasmide pTi (Tumor inducing). Cette tumeur est
provoquée par le transfert a la plante d’'une portion d’ADN de ce méme plasmide (T-DNA).

Du fait de leur importance économique, ces bactéries ont été étudiées d’'un point de vue
phytopathologique et surtout elles ont beaucoup intéressé le domaine de la biotechnologie
et en l'occurrence la transformation des plantes. En effet, le plasmide Ti, qui porte les
genes de virulence chez Agrobacterium, a permis la construction des plantes génétiquement
modifiées consistant en l'insertion de génes d’intérét dans T-DNA du plasmide pour étre
transféré au génome de la plante (Bevan, 1984 ; Valentine, 2003). De plus, I'identification
et le séquencage complet de certaines souches d’Agrobacterium spp., comme celui de la
souche C58 qui sert de modéle et d’outil pour le génie génétique ont été acquis et sont
disponibles sur des bases de données (Wood et al., 2001 ; Goodner et al., 2001).

L'épidémiologie de la galle du collet a montré une trés grande diversité, au niveau
des souches, des espéces et des genres des agrobactéries impliqués dans une méme
épidémie (Ponsonnet et Nesme, 1994 ; Pionnat et al., 1999). Cette diversité des agents
pathogénes est une caractéristique trés originale des épidémies de la galle du collet qui ne
se rencontrent pas, a notre connaissance, dans d’autres modéles pathogénes aux végétaux
Ou aux animaux.

Les agrobactéries pathogénes ont un trés large spectre d’hbtes puisqu’au moins 634
plantes réparties dans 331 genres et 93 familles y sont sensibles (De Cleene et De Ley,
1976). Les espéces sensibles a la maladie du crown gall appartiennent aux arbres fruitiers
(abricotier, amandier, cerisier, framboisier, marier, myrtille, noyer, pécher, poirier, pommier,
prunier, rénier, vigne), arbres forestiers (érable, peuplier, eucalyptus, cédre) et plantes
ornementales (Ficus benjamina, le rosier, le chrysanthéme). La seule souche B6 dont la
plante héte d’origine est lycopersicum esculentum infecte prés de 280 espéces différentes,
elle provoque une baisse de la production de la plante qui est moins vigoureuse et dans des
cas extrémes peut provoquer sa mort. Les dégats les plus importants sont observés en serre
ou en pépiniére (Pionnat et al., 1999 ; Beneddra et al., 1996). En serre dans des cultures
de rosiers, les conditions environnementales sont trés favorables aux agrobactéries. En
pépiniére, le greffage des plantes facilite la maladie. Les plants infectés ne peuvent étre
commercialisés. Le manque a gagner pour les pépiniéristes peut étre considérable. Par
ailleurs, c’est une maladie de quarantaine dans de nombreux pays d’Afrique du nord dont
I'Algérie et dAmérique du sud(Kennedy et Alcorn, 1980 ; Lippincott et al., 1983 ; Moore,
1988 ; Nesme et al., 1990; Raio et al., 1998).

Le genre Eucalyptus spp., originaire d’Australie et comptant plus de 700 espéces, s’est
rapidement imposé comme le genre feuillu le plus planté au monde en termes de surfaces.
Etant donné les rotations trés courtes de ces arbres dans les zones tropicales (6-10 ans
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contre 20 a 50 pour lesPinus),et les nouvelles estimations de surfaces plantées, supérieures
a 20 millions d’hectares dans le monde en 2009 (lglesias-Trabado et al., 2009).

La maladie du crown gall est trés commune sur les essences cultivées en pépiniére
du fait du systéme de production intensif des plants et de la monoculture. Les essences
du genre Eucalyptus n'ont pas échappé a la maladie du crown gall. En 1929, Siemaszko
a signalé qu’en Tasmanie (la région méridionale du Caucase), les eucalyptus sont atteints
de crown gall d0 a Agrobacterium tumefaciens. Les eucalyptus ont été classés parmi les
essences forestiéres sensibles au crown gall, ou ils ont été sévérement endommagés
par cette maladie (Imazeki, 1960), et depuis aucune épidémie n’a été signalée sur cette
essence, jusqu’a ce que les symptémes aient été remarqués pour la premiére fois en Algérie
(Krimi, 2001).

Durant I'été 1999, des plants d’Eucalyptus occidentalis présentant des galles ont été
collectés dans des pépiniéres forestieres de Sidi Mdjahed (Tlemcen). L'isolement de I'agent
causal, a permis d’identifier vingt-deux souches d’Agrobacterium tumefaciens produisant
des excroissances tissulaires sur les plantes tests utilisées.

L’analyse biochimique et moléculaire a révélé la présence de souches affiliées au biovar
1 et la présence de séquences vir preuves de la présence d’'un plasmide tumorigéne chez
les souches isolées (Krimi, 2001, 2003; Krimi et al., 2006).

L'objectif de notre travail consiste a vérifier in vitro et in planta, le pouvoir pathogéne
de deux souches d’Agrobacterium isolées d’eucalyptus (Krimi et al.,2006) et une souche
de référence isolée de cerisier, et par la méme déduire la sensibilité de différentes espéces
d’eucalyptus vis-a-vis des trois souches d’Agrobacterium spp.

Le second objectif consiste a étudier la virulence et la performance des trois souches
inoculant les différentes especes d’eucalyptus testées pour la mise en évidence d’une
éventuelle utilisation de ces souches en biotechnologie (transformation génétique).

Dans la premiére partie de ce document, nous avons présenté les données
bibliographiques sur le genre Agrobacterium spp. et la plante hote d’eucalyptus, synthétisés
respectivement dans le premier et le deuxieéme chapitre.

Dans la deuxiéme partie, nous avons présenté une étude expérimentale (test in vitro
et in planta). Les résultats obtenus sont détaillés et interprétés dans le chapitre résultats et
discussions qui leur est consacré.

11



Pouvoir pathogéne et performances de transformation de trois souches d’Agrobacterium
tumefaciens in vitro et in planta sur quelques espéces d’eucalyptus

Chapitre 1 : Synthese bibliographique

l.Caractéristiques
taxonomiques,moléculaires,phytopathologiques et
biotechnologiques d’Agrobacterium spp.

I.1. Caractéristiques cellulaires

Les agrobactéries ont la forme de batonnets de 0,6 — 1,0 um x 1,5—3,0um. Les cellules sont
a Gram négatif et vont seules ou par paires. Elles ne forment pas de spores et sont mobiles
grace a des flagelles péritriches (de 1 a 6). Elles sont chimio organotrophes aérobies.
Mais la plupart des souches d’agrobactéries sont capables de se développer sous une
pression d’oxygéne réduite, ce qui est le cas dans les tissus veégétaux par exemple. La
température optimale de croissance de ces bactéries se situe entre 25 et 28°C, sur un
milieu contenant des sucres, elles produisent des exopolysaccharides, les colonies ont un
aspect trés muqueux. Elles produisent de la catalase et généralement aussi de 'uréaseet de
I'oxydase. Certaines souches regroupées dans le biovar 1 produisent des 3- cétoglycosides

(Moore et al., 1988).

1.2. Structure du génome

Le nombre et la taille des réplicons des différentes souches d’agrobactéries est variable.
Elles possédent deux chromosomes ou un chromosome et un méga- réplicon pour I'espéce
R. rhizogenes. Le plus grand est toujours circulaire, de taille allant de 2,8 a 4Mb. Le
deuxiéme est soit linéaire (Biovar1 et A. rubi) soit circulaire (R. rhizogenes et A. vitis), de
taille comprise entre 1 et 2,6Mb. Le contenu plasmidique des souches est lui aussi variable

(Jumas-Bilak et al., 1998 ; Urbanczyk et al., 2003).

La souche modele de biovar1, C58, qui a été complétement séquencée (Wood et
al.,2001; Goodner et al., 2001), posséde quatre réplicons, dont un chromosome circulaire
(CcC58, 2,8Mb) un chromosome linéaire (LcC58, 2Mb), un plasmide cryptique At (pAtC58,
0,55Mb) et un plasmide Ti (pTiC58, 0,2Mb). Le chromosome linéaire des souches de biovar1

serait dérivé d’'un mégaplasmide (Goodner et al., 2001).

La comparaison, par alignement de séquences, entre le chromosome circulaire du
biovar 1 et le chromosome de R. rhizogenes a montré qu’ils sont trés proches. Par contre, il
n’y a que trés peu de similarités entre le chromosome linéaire du biovar1 et le méga- réplicon
de R. rhizogenes. Le phénoméne d’acquisition d’'un chromosome secondaire ne serait donc

pas un fait unique dans I'histoire évolutive des agrobactéries (Urbanczyk et al., 2003).

1.3. Taxonomie d’Agrobacterium spp.

1.3.Le genre Agrobacterium Conn (conn, 1942) appartient a la famille des Rhizobiaceae
(Kersters et De Ley, 1984) de la section des a- Proteobacteria (Woese et al., 1984).

12
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Ces bactéries telluriques sont considérées comme un hote normal de certains sols
(Dommergues et Mangenot, 1970 ; Bouzar et Moore,1987).

Cest a la fin du 19éme siecle que fut découverte la bactérie du sol Bacterium
tumefaciens et fut officiellement caractérisée et renommé Agrobacterium tumefaciens
(Smith et Townsend, 1907).

Plusieurs classifications ont été adoptées pour la taxonomie du genre Agrobacterium
(Knauf et al., 1983). Elles sont basées essentiellement sur les caractéres pathogenes,
moléculaires et les caractéres génotypiques et phénotypiques.

1.3.1.Classification d’Agrobacterium spp.selon lescaractérespathogénes

En se basant sur le pouvoir pathogéne, le type de symptébmes induits et lagamme d’hbtes,
le genreAgrobacteriumspp.se répartit en six espéeces

Agrobacterium tumefaciens (Smith et Townsend, 1907) Conn 1942, souches induisant
lagalle du collet ou (crown gall) sur une gamme d’hétes trés variée (De Cleene,
1985) ;

Agrobacterium rhizogenes (Riker et al., 1930) Conn 1942, souches induisant la
maladie du chevelu racinaire (hairy root) qui est caractérisée par une prolifération
racinaire incontrélée et abondante

au point de l'infection (Kerr et Panagopoulus, 1977) ;

Agrobacterium rubi (Hildebrand, 1940), souches induisant le cane gall, tumeurs se
développant sur les tiges du genre Rubus ;

Agrobacterium vitis (Ophel et Kerr, 1990) Conn 1942, est 'agent du crown gall de la
vigne ;

Agrobacterium larrymorei ou Agrobacterium fici (Bouzar et jones, 2001), souches
isolées des tumeurs se développant sur les tiges de Ficus benjamina L ;
Agrobacterium radiobacter (Beijerinck et Van Denden, 1902), vivant en saprophyte
dans le sol et la rhizosphére, c’est une espéce non pathogeéne.

1.3.2. Classification basée sur le plasmide Ti d’Agrobacterium spp.

La pathogénicité d’Agrobacterium est un processus unique et spécialisé incluant le transfert
de I'information génétique entre la bactérie et la plante. L'élément génétique responsable du
pouvoir pathogéne chez Agrobacterium est un fragment d’ADN circulaire appelé : plasmide
Ti qui code pour I'information génétique « Tumor inducing » (Braun, 1947). Ce plasmide
inducteur du mécanisme de pathogénése est désigné par le plasmide Ti ou pTi pour « Tumor
inducing » chez Agrobacterium tumefaciens et plasmide Ri ou pRi pour « Root inducing »
chez Agrobacterium rhizogenes (Moore et al., 1979). Ces plasmides sont conjugatifs et
peuvent étre acquis ou perdus. Ainsi, la perte ou l'acquisition de ce plasmide engendre
la reclassification de la souche dans une autre espéce (Kersters et De Ley, 1984). C’est
pourquoi, il était nécessaire de proposer une autre taxonomie plus stable.

1.3.3. Classification selon les caractéres génotypiques et phénotypiques

L'analyse des caractéres chromosomiques portés par ’ADN chromosomal (Chilton et al.,
1980) et la comparaison des modéles éléctrophorétiques des protéines (Kersters et De Ley,
1975) ont montré que la plupart des membres du genre Agrobacterium sont groupés dans
au moins, trois groupes (biovars) taxonomiques ne correspondant pas a la pathogénicité
(Ruger et Hofle, 1992).

13
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Le genre Agrobacterium spp. se compose au minimum de quatre taxa qui sont :
Agrobacterium tumefaciens correspondant au biovar 1 (Bouzar, 1994) ; Agrobacterium
rhizogenes correspondant au biovar 2 (Sawada et al., 1993) ; Agrobacterium vitis
correspondant au biovar 3 (Ophel et Kerr, 1990) et Agrobacterium rubi. Les trois biovars
1, 2 et 3 qui étaient utilisés auparavant pour distinguer les subdivisions au sein de
chaque espéce d’Agrobacterium (Bouzar et Jones, 2001) désigneront respectivement, A.
tumefaciens, A. rhizogenes et A. vitis (Burr et al., 1987 ; Moore et al., 1988 ; Moore et al.,
2001) (Tableau 1).

La taxonomie du genre Agrobacterium spp.est toujours en évolution. En 2001, Young
et al., prenant la suite des travaux de Sawada et al., (1993), ont proposé de supprimer
le genre Agrobacterium et d’inclure ces bactéries dans le genre Rhizobium car I'analyse
dugéne rrs montrait que les bactéries nommées alors Agrobacterium avaient uneméme
origine phylogénétique. Farrand et al., en 2003, ont répondu que les bactéries dubiovar 1
d’Agrobacterium, ainsi que les espéces A. vitis et A. rubi, formaient uneentité cohérente
dans la famille des Rhizobiacées. lls proposent par conséquent de conserverle genre
Agrobacterium.

En 1984, Popoff et al.,ont effectué les hybridations ADN-ADN entre de nombreuses
souches représentantes du genre Agrobacterium. Ces résultats montrent que les souches
du biovar1 se répartissent en 9 espéces génomiques distinctes. Par contre il est trés difficile
de les séparer selon des critéres phénotypiques, sur des galeries Api ou Biolog, par exemple
(Mougel et al ., 2001). De plus, certaines espéces partagent la méme séquence du géne
rrs , c’est notamment le cas pour les espéces G6 et G8 ou encore G2 et G9 (Mougel et
al ., 2001).

Le polymorphisme de taille de fragments de restriction ou AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) est a I'heure actuelle une des méthodes les plus prometteusespour
la taxonomie. Il s’agit, aprés une digestion du génome complet par une ou deuxenzymes
de restriction différentes, d’amplifier de facon sélective une partie desfragments obtenus
(Vos et al ., 1995 ; Blears et al ., 1998). L'avantage de cettetechnique est qu’elle permet de
calculer les divergences génomiques (Mougel et al .,2002). Il est donc possible, a partir de
ces résultats, d’affilier ou non un isolat a uneespéce connue. Il est possible ainsi de détecter
des espéces potentiellementnouvelles.

L'analyse, par Mougel et al ., en 2002, de plusieurs espéces appartenant au genre
Agrobacterium spp. par AFLP, montre qu’il est possible de faire correspondre les valeurs
d’hybridation ADN-ADN aux données AFLP. En effet, TAFLP permet de calculer que les
individus d’'une méme espéce présente une distance génomique évolutionnaire de 10,5%.
Ceci correspond a un taux de mésappariement moyen entre génomes de 13%.

La possibilité de calculer les distances génomiques évolutionnaires, permet de
substituer cette méthode a I'hybridation ADN-ADN et de joindre le concept d’espéce
génomique et d’espéce évolutionnaire.

Mougel et al., (2002), ont montré que le biovar 1 du genre Agrobacterium spp. se
compose d’au moins neuf espéces génomiques G1- G9 en utilisant la méthode AFLP.
However, rapid identification of these organisms in various biotopes is needed to elucidate
crown gall epidemiology, as well as Agrobacterium ecologFor this purpose, the AFLP
methodology provides rapid and unambiguous determination of the genomic species status
of agrobacteria, as confirmed by additional DNA-DNA hybridizations.La méthodologie AFLP
permet la détermination rapide et sans ambiguité du statut génomique des espéces
d'agrobactéries, comme la confirmé I'hybridation supplémentaires ADN-ADN. The AFLP
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method has been proven to be reliable and to eliminate the need for DNA-DNA hybridizat
La méthode AFLP a prouvé sa fiabilité et a permis d'éliminer la nécessité d'hybridation
ADN-ADN. Ces neuf In addition, AFLP fragments common to all members of the three
major genomic species of agrobacteria, genomic species G1 (reference strain, strain TT111),
G4 (reference strain, strain B6, the type strain of Agrobacterium tumefaciens ), and G8
(reference strain, strain C58), have been identified, and these fragments facilitate analysis
and show the applicability of the method.espéces génomiques n’ont pas encore regu la
validation du nom d’espéce.

Tableau 1 : Comparaison de I’ancienne et de la nouvelle nomenclature des espéces appartenant au
genre Agrobacteriumspp.(Moore et al., 2001)

Nouvelletaxonomie" Anciennetaxonomie
A. tumefaciens  A.rhizogenes A. A. tumefaciens biovar 1 A. radiobacter biovar
vitis  A. rubi 1 A.rhizogenes biovar 1 A. tumefaciens

biovar 2 A. radiobacter biovar 2 A. rhizogenes
biovar 2 A. tumefaciens biovar 3 A.
radiobacter biovar 3 A. rubi

Chaque souche dans chaque espéce peut étre tumorigéne, rhizogéne ou
nonpathogéne.

l.4.Caractéristiquesdu plasmideTi

La galle du collet est corrélée a la présence du plasmide Ti chez les bactéries du genre
Agrobacterium spp. (Van Larebeke et al.,, 1974). Les racines adventices surnuméraires
sont liées a la présence du plasmide Ri. Ces plasmides se disséminent dans la population
bactérienne par transferts conjugatifs (Genetello et al., 1977).

Les agrobactéries sont attirées par des composés phénoliques (tel I'acétosyringone)
libérés par les cellules végétales lorsqu’elles sont blessées (Stachel et al., 1985; Kado,
1991). Au niveau de cette blessure, la bactérie transfére a la plante une portion du plasmide
Ti qui va ensuite s’intégrer dans le génome nucléaire de la plante (Chilton et al., 1977).
Les génes transférés a la plante induisent la biosynthése par la plante d’hormones de
croissance, ce qui provoque la tumeur. Un autre groupe de génes induisent la synthése
d’opines, qui sont des composés azotés. Le plasmide Ti comporte aussi les génes de
catabolisme des opines. Ceux-ci ne sont pas transférés a la plante. lls permettent a la
bactérie d’utiliser ces composés comme source de nutriments. La tumeur issue de la plante
transformée par la bactérie constitue une niche écologique (Zhu et al., 2000).

La carte génétique du plasmide Ti est constituée de cinq types de génes (Zhu et al.,
2000) (Figure 1) :

La région T (ADN-T) ou T-DNA (Transfered DNA) |l s’agit du segment transféré a

la plante. Cette région porte les génes de production d’hormones végétales (auxine
et cytokine) qui provoque la tumeur, et les génes de production d’'opines (OPS), qui
seront utilisées comme source de carbone, d’azote et d’énergie par les agrobactéries
vivant au voisinage de la tumeur.

1. La région de virulence (vir) Constituée d’un groupe de génes qui permettent
I'activation du transfert de ’ADN-T vers la plante. Cette région longue de 20 kb est
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commune aux différents types de plasmides Ti. Elle comporte 20 génes essentiels
l'induction de la tumeur chez I'hote.

Les locus tra et trb

Ces génes sont impliqués dans le transfert conjugatif du plasmide. lls sont activés par les
opines.

La région responsable de réplication (ORI)

Les trois génes de cette région permettent une réplication stable du plasmide et sont
impliqués dans les fonctions d’'incompatibilité.

La région responsable du catabolisme des opines (OPC)

Cette région porte une quarantaine de génes permettant aux agrobactéries d’utiliser les
opines spécifiquement synthétisées par la plante comme source de nutriments.

ADN-T
wnthese of

diveloppement de b tumenr  Hbérarn dos opines

calabdlan L

e fMRTS

orvgme de repheation

Figure 1 Carte génétique du plasmide Ti et de ses
différentes régions géniques (Beijersbergen et Hooykaas, 1993).
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I.5. Processus de pathogéneése

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie a Gram-négative vivant dans le sol. C'est
un pathogéne de différentes plantes dicotylédones qui provoque l'apparition de tumeurs
cancéreuses au point de l'infection. Cette tumeur résulte de l'insertion d'un fragment d’ADN
sous forme d’'une nucléoprotéine importée par la bactérie dans le génome nucléaire des
cellules infectées de la plante. Les cellules transformées génétiquement sont capables de
biosynthétiser des composés dérivés des hydrocarbonates et des acides aminés appelés
opines. Les opines sont métabolisés exclusivement par Agrobacterium tumefaciens comme
source de carbone et d'azote.

Ainsi, Agrobacterium tumefaciens est un parasite qui se sert de la machinerie
métabolique de la plante pour synthétiser le substrat qui lui permet de croitre. Il n'apporte
aucun effet bénéfique a la plante infectée. Plusieurs espéces d'Agrobacterium tumefaciens
ont été découvertes. Bien qu'elles fassent synthétiser par la plante des types d'opines
différents, les mécanismes cellulaires de l'infection restent les mémes d'une souche a une
autre.

Le pouvoir pathogéne d'Agrobacterium tumefaciens est conféré a la présence d'un
plasmide appelé pTi. Ce plasmide posséde toutes les fonctions requises pour l'infection
d'une cellule végétale. Néanmoins, certains genes chromosomaux d'Agrobacterium
tumefaciens sont également impliqués dans le processus d'infection de la plante.

Le processus d’infection par Agrobacterium tumefaciens comporte quatre étapes
essentielles (Figure 2).

Activation du processus d'infection d'Agrobacterium tumefaciens ;
Attachement de la bactérie a la cellule de plante ;

Transfert et intégration du T-DNA dans le génome nucléaire de la cellule végétale
infectée ;

Expression des génes portés par le T-DNA.

Les deux premiéres étapes sont indépendantes et simultanées.
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Figure 2 : Représentation schématique du processus d’infection
par Agrobacterium tumefaciens (Sheng et Citovsky, 1996).

Légende:ME,membraneexterne;Ml,membraneinterne;PN,porenucléaire; PP,
périplasme.

1.5.1. Activation des génes vir

L'activation du processus d'infection est régulée par les génes virA et virG contenus dans
le T-DNA et certains génes chromosomaux : chvE et acvF. Les génes vir sont activés par
trois types de signaux chimiques que la plante relache en cas de blessure :

les composés phénoliques dérivés du syringol (le plus actif étant I'acétosyringone) ;
les monosaccharides tels que le glucose et I'acide glucorinique ;
et un pH acide.

1.5.1.1. Complexe VirA/VirG
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VirA, qui aurait deux segments transmembranaires, est une protéine exprimée a la
surface de la bactérie de maniére constitutive (Leroux et al., 1987). C'est une protéine
kinase qui s'autophosphoryle lors d'une interaction directe entre un composé phénolique
de type syringol présent en haute concentration dans le milieu extracellulaire et son
domaine périplasmique (Lee et al., 1995). Une fois phosphorylée, elle active la protéine
cytoplasmique VirG par phosphorylation. Cette derniére déclenche I'expression des autres
genes vir, a savoir VirA, virB, virC, virD et virE. virA active également la transcription de
virG via un promoteur sensible a virG phosphorylée et a une carence en phosphate. La
sélectivité sur les composeés phénoliques de virA est trés étroite et dépend du plasmide Ti
(Lee et al., 1996).

1.5.1.2. Complexe VirA/ChvE

Le deuxiéme mécanisme d'activation des génes vir est pris en charge par ChvE qui
est une protéine périplasmique chromosomale pouvant lier des monosaccharides. Elle
est homologue aux galactose-bindingproteins de E. coli (Dotyet al., 1993). Lorsque
chvE est activée par son ligand, elle augmente la sensibilité de VirA aux composés
phénoliques, permettant une activation de VirA en présence de faibles concentrations
de ces composés. De plus, lorsque chvE est hautement exprimée dans Agrobacterium
tum efaciens, la sélectivité de virA s'étend a d'autre composés phénoliques n'ayant
normalement qu'un faible pouvoir inducteur des génes vir (Peng et al., 1998). ChvE aurait
des caractéristiques différentes selon la souche d'Agrobacteriumtumefaciens, permettant
une association optimum avec VirA de la méme lignée (Belanger et al., 1997). ChvE interagit
avec la partie périplasmique de VirA, au niveau d'un site différent du site de liaison des
composés phénoliques sur VirA(Bantaet al., 1994). Le tandem ChvE/VirA est donc sensible
a deux types de signaux chimiques : hautes concentrations en composés phénoliques
spécifiques d'une part, faibles concentrations en composés phénoliques moins spécifiques
en présence de sucres d'autre part.

1.5.1.3. Influence du pH extracellulaire

L'acidité du milieu externe est le troisieme élément intervenant dans I'activation des génes
vir. Elle active I'expression de virGvia une protéine chromosomale Chvl qui interagirait sur
I'un des deux promoteurs de virG. L'action de Chvl n'est pas tout a fait confirmée (Mantis et
Winans, 1993). Néanmoins, aucune protéine du plasmdie Ti ne semble étre impliquée dans
I'activation de ce promoteur (Mantis et Winans, 1992).

1.5.2. Attachement d'A. tumefaciens a la cellule végétale blessée

L'adhésion de la bactérie sur les cellules de la plante est une étape essentielle dans le
processus d'infection. En effet, pour pouvoir exporter son T-DNA dans le cytoplasme puis le
noyau de la cellule végétale cible, la bactérie doit étre capable de rester en contact avec la
cellule végétale afin de créer et maintenir un tunnel reliant les deux membranes cellulaires.
Les mutants d'Agrobacterium tumefaciens incapables de s'attacher aux cellules de plantes
sont toujours avirulents. D'autre part, les souches d'Agrobacterium tumefaciens avirulentes
mais capables de s'attacher aux cellules de plantes peuventinhiber la formation des tumeurs
lorsqu'elles sontincubées avec une forme virulente d'Agrobacterium tumefaciens (Lippincott
et Lippincott, 1969 ; Tanimoto et al., 1979).

Agrobacterium tumefaciens posséde plusieurs génes codant des protéines impliquées
dans I'adhésion plante-bactérie. Les expériences in vitro montrent que huit loci sont localisés
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sur I'ADN chromosomal d'Agrobacterium tumefaciens.Ainsi, le T-DNA ne contiendrait aucun
géne permettant I'adhésion avec les cellules de plantes. Aussi, l'incorporation du T-DNA
dans un micro-organisme incapable de s'attacher sur les cellules de plantes résulte en un
micro-organisme incapable d'initier des tumeurs engendrées par le T-DNA (Lippincott et
Lippincott, 1969 ;Tanimotoet al., 1979).

La synthése de deux types de composés serait impliquée dans la capacité
d'Agrobacteriumtumefaciens de s'accrocher sur les cellules de plantes. Le premier serait
un b -1,2-glucane et serait excrété hors de la bactérie. Le rble indispensable de ce
polysaccharide normalement périplasmique est encore mal compris. Les locichvA, chvB
(Douglas et al., 1985) et exoC (Cangelosi et al., 1987) sont responsables de sa synthése. Le
deuxiéme composé impliqué est un polysaccharide de type cellulose dont le réle serait de
stabiliser I'adhésion bactérie-plante une fois qu'elle a été initiée (Mathysse, 1983 ;Mathysse
et McMahan, 1998). Le locus cel serait responsable de la synthése de ce composé.

D'autre loci sont impliqués dans I'adhésion de la bactérie sur les cellules végétales. Les
lociattB, attD, attE et attR auraient des similitudes avec des transporteurs activés par liaison
avec des protéines périplasmiques rencontrés dans les bactéries gram-négatives.

Agrobacterium tumefaciens a pour cible les parois cellulaires des cellules végétales
contenant de la pectine. Ceci est confirmé par le fait que :

La pectine ajoutée seule n'inhibe pas I'adhésion d'Agrobacteriumtumefaciens sur des
cellules en suspension de carotte (Mathysse et Gurlitz, 1982). L'importance de la paroi
cellulaire végétale estconfirmée par le fait que la régénération de la paroi cellulaire de
protoplastes de tabac est nécessaire pour I'adhésion d'Agrobacterium tumefaciens et la
transformation des protoplastes (Krenset al., 1985).

1.5.3. Insertion et transport du T-DNA

1.5.3.1. Préparation pour le transfert du T-DNA

Le T-DNA est exporté sous forme d un simple brin dans le noyau de la cellule végétale
cible. Les protéines VirD1 et VirD2 sont des endonucléases spécifiques qui reconnaissent
les bords du T-DNA (séquences spécifique de 25 paires de bases) ainsi que le brin qui
sera exporté et I'excisent. VirD2 s'attache de maniére covalente sur I'extrémité 5' du simple
brin du T-DNA. Le brin de T-DNA est recouvert par plusieurs copies (environ 600) de la
protéine VirE2, ce qui permettrait la protection du T-DNA contre les nucléases de la cellule
végeétale cible (Howard et Citovsky, 1990). Les protéines VirE1 stabilisent les protéines VirE2
(Citovskyet al., 1992 ;Sundberget al., 1996). L'ensemble VirD2, VirE2 et T-DNA simple brin
constitue le "compexe T".

Des résultats récents suggérent que les protéines VirE2 sont exportées séparément
du T-DNA vers la cellule végétale (Leeet al., 1999). On suppose que les protéines VirE2 et
VirD2 sont aussi responsables de I'adressage du T-DNA vers le noyau, a travers les pores
nucléaires. VirD2 aurait la structure d'une topoisomérase.

1.5.3.2. Transport du T-DNA

Les protéines VirB (11 protéines produites par I'opéron virB) ainsi que VirD4 serviraient de
canal entre la bactérie et la cellule végétale cible. VirB1 serait la seule des protéines VirB
qui ne soit pas indispensable pour le transfert du T-DNA.
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De nombreuses études comparent le systéme de transfert du T-DNA d'Agrobacterium
tum efaciens avec le systéme de conjugaison du plasmide F de E. coli, régulé par les génes
tra qui permettent I'établissement d'un tunnel entre la cellule héte possédant le plasmide
et une cellule cible dépourvue du plasmide. Ce"tunnel" est formé par un pilus par lequel
transite le plasmide.

Dans le cas d'Agrobacterium tumefaciens, la protéine VirB2 serait la composante
essentielle du pilus qu'Agrobacterium tumefaciens forme pour se connecter sur la cellule
végétale cible. La structure prédite de virB2 est la méme que TraA, impliquée dans la
conjugaison du plasmide F de E. coli. virB2, virB3 et virB9 sont impliquées dans la
synthése du pilus de conjugaison (Jones et al., 1996). L'exportation de VirB2 nécessiterait
l'action d'autres protéines Vir (Lai et Kado, 1998). VirB1, située sur la membrane
interne d'Agrobacterium tumefaciens et ayant une structure N-terminale similaire aux
transglycosidases bactériennes, serait responsable de la lyse locale de la paroi cellulaire
de la bactérie, permettant la formation du pilus (Baron et al., 1997). VirB1 est aussi
responsable de la synthése d'un propilin, impliqué dans le contact initial avec la cellule
cible, par I'assemblage de protéines VirB1*, sécrété dans le milieu de culture (Baron et
al., 1997 ; Chumakov et Kurbanova, 1998). La protéine chromosomale AcvB joue un
réle essentiel dans le transfert du plasmide, mais ce rdle pourrait étre remplacé par VirJ,
régulé par 'acétosyringone (Pan et al., 1995). VirB8 est située sur la membrane interne
d'Agrobacterium tumefaciens (Thorstenson et Zambryski, 1994).

1.5.4. Intégration dans le génome végétal et expression

Le plasmide est exporté dans la cellule végétale sous forme d’un simple brin. Il n’est pas
encore clair si ce simple brin est complété en double brin puis intégré au sein du génome de
la plante ou le simple brin est d’abord intégré dans le génome puis le brin complémentaire
est synthétisé avec les mécanismes de réparation de 'ADN de la plante. De nhombreux
résultats suggérent que les protéines VirD2 participent dans l'intégration du T-DNA dans
le génome de la plante (Zhuet al., 2000). VirE2 semble également y jouer un role indirect,
car les mutations sur virE2 donnent des souches d’Agrobacterium dont la virulence est trés
atténuée (Dombek et Ream, 1997).

Une fois intégré dans le génome de la plante, ’ADN-T est exprimé. Les phytohormones
produites déséquilibrent la croissance normale des cellules qui se divisent alors de fagon
anarchique. Destravaux sur le crown gall ont permis de comprendre que la synthése de ces
produits est régulée par les génes de la fonction OPS (opine synthése) portés sur la portion
T-DNA intégrée (Dessauxet al.,1993).

L’environnement formé sera riche pour les agrobactéries qui sont les seules a pouvoir
métaboliser les opines synthétisées par la cellule transformée. A. tumefaciens détient alors
un avantage sélectif sur les autres microorganismes du sol et persistera dans les tumeurs
(Ogawaet al., 2000).

1.6. Dégats provoqués par la maladie du crown gall

Le crown gall est la maladie prédominante la plus rencontrée dans les pépinieres d’arbres
fruitiers, de plantes ornementales, de la vigne et d’arbres forestiers dans plusieurs régions
du monde affectant fortement le rendement commercial (Poncet et al., 1996 ; Burr et al.,
1999 ; Zoina et al., 2001 ; Krimi et al., 2006).
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Les maladies causées par les souches pathogénes d’Agrobacterium spp. réduisent
fortement la rentabilité économique de la production des plants fruitiers, forestiers et
ornementaux dans toutes les pépiniéres du monde. Les tumeurs qui se forment sur les
différentes parties des plantes affaiblissent leur qualité esthétique si elles nentrainent pas
leur mort. En l'occurrence, le crown gall engendre une importante perte économique au
niveau des pépiniéres du fait que la commercialisation des plants malades n’est pas
autorisée et les plants atteints doivent étre impérativement incinérés (Zoina et Raio, 1999).

l.7. Le controle de la maladie
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Une fois la plante transformée, la tumeur se développe méme si la bactérie n’est plus
présente. Les techniques pour contréler la maladie sont donc surtout préventives. La
prévention de la galle du collet passe par un contréle de I'état sanitaire des plantes.

1.7.1. Lutte préventiveet culturale

La lutte culturale et les mesures préventives assurent une réduction importante de la
maladie, il est préconisé d’utiliser des plants exempts de tumeur, une inspection minutieuse
des plants est essentielle afin de détecter la moindre tumeur. Dans un tel cas, il faut détruire
les plants présentant de tels symptomes.

Le matériel de plantation et de greffage doit étre obtenu a partir de plantes indemnes
ainsi que l'utilisation des variétés ou d'espéces résistantes ou peu sensibles au crown gall
(Lacroix, 2003).

1.7.2. La lutte chimique

La luttechimique fait appel a I'utilisation de désinfectant tel que I'hypochlorite de sodium,
dantibiotique et la fumigation du sol. L’hypochlorite de sodium a 0,5 % est un traitement
de désinfection qui ne tue les bactéries qu’a la surface du matériel végétal. Le sulfate de
streptomycine, la streptomycine et I'oxytetracycline sont des antibiotiques recommandés
mais qui doivent étre utilisés avec précaution en raison de leur éventuelle phytotoxicité. En
outre, les agrobactéries sont peu sensibles aux antibiotiques industriels (Anonyme, 1989).

1.7.3. La lutte génétique

Pour parvenir a une meilleure protection contre la galle du collet, une méthode prometteuse
a été développée. Les plantes sensibles aux souches pathogénes d’Agrobactérium ont été
modifiées pour reconnaitre la transformation génétique causée par les bactéries et sont ainsi
capables de réagir. La prolifération des génes bactériens provoquant la tumeur est réprimée
de maniére active « géne silencing » (Escobar et al., 2001), et les plantes deviennent ainsi
résistantes. La technique a déja été testée expérimentalement avec succés sur les plants
de pommier (Viss et al., 2003) et promet des résultats positifs avec d’autres espéces.

1.7.4. La lutte physique

La solarisation est une technique efficace qui consiste a couvrir le sol durant la période
chaude de I'année par une bache en plastique transparent (Katan et al., 1976 ; Katan,
1980 ; Stapleton et De Vay, 1986). Les modifications chimiques, physiques et biologiques
se produisent sous le plastique en raison de la température élevée du sol, ont entrainé dans
plusieurs essais une importante réduction des microorganismes phytopathogénes (Katan
et De Vay, 1991).
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1.7.5. La lutte biologique

La souche d’Agrobactérium radiobacter K84 (Moore, 1979) constitue une méthode de lutte
exceptionnelle contre la galle du collet. Cette souche protége les blessures des racines
contre l'infection par d’Agrobactérium tumefaciens et cela par I'antibiotique (Agrocine 84)
gu’elle produit et qui présente une toxicité spécifique contre les souches tumorigénes
d’Agrobactérium tumefaciens (Farrand et al., 1987).

En Algérie, I'utilisation de la souche K84 expérimentalement en plein champ dans le
cadre d’une lutte biologique s’est révélée trés efficace. Un taux d’efficacité de I'ordre de 94%
a été atteint aprés contrble de plants de pécher testés sous conditions naturelles (Krimi,
1990).

1.8. Détection des Agro-bacteriumspp. pathogénes

Différentes techniques existent pour détecter les microorganismes dans des milieux
complexes tels que le sol et la plante. Les plus couramment utilisées sont I'isolement, suivi
de l'identification de ces micro-organismes. La sérologie a également été développée ainsi
que la détection de séquences nucléotidiques. Le piégeage par plante peut également étre
utilisé pour les bactéries telluriques présentant des interactions avec les végétaux.

Dans le cas particulier des agrobactéries, la détection des pathogénes revient en fait
a détecter le plasmide Ti, En effet, comme nous I'avons vu plus haut, le pouvoir pathogéne
d’Agrobacterium est codé par le plasmide Ti qui peut, par conjugaison, étre transféré a des
souches non pathogénes (Ream,1989). Le pTi est donc bien le principal élément pathogéne
a identifier.

Détectiond’ Ag r o-ba c ter i um spp. Pathogénes par inoculati
on des plantes-h6tes et vérificationduPostulatde Koch

L'inoculation consiste a mettre en contact une plante-héte sensible et un agent
pathogéne, dans des conditions dlJenvironnement (t°, HR) favorables a I'infection.

Robert koch énonga en 1881 un postulat qui précise les étapes successives auxquelles
il doit étre satisfait pour pouvoir établir une relation causale entre une maladie et un
microorganisme. Bien que ce postulat ait été formulé pour des maladies infectieuses de
’homme, il peut étre transposé aux maladies des végétaux causées par des parasites
cellulaires cultivables in vitro. L'application stricte du postulat de koch sera réservée aux cas
complexes (Kummert et Lepoivre, 2003).

Les étapes du postulat de koch appliqué a la phytopathologie s’énoncent comme suit :

L’agent doit étre présent chez les plantes malades, et absent chez les plantes saines;
L’agent doit pouvoir étre isolé de plantes malades et multiplié en cultureaxénique; Lorsque
'agent en culture pure est inoculé a une plante saine, il doit induire les symptémes
caractéristiques de la maladie ; On doit pouvoir réisoler 'agent initial a partir des plantes
infectées expérimentalement.

Le postulat de koch fait appel a un ensemble de techniques d'observation
(microscopie), nécessaires pour la détection et I'identification du parasite in situ, d'isolement
de I'agent pathogéne a partir des tissus de I'héte, ainsi que de méthodes de production
de linoculum en culture pure et d’inoculation des plantes- hétes en laboratoire. Dans
la pratique, le diagnostic de beaucoup de maladies classiques n’exige pas la réalisation
compléte du postulat de koch ; selon les cas, on s’arrétera a I'observation des agents ou
a leur isolement.
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1.9. La transformation génétique chez les végétaux supérieurs

24

La transformation génétique chez les végétaux a pour objectif I'introduction, I'insertion et
I'expression de nouveaux caractéeres (ou la suppression de caractéres) dans le génome des
cellules végétales par d’autres moyens que la fusion de gameétes (Birch, 1997). La premiére
transformation génétique desplantes date de 1983 (Herrera-Estrella et al., 1983). Depuis,
les différentes technologies se sont développées et peuvent étre classées en deux grandes
méthodes : les méthodes directes et les méthodes indirectes.

1.9.1. Les méthodes de transferts directs

1.9.1.1. Par biolistique / agrolistique

La biolistique a été initialement mise au point avec I'objectif de transformer génétiquement
les plantes monocotylédones. En effet, ces derniéres sont plus difficilement transformables
par Agrobacterium que les dicotylédones.

La biolistique ou bombardement de particules est une technique utilisant des particules
micronisées de métal sur lesquelles 'ADN a transférer est adsorbé. Elles vont ensuite étre
accélérées avec une vélocité suffisante pour pénétrer la cellule sans lui causer de dommage
létal (Klein et al., 1987 ; Sanford, 1988 ; Rech et al., 2008). Les avantages de la biolistique
sont la possibilité de co- transformation avec des transgénes multiples, l'intégration de
grands fragments d'ADN (YAC) (Mullen et al., 1998) et l'intégration de matériel génétique
dans les organelles (Maliga, 2002).

L'agrolistique combine les avantages de la transformation par Agrobacterium et la haute
efficacité de transformation de la biolistique (Hansen et Chilton, 1996). La séquence du géne
que l'on veut insérer est flanquée par les bordures droite et gauche de 'ADN-T. Cela aura
pour conséquence une meilleure efficacité de recombinaison du fragment d'’ADN exogéne
a I'ADN endogéne.

1.9.1.2. Par micro-injection

C'est une technique permettant le transfert d'organites subcellulaires et de ’ADN dans des
protoplastes via une injection réalisée par une microseringue. On obtient une efficacité de
transformation de I'ordre de 15 a 20% (Crossway et al., 1986 ; Holm et al., 2000).

1.9.1.3. Par électroporation

L’électroporation de protoplastes et de cellules integres (Fromm et al., 1985 1986 ; Arencibia
etal., 1995) est une technique basée sur la capacité d'une macromolécule (fragment d'’ADN)
présente dans le milieu extracellulaire d’étre internalisée par une cellule vivante suite a un
bref choc électrique (Neumann et al., 1982).

1.9.1.4. Par lipofection

La lipofection de protoplastes est une technique basée sur la capacité qu'ont deux
membranes biologiques a fusionner. Le fragment d'/ADN que I'on veut transférer se trouve
dans des liposomes artificiels qui vont fusionner a la membrane cellulaire de protoplastes.
Ce fragment d'ADN se trouve alors dans le cytosol (Felgner etLingold, 1989 ; Zhen et al.,
1994 ; Patrick et al., 1999).

1.9.2. Les méthodes de transferts indirects
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Les méthodes de transfert indirect utilisent des agents pathogénes qui ont la capacité de
transférer tout ou partie de leur génome, telles certaines agrobactéries (Tourte, 2001).

Les agrobactéries utilisées pour la transformation génétique de plantes sont
majoritairement Agrobacteriumtumefaciens, responsable de la galle du collet ou crown
gall ou Agrobacterium rhizogenes, responsable de la prolifération anarchique du chevelu
racinaire ou hairyroots. (Tourte, 2001).

Les Agrobacterium sont des bactéries vivant a I'état saprophytique dans la rhizosphére
de nombreuses plantes. La présence d'un gros plasmide appelé plasmide Ti (pour tumor
inducting) différencie les Agrobacterium pathogénes des non pathogénes. La plupart des
Agrobacterium pathogénes isolées sont capables d'induire par inoculation des tumeurs sur
une vaste gamme de dicotylédones et quelques monocotylédones. Cependant, la sensibilité
des plantes d'une part, et la virulence des souches, d'autre part, sont extrémement variables.
Ainsi, certaines variétés d'une méme espéce végétale montrent des degrés différents de
sensibilité a la méme souche d'Agrobacterium (Stomp et al., 1990).

L'utilisation d'Agrobacterium tumefaciens présente certains avantages surles méthodes
directes. En effet, le nombre de copies du transgene transféré a la plante est réduit, ce qui
diminue le risque potentiel de co-supression et d’instabilité du transgéne (Hansen et al.,
1997). De plus, c’est un systéme ou une cellule unique est transformée, ce qui évite ainsi
I'obtention de plantes chiméres comme c’est trés souvent le cas en transformation directe
(Enriquez-Obregon et al., 1997 ; Enriquez-Obregon et al., 1998). Et enfin, le transgéne est
souvent inséré dans des régions de I'ADN transcriptionnellement actives.

1.10.Utilisation d’Agrobacter iumtumefaciens pour la transformation
génétique des plantes

Agrobacterium tumefaciens est devenu un outil permettant la transformation génétique
de végétaux avant méme que les mécanismes moléculaires permettant ce transfert
d'information génétique soient totalement connus. L'ADN-T ne contient pas de génes
indispensables au mécanisme de transformation génétique, mais seulement les oncogéenes
et les genes de synthése d'opines. Le fait de remplacer ces génes par des génes d'intérét
sous contrdle de promoteurs (constitutifs ou non)permet de maintenir le processus de
transformation génétique, tout en enlevant les effets tumorigénes indésirables. Un plasmide
Ti dans lequel on a remplacé les oncogénes par des genes d'intérét, est appelé plasmide
Ti désarmé (Tourte, 2001).

Afin d’utiliser Agrobacteriumtum efaciens comme vecteur pour la transformation
génétique des végétaux, différents systémes ont été mis en place.

La taille des séquences d’ADN transférables sans modification peut atteindre 150
Kb gréce au vecteur BIBAC (Hamilton et al., 1996). La construction de plasmides Ti
synthétiques beaucoup plus petits (environ 10 Kb) que le plasmide Ti naturel (180Kb) a
conféré un grand avantage a cette technique de transformation génétique. Deux systémes
ont été développés : le systéme de co-intégration et le systeme binaire (Tourte, 2001) (Figure
3).

1.10.1. Le systémedeco-intégration

Le systéme de co-intégration est basé sur la recombinaison de deux plasmides, et le but
est d'obtenir un plasmide comportant a la fois la région vir et ’ADN-T. Par conjugaison
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bactérienne, le plasmide portant le géne d’intérét est transféré au sein de 'ADN-T contenu
dans E. coli, vers A. tumefaciens qui renferme le plasmide contenant les génes vir. Les
deux plasmides se recombinent grace a une région homologue pour former le plasmide
final (Tourte, 2001).

1.10.2. Le systéme binaire

Dans le systéme binaire, il va y avoir séparation physique des génes vir de 'ADN-T. A I'état
naturel ces deux régions sont situées sur le méme plasmide, mais elles peuvent toutefois
agir en trans. Comme pour le systéme de co-intégration, I'ADN-T est contenu dans une
bactérie E. coli, le plasmide portant les génes de virulence est contenu dans une bactérie
A. tumefaciens, mais il n'y a pas de recombinaison entre eux. Généralement, on utilise
un troisieme plasmide dit "helper"contenu dans une autre bactérie E. coli, qui ne peut pas
se répliquer chez A. tumefaciens et qui augmente le taux de transfert par conjugaison. Le
plasmide "helper" améliore I'efficacité de conjugaison sous I'action de ses protéines Tra et
Mob (pour transfer et mobilization), codées respectivement par les génes tra et mob (Tourte,
2001).

A B

Exchange/co-inlegration
veclor

Ti-plasmid

i PEnes

Ti-plasmid

Figure 3: Schéma représentatif des deux systémes de
transformation génétique via Agrobacteriumtumefaciens: A-
systéme de co-intégration, B-systeme binaire (Tourte, 2001).

1.10.3.Diversité des souches d’Agrobacterium spp. Utilisées dans la
transformation génétique des plantes
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Un certain nombre de souches d’Agrobacterium spp. ont été utilisés comme outils pour
la transformation des plantes et par la méme, différents protocoles d’optimisation de
la transgénése chez diverses espéces vegétales ont été décrits. Les souches les plus
communes sont :

La souche LBA 4404

La souche LBA4404 (Hoekema et al., 1983) qui héberge le plasmide Ti a octopine
(pTiAchb) est utilisée pour la transformation des disques foliaires de tabac et d’Arabidopsis
thaliana. Elle contient le géne de résistance a la Rifampicine.

La souche EHA 105

La souche EHA 105 (Hood et al., 1993) est une souche ultra virulente dérivée de la
souche EHA 101 qui posséde un plasmide Ti a nopaline et leucinopine. Elle est utilisée pour
la transformation des cellules de vigne, récalcitrante alatransformation.

La souche C58C1RIifR (pGV2260)

La souche C58C1RIfR (pGV2260)(Deblaere et al.,1985) désarmée est utilisée comme
vecteur de transformation génétique. Le géne de résistance a la rifampicine est porté par le
chromosome bactérien. Le plasmide pGV2260 est un vecteur désarmé qui porte les génes
de virulence nécessaires a l'infection des plantes, ainsi que le géne de résistance a la
carbénicilline.

La souche C58C1 (pMP90)

La souche C58C1 (pMP90) (Koncz et al.,1984) a été utilisée pour la transformation des
plantes.Cette souche dérive de la souche sauvage C58. Elle posséde un géne de résistance
a la rifampicine.

Il. Généralités sur le genre Eucalyptusspp.

I1.1. Classification

Les eucalyptus sont des angiospermes dicotylédones de la famille des Myrtacées. La
principale classification est celle de Pryor et Johnson (Pryor et Johnson, 1971) qui définit
sept sous-genres : Corymbia, Blakella, Eudesmia, Gaubaea, ldiogenes, Monocalyptus
et Symphyomyrtus. Un huitieme sous-genre (Telocalyptus) a été suggéré par (Johnson,
1976). Plus récemment, les sous-genres Corymbia et Blakella ont été formellement séparés
du reste des eucalyptus et placés dans un nouveau genre Corymbia (Hill et Johnson,
1995). Actuellement, les eucalyptus sont répartis dans les genres Eucalyptus, Corymbia
et Angophora. Le genre Eucalyptus spp. comprend principalement les sous-genres des
Symphyomyrtus et des Monocalyptus qui contiennent la plupart des espéces cultivées.

D’aprés la classification APG (Angiosperms Phylogeny Group) (Guignard, 2001), le
genre Eucalyptus spp. appartient a :

Embranchement : Phanérogames
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots
Sous classe : Rosids- Eurosids Il
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Ordre : Myrtales
Famille : Myrtaceae
Genre : Eucalyptus spp.

Il.2. Origine et aire de répartition

11.3.

L'eucalyptus de la famille des myrtacées est originaire d’Australie, il constitue la majeure
partie de la flore forestiere (Perron, 1981). Ce genre compte plus de 700 espéces et
plusieurs centaines de variétés, quelques-unes ont été introduites dans la deuxiéme moitié
du XIX siécle en région méditerranéenne, en Californie, en Amérique du sud et dans de
nombreuses régions tropicales, pour assécher les terrains marécageux en raison de leur
vitesse de développement treés rapide (Bouvet, 1999).

En Algérie, l'eucalyptus a été introduit pendant la période coloniale dans le but
d’assécher la Mitidja et d’évacuer les marécages constituant des causes essentielles des
maladies d’origine hydrique (Poupon, 1972 ; Méziane, 1996).

Description botanique
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Le mot « eucalyptus » vient du grec eu, « bon » et kalyptos, « couvrir », carles pétales et
sépales sont soudés. L'autre nom est « gommier » qui fait allusion a la gomme résineuse
rouge que les arbres exsudent quand ils sont blessés. Son habitat consiste en général en
des sols acides et humides (Jacobs, 1982).

Un dimorphisme foliaire existe chez les eucalyptus. En effet, les jeunes feuilles de
plantes issues de semis ou des rejets et les branches basses sont différentes des feuilles
adultes. Les feuilles juvéniles sont plutdt arrondies alors que les feuilles adultes sont plutot
longues et effilées selon les espéces. La principale caractéristique physiologique est la
persistance des feuilles. L’écorce des arbres de nombreuses espéces est lisse et sl lexfolie
ou se détache par plaques (Penfold et Willis, 1961).

L'inflorescence des eucalyptus est en général sous forme d’'ombelles. Les fleurs n'ont
pas de pétales, mais un opercule qui protége les nombreuses étamines et s’éjecte quand
la fleur est préte a recevoir les insectes. Le fruit est une capsule lignifiée qui est mare au
bout d’un an. Elle contient des graines en général petites qui sont dispersées par le vent
(Boland et Sedgley, 1986 ; Sedgleyet al., 1989).

Le port des eucalyptus est trés varié. Pour une méme espéce, les formes peuvent aller
du buisson si les conditions édaphiques et climatiques sont défavorables, au peuplement
forestier avec des arbres de hauteur de 30 a 50 metres en conditions favorables. Certains
individus d’Eucalyptus regnans peuvent atteindre 100 métres de haut et ils constituent
également les angiospermes les plus grands du monde. Certaines espéces existent
également sous forme de « mallee », terme australien qui désigne un arbre présentant
plusieurs tiges partant d’'un méme lignotuber ou organe souterrain lignifié (Hignard, 1998).

Présent chez la plupart des espéces, le lignotuber est riche en réserves et comprend
de nombreux bourgeons végétatifs. Il permet a la plante de régénérer des tiges si la partie
aérienne de I'arbre est détruite par le feu, le gel ou la récolte. Cette particularité constitueune
premiére adaptation des eucalyptus aux principaux stress abiotiques et aux incendies dans
leur aire de répartition d’origine (James, 1984).
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La croissance des eucalyptus est continue car ils nont pas d’endodormance
contrairement a la plupart des espéces ligneuses. lls sont opportunistes, c'est-a-dire que
leur croissance dépend essentiellement de la température moyenne. Elle est maximale en
conditions favorables mais ralentie voire nulle en conditions de stress abiotiques tels que
le froid ou la sécheresse (Moreshet, 1981).

Par contre les eucalyptus sont trés réactifs aprés les stress. D’une part, les bourgeons
végétatifs épicormiques activés trés rapidement apres blessure donnent de nouvelles tiges.
Dans le cas des incendies, la trés forte température de I'incendie favorise la germination des
graines enfouies dans le sol, permettant une reprise de végétation beaucoup plus rapide
que la plupart des autres plantes. Cette réactivité explique la compétitivité des eucalyptus
pour I'occupation de I'espace, en particulier aprés les incendies, qui ont toujours été trés
fréquents en Australie (Pryor, 1976).

Mode de reproduction

La majorité des especes d’eucalyptus présenten un nombre de chromosomes de 2n = 22.
Les fleurs sont hermaphrodites, les organes males et femelles se trouvent dans la méme
fleur. Lage de maturité oscille selon les espéces de 3 a 10 ans, mais un décalage de
floraison existe entre les différentes unités génétiques (individus, provenances, espéces).
La pollinisation est principalement entomophile ou réalisée par les oiseaux pour les espéces
a grandes fleurs (Hopper et Moran, 1981), ce qui favorise dans ce dernier cas I'’hybridation
inter-spécifique. La distance de dispersion du pollen est généralement inférieure a 100
métres (Eldridge et al.,1993).

L'allogamie préférentielle est favorisée par différents mécanismes dont la Protandrie
(maturation décalée du stigmate et du pollen), mais aussi I'incompatibilité du tube pollinique
et du stigmate, la stérilité male et par un mécanisme génétique de contrble dlincompatibilité
(Pryor, 1976). Cependant, il existe une part non négligeable d’autogamie lors de la
fécondation. Dans les conditions naturelles, le taux d’allofécondation moyen est estimé a 75
% avec des variations comprises entre 60 et 90 % (Moran et al., 1989). L’autofécondation
produit des graines peu viables avec des taux de germination réduits et une croissance
plus lente. Les arbres trés consanguins sont éliminés simplement par concurrence avec les
autres arbres. Des formes anormales plus ou moins létales, appelées « dwarfs » ou naines
sont parfois observées, mais sans étre obligatoirement reliées a la consanguinité (Arbez
et Lacaze, 1999).

Exigences générales

11.5.1.Climats

On rencontre en général I'eucalyptus dans des pays a climats chauds, et méme tropicaux,
d’autres exigent des conditions météorologiques trés variables : soit en haute montagne
(Alpes Australiennes), soit dans d’autres régions trés froides avec des hivers rigoureux ou il
n’est pas rare que les températures descendent, pendant de longues périodes en dessous
du zéro degré (Louerguioui, 1988).

En général, 'eucalyptus ne supporte pas les basses températures. Il est conseillé
d’éviter les plantations d’eucalyptus dans des régions ou les températures peuvent
descendre en dessous de 4° C.
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11.5.2.Substrat et nutrition

L'eucalyptus n’est pas exigent, il préfere les sols argileux, granitiques, argilo-calcaires et
méme parfois calcaires. Il se contente de terrains pauvres mais profonds (Louerguioui,
1988).

I1.6. Intéréts et utilisation

Les eucalyptus revétent une importance considérable a I'échelle de I'économie forestiére
mondiale (Lanier, 1986). lls ont bien démontré une capacitéde production assez supérieure
a celle enregistrée en Australie (Metro, 1963). Les eucalyptus présentent incontestablement
les plus importantes plantations du bois dur dans le monde (Turubull, 1991). Doté d’'une
grande adaptabilité et d’'une croissance rapide, I'eucalyptus présente un large éventalil
d'utilisation. En réalité, ce sont les besoins crées par la deuxieme guerre mondiale qui
ont montré lesrecherches sur l'utilisation d’eucalyptus pour la production de cellulose
industrielleet la fabrication de papier de qualité supérieure et de toute catégorie.

Aujourd’hui, les possibilités d’utilisation du bois d’eucalyptus pour la fabrication du
papier, soulévent un intérét considérable. Les pates d’eucalyptus sont infiniment plus utiles
dans la fabrication du papier que les pates ordinaires de bois dur puisqu’elles servent a
améliorer la résistance du papier a la perforation et a la traction (Campinhos, 1999).

Les eucalyptus, grace a sa croissance rapide et sa taille imposante, forment rapidement
une haie protectrice, préservant le verger des vents froids ou chauds qui risquent de causer
d’'importants dommages aux récoltes (Yossi et al., 2006).

Grace aux puissantes émanations de ses feuilles et a sa capacité de pomper
d’impressionnantes quantités d’eau, I'eucalyptus est utilisé également pour assainir les
marais, ce qui a permis de réduire la reproduction des insectes (Poupon, 1968).

Les eucalyptus sont aussi extrémement intéressants pour leurs tanins, résines et méme
huiles essentielles que renferment les feuilles, les tiges et méme I'écorce et qui ont des
applications trés importantes en médecine (Kajangwe et Mukarusine, 2001).

I.7. La culture de I'’eucalyptus

1.7.1. Culture en pépiniére

Les eucalyptus ont une importance considérable a I'échelle forestiere mondiale (Lanier,
1986). Plusieurs pépinieres s'intéressent a la production de plants de reboisement.
L'eucalyptus demande certaines connaissances dans ce domaine :

La sélection des graines et des espéces se fait en fonction des qualitéspropres
a chaque espéces, telles qu’'une croissance rapide, une qualité du bois, un port
décoratif (espaces verts, environnement), une richesse en essence et autres produits, un
développement des racines important et une résistance au feu (Louerguioui, 1988).

11.7.2. Culture in vitro de I’eucalyptus
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La technique de culture de tissus ou d’organes (in vitro), qui a été appliquée a I'étude du
probléme de la physiologie des plantes est un moyen pour prolonger la survie des organes
isolés, et pour leur développement.

Ces techniques invitro sont d application relativement récente dans le domaine forestier.
Il existe peu d applications commerciales a plus ou moins grande échelle.

Plusieurs raisons, souvent d’ordre technique sont a l'origine de ce phénomeéne. La
premiére en est le prix de revient, le colt de 'opération reste plus élevé que celui du semis
(de Assis, 2001).

Le second frein a I'application des méthodes invitro, est lié au fait que la multiplication
ne concerne en général, qu’un matériel trés juvénile (graines, jeunes germinations).

Les travaux pionniers de Duran-cresswell et Nitsch (1975), De Fossard et Bourne
(1976), De Fossard (1978), Hartney (1980), ont amélioré et étudié la méthode a nombreuses
espéces, ainsi des cultures de fragments de feuilles, de pétioles, d’entre-nceuds, de noeuds
et de racines ont été réalisées in vitro.

1.7.2.1.Lamicropropagation

La micropropagation consiste a produire, en conditions stériles, de hombreux bourgeons
axillaires a partir d’'un bourgeon ou plus précisément d’'un méristéme. Les bourgeons sont
multipliés, allongés en tigelles de quelques centimétres et enracinés en présence d’'une
auxine, puis utilisés soit en plantation directe, soit en pieds-meéres. La micropropagation
permet 'amplification du matériel sélectionné sur une petite surface indépendamment des
saisons. Les vitro-boutures sont de qualité : elles sont exemptes de bactérie et de virus et
présentent une vigueur juvénile souvent recherchée pour I'établissement de pieds- méres
destinés au bouturage horticole (Pilate et al., 2002).

Des protocoles ayant un bon rapport rendement-prix ont été mis au point pour de
nombreuses lignées pures et hybrides d’Eucalyptus spp. (Watt et al., 1991, 1995). Dans
le cas d’Eucalyptus spp., les explants sont sélectionnés a partir de semences (essais de
provenance), de massifs taillés pour la multiplication et de plantes adultes en pot, et sont
ensuite induits & se multiplier et a générer de 10 a 40 bourgeons par explant initial, en
fonction du génotype parental et du protocole utilisé (Watt et al.,1995).

La production racinaire peut étre induite in vitro ou ex vitro et I'acclimatation successive
se réalise avec un bon taux de succés en serre. A Mondi Forests, de 30 a 50 clones
de génotypes hautement sélectionnés et supérieurs de clones d’eucalyptus font partie
annuellement du programme in vitro. A partir de ceux-ci, environ 4 200 plants d’eucalyptus
sont produits tous les mois et servent a établir des massifs de multiplication par clone.

D’aprés les résultats d’essais de terrain sur des clones d’Eucalyptus (Watt et al.,1995),
les taux de croissance, I'uniformité et la qualité des plants micropropagés sontcomparables,
voire supeérieurs, a ceux obtenus avec des individus du méme génotype produits suivantla
technique conventionnelle de macropropagation (boutures racinées).

Outre I'utilisation de la micropropagation comme moyen direct de produire des
propagules pour I'établissement de plantations, on peut utiliser les techniquesin vitro
de maniére plus sélective en association avec un programme deproduction par
macropropagation. Par exemple, la culture tissulaire peut servir a laproduction de matériel
pour la constitution de massifs dont sont tirées les bouturesa utiliser dans Ilétablissement
des plantations (Watt et al., 1995).
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A cet égard, comme il a été signalé pour d’autres essences forestiéres, nous n’avons
observé que les boutures provenant de la micropropagation d’Eucalyptusspp. etde ses
hybrides manifestent des pourcentages d’enracinement plus élevés et dans certains cas,
produisent davantage de bourgeons que les sources adultes conventionnelles (Watt et al.,
1995). Dans le cas d’E. grandis, un seul plant d’'un massif donateur produit de 12 a 17
boutures environ avec de 50 a 60% pour cent d’enracinement réussi toutes les trois a quatre
semaines. En fonction du clone, ces valeurs peuvent augmenter pour atteindre 35 boutures
et 85% d’enracinement réussi si les boutures proviennent de plants micropropagés. On a
également obtenu des succes avec quelques clones hybrides comme E. grandis x E. nitens
(Watt et al., 1995).

1.7.2.2. L’embryogénésesomatique

Technique consiste a I'obtention d’embryons a partir de cellules somatiques, apparait
comme la technique de prédilection pour 'amplification des coniféres. Cette technique se
décompose en plusieurs étapes :

unephased’initiationquiconsistearendreuntissusomatiquecapable
desedifférencierenembryons.Cesembryonssontappeléssomatiques

par opposition aux embryons zygotiques obtenus a partir des cellules
germinales;unephasedemultiplicationenmassedecesembryonsquiresteaun stade trés
peu différencié, précoce, immature, sous forme de masses embryogénes

une phase de maturation de ces masses embryogénes que ILJon peut comparer a ce
qui se passe chez 'embryon zygotique lors de la dessiccationdelagraine;

une phase de conversion de 'embryon somatique mature en plantule

Découverte initialement sur I'épicéa par I. Hakmann dans les années 1985, I'embryogénése
somatique permet maintenant d’obtenir un nombre illimité de copies d’embryons immatures
pour de nombreuses espéces. Les clones d’embryons ainsi obtenus sont génétiquement et
morphologiquement conformes aux cellules de départ et, aprés un stade de maturation, se
développent en plantules équivalentes a des semis (Pilate et al., 2002).

En effet, 'embryogenése somatique, offre en ce qui concerne les espéces forestieres
un grand nombre d’améliorations par rapport a la micropropagation par prolifération de
bourgeons axillaires. Le principal avantage de I'embryogenése somatique est qu’elle
donne des unités contenant un méristéeme a la fois de racine et de bourgeon. Autrement
dit, tandis que le systéme racinaire produit par voie organogénique est adventif, les
plantules provenant d’embryons somatiques ont des systémes radiculaires pivotants (Watt
etal.,1995).

Les premiéres plantules d’eucalyptus produites par embryogenése somatique ont été
plantées en 1988 et il est intéressant de noter qu’elles ont commencé a fleurir une saison
plus tét que les plantules provenant de semences.

Pinto et al., (2008), ont obtenus des valeurs plus élevées du taux d’induction et du
nombre total d’embryons somatiques produits d’Eucalyptus globulus.

1.7.2.3.Cultures de cellules en suspension

Une culture de cellules en suspension consiste en des cellules se divisant rapidement,
homogénes et métaboliquement actives, dispersées et se développant dans un milieu de
culture liquide aéré. Ces cultures représentent un excellent outil pour les applications aussi
bien théoriques que pratiques. Parmi les applications de cultures de cellules en suspension
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a la foresterie commerciale, on peut citer leur utilisation comme réceptacle pour I'insertion
et l'intégration de génes étrangers, leur réle dans le cryostockage du germoplasme et
leur emploi comme systéme d’isolement in vitro de lignées de mutants et de sélection
de phénotypes résistants/tolérants au stress (van der Bulk, 1991). En outre, la production
automatisée a grande échelle d’embryons somatiques a partir de cultures cellulaires en
milieu liquide est un chemin possible vers la multiplication végétale a faible colt (Becwaret
al., 1988) ainsi qu’'un mode de surmonter le probléme du développement asynchronique de
I'embryon observé lorsqu’on utilise un milieu solide (Watt et al.,1991).

Blakewell et al., (1993), ont pu établir et maintenus des cultures en suspension a partir
d’une variété d’eucalyptus pur et de lignées hybrides.

1.7.2.4.Cryoconcervation

Comme pour les cultures agricoles, 'amélioration génétique des arbres doit choisir entre
maximiser les avantages génétiques ou minimiser I'érosion génétique (Burely, 1989). En
outre, la variation génétique doit étre a large base pour permettre aussi bien des gains
dans les générations a avenir que I'adaptation a des obijectifs, milieux, systémes de gestion
ou maladies en évolution. Ce fait, associé au long cycle de croissance des arbres, a
fait que des superficies relativement étendues de terre sont actuellement affectées par
l'industrie forestiére au stockage de génotypes “potentiellement utiles”. En outre, certains de
ces geénotypes sont parfois détruits par des facteurs environnementaux. Dans la foresterie
commerciale, on peut aussi perdre du matériel génétique ou de production dans d’autres
types d’opérations. C’est ainsi que, dans le cas d’industries qui utilisent des techniques de
micropropagation dans leur programmes de production, les cultures et/ou plantules in vitro
atteignent parfois le stade voulu pour la transplantation ou I'expédition avant que soient
disponibles la main-d’oeuvre nécessaire aux manipulations et I'espace dans les serres, ou
avant que le marché ou les consommateurs soient préts a les recevoir. On peut surmonter
ces problémes en stockant le germoplasme désiré in vitro en conditions de croissance
minimale (température inférieure a 10°C, approvisionnement réduit en oxygéne, diminution
des nutriments, etc.) et/ou de cryoconservation (stockage du germoplasme dans de I[Jazote
liquide) (Kartha, 1985).

Le stockage en conditions de croissance minimale n’offre qu’'une solution a moyen
terme car les cultures perdent leur capacité de régénération au bout de quelques mois.
Dans le cas de I'eucalyptus, nous avons pu stocker des cultures en conditions de croissance
minimale (milieu a trés basse teneur en nutriments, 4°C) pendant six mois sans perte de
survie (Berjaket al.,sous presse). Cependant, en conditions de cryoconservation (a -196°C)
les processus métaboliques et ladégradation biologique sont arrétés et (théoriquement)
le matériel biologique peut étre emmagasiné indéfiniment (Kartha, 1985 ; Grout, 1995).
Du fait que seuls de petits fragments de matériel biologique peuvent résister au stress du
gel, les éléments végétaux utilisés pour la cryoconservation sont des bourgeons axillaires,
des fragments de cal, des parties aliquotes de cultures de cellules en suspension et du
pollen. Avant leur immersion et stockage dans I'zote liquide, il faut préparerles explants. La
préparation consiste en général en culture préalable dans un milieu approprié (a potentiel
osmotique élevé), séchage jusqu’a une basse teneur en humidité sans perte de viabilité, et
traitement a base de cryoprotecteurs (glycérol, sulfoxyde de diméthyle, sucrose) (Kartha,
1985 ; Grout, 1995).

Poisonnier et al., (1991), ont pu réaliser la cryoconcervation dans I'azote liquide d’apex
d’Eucalyptus gunii cultivé in vitro aprés enrobage et déshydratation.
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I1.8.Principales essences d’eucalyptus cultivées en Algérie
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En Algérie, E. camaldulensis semble étre I'espéce pionniére de ce genre, ayant été
introduite en 1860 par les Francgais (Poupon, 1972 ; Méziane, 1996). La plantation a
excessivement bien prospéré, ainsi, d’autres espéces ont été introduites et expérimentées
d’abord dans différents arboréta depuis 1948 dans le but d’assécher la Mitidja et d’évacuer
les marécages constituant des causes essentielles des maladies d’origine hydrique
(Letreuch-Belarouci, 1991). Dans des conditions trés favorables de la région d’Alger
(Méziane, 1996), la diversité des eucalyptus a donné naissance a des hybrides naturels
tels que E. algeriensis (E. camaldulensis x E. ruais x E. tereticornis) qui a une place bien
déterminée dans 'eucalypticulture (Morandini, 1964).

D’aprés I'office national des travaux forestiers (ONTF), plusieurs entreprises dans notre
pays s’occupent actuellement a la production en pépiniere des plants forestiers, fruitiers et
d’ornements pour la réalisation de divers projets de reboisement, de création des espaces
verts et des programmes agricoles.

Pour répondre a ces besoins en bois, I'Algérie a fait appel aux eucalyptusqui sont
incontestablement une source ligneuse précieuse. En effet, plus de 130espéces ont
été plantées sur le territoire national (Méziane, 1996), faisant 'objetde la majorité des
programmes de reboisement des terrains nus, a la sylvicultureurbaine et aux espaces verts.

Diverses espéces sont cultivées en Algérie, elles font partie intégrante de plusieurs
plans d’aménagements forestiers. Les principales sont citées ci- dessous :

E. camaldulensis. Dehn De tous les eucalyptus, I'espéce E. camaldulensis présente
la distribution la plus large en Australie, elle est appelée communément le gommier rouge,
cette essence est la plus utilisée de tous les eucalyptus dans le reboisement a travers le
monde. Elle résiste a la sécheresse, au froid mais non aux gelées (Lamprecht, 1990).

E. cladocalyx

Cette espéce est classé de petite a moyenne taille, bien qu’il puisse atteindre jusqu’a
40 m de hauteur (Boudy, 1952). C’est une excellente plante mellifere et dont le feuillage est
réputé comestible par les animaux (Ledant, 1975).

E. gomphocephala

Arbre trés intéressant, il pousse parfaitement sur le calcaire et en zone aride. Il fructifie
trés abondamment et donne un bois dloeuvre trés résistant (Boudy, 1952).

E. umbellata

Synonyme Eucalyptus tereticornis (Smith, 1793).C'est une espéce plantée dans de
nombreuses régions du monde, elle est appelée communément I'eucalyptus rouge, elle
pousse entre 20 m a 50 m de hauteur, son bois produit d’excellents charbons. Cette espéce
préfére les sols humides et marécageux et sensibles aux gelées.

E. saligna

Appelécommunément eucalyptus bleu Sydney, rbre précieux dans les plantations
forestiéres.llpoussedansleszonestempéréeschaudesverslespays subtropicaux, il peut
atteindre 65 métres de hauteur. Son bois est utilisé pour la construction de batiments, la
construction navale, et est trés précieux pour les meubles en raison de sa couleur miel riche
et sombre. Espéce connue sensible a la sécheresse et tolérante aux gelées (Bootle, 1983).

E. punctata
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Un aliment privilégié du Koala, appelé communément gomme grise, arbre peut
atteindre jusqu'a 10 a 35 métres de hauteur, avec un diamétre de tronc de 100 cm, il
pousse sur les collines basses, tout au long de la zone cbtiére et les pentes des plateaux
en Australie. Cette espéce tolére les sols pauvres et secs. Son bois est utilisé dans les
constructions lourdes et le chauffage (Boland et al., 1984).

E. microcorys

Appelée communément Tallowwood, pousse dans les foréts humides présde la céte,
elle peut atteindre plus de 40 metres de hauteur. Son bois de couleur brun jaunatre a vert
olive est utilisé pour les terrasses et les meubles de jardin. Espéce connue tolérante a la
sécheresse et aux gelées (Boland et al., 1984).

1.9. Conclusion a la partie bibliographique et objectifs de recherche

La présence de la maladie du crown gall dans les vergers et dans les pépinieres de
production de plants entraine une réduction de la vigueur et de la durée de vie des
arbres. Des pertes économiques trés sérieuses au niveau de la production peuvent étre
enregistrées puisque les plants porteurs de symptémes sont invendables (Krimi, 2001).

L'importance de la maladie du crown gall sur I'eucalyptus, nous a incité a vérifier
le pouvoir pathogéne des souches d’Agrobacterium spp.isolées de cette espéce et par
conséquent de vérifier un principe phytopatologique important qui est le postulat de koch.

En premier lieu, nous avons inoculé in vitro huit espéces d’eucalyptus cultivées a travers
les pépiniéres forestiéres algériennes avec trois souches d’Agrobacterium spp. : une souche
de référence et deux souches isolées de cette méme plante héte.

En deuxiéme lieu, nous avons inoculé les mémes espéces d’Eucalyptus par les mémes
souches d’Agrobacterium in planta pour faire une comparaison entre les réponses des
plants d’eucalyptus vis-a-vis des souches d’Agrobacterium in vitro et in planta.

Enfin, afin d’estimer la performance des souches inoculées sur les différentes espéces
d’eucalyptus testées et pour la mise en évidence d’'une éventuelle utilisation de ces souches
en biotechnologie, nous les avons comparé par rapport aux symptdémes produits tels que ;
dimensions des tumeurs et présence de cals racinaires de type « hairy root ».
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Notre expérimentation est déroulée en deux essais : un essai in vitro au niveau du
laboratoire de Ressources Génétiqueset Biotechnologie de 'TENSA d’El-Harrach et un essai
in planta au niveau du laboratoire et de la serre de phytobactériologie a I'université Saad
Dahleb de Blida.

1.Matériel biologique

1.1.Matériel végétal

Nous avons testé huit especes d’eucalyptus cultivées en Algérie, en pépiniéres, comme
plantesd’ornements ou utilisées dansles plans de reboisement forestiers.

Pour les deux essais in vitro et in planta, les huit espéces étudiées sont : E.
camaldulensis, E. cladocalyx, E. gomphocephala, E. umbellata, E. saligna, E. blackey, E.
punctata et E. microcorys.

Les semences des différentes espéces d’eucalyptus utilisées dans ce travail nous
ont été fournies par les services de I'Institut National de Recherche Forestiére (INRF) de
Bainem.

1.2. Souches bactériennes
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1.2.1. Inoculum et souches d’Agrobacteriumspp. utilisées

Les trois souches bactériennes pathogénes utilisées dans la présente étude appartiennent a
la collection du laboratoire de phytobactériologie (département d’Agronomie de I'Université
Saad Dahleb, Blida). Parmi ces souches, deux souches locales E2X et E17 ont été isolées
a partir des tumeurs de "crown gall" issues des espéces d’eucalyptus (Krimi et al., 2006) et
une souche de référence Agrobacterium tumefaciens C58 isolée de Prunus (Dickey, 1961).
Ces souches ont été conservées dans I'eau distillée stérile a une température de 4°C. Le
pouvoir pathogene des 3 souches a été confirmé sur une plante test Kalankoé (Kalankhoé
daigremantiana) et sur la tomate (Lycopersicum esculentum cv. Marmande) (Figure 4).
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Figure 4: Test de pathogénicité des trois souches bactériennes
E2x, E17 et C58 utilisées pour I'inoculation in vitro et in planta.

A. Pouvoirpathogéne destrois souchesd’Agrobacterium tumefaciensE17,E2X
etC58surdesplantules detomate;

B. Pouvoirpathogéne dela souche(E17) sur lelimbe dekalanchoé.

1.2.2. Préparation des suspensions bactériennes a inoculer

Afin de s’assurer de la pureté des souches, nous avons procédé a des purifications
successives. La méthode consiste a faire des étalements successifs en boites de pétri,
de la culture bactérienne de chaque souche selon 3 secteurs sur le milieu MG (Mannitol
Glutamate) (Keane et al., 1970) (Annexe 1) puis incubation a 25° C.

L'inoculum utilisé pour nos deux essai invitro et inplanta est une culture Bactérienne de
48 heures. Pour I'inoculation, nous avons préparé des suspensions denses a une densité
optique DO= 1, ce qui correspond a une densité cellulaire de 10 8 bactéries / ml (Bouzar
et al., 1991).

2. Préparation des plantes

2.1. Conduite du test invitro

2.1.1.Désinfection des semences
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Chaque lot de graines est désinfecté individuellement selon le protocole suivant : un ringage
a l'alcool 70°, un trempage en agitation dans une solution d’hypochlorite de sodium 12°
( eau de javel) pendant 10 minutes, puis trois ringages successifs a I'eau distillée stérile. La
derniére étape consiste a récupérer les graines désinfectées sur du papier filtre Whatman
stérile.

Toutes ces opérations sont réalisées en conditions aseptiquessous une hotte a flux
laminaire.

2.1.2. Milieu de culture

Pour notre essai, nous avons utilisé le milieu de culture de base MS (Murashige et Skoog,
1962)(Annexe1) quicomporte : des solutions macrominérales ; des solutions microminérales
et des solutions vitaminiques.

La préparation de 01 litre de milieu de culture a partir des solutions de base de MS, se
réalise selon les étapes suivantes :

Dans un ballon de 1 litre d’eau distillée et sur un agitateur: 50 ml de macro- éléments
(concentré 20 fois); 10 ml de micro-éléments (concentré 100 fois); 10 mlide fer (concentré 100
fois); 1 ml de vitamines (concentré 1000 fois);0,1 g de myo- inositol et 20 g de saccharose
sont ajoutés puis ajustés.

Le pH est ajusté entre 5,6 et 5,8. Le milieu est ensuite solidifié en ajoutant 7g d’agar.

Avant la mise en culture, le milieu est versé dans des tubes a essai standard (160 x 24
x 1,2 mm) et stérilisé par un autoclavage a une température de120°C pendant 20 minutes.
Le milieu de culture utilisé pour le repiquage desplants aprés l'inoculation contient la méme
composition que le milieu utilisé pour lesemis plus un antibiotique la céfotaxime (4ug / ml)
stérilisée par ultrafiltration en utilisant des filtres millipores pour réduire le développement
de la bactérie en question aprés transformation, puis repiquage.

2.1.3. Mise en culture

Le semis se fait par I'introduction des graines sous une hotte a flux laminaire dans des
tubes a essai contenant le milieu de culture. Les tubes a essais ainsi ensemenceés sont
placés dans une chambre de culture dont la température est fixée a 26° + 2° C, sous une
photopériode de 16 heures de jourset 8 heures de nuit.

Pour chaque espéce d’eucalyptus, un semis de plus de 120 graines a été pratiqué dans
120 tubes. Sur les 120 tubes, 60 plants par espéce ont été sélectionnés par rapport a leur
taille et leur bonne croissance.

Aprés 20 a 30 jours, les plants ont atteint un stade de trois feuilles et sont préts a
l'inoculation.

2.2. Conduite du test inplanta
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2.2.1. Désinfection

Les graines ont été désinfectées selon le protocole suivant : un trempage dans une solution
d’hypochlorite de calcium a 4 % ; puis ringage 3 fois par I'eau distillée stérile.

Chaque lot de graines désinfecté, est récupéré sur du papier filtre stérile.
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2.2.2. Semis

Le substrat utilisé pour le semis en serre est un mélange de : 1/3 de sable, 1/3 de tourbe et
1/3 de terre végétale. La stérilisation du substrat a été réalisée selon la méthode de Rapilly
(1968), qui consiste a stériliser le sol a deux reprises dans un four pasteur pendant 1 heure
a 250° C, en un intervalle de 24 heures.

Le semis a été mené sous une mini-serre réglée a une température de 25° C. Cette
opération a été suivie par une irrigation a 'eau de robinet stérile. Le moyen adopté pour
lirrigation est I'aspersion manuelle. LI Aprés 15 jours, les plants sont repiqués dans des
sachets de poly-éthyléne transparent contenant la méme composition de substrat stérile
que le semis, chaque plant est repiqué dans un sachet. Les plants ont été placés par la
suitesous-serre et suivis par une irrigation a I'eau de robinet stérile. Aprés 30 a 40 jours les
plants ont atteints le stade trois feuilles.

3. Méthodes d’inoculation

Pour I'essai in vitro, la méthode d’inoculation consiste a réaliser des microblessures a l'aide
d’'une aiguille stérile au niveau des racines et sous une hotte a flux laminaire.Nous avons
inoculé 20 plants par souche et par espéce d’eucalyptus. Pour le test témoin, nous avons
utilisé des plants blessés inoculés avec de I'eau distillée stérile. Les plants inoculés sont
repiqués dans des tubes a essai contenant le milieu de culture MS avec la céfotaxime, un
antibiotique qui réduit le développement de la bactérie. La mise en culture se fait dans une
chambre de culture avec une température de 26° £ 2° C, sous une photopériode de 16
heures de jours et 8 heures de nuit. L'inoculation a été réalisée au stade 3 feuilles.

Pour I'essai in planta, la méthode d’inoculation consiste a réaliser des microblessures
(= 1 cm) a l'aide d’une aiguille stérile entre la deuxiéme et la troisiéme feuille. Un volume
constant de 200 ul de la suspension bactérienne est déposé au niveau des sites des
blessures a l'aide d’une micropipette. Le site de I'inoculation est recouvert avec du papier
aluminium pour empécher le desséchement de I'inoculum. Nous avons inoculé trente (30)
plants par souche et par espéce d’eucalyptus. Des plants blessés et inoculés avec 'eau
distillée stérile sont considérés comme des plants témoins. L'inoculation a été réalisée au
stade trois feuilles.

4. Parametres étudiés

4.1. Etude du pouvoir pathogéne des souches d’Agrobacterium spp.
et de la sensibilité des espéces d’eucalyptus

Pour les deux essais in vitro et in planta, la sensibilité est évaluée, par le pourcentage
d’apparition des symptomes tumoraux en calculant le pourcentage des plants ayant répondu
positivement a I'inoculation (développement de latumeur au site d’inoculation).

4.2. Etude de la performance des souches d’Agrobacterium spp.
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Ce parameétre n’est étudié que pour I'essai in planta. Nous nous sommes intéressé a mettre
en évidence une éventuelle utilisation de ces souches en biotechnologie (transformation
geénétique). L'estimation de la performance des souches étudiées, se fait selon deux
facteurs : la présence de cals racinaires de type « hairy root » et la morphométrie de la
tumeur (dimensions des tumeurs). Cette derniére est appréciée en mesurant le diamétre
de la tumeur (mm) a l'aide d’'un pied a coulisse et le poids (g) a I'aide d’'une balance de
précision (précision = 0,1 mg) (Cervera et al., 1998).

5. Analyse des résultats
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Afin de vérifier une éventuelle différence dans les réponses des espéces d’eucalyptus vis-a-
vis des souches testées, nous nous sommes servis de I'analyse de la variance a 2 facteurs
de classification (ANOVA 2) (Dagnelie, 1975).

L'analyse de la variance permet de montrer les divergences entre les populations en
définissant les sources de variabilité. En décomposant la variabilité globale observée dans
une ou plusieurs populations en composantes interne et externe, on obtient deux valeurs
de variabilité que I'on peut attribuer aux facteurs étudiés, ainsi qu'une valeur qui englobe
les autres sources de variabilité (variabilité résiduelle).

Les résultats obtenus sont exprimés en fonction de la probabilité qui permetde
déterminer le niveau de signification des effets des facteurs étudiés (traitements).

Si p 20.05 : leffet des traitements est non significatif ; Si 0.05 >p>0.01 : l'effet
des traitements est significatif ; Si 0.01>p >0.001 : I'effet des traitements est hautement
significatif ; Si p < 0.001 : I'effet des traitements est trés hautement significatif.

Le seuil d’erreur retenu est 5%. Dans le cas d’effet de traitements significatif (P< 0.05),
'analyse de la variance est complétée par une comparaison des moyennes, deux a deux,
en utilisant le test des étendues multiples (LSD) de Fisher (Least Significant Difference) au
seuil de 5%. Ce dernier test nous permet de montrer les différences entre les traitements
et de dégager les groupes homogénes.

L’application de ces analyses a été réalisée par le logiciel: STATGRAPHICS Centurion
XV Version 12.2.05 copyright © 1982-2007 Stat Point, Inc.

La performance de transformation des souches a été étudiée en évaluant les résultats
du poids moyen et du diamétre moyen des tumeurs selon le test de student (Dagnelie, 1975).

Pour le calcul du taux d’infection (incidence de la maladie) sur les espéces d’eucalyptus
étudiées, nous avons utilisé la formule suivante :

Nombredesplants  atteints  (présence detumeur ausite d’inoculation)  x
100Nombredesplants /total
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Chapitre 3 : Résultats et discussions

1. Pouvoir pathogeéne in vitro des trois souches
d’Agrobacterium tumefaciens et sensibilité des
espéces d’eucalyptus

Selon les huit espéces d’eucalyptus, trois a quatre semaines apres l'inoculation, les plants
infectés par les souches E2x, E17 et C58 ont commencé a développer des tumeurs sur les
racines et les tiges (Figure 5). Sept semaines aprés I'inoculation, les plants ont été examinés
visuellement pour I'estimation de l'incidence de I'infection. Les résultats obtenus ont montré
que les huit espéces d’eucalyptus ont répondu positivement a l'inoculation artificielle par les
trois souches d’Agrobacterium et avec des pourcentages d’infection hétérogénes et aucune
tumeur n’a été enregistrée dans les lots témoins (Tableau 2).

Les résultats relatifs a la sensibilité des espéces d’eucalyptus vis-a-vis des trois
souches d’Agrobacterium tumefaciens in vitro sont enregistrés dans le tableau 2 et les
figures 6, 7 et 8.
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Figure 5 : Formation des tumeurs chez quelques espéces d’eucalyptus

inoculation avec les trois souches d’Agrobacterium tumefaciens (E2x, E17 et C58) in
vitro. A-E. microcorys (E2x), B- E. camaldulensis (E17), C- E. gomphocephala (C58), D-
formation de chevelu racinaire sur la tumeur (hairy root) chez E. microcorys (E17)

Tableau 2 : Résultats relatifs de I'infection artificielle des huit espéces d’eucalyptus par les trois
souches d’Agrobacterium tumefaciens (E2x, E17 et C58) in vitro.
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Figure 6 : Niveau de sensibilité des espéeces d’eucalyptus
vis-a-vis des trois souches bactériennes in vitro

L'analyse de la variance révéle une différence trés hautement significative dufacteur
espéce d’eucalyptus (F1) sur le degré de la sensibilité vis-a-vis des trois souches
d’Agrobacterium spp (Annexe 2).

Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5% révele cing groupes
homogeénes (A, B, C, D et E) (Annexe 3).

D’aprés le tableau 2 et |a figure 6, il ressort que l'infection a atteint le plus haut niveau
chez E. gomphocephala avec un pourcentage de 65 % appartenant individuellement au
groupe A. Les espéces E. cladocalyx et E. microcorys montrent une sensibilité avec des
pourcentages de 53,33 % et 48,33% respectivement. lls sont regroupés dans le méme
groupe B. Pour les espéces, E. saligna, E. punctata et E. umbellata les résultats montrent
des sensibilités avec des pourcentages de 40 %,35 % et 33,33 % respectivement et sont
regroupés dans le méme groupe C, suivi parE. blackey avec un pourcentage de 25 % qui
appartient individuellement au groupeD.

Le taux d’infection le plus faible a été enregistré pour E. camaldulensis avec un
pourcentage de 18,33 %, il appartient au groupe individuel E.

1.2. Pouvoir pathogéne des trois souches d'Agrobacterium in vitro
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Taux d'infection %
o

E17 Ein C58

Figure 7 : Niveau de virulence des trois souches d’Agrobacterium in vitro

Concernant 'effet du facteur souche (F2), 'analyse de la variance révéle une différence
trés hautement significative sur le degré de la sensibilité des espécesd’eucalyptus vis-a-vis
des souches d’Agrobacterium spp (Annexe 2).

Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5 % révéle deux groupes
homogénes (A et B) (Annexe 3).

D’aprés le tableau 2 et la figure 7, il ressort que le taux de pathogénicité le plus élevé
a été obtenu par les souches E17 et E2x avec des pourcentages de 49,37% et 45,62 %
respectivement, ils sont regroupés dans le méme groupe A, suivi par la souche C58 avec
le pourcentage le plus faible 24,37 % qui est représenté par le groupe B.

Les résultats suggérent en effet que les souches E17 et E2x sont les plus virulentes et
présentent des capacités de transformation plus importantes par rapport a la souche C58
qui s’est montrée la moins virulente pour les huit espéces d’eucalyptus.

1.3. Taux d'infection des espéces d'eucalyptus inoculées par les trois
souches d'Agrobacterium in vitro
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Figure 8 : Taux d’infection des especes d’eucalyptus
inoculées par les trois souches d’Agrobacterium in vitro

Concernant I'effet de l'interaction des deux facteurs étudiés espéces-souches (F1xF2),
I'analyse de la variance révéle une différence significative sur le degré de la sensibilité des
espéces d’eucalyptus vis-a-vis des souches d’Agrobacteriumspp (Annexe 2).

Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5 % révele huit groupes
homogeénes (A, AB, B, C, CD, D, DE et E).

D’aprés le tableau 2 et la figure 8, il ressort que le taux d’infection le plus élevé a été
enregistré par la souche E17 sur E. gomphocephala avec un pourcentage de 90 % qui est
représenté individuellement par le groupe A, suivi par E. cladocalyx inoculé par la souche
E17 avec un pourcentage de 80 % représenté par le groupe AB.

Pour 'espéce, E.gomphocephala inoculée par la souche E2x, le tauxd’infection a atteint
un pourcentage de 75 % qui est représenté individuellement parle groupe B.

Les espéces E. microcorys inoculée par la souche E17 et E. saligna inoculéepar E2x
ont enregistré le méme pourcentage de 60 %, suivi par les espéces E. microcorys inoculée
par E2x et E. umbellata inoculée par la méme souche avec le méme pourcentage de 55 %.
lls sont regroupés dans groupe C.

Pour 'espéce E. punctata inoculée par E17, le taux d’infection a atteint 45 %, suivi par
la méme espéce inoculée par E2x, E. cladocalyx inoculée par E2x et E. cladocalyx inoculée
par C58 qui ont enregistrée le méme pourcentage de 40 %. lls sont regroupés dans le
groupe CD.

Les espéces E. blackey inoculée par E17 et E. saligna inoculée par la méme souche
ont enregistrée le méme pourcentage de 35 %. lls sont regroupés dans le groupe D.

Les espéces E. gomphocephala, E. microcorys et E. saligna inoculées par la souche
C58 ont enregistrée le méme pourcentage de 30 %, suivi par E. umbellata inoculée par
E17, E. camaldulensis inoculée par la méme souche et E. blackey inoculée par E2x qui ont
enregistrée le méme pourcentage de 25 %. lls sont regroupés dans le groupe DE.
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Pour E. punctata inoculée par C58, le taux d’infection a atteint 20 %, suivi par E.
camaldulensis inoculée par les souches E2x, C58 et E. blackey inoculée par la souche C58
qui ont enregistré le taux d’infection le plus faible de 15 %. lls sont regroupés dans le groupe
E.

1.4.Discussion

D’aprés I'étude de la sensibilité de huit espéces d’eucalyptus vis-a-vis des trois souches
d’Agrobacterium tumefaciens, les résultats montrent une variabilité des réponses entre les
différentes souches sur les diverses espéces.

Les résultats obtenus montrent que les huit espéces d’eucalyptus sont sensibles aux
trois souches d’Agrobacterium tumefaciens et développent des tumeurs. Nous avons pu
reproduire les symptdomes du crown gall avec les deux souches isolées a partir 'eucalyptus
et donc nous avons pu réaliser une étape essentielle des postulats du koch qui est la
reproduction des symptoémes a partir desquels ces souches ont été isolées.

Par ailleurs, toutes les espéces d'eucalyptus inoculées par les trois souches
d’Agrobacterium tumefaciens ont répondu positivement a l'inoculation et développent des
tumeurs, ce qui suggére leur statut transgénique, c'est-a-dire que 'ADN-T a été transféré
et s’est intégré dans les génomes des différentes espéces d’eucalyptus et ont pu induire la
surproduction de I'auxine et la cytokinine a I'origine du phénotype tumoral.

Les résultats réveélent que I'espéce E. gomphocephala se présente comme étant la plus
sensible par rapport a la souche E17 ; alors que I'espéce E. camaldulensis semble étre la
moins sensible des sept autres espéces inoculées.

Concernant la souche la plus virulente et la plus performante en terme de
transformation, les résultats montrent que la souche E17 s’est montrée la plus virulente par
rapport a la souche E2x et la souche C58 qui s’est montrée moins virulente sur la base du
pourcentage d’infection. Ainsi, les deux souches E17 et E2x provoquent les tumeurs les
plus volumineuses et produisent des cals racinaires de type « hairy root » chez quelques
espéces d’eucalyptus. Il est a rappeler que, les souches E17 et E2x sont originellement
isolées a partir de I'eucalyptus alors que la souche C58 estisolée a partir de Prunus (Cervera
et al., 1998).

A ce jour, il y a eu peu de travaux en rapport avec la susceptibilité des espéces
d’eucalyptus a Agrobacterium tumefaciens, Reis et Hedges (1975), mentionnent I'incidence
de la maladie de la galle du collet en plantations d’eucalyptus en Argentine et en Colombie.
Jindal et Bhardwaj (1986), ont également observé I'apparition de cette maladie dans une
pépiniére d’E. tereticonis en Inde.

Adam (1986), a décrit la sensibilité d’Eucalyptus gunnii a quatre souches sauvages
d’Agrobacterium rhizogenes in vitro. En 1989, il a décrit la sensibilité d’Eucalyptus gunnii a
Agrobacterium tumefaciens (souche C58) in vitro. Mac Rae et Van Staden (1993), ont testé
la virulence de trois souches d’Agrobacterium rhizogenes (LBA9402, R1601 et TR83) sur
différentes espéces d’eucalyptus (E. grandis, E. nitens et E. dunni). La souche LBA9402
infecte toutes les espéces alors que la souche R1601 était avirulente. Ces auteurs suggérent
I'utilisation potentielle de La souche LBA9402 pour améliorer I'enracinement des explants
d'eucalyptus in vitro.

Au cours de notre essai, nous avons observé la présence de cals racinaires de
type « hairy root » sur quelques espéces d’eucalyptus provoqués par les deux souches
d’Agrobacterium tumefaciens E2x et E17.
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Machado et al., (1997), ont évalué la sensibilit¢é d’eucalyptus hybride E. grandis x
E. urophylla a cing souches d’Agrobacterium rhizogenes et douze souches sauvages
d’Agrobacterium tumefaciens in vitro. Les résultats ont montré différents degrés de
virulence, en fonction de la souche testée, ce qui indique la transformation de cet hybride
d’eucalyptus par des vecteurs dérivés d’Agrobacterium est possible. Tous les plants inoculés
par les douze souches sauvages d’Agrobacterium tumefaciens ont répondu positivement a
l'inoculation avec un taux d’infection atteint 87 % pour la souche A208. Toutes les tumeurs
développées ont montré une autonomie de croissance lors de son transfert dans un milieu
sans hormone, ce qui suggére leur statut transgénique, c'est-a-dire TADN-T a été intégré
d’'une maniére stable dans le génome d’eucalyptus et a pu induire la surproduction de
'auxine et la cytokinine. Un mois aprés le transfert, une formation de pousses a la surface
de certaines tumeurs a été observée, ces pousses ont été obtenues avec cinq souches
d’Agrobacterium tumefaciens. La souche 82139 produit le plus grand nombre de pousses.
En outre, il a été 'une des souches les plus virulentes, par conséquence, cette souche
pourrait étre considérée prometteuse pour 'utilisation dans la transformation génétique d’E.
grandis x E. urophylla. Les résultats obtenus par cette étude, nous incitent a compléter notre
étude sur la transformation pour déterminer le nombre de pousses produits par ces souches.

Les travaux cités précédemment avaient pour objectifs I'évaluation de la transformation
de diverses espéces d’Agrobacterium spp. sur I'eucalyptus ou alors, décrire la maladie du
crown gall sur I'eucalyptus sur la base des symptémes. Cependant, les travaux de Krimi et
al., (2006), ont permis a la fois d’isoler, d’identifier les souches d’Agrobacterium spp. sur la
base de tests biochimiques, biologiques et moléculaires. Par la suite, les travaux de Krimi et
Belaskri (Belaskri, 2006) ont permis d’évaluer I'incidence de la maladie du crown gall dans
six pépinieres forestiéres de 'Ouest d’Algérie, révélant ainsi des taux allant de 5 a 95%.

Sur d’autres espéces, plusieurs travaux ont été fait dans I'objectif d’étudier le pouvoir
pathogéne des souches d’Agrobacterium tumefaciens.Thomas et al., (1991), a démontré
la sensibilité d’'un génotype de lentilles (Lens culinaris. Medik. cv. Laird) in vivo et in vitro a
quatre souches d’Agrobacterium tumefaciens (C58, Ach5, GV3111 et A281). Les résultats
ont montré différents degrés de virulences en fonction de la souche testée. Par ailleurs,
Mahmood Khawar et Ozcan (2002), ont démontré la sensibilité de quelques génotypes de
lentilles (Lens culinaris. Medik) in vitro a une souche virulente d’Agrobacterium tumefaciens
A281.Les résultats montrent que trois génotypes parmi les 21 génotypes étudiés n’ont
pas développé des tumeurs. Sur une autre léguminosae, Karakaya et Ozcan (2000), ont
démontré la sensibilité de quelques génotypes d’haricot (Phaseolus vulgaris. L) in vitro a
la souche A281 d’Agrobacterium tumefaciens. Les résultats montrent que cing génotypes
parmi les 16 étudiés n’ont pas développé des tumeurs.

De ce qui a été élucidé plus haut, nous pouvons déduire que le pouvoir pathogéne
dépend de la virulence des souches d’Agrobacterium tumefaciens et la sensibilité des
espéces végétales.

Stomp et al., (1990), étudiant la résistance de onze espéces de pin ont conclu qu’il
existe une spécifité dans linteraction héte-pathogéne, ils ont d’opinion que la fréquence
de la formation des tumeurs dépend largement de I'espéce, de I'age de la plante et de la
souche bactérienne.

Pour élaborer un protocole efficace pour la transformation génétique des plantes via
Agrobacterium, il est essentiel de déterminer la souche la plus performante.La mise en place
d'une stratégie efficace pour le transfert des génes dépend de la réussite de l'interaction de
cette souche avec le génotype de plante.
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En effet, les conditions contrdlées de la culture in vitro (milieu de culture, température,
pH, photopériode) sont des conditions qui favorisent la sensibilité a Agorbactérium.

Moore (1976), a montré que linfection chez quelques espéces de Prunus est
considérablement importante lorsque I'inoculation est effectuée en Juin, Juillet et Aodt. En
effet, la température élevée favorise la sensibilité & Agrobacterium.Mantis et Winans (1992),
montrent que l'acidité du milieu externe est un élément intervenant dans I'activation des
génes vir. Il est important de rappeler que notre expérimentation s’est faite dans conditions
ou la température de la chambre de culture était de 26 + 2 C° et le pH du milieu est ajusté
entre 5,6 et 5,8.

D’aprés Sparrow et al., (2004), les facteurs génétiques sont a l'origine de cette
variabilité indiquant leur responsabilité a 95%, cependant, la variabilité de la sensibilité
des plantes a Agrobacterium spp. est affectée a un taux de 5% par les facteurs
environnementaux.

Nous avons dégagé de notre étude que les huit espéces d’eucalyptus étudiées ont réagi
positivement a I'inoculation artificielle avec les trois souches d’Agrobacterium tumefaciens et
se présentent comme étant sensibles a la maladie du crown gall avec une forte variabilité par
rapport au pourcentage d’infection et aux caractéres morphologiques des tumeurs. Ainsi,
les deux souches E17 et E2x induisent les tumeurs les plus volumineuses et produisent des
cals racinaires de type « hairy root » chez quelques espéces d’eucalyptus, ce qui les qualifie
d’étre virulentes et performantes en termes de transformation.

2. Pouvoir pathogéne in planta de trois souches
d’Agrobacterium tumefaciens et sensibilité de
quelques especes d’eucalyptus

Selon les huit espéces d’eucalyptus, quatre a cing semaines apres l'inoculation, les plants
infectés par les souches E2x, E17 et C58 ont commencé a développer des tumeurs sur les
racines et les tiges (Figure 9). Huit semaines aprés I'inoculation, les plants ont été examiné
visuellement pour I'estimation de l'incidence de I'infection. Les résultats obtenus ont montré
que les huit espéces d’eucalyptus ont répondu positivement a I'inoculation artificielle par
les trois souches d’Agrobacterium spp. et avec des pourcentages d’infection hétérogénes
et aucune tumeur n’a été enregistrée dans les lots témoins (Tableau 3).

Les résultats relatifs a la sensibilité des espéces d’eucalyptus vis-a-vis des trois
souches d’Agrobacterium tumefaciens in planta sont enregistrés dans le tableau et les
figures 10, 11 et 12.
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Tableau 3 : Résultats relatifs de I'infection artificielle des huit espéces d’eucalyptus par les trois
souches d’Agrobacterium tumefaciens(E2x, E17 et C58) in planta.
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2.1. Sensibilité des espéces d'eucalyptus vis-a-vis des trois souches

bactériennes in planta
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Figure 10 : Niveau de sensibilité des espéces d’eucalyptus
vis-a-vis des trois souches bactériennes in planta

L'analyse de la variance révéle une différence trés hautement significative du
facteur espéce d’eucalyptus (F1) sur le degré de sensibilité vis-a-vis des trois souches
d’Agrobacterium spp (Annexe 2).

Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5 % révéle six groupes
homogeénes (A, B, C, D, E et F) (Annexe 3).

D’aprés le tableau 3 et la figure 10, il ressort que l'infection a atteint le plus haut niveau
chez E. gomphocephala avec un pourcentage de 57,77 % qui appartient individuellement
au groupe A. L'espéce E. cladocalyx montre une sensibilité avec un pourcentage de 48,88
%, elle appartient individuellement au groupe B suivi par E. microcorys avec un pourcentage
de 41,11% qui appartient individuellement au groupe C. Pour les espéces E. saligna, E.
punctata et E. umbellata, les résultats montrent des sensibilités avec des pourcentages
de 34,44 %, 31,11 % et 28,88 % respectivement et sont regroupés dans le méme groupe
D, suivi par E. blackey avec un pourcentage de 23,33 % qui appartient individuellement
au groupe E, suivi par E. camaldulensis avec le plus faible pourcentage de 15,55% qui
appartient individuellement au groupe F.

2.2. Pouvoir pathogéne des trois souches d'Agrobacterium in planta
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Figure 11 : Niveau de virulence des trois souches d’Agrobacterium in planta

Concernant I'effet du facteur souche (F2), 'analyse de la variance réveéle unedifférence
trés hautement significative sur le degré de la sensibilité des espéces d’eucalyptus vis-a-
vis des souches d’Agrobacterium spp (Annexe 2).

Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5 % révéle deux groupes
homogénes (A et B) (Annexe 3).

D’aprés le tableau 3 et la figure 11, il ressort que le taux de pathogénicité le plus élevé
a eté obtenu par les souches E17 et E2x avec des pourcentages de 43,33% et 40,41%
respectivement qui sont regroupés dans le méme groupe A suivi par la souche C58 avec le
pourcentage le plus faible 21,66 % représentée par le groupe B.

Les résultats suggérent en effet que les souches E17 et E2x étant les plus virulentes et
présentent des capacités de transformation plus importantes par rapport a la souche C58
qui s’est montrée la moins virulente pour les huit espéces d’eucalyptus.

2.3.Taux d'infection des espéces d'eucalyptus inoculées par les trois
souches d'Agrobacterium in planta

52



Chapitre 3 : Résultats et discussions

L5A
LS

0 4 EEx

[

Hhiads,

gomphocephaks dadocalys mictocons seligng  punctata  ambellota piackey comaldulensis

Taux d'infaction %
L= ]

o

Figure 12 : Taux d’infection des especes d’eucalyptus
inoculées par les trois souches d’Agrobacterium in planta

Concernant I'effet de l'interaction des deux facteurs étudiés espéces-souches (F1xF2),
'analyse de la variance révéle une différence hautement significative sur le degré de la
sensibilité des espéces d’eucalyptus vis-a-vis des souches d’Agrobacterium spp (Annexe 2).

Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5 % révéle huit groupes
homogeénes (A, B, BC, C, CD, D, DE et E).

D’aprés le tableau 3 et la figure 12, il ressort que le taux d’infection le plus élevé a été
enregistré par la souche E17 pour E. gomphocephala avec un pourcentage de 76,66 %
suivi par la méme espéce E. gomphocephala inoculée par la souche E2x et E. cladocalyx
inoculé par E17 qui ont enregistré le méme pourcentage de 70 %. lls sont regroupés dans
le méme groupe A.

Pour I'espéce, E. umbellata inoculée par E2x, le pourcentage d’infection aatteint 53,33
%, suivies par les espéces E. microcorys inoculée par E17 et E.

saligna inoculée par E2x qui ont enregistré le méme pourcentage de 50 %et E.
microcorys inoculé par E2x avec un pourcentage de 46,66 % et sont regroupés dans le
méme groupe B.

Pour I'espéce E. cladocalyx, inoculée par C58, le pourcentage d’infection aatteint 40
%, elle forme le groupe individuel BC.

Les especes E.claocalyx inoculée par E2x, E. punctata inoculée par E17, E. saligna
inoculée par E17 et E. blackey inoculée par E17 ont enregistré le méme pourcentage de
36,66 % suivis par E. punctata inoculé par E2x avec un pourcentage de 33,33 %, ils sont
regroupés dans le méme groupe C.

Les espéces E. gomphocephala inoculée par C58 et E. microcorys inoculée par C58
ont enregistré le méme pourcentage de 26,66% et forment le méme groupe CD.

Pour E. punctata inoculé par C58, le pourcentage d’infection a atteint 23,33 % suivi par
les espéces E. umbellata inoculée par E17, E. blackey inoculée par E2x et E. camaldulensis
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inoculée par E17 ont enregistré le méme pourcentage de 20% et sont regroupés dans le
méme groupe D.

Pour I'espéce E. saligna inoculée par C58, le pourcentage d’infection a atteint 16,66
%, elle forme le groupe individuel DE.

Les espéces E. blackey inoculée par C58, E. camaldulensis inoculée par E2x, E.
umbellata inoculée par C58 et E. camaldulensis inoculée par C58 ont enregistré le mémeet
le plus faible pourcentage 13,33 % et sont regroupés dans le méme groupe E.

2.4 .Discussion
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D’aprés I'étude de la sensibilité des huit espéces d’eucalyptus vis-a-vis des trois souches
d’Agrobacterium tumefaciens, les résultats montrent une variabilité de réponses entre les
différentes souches sur diverses espéces.

Les résultats obtenus montrent que les huit espéces d’eucalyptus sont sensibles aux
trois souches d’Agrobacterium tumefaciens et développent des tumeurs. Nous avons pu
reproduire les symptdémes du crown gall avec les deux souches isolées a partir I'eucalyptus
et donc nous avons pu réaliser une étape essentielle des postulats du koch (la reproduction
des symptémes).

Toutes les espéces d’eucalyptus inoculées par les trois souches d’Agrobacterium
tumefaciens ont répondus positivement a 'inoculation et développent des tumeurs, ce qui
indique leur statut transgénique, c'est-a-dire que I'ADN-T a été transféré et intégré dans
les génomes des différentes espéces d'eucalyptus. L'induction de tumeur est suivie par
une surproduction de l'auxine et de la cytokinine, caractérisant un phénotype tumoral,
ceci confirme la virulence de ces souches qui présentent des performances pour la
transformation génétique.

Les résultats montrent que 'espéce E. gomphocephala se présente comme étant la
plus sensible par rapport a la souche E17 ; alors que I'espéce E. camaldulensis semble étre
moins sensible que les sept autres espéces inoculées. Nos résultats concordent avec ceux
de Baouch (2007), qui a obtenu des résultats montrant que I'espéce E. cladocalyx est plus
sensible par rapport a E. camaldulensis qui s’est montrée moins sensible.

Concernant la souche la plus virulente et la plus performante en termes de
transformation, les résultats montrent que la souche E17 s’est montrée la plus virulente
par rapport a la souche E2x et la souche C58 s’est montrée moins virulente par rapport
au pourcentage d’infection. Ainsi, les deux souches E17 et E2x provoquent les tumeurs les
plus volumineuses chez quelques espéces d’eucalyptus.

En effet, les souches E17 et E2x sont originellement isolées a partir 'eucalyptus alors
que la souche C58 est isolée a partir de Prunus.

Plusieurs recherches ayant pour objectif la transformation génétique des eucalyptus
par Agrobacterium spp. ont été menées (Mullins et al.,1997 ; Mac Rae et Van Staden, 1999 ;
Chen et al., 2001). Pour ces mémes buts, Machado et al., (1997), ont signalé la variabilité
de la sensibilité des hybrides d’Eucalyptus grandis x E. urophylla vis-a-vis des souches
d’Agrobacterium. Sur d’autres plantes hotes, des niveaux variables de la sensibilité ont été
décrits (Sule etal., 1994 ; Beneddra et al., 1996 ; Karakaya et Ozcan, 2000,2001 ; Mc Kenna
et Epstein, 2003 ; Sparrow et al., 2004).

Moore (1976), a montré que linfection chez quelques espéces de Prunus est
considérablement importante lorsque l'inoculation est effectuée en Juin, Juillet et AoGt. En
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effet, la température élevée favorise la sensibilité a Agrobacterium, il est important donc de
rappeler que notre expérimentation s’est faite dans les mémes conditions de températures
et nos inoculations ont été réalisées au cours de la méme période.

D’aprés Burr et al., (1998), certaines variétés de vigne sont résistantes vis-a-vis de
certaines souches d’Agrobacterium mais sensibles a d’autres. La variabilité de la sensibilité
est déterminée par les facteurs génétiques liés a la bactérie et au végétal. Sparrow et al.,
(2004), estiment que les facteurs génétiques sont a I'origine de cette variabilité indiquant leur
responsabilité a 95%, cependant, la variabilité de la sensibilité des plantes a Agrobacterium
spp. est affectée a un taux de 5% par les facteurs environnementaux. D’un autre coté,
la sensibilité vis-a-vis d’Agrobacterium spp. présente en fait, une variabilité marquante en
fonction de l'origine géographique (Pionnat et al., 1999). Il s’avére d’apres cette derniére
étude que certaines espéces végétales peuvent se montrer trés résistantes dans un pays
et fortement sensibles dans d’autres. Tel est le cas de I'abricotier assez résistant au Maroc
et remarquablement sensible dans d’autres pays tel que la Tunisie (Trigui, 1984) et la
Turquie (Aysan et al., 2003). Cette variabilité au niveau de la résistance de certaines
especes ou cultivars peut étre expliquée par la nature du sol et plus particulierement
par les caractéristiques physico-chimiques (Krimi et al., 2002). En effet, certains sols
sont présumées conductibles au crown gall, alors que d’autres se montrent comme étant
suppressifs (Krimi et al., 2002).

Nous avons dégagé de notre étude que les huit espéces d’eucalyptus étudiées
ont réagit positivement a I'inoculation artificielle avec les trois souches d’Agrobacterium
tumefaciensin plantaet se présentent comme étant sensibles a la maladie du crown gall avec
une forte variabilité par rapport au pourcentage d’infection et aux caractéres morphologiques
des tumeurs (diametre et poids).

3.Virulence et performance des trois souches
d’Agrobacterium tumefaciens inplanta

Afin de déterminer la virulence des trois souches d’Agrobacterium spp. les plants ayant
répondu positivement a I'inoculation artificielle ont subi des mesures de poids et de diamétre
des tumeurs (Figure13).
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Figure 13: Morphologie des tumeurs induites par E2x, E17 et
C58 sur quelques espéeces d’eucalyptus. A- E.gomphocephala (E2x),
B- E. punctata (58), C- E. microcorys(E17), D- E. saligna (E2x).

3.1. Résultats des moyennes de poids des tumeurs causées par les
trois souches sur les six espéces d'eucalyptus

Les résultats des moyennes de poids sur les six espéces d’eucalyptus et par les trois
souches d’Agrobacterium ont été hétérogénes, le poids varie entre 0,009 g et 0,111 g. Les
résultats obtenus sont représentés dans le tableau 4.

Tableau 4: Résultats relatifs des moyennes de poids des tumeurs
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Figure 14 : Moyennes des poids des

tumeurs causées sur les six

Concernant le paramétre du poids, I'anal
hautement significative du facteur espéce (F1

especes d’eucalyptus

yse de la variance révéle une Différence trés
) sur la moyenne du poids (Annexe 2).

Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5 % révéle trois groupes

homogeénes (A, B et C) (Annexe 3).

D’aprés le tableau 4 et la figure 14, il ressort que le poids le plus élevé a été enregistré
par E. gomphocephala avec une moyenne de 0,0629 g, suivi par E. cladocalyx avec une
moyenne de 0,0567 g et sont regroupés dans le groupe A.

Pour E. saligna, la moyenne de poids a atteint 0,0434 g suivi par E. umbellataavec une
moyenne de 0,0387 g et sont regroupés dans le groupe B.
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Les moyennes les plus faibles sont enregistrées pour les espécesE. microcorys et E.
punctata avec des moyennes de 0,0192 g et 0,0165 g respectivement et sont regroupés
dans le groupe C.

Concernant le facteur souche (F2), I'analyse de la variance révéle une différence
significative sur la moyenne du poids (Annexe 2).

Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5 % révéle trois groupes
homogénes (A, B et C)(Annexe 3).

D’aprés le tableau 4 et la figure 15, il ressort que le poids le plus élevé a été enregistré
par la souche E2x avec une moyenne de 0,0552 g qui appartient individuellement au groupe
A
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Figure 15 : Moyennes des poids des tumeurs
causées par les trois souches bactériennes

suivi par la souche E17 avec une moyenne de 0,0374 g qui appartient individuellement
au groupe B. Les moyennes de poids les plus faibles sont enregistrées par la souche
C58avec une moyenne de 0,0262 g inclus dans le groupe C.

Concernant I'effet de I'interaction des deux facteurs espéces-souches (F1xF2) sur le
paramétre de poids, I'analyse de la variance révéle une différence significative (Annexe 2).

Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5 % révéle six groupes
homogeénes (A, B, C, D, DE et E).

D’aprés le tableau 4 et la figure 16, il ressort que le poids le plus élevé a été enregistré
par la souche E2x sur E. gomphocephala avec 0,111 g représenté individuellement par
le groupe A, suivi par la méme souche E2x sur E. cladocalyx avec 0,091 g représenté
individuellement par le groupe B, suivi par la souche E17 sur E. saligna avec 0,0657 g
représenté individuellement par le groupe C.
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Pour E. gomphocephala infecté par E17, le poids a atteint 0,0528 g, suivi par E. saligna
infecté par E2x avec 0,0491g, suivi par E. cladocalyx infecté par E17 avec 0,0474 g et sont
regroupés dans le méme groupe D.
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Figure 16 : Moyennes des poids des tumeurs causées par
les trois souches bactériennes sur les six especes d’eucalyptus

Pour E. umbellata infecté par C58,le poids a atteint 0,0427 g, suivi par E. umbellata
infecté par E2x avec 0,0414 g, E. umbellata infecté par E17 avec 0,0321 g. Pour E.
cladocalyx infecté par C58, le poids a atteint 0,0319 g, suivi par E. gomphocephala infecté
par C58 avec 0,0243 g et sont regroupés dans le groupe DE.

Pour E. punctata infecté par C58, le poids a atteint 0,0217 g, suivi par E. microcorys
infecté par C58 avec 0,0208 g, E. microcorys infecté par E2x avec0,0202 g. Pour E. punctata
infecté par E2x, le poids a atteint 0,0182 g, suivi par E. microcorys infecté par E17 avec
0,0165 g, E. saligna infecté par C58 avec 0,0156 g et E. punctata avec 0,0098 g qui sont
regroupés dans le groupe E.

3.2. Résultats des moyennes de diameétre des tumeurs causées par
les trois souches sur les six espéces d'eucalyptus

Les résultats des moyennes de poids sur les six espéces d’eucalyptus et par les trois
souches d’Agrobacterium ont été hétérogénes, le diamétre entre 2,09 mm et 5,64 mm. Les
résultats obtenus sont représentés dans le tableau 5.

Tableau 5: Résultats relatifs des moyennes de diamétre des tumeurs
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Concernant le parameétre diametre, I'analyse de la variance révele une différence tres
hautement significative du facteur espéce (F1) sur la moyenne du diametre (Annexe 2).

Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5 % révéle quatre groupes

homogénes (A, B, C et D) (Annexe 3).
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D’aprés le tableau 5 et la figure 17, il ressort que le diamétre le plus élevé
a été enregistré par E. gomphocephala avec une moyenne de 4,36 mm appartient
individuellement au groupe A.

Pour E. cladocalyx, la moyenne du diametre a atteint 3,928 mm, suivi par E. saligna
avec une moyenne de 3,803 mm et sont inclus dans le groupe B.

Pour E. umbellata, le diamétre a atteint 3,375 mm, il appartient individuellement au
groupe C.

Les moyennes de diamétre les plus faibles sont enregistrées pour les espéces E.
microcorys et E. punctata avec des moyennes de 2,507 mm et 2,413 mm respectivement
et sont regroupés dans le groupe D.

Dimmeedire [mim)

Eix Ei7 C5g
Figure 18 : Moyennes des diamétres des
tumeurs causées par les trois souches bactériennes

Concernant le facteur souche (F2), 'analyse de la variance révéele une différence trés
hautement significative sur la moyenne du diamétre (Annexe 2).

Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5 % révéle trois groupes
homogénes (A, B et C) (Annexe 3).

D’aprés le tableau 5 et la figure 18, il ressort que le diameétre le plus élevé a
été enregistré par la souche E2x avec une moyenne de 3,968 mm, elle appartient
individuellement au groupe A. suivi par la souche E17 avec une moyenne de 3,419 mm qui
appartient individuellement au groupe B.

Les moyennes de diameétre les plus faibles sont enregistrées par la souche C58 avec
une moyenne de 2,805 mm inclus dans le groupe C.

Concernant I'effet de I'interaction des deux facteurs espéces-souches (F1xF2) sur le

paramétre du diametre, 'analyse de la variance révele une différence significative (Annexe
2).
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Le test des étendues multiples (LSD) de Fisher au seuil 5 % révéle sept groupes
homogeénes (A, B, C, D, E, EF et F).

D’aprés le tableau 5 et la figure 19, il ressort que le diamétre le plus élevé a
été enregistré par la souche E2x sur E. gomphocephala avec 5,64 mm représenté
individuellement par le groupe A, suivi par la méme souche E2x sur E. cladocalyx avec 5
mm représenté, individuellement par le groupe B.

Pour E. gomphocephala infecté par la souche E17 le diamétre a atteint 4,5 mm suivi
par E. saligna infecté par E17 avec 4,4 mm et sont regroupés dans le groupe C.

Pour E. saligna infecté par E17 le diamétre a atteint 4 mm, suivi par E. cladocalyx infecté
par E17 avec 3,95 mm et E. umbellata infecté par E2x avec 3,87 mm qui sont regroupés
dans le méme groupe D
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Figure 19 : Moyennes des diamétres des tumeurs causées par
les trois souches bactériennes sur les six especes d’eucalyptus

Pour E. umbellata infecté par C58 et E17 le diamétre a atteint 3,25 mm et 3mm
respectivement, suivi par E. saligna infecté par C58 avec 3 mm, E. gomphocephala infecté
par C58 avec 2,937 mm et E. cladocalyx infecté par C58 avec 2,83 mm et sont regroupés
dans le groupe E.

Pour E. punctata infecté par E2x le diamétre a atteint 2,65 mm, suivi par E. microcorys
infecté par E2x et E17 avec 2,64 mm et 2,56 mm respectivement, E. puncatata infecté par
C58 avec 2,5 mm et E. microcorys avec 2,31 mm et sont regroupés dans le groupe EF.

Le diamétre le plus faible a été enregistré par E. punctata infecté par E17 avec 2,09
mm représenté individuellement par le groupe F.

3.3. Discussion

62

D’aprés 'étude de la virulence des trois souches d’Agrobacterium sur les six espéces
d’eucalyptus, les résultats montrent une variabilité importante des réponses, les tumeurs



Chapitre 3 : Résultats et discussions

induites sur E. gomphcephala et E. cladocalyx par les deux souches E2x et E17 sont plus
volumineuses par rapport a celles formées sur E. microcorys et E. punctata. Mis a part E.
punctata, chez les autres cing espéces, les souches E2x et E17isolées d’eucalyptus se sont
montrées significativement plus virulentes et produisent les tumeurs les plus importantes
évaluées sur la base du poids et du diamétre par rapport a la souche C58 isolée initialement
de Prunus spp. qui s’est montrée moins virulente.

Les souches d’Agrobacterium spp. se sont souvent révélées préférentielles a I'égard
des espéces d’ou elles ont été isolées. En effet, la souche C58, originellement isolée de
Prunus est fréquemment plus virulente chez les variétés de ce genre que chez d’autres
plantes (pommier, pécher, vigne, rosacées) (Cervera et al., 1998). Ce phénoméne a été
caractérisé en phytopathologie par le concept de la spécificité d’héte.

Stomp et al., (1990), étudiant la résistance de onze espéces de pin ont conclu qu’il
existe une spécificité dans l'interaction héte-pathogene, ils ont d’opinion que la fréquence
de la formation des tumeurs dépend largement de I'espéce, de I'age de la plante et de la
souche bactérienne.

Les souches E2x, E17 et C58 ont été capables d’infecter les espéces d’eucalyptus,
cependant les souches locales dont I'h6te d’origine est I'eucalyptus (E2x et E17) sont
plus virulentes que la souche de référence C58. Nous pouvons par conséquent considérer
les deux premiéres souches comme étant hypervirulentes et hyperperformantes pour la
transformation par rapport a la souche de référence, du fait que les souches locales
répondent a linoculation plus rapidement et donnent des tumeurs morphologiquement
plus importantes. Les travaux de Cervera et al., (1998) ont considéré que les souches
d’Agrobacterium spp. sont hypervirulentes en fonction de la rapidité de la formation des
tumeurs, leur morphologie (taille et poids) et les nécroses progressives observées. Dans
notre étude, nous avons remarqué a la fin de I'expérimentation que les tumeurs les plus
volumineuses présentaient des signes de nécroses.

Des travaux d’amélioration des eucalyptus par le génie génétique ont pour objectif
l'incorporation de nouvelles caractéristiques comme la résistance aux herbicides ou aux
insectes, la stérilité male, la modification de la quantité de lignine pour faciliter 'extraction de
la pate a papier et I'amélioration de I'enracinement pour accroitre le potentiel de productivité
de cette importante essence (Jouanin et al.,1993; Teulieres et al., 1994).

Le faible nombre de résultats positifs de transformation obtenus chez les eucalyptus,
malgré le grand nombre de travaux entrepris chez de nombreuses espéces du genre,
s’explique surtout par leur faible aptitude a régénérer (Mac Rae et Van Staden,1999).
Cependant, plusieurs travaux entrepris par de grands groupes privés (Shell, ATC, Forbio,
Ence, Aracruz cellulose, Nippon Paper Industries...), mais dont les résultats détaillés ne
sont pas accessibles car déposés dans le cadre de brevets, ont abouti a I'obtention de
plantes transformées chez différentes espéces d’eucalyptus (Pilate et al., 2002).

Machado et al., (1997), ont évalué la sensibilité d’eucalyptus hybride E. grandis x E.
urophylla a douze souches sauvages d’Agrobacterium tumefaciens in vitro. Les résultats
ont montré différents degrés de virulence, en fonction de la souche testée par rapport
au pourcentage d’infection et la morphologie des tumeurs. Tous les plants inoculés par
les douze souches sauvages d’Agrobacterium tumefaciens ont répondu positivement a
I'inoculation avec un taux d’infection atteint de 87 % pour la souche A208 avec un diamétre
de tumeur de 2 mm.

Mullins et al., (1997), ont élaboré un protocole fiable pour la régénération d’Eucalyptus
camaldulensis a partir d'explants de feuilles cultivées in vitro.
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lls ont réussi a introduire via Agrobacterium tumefaciens un géne de résistance a la
kanamycine et le géne rapporteur b-glucuronidase (GUS).

Prakash et Gurumurthi (2009), ont élaboré un protocole de transformation efficace pour
Eucalyptus tereticornis Sm. via Agrobacterium tumefaciens en utilisant des explants de
cotylédons et I'hypocotyle. Les cotylédons précultivés et explants hypocotyles ont été co-
cultivées avec Agrobacterium tumefaciens souche LBA 4404 hébergeant le vecteur binaire
contenant les pBI121 uidA et la néomycine phosphotransférase. lls ont obtenu des pousses
résistantes a la kanamycine, ainsi qu’une forte activité B-glucuronidase détectée chez les
plantes transformées par les tests histochimiques.

En effet, les souches locales d’Agrobacterium tumefaciens isolées a partir 'eucalyptus
répondent a l'inoculation plus rapidement et donnent des tumeurs morphologiquement plus
importantes. Par ailleurs, la formation de cals racinaires de type « Hairy root » in vitro,
nous permet de les suggérer comme présentant des performances intéressantes pour la
transformation.

Ces données suggerent fortement qu’une spécificité de I'interaction héte-pathogéne
existe dans ce cas. Nos résultats concordent avec ceux d’Ohta (1984), qui a montré que les
souches d’Agrobacterium tumefaciens isolées de chrysanthéme et de marguerite sont plus
virulentes a I'égard de ces espéces par rapport au rosier. Par ailleurs, les souches isolées
de rosier sont plus virulentes sur cette plante comparée aux deux autres espéces. Ainsi,
les deux souches E17 et E2X d’Agrobacterium tumefaciens isolées a partir I'eucalyptus
présentent des performances intéressantes de transformation génétique par rapport aux
symptdbmes des tumeurs produits ; dimensions des tumeurs et présence de cals racinaires
de type « hairy root ».



Conclusion

Conclusion

La demande mondiale de produits forestiers augmente a un rythme accéléré. Bien que
les programmes traditionnels d’amélioration des plantations portent leurs fruits dans le
monde industrialisé, les efforts ont été insuffisants dans les pays en développement qui
risquent d’étre victimes des pénuries les plus graves. Du fait de 'amenuisement des terres
appropriées et de I'exigence croissante de pratiques respectueuses de I'environnement,
il est impératif que la recherche porte davantage sur I'accroissement de la productivité
(courtes révolutions et indice élevé de production) et de la qualité (bois de qualité supérieure,
forme optimale des tiges, uniformité et résistance au stress environnemental et aux
maladies) des essences d’'importance économique telles que I'eucalyptus (Watt et al.,1995).

Le crown gall est la maladie prédominante la plus rencontrée dans les pépiniéres
d’arbres fruitiers, de plantes ornementales, de la vigne et d’arbres forestiers dans plusieurs
régions du monde affectant fortement le rendement commercial (Poncet et al., 1996 ; Burr
etal., 1999 ; Zoina et al., 2001 ; Krimi et al., 2006). Le meilleur moyen de contréle du crown
gall est la prévention et donc la détection de la bactérie pathogéne dans les sols prévus pour
les pépiniéres. Une bonne prophylaxie peut étre obtenue par plantation de plants sains.
Afin d'éviter la plantation en sol contaminé, il est nécessaire de s'assurer de I'absence
d'Agrobacterium pathogénes dans les sols. Enfin la méthode de lutte la plus prometteuse
c’est la recherche des espeéces résistantes et/ou I'amélioration génétique de la résistance
des espéces vis-a-vis d’Agrobacterium spp.

L'eucalyptus est une essence forestiére sur laquelle le crown gall constitue une
véritable menace surtout en pépiniéres en raison des pratiques culturales qui favorisent son
déclenchement et son développement.

Le présent travail est une contribution a I'étude du pouvoir pathogéne de trois souches
d’Agrobacterium spp. sur l'eucalyptus et par la méme de rechercher une résistance
chez quelques espéces d’eucalyptus, vis-a-vis du crown gall, ainsi qu’'une contribution
a l'étude de la performance des trois souches inoculées sur les différentes espéces
d’eucalyptus testées pour la mise en évidence d’'une éventuelle utilisation de ces souches
en biotechnologie (transformation génétique).

Les résultats obtenus a partir I'essai in vitro montrent une grande variabilité dans
les réponses des espéces d’eucalyptus testées vis-a-vis des trois souches bactériennes
d’Agrobacterium tumefaciens. Mis a part les espéces E. camaldulensis et E. blackey qui
ont monté une faible sensibilité avec des taux de 18,33 et 25 % respectivement, les six
autres especes se sont révélées sensibles ou I'espéce E. gomphocephala se montrait la
plus sensible avec un taux de 65%, suivie par les espéeces E. cladocalyx avec 53,33%, E.
microcorys avec 48,33%, E. saligna avec 40%, E. punctataavec 35% et E. umbellata avec
33,33%.

Les résultats obtenus a partir 'essai in planta montrent une grande variabilité dans
les réponses des espéces d’eucalyptus testées vis-a-vis des trois souches bactériennes
d’ Agrobacterium tumefaciens. Mis a part les espéces E. camaldulensis et E. blackey qui
ont monté une faible sensibilité avec des taux de 15,55 et 23,33 % respectivement, les six
autres especes se sont révélées sensibles ou I'espéce E. gomphocephala se montrait la
plus sensible avec un taux de 57,77%, suivie par les especes E. cladocalyx avec 48,88%, E.
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microcorys avec 41,11%, E. saligna avec 34,44%, E. punctata avec 31,11% et E. umbellata
avec 28,88%.

La comparaison entre les taux d’infection d’'une méme espéce de I'essai in vitro et in
planta, montre que le taux d’infection enregistré par I'inoculation in vitro est toujours élevé
par rapport au taux d’infection enregistré par I'inoculation in planta, ceci est di aux conditions
controlées (température, humidité et photopériode) que procure les techniques de la culture
in vitro qui favorisent mieux l'infection par Agrobacterium tumefaciens.

D’aprés les résultats de cette étude pour les deux essais in vitro et in planta, les espéces
E. camaldulensis et E. blackey semblent des espéces intéressantes par rapport aux taux
d’infection faibles qu’elles ont enregistré etdevront étre exploitées en sylviculture. Les six
autres espéces testées ; E. gomphocephala, E. cladocalyx, E. microcorys, E. saligna,E.
punctata et E. umbellata semblent des espéces sensibles au crown gall etdevront étre
evitées lors de l'installation de nouvelles pépiniéres sur des sols conductibles.

Il ressort des résultats également que les souches E2x, E17 et C58 ont été capables
d’infecter les espéces d’eucalyptus, cependant les deux souches locales dont I'héte
d’origine est I'eucalyptus (E2x et E17) sont plus virulentes que la souche de référence
C58isolée de prunier par rapport a la taille des tumeurs (poids et diametre). Le poids le plus
elevé a été enregistré par la souche E2x avec une moyenne de 0,055 g, suivie par la souche
E17 avec 0,037 g, et la souche C58 avec la moyenne la plus faible de 0,026 g. Concernant
le paramétre diamétre, nous avons enregistré le diamétre le plus élevé par la souche E2x
avec une moyenne de 3,968 mm, suivie par la souche E17 avec 3,419 mm, et la souche
C58 avec la moyenne la plus faible de 2,805 mm.

Nous pouvons par conséquent considérer les deux souches isolées localement
d’eucalyptus comme étant hypervirulentes et hyperperformantes pour la transformation
génétique par rapport a la souche de référence, du fait que ces souches locales
répondent a l'inoculation plus rapidement et donnent des tumeurs morphologiquement
plus importantes, ainsi dans la majeure partie des cas, ces tumeurs se manifestent sous
forme de « hairy root ». Les travaux de Cervera et al., (1998) ont considéré que les
souches d’Agrobacterium spp. sont hypervirulentes en fonction de la rapidité de la formation
des tumeurs, leur morphologie (taille et poids) et les nécroses progressives observées.
Dans notre étude, nous avons remarqué a la fin de I'expérimentation que les tumeurs les
plus volumineuses présentaient des signes de nécroses. Les deux souches E2x et E17
semblent trés intéressantes pour une éventuelle utilisation dans la transformation génétique
d’eucalyptus, ces deux souches méritent d’étre plus finement étudiées. Des techniques de
génie génétique couplées aux méthodes moléculaires permettraient la délétion des génes
oncogéniques de ces souches et par conséquent de leur pathogénicité pour enfin évaluer
leurs aptitudes a la transformation.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture utilisés

1.1.Compositiondumilieu debase(Murashige etSkoog; 1962).

Macroéléments
(MS)

Microélément
s (MS)

Eléments

KNO

3 NHy4NO3 CaC
2H20 MgSOQOy,
7H20 KH2POy4
MnSO

 4H
4 2

O Zns04,4H50

H3BO3 KI

NasMoQOy,
@)

2 = CuSOy4,

5H20 CoCly,
6H20

2H

Concentrations e
n mg/l

1900 1650 440 370 170

12,

22,3 8,6 6,2 0,83 0,25

0,025 0,025

Fe-EDTA

Na_EDT
2

A FeS04,7H20

37,25 27,85
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Myoinositol Glyci
Pyridoxine Acide
nicotinique
ThiamineHCI

Moo 2 0,5 0,5 0,1

Divers

45.000 7.000

Sucre Agar

1. 2 :MilieuMG(Mannitol-Glutamate) (Keaneeta /.,1970)
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pH =7.20
MgSO4 doit étre solubilisé séparément dans 20 a50 ml d’eau
distillée.

Pour la préparation du milieu en Dboites; le milieu est

stérilisé en

autoclavageaunetempératurede120°C pendant20minutes,puis couléenboitesdepétries

Annexe 2 : Tableaux d’analyses de la variance

Tableau 2.1 : Analyse de la variance pour e paramétrs taux dinfection i vitro,
Variable & expliuer: taux g infection
Facteurs: espéce

souche

Hombre de suists complets: 480

Source de Somme des [Ddl|Carg | Frobabiite
variation carrés moyen
T
Aespéce 981458 7 |14n208 [579 Sigrificative
N
Bisouche 581667 2 |200833 |14.00 Significative
[Tteractians
B 52567 T4 0372610 [180 [0,0358  |sanfcatve
REEED 55 456]0.206469
Towecorges (114,898 4

Tableau 2.2 : Analyse de |a variance pour e paramétrs taux dinfection in plante
Variable & explicuer: taus dinfaction
Facteurs: espéce

souche
Nombre de sujets complets: 720
Saurce Somme des |odl|Carg  |F Probabiis
camés moyen
T
Aespice 118431 |7 |160187 Sigrificative
TH
Bisouche 683611 2 [331808 Sionificative
Tnteractions
G
2B 6.45278 14 |0460913 (231 |0,0043
REsHuale T3.967 556/0.199652
TowE corigee 715

Tableau 2.3 : Analyse de Ia variance pourle paramétre poids des tumaurs.
Varfable 3 expliguer: poids

Facteurs

espéce

sauche

HNombe de sujets complets: 218

Source Sommedes |Ddl[Cars  |F Frobabilis
carrés moyen

Aespéce 00626728 |5 0012534 [437 (0,009
B:souche 0,0255285 2 |0.012754 (445 00129
Interactions
i ELE EFpETs
e PETERER] 25707
ToE corgEs  [0.75847
Fsouthe 00755285 |2 0072764 [445 [0.0729 | Sgncame
EEEEE
B 053953 |10 [0.0053985 1,89 [0,0497 | Sigrificate
Resduele 5747|200 i
|Totale corrigée 075841 217 |
Tableau 2.4 de Ia variance pour le paramtre diamétre des tumieurs.
Variable & expliuer diamétre
Facteurs:
espéce
souche

Nombre de sujets complets: 218

Source Sommedes |Ddi[Cars  |F Probabilite
carrés moyen
TH
Acespace 106277 5 |212554 [12.29 Sigrificative
TH
E:souche 37,0223 2 [185111 [1070 100 Sigrificatice
[nteractions
AF 365263 T0 [285287 |21 [00251 Sigrcate
Residucll 200[1.72934

Totale comaee 277

Annexe 3 : Tableaux des tests (LSD).

84



Tableau 3.1 :Tests des étendues multiples pour le parametre taux d'nfection par
espéce deucalyptus in itro.

Wéthode: 95.0 % LSD

Espece [Effecti [Moyenne MG [Ecarype MC_[Groupe homagene,
Ecemeuerss (o0 1833 038 XE
Eacrey 50 L& (]
EvbeEE 50 075 %)
G L& [
e L XTC)
TEBEoTS I 048 @)
Ecadocan 50 047 XE
50 04 A

Tableau 3.2 :Tests des étendues multiples pour le paramatre taux diinfection par

souche /n

Méthode: 95,0 % LSD

Souche [Efiectt [Moyenne e
G N 2 X
B2 &0 (7552 XTAT
ET7 EEE X®

Méthode: 95.0 % LSD

Vit

Tableau 3.3 Tests des étendues muliples pour le paramatrs taux diinfection par
espace deucalyptu

Espece [Effecii [Movenne G [Ecariyps MG |Groups homogen
T camalave 50 [1555 036 X
Eoacer EE P 0T I
TrbeTET 0 [2888 =3 X0
N EiRE) 045 XD
G0 [344% 3 X
EE G5 3 X1
Tadoca C 078 X®)
0 [577 047 X

souche /n o

anta.

Méthode: 95,0 % LSD

Tableau 3.4 Tests des étendues mulples pour le paramatre taux diinfection par

Souche [Efect [Woyenne e
T (20 [2166 730 XTET
B33 230 [a0aT &3 XTAT
G I k] Zg XA

Tableau 3.5: Tests
deucalyptus

des étendues mullples pour le paramétre poids par sspéce

Méthode: 95.0 % LSD

Effecti [IMoyenne HC|Ecarttips MG |Groups homogene.

25 [0.0765775 [0.070318 IXTC)

TEBEo7S 00792075 [0.009760" T

FEEET 25 |0.0387847 [0072%28 XE

7% T [00%3459 [0.0906797 ®

ECagecaT 33 [oserare [opoedizE (XA

E B i i

Méthode: 95.0 % LSD

Tableau 3.6 : Tests des stendues multples pour e parametre poids par souche.

Souche [Efiect [Woyenne MG [Groups hamogene
3 33 (0026252 [0.008503%8 e
ET7 57 [0037eTe  [000635368 X®
2 L (72 R R L XA

Tableau 3.7 : Tests
deucalyptus.

des stendues multiples pour le parametre dismetre par espéce

Méthode: 95.0 % LSD
[Effecti [Moyenne MC[Ecarttype MC _[Groupe homogene
25 [24736¢  [0253285 X®)
37 [2s0T (0223 X!
et I EEE 0303533 K@
Essione LI R Ve X
G G5 [50857  [0206972 XE)
E 52 [s36012  [0203772 X

Méthode: 95.0 % LS

Tableau 3.8 : Tests des stendues multples pour e parametre diametre par sauche.

Souche [Efectl [Moyenne MC _[Ecantpe G [Groupe hamogene
I 027087 )
G A 0155995 XE
2% 57 [768%5 0735239 XA

Annexe
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