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1 INTRODUCTION

L'identification et la taxonomie des bacilles a Gram
négatif reste un probléme majeur en bactériologie. A l'intérieur
de ce groupe bactérien immense comportant actuellement 12
familles, 40 genres et prés de 200 espéces, la famille des
Pseudomonadaceae posséde un intérét particulier en raison de la
grande dispersion de ses membres dans l'environnement général
(eaux, plantes, animaux) et hospitalier et de la pathogénécité de
certaines espéces.

La complexité du genre Pseudomonas retient l'attention
des bactériologistes depuis plusieurs années, certaines de ses
espéces présentent une grande hetérogénéité phénotypique et
génotypique. Il apparait donc nécessaire de compléter la taxonomie
de ce genre précedemment définie et résumée dans les différentes
éditions du Bergey's Manual.

Au cours de ces derniéres années, les bactéries du genre

- Pseudomonas ont été étudiées avec un intérét croissant, tant en

bactériologie médicale qu'en phytopathologie. Le grand nombre
d'espéces appartennant a ce genre ainsi que la diversité de leurs
sources d'isolement posent souvent un probléme de leur
caractérisation. C'est pourgoui il nous a semblé intéressant de
définir de nouveaux critéres facilitant l'identification du genre
Pseudomonas dans le but de classer certaines espéces dont la
poslition taxonomique est encore discutée.

: Notre étude concerne les pseudomonas phytopathogénes
dont la classification reste encore difficile car il existe peu de
caractéres phénétiques différentiels et plusieurs groupes
d'hybridation ADN/ADN peuvent étre décrits dans une méme espéce.
Il faut noter que le pouvoir pathogéne joue un réle important dans
la détermination de l'espéce ; la description des bactéries
phytopathogénes est parfois succincte et le caractére principal
d'identification de ces souches consiste a reconnaitre l'héte

végétal sensible. Ce pouvoir pathogéne est dd & la production

d'une phytotoxine spécifique de l'espéce dont la synthése est
gouvernée par un plasmide. f

Dans ce travail nous avons étudié la variabilité de deux
sous-espéces de l'espéce Pseudomonas. syringae : P. syringea pv.
syringae et P. syringae pv. savastanoi. La variabilité de ces deux
pathovars de P. syringae a été é&tudiée sur les plans phénotypiques
et génotypiques. Une analyse taxonomique des résultats a été faite

dans un but de confirmer l'appartenance de P. syringae pv.
syringae et P. syringae pv. savastanoi & l'espéce P. syringae.

- P. syringae pv. syringae est reSpohsable de la criblure
bactérienne de laurier palme. Cette maladie a été décrite par De

Boer en 1980. En France elle a été observée pour la premiére fois
en 1976 dans la région d'Angers, sur les Jjeunes plants cv.
Caucasica. La bactérie isolée par De Boer a été apparentée a
l'espéce P. syringae et au pathovar syringae par Gardan et al, en

P. syringae pv. savastanoi est responsable de la
tuberculose de l'olivier. La présence de bactéries dans les
tumeurs de l'olivier fdt découverte en 1886 par Arcangeli, ces
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bactéries ont été dénommées Bacterium oleae. Peu aprés Savastano
en 1887 ayant étudié la maladie en détall avait montré que la
véritable cause de la maladle qu'il dénomma "Tuberculose
de l'olivier", était due a Bacillus olea tuberculosis.
‘|
Sur le laurier rose, une maladie semblable & la
tuberculose de l'olivier a été observée pour la premiére fois par

'Pegllon en 1905 en Italie et dans les jardins de Monaco. La

maladie a été attribuée & Bacillus oleae agent pathogéne de la
tuberculose de l'olivier. Cette bactérie est également responsable
du chancre bactérien chez le fréne.




2. EXPOSE THEORIQUE.

2.1 Etude du genre Pseudomonas

2.1.1 Historique de la systématique du genre Pseudomonas

Le genre Pseudomonas creé par MIGULA en 1894, représente
un groupe de bactéries dont 1l'importance est remarquable. On
trouve en effet des représentants dans presque tous les milieux
naturels et certains ont un pouvoir pathogéne affirmé pour 1'homme
et l1'animal (P. aeruginosa, P. mallei et P. pseudomallei).

Cependant les pseudomonas sont aussi connus par leur
réle en phytopathologie. Ils représentent un des cing dgroupes de
bactéries phytopathogenes et les principales espéces de
Pseudomonas parasites des plantes sont indiquées dans la 8°
édition du Bergey S Manual.

‘ Il y a une trentaine d'années des centaines de
nomenspecies existaient déja dans la littérature, mais seule
l'espéce type P. aeruginosa était reconnaissable d'une fagon sire.

Les travaux effectués a partir de 1963 par une équlpe de
chercheurs de l'université de Californie a Berkeley, ont permis
d'apprécier l'evolutlon de 1l'étude systémathue du genre
Pseudomonas.

Le but principal de ces travaux est de développer
une nouvelle méthodologie pour la caractérisation phénotypique et
génotypique de Pseudomonas. Un aspect trés important de 1la
méthodologie que l'équipe californienne avait développé est
l'analyse de la gamme de composés organiques capable de servir

.comme source principale de carbone et d'energle pour le genre

Pseudomonas. La valeur taxonomique potentielle d'une telle analyse
ressortait clairement des recherches précedentes de Den Dooren
Dejong en 1926 (40), qui avait montré l'extraordinaire versalité
nutritionnelle de certains membres de ce groupe. Pourtant, ces
observations furent ignorées par les taxonomistes, et il a fallu
attendre 40 ans avant qu'elles soient prises en considération et
développées d'une fagon systématique.

2.1.2 Caractérisation phénotypique

L'étude phénétique du genre Pseudomonas s'est appuyée
pendant longtemps sur quelques caractéres traditionnels :
flagellation, oxydase, respiration anaérobie des nitrates,
arginine dihydrolase, pigments hydrosolubles caractéristiques,
enzymes périplasmiques, thermotolérance.

Cependant la classification de certaines espéces restait
encore difficile, Stanier et al en 1966 (162) ont appliqué une
méthodologie d'analyse phenethue grace a l'étude de nouveaux
caractéres (assimilation d'une série de substrats carbonés ou
auxanogramme) .



Grdce a cet ensemble de caractéres, une trentaine
d'espéces fut décrite par Doudoroff et Palleroni, en 1974 (8°
édition du Bergey's Manual) ce qui représente un progrés certain
par rapport a 1 édition précédente dans laquelle 150 "espéces"
étaient repertoriées.

2.1.3 Caractérisation génotypique

Des études génomiques é&taient nécessaires pour établir
les rapports réciproques de cette trentaine d'espéces. Cette
analyse débuta par une étude systématique des contenus en GC du
DNA. .

Les valeurs du GC% varient fortement chez les bactéries
(25 & 75% environ). Le rang de variation pour une espéce est
voisin de 2,5% (136).

Chez le genre Pseudomonas, le rang de variation autour
de la moyenne pour l'ensemble des souches de chaque espéce est
inférieur a plus ou moins 1,5. Cependant, une exception fut notée
pour P. stutzeri (GC%¥ : 61 & 66) : cette espéce apparait composite
et son statut taxonomique n'est peut etre pas définitif.

Les premiéres experlences, par hybridation ADN/ADN, ont
permis de placer la plupart des espéces dans un nombre restrelnt
de groupes d'homologie (126).

Les membres de chaque groupe sont tous liés entre eux
par un haut degré d'homologie de leur ADN, mais ils ne manifestent
aucune homologie avec des espéces qui appartlenent a d'autres
groupes. Cette analyse a confirmé le bien fondé génétique des
groupes phenotyplques ; en effet chaque groupe phénotypique
correspond & un groupe d'homologie de 1'ADN.

Les hybridations entre ADN/ARN ribosomal, ont apporté les
données les plus révélatrices concernant les rapports évolutifs du
genre Pseudomonas.

On sait que les génes qui codent pour 1'ARN ribosomal sont
mieux conservés que le reste du génome chez les bactéries (47).

Ces techniges d'hybridations ont mis en é&vidence des
niveaux élevés d'homologies (80 a 100 %) entre les souches qui ne
semblaient pas apparentées sur la base des hybridations ADN/ADN :
1 hybrldatlon ADN/ADN permet de définir les especes, alors que
l'hybrldatlon ADN/ARN permet d'étudier les niveaux taxonomlques
supérieurs.

Palleroni et Doudoroff en 1973 (125) furent les premiers
taxonomistes & utiliser cette technique d'hybridation d'une fagon
systématique ; ces expériences révélent l'existence de 5 groupes

-~

d'homologie relative & 1'ARN ribosomal dans le genre Pseudomonas.

La figure (1) résume l'essentiel des données disponibles.
On voit que le degré d'homologie de 1'ARN ribosomal & l'intérieur
de chaque groupe est trés élevé. Mais entre les espéces de groupes
différents, le degré d'homologie de 1'ARN ribosomal est du méme
ordre que le degré d'homologie qui existe entre E.coli et
n'importe quelle espéce de Pseudomonas.
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Figure 1 - Matrice des pourcentages de cdmpetltlon dans les
hybridations ADN/ARN ribosomal entre les différentes espéces de
Pseudomonas.

: Ces chiffres permettent le regroupement de l'ensemble
des espéces en 5 groupes d'homologie de 1'ARN ribosomal (I & V).
En bas les chiffres obtenus dans les hybridations ADN/ARN

ribosomal entre E.coli et les différentes espéces de Pseudomonas.

Cette étude démontre nettement que le genre Pseudomonas,
tel qu'il a été défini par Stanier en 1964 (161) est constitué de
5 lignées évolutives distinctes, entre lesquelles l'é&loignement
génétique est tout aussi grand que l'éloignement génétique de

-~

chacune de ces lignées vis & vis des entérobactéries.

La figure (2) résume d'une fagon schématique la
structure évolutive de Pseudomonas. Les cercles gris correspondent
4 des groupes d'homologle de 1'ARN ribosomal, & l'intérieur
desquels les cercles blancs correspondent a des dgroupes
d'homologie de 1'ADN, plus étroits. Chaque point noir désigne une
espéce, ou parfois un biotype.

La topologie des cercles blancs 1nd1que d'une fagon
aproximative les degres de similitude génétique entre les espéces
qui appartiennent & un seul groupe d'homologie de 1'ARN ribosomal.

Ainsi, le groupe des 5 espéces qui appartiennent au
groupe III d'homologie ARN ribosomal est constitué de 3 groupes
distincts d'homologie de 1'ADN : P. acidovorans, P. testosteroni,
P. facilis, P. delafieldii, et une eSpéce 1solée, P.
saccharophila.
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Tableau I . Principaux groupes de Pseudomonas phytopathogénes
déterminés d'aprés le schéma de Lelliott et al (95).

P.acidoverans
P testosteroni

Pmarginato
P pseudomalies
P carycohylli

P pickettii
Pfacilis

delafieldii

P soonacearun
» Pmallei P maltoghilio
Pcepacie
~
v
Poeruginosa
~ Pmendgocina
R aiminuta \ Pstutzeri Xonthomonas sp.
Pcrchorii .
P 520001
9 P : avasia Polcaligenes
Dsyringae -
/? doalicaligenes
IV . marn P5eu gene.
R putida
Pyesicularis Pfluorescens D
Pphaseolicol
P livorescens F
Ptomata )
Pglycinea fluorescens C
P lluarescens £ 2 fluorescens A
1 Pfluorescens 8

Figure 2 - Représentation diagrammatique des homologies de
1'ARN ribosomal et de 1'ADN parmi les espéces
Pseudomonas d'aprés Palleroni et al (125).




Les homologies de 1'ADN des espéces du groupe II
sont indiquées sous forme de deux cercles tangents, ayant P.
picketti comme pont de liaison. Cette espéce donne des hybrides
ADN/ADN, d'un cb6té avec P. solanacearum, de l'autre avec les
espéces du groupe cepacia-pseudomallei, tandis qu'aucune
hybridation directe de 1'ADN n'est détectable entre P.
solanacearum et le groupe cepacia-pseudomallei.

Il est tentant d'accorder a chaque groupe d'homologie de
1'ARN ribosomal le rang d'un genre, sinon d'une famille
bactérienne.

Depuis l'établissement de ces 5 groupes génomiques ,
plusieurs travaux ont été effectués dans un but d'apprec1er le
degré d'homologie d'ADN/ARN ribosomal entre les dlfferents groupes
de Pseudomonas établis (43,44,45).

Ces travaux ont montré que le genre Pseudomonas tel
qu il a été décrit dans la 8° edition du Bergey's Manual comprend
5 groupes :

- Groupe génomique I : complexe P. fluorescens
- Groupe.génomique IT :vcomplexe P. acidovorans
- Groupe génomique III : complexe P. solanacearum
- Groupe génomique IV : complexe P. maltophila

Groupe génomique V complexe P. diminuta

P. vesicularis.

Les liens de parenté de chacun de ces groupes génomiques
avec d'autres genres bactériens ont été déterminés par plusieurs
auteurs (43,45,122,124,185,186). Ces auteurs, ont montré la
dispersion des différents groupes génomiques du genre Pseudomonas
parmi les autres genres bactériens.

A partir de ces données, on peut conclure que le genre
‘Pseudomonas ne peut subsister plus longtemp§ sous sa forme
présente mais, il est souhaitable qu'il soit rapidement subdivisé

en plusieurs nouveaux genres.

2.1.4 Position taxonomique des pseudomonaé phytopathogénes

L'entrée dans la systématique de Pseudomonas
phytopathogénes commence sous le nom de genre Phytomonas définis
comme des bacilles donnant des colonies jaunes ou blanches,
mobiles ou immobiles, donnant ou non un pigment jaune. Ceci
correspondait donc aux genres phytopathogénes actuellement rangés
dans les genres Pseudomonas, Xanthomonas et |Corynebacterium.

La premiére édition du Bergey'!s complétait la série
des phytopathogénes avec le genre Erwinia, cette opération ayant
pour but de placer ensemble tous les genres phytopathogenes et par
- conséquent d'établir le pouvoir pathogéne comme seul critére de
détermination acceptable.




Groupe Composition

IA P. savastanoi (7),

IB P. phaseolicola (8),

IC P. phaseolicela (1), P. mori (1), P. morsporunorum (1),
P. gycinea (1), P. mori varhuszi (1),

ID P. coronofaciens (2), P. delphinii (1), P. garcae (1),
P. glycinea (1), P. dysoxyli (1),

IE P. tomato (2), ’

iF P. syringae (7), P. pisi (1), P. angulata (1), P. aptata
(1), P. panicis (1),

ic P. viridiflava (1), P. syringae (2),

IH P. cichorii (2),

II P. pseudoalcaligenes (1), P. alcaligenes (1), P.
aeruginosa (1), P. fluorescens (4), P. primulae (1),
P. angulata (1), P. marginalis (1), P. putida (2),

II1 P. facilis (1), P. acidovorans (1), P. eutropha (1), P.
testosteroni (1), P. rubrisubalbicans (1), P. stutzeri
(1), P. solanacearum (1), P. setariae (1), P.
rubrilineans (1),

IV

P. cepacia (1), P. multivorans (1).

Tableau II. Composition des groupes admis par Sands et al (142).

(Le chiffre entre parenthése représente le nombre de souches).
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Cependant l'analogie de ces germes avec des bactéries
décrites en bactériologie générale ou médicale les a conduit &
leur vraie place en 1948 dans la 6° é&dition, en 1957 dans la 7°
édition et en 1974 dans la 8°édition du Bergey's Manual.

Actuellement les pseudomonas phytopathogénes se situent
dans le méme groupe que les pseudomonas pathogénes pour 1'homme.
La séparation pratiquée autrefois entre les espéces
phytopathogénes et les autres n'est plus valable.

Le nombre d'espéces de Pseudomonas phytopathogénes
vdevient de plus en plus important ; la caractérisation d'une
espéce est souvent déterminée par un nombre restreint de

caractéres biochimiques et surtout par le pouvoir pathogene sur la

plante hote.

En pratique, il faut bien noter que les critiques que
- font les phytopathologistes s'adressent essentiellement au fait
que les caractéres ne sont pas en relation évidente avec le
pouvoir pathogéne.

Lelliott et al en (1966) (95), proposent un schéma de
classification phénétique portant sur 9 caractéres biochimiques
(Tableau I), avec une orientation plus fondamentale, Mlsaghl et
Grogan en 1969 (119), utilisent 133 caractéres et 177 isolats.

En 1970, Sands et al (142) examinent un grand nombre de
souches en choisissant les critéres de Stanier (1966) in (161), et
en leur adjoignant une quarantaine d'autres caractéres mettant en
évidence davantage de propriétés plus particuliéres aux
phytopathogénes. Leurs résultats (Tableau II) interprétés par une
analyse numérique, montre la répartition des pseudomonas
phytopathogénes en quatre groupes, cette répartition est en accord
avec les résultats de Stanier (162). :

Les résultats de Sands mettent en évidence la similitude
qui existe entre tous les pseudomonas phytopathogénes fluorescents
qui sont dans le méme groupe I.

L'individualisation de deux espéces dans le groupe I :
P. syringae (souche oxydase négative) et P. cichorii (souche
oxydase positive) est plus critiquable du moins au vu des
résultats obtenus.

L'étude précise par De vos et al, en 1985 (44) portant
sur les techniques d'hybridations ADN/ARN 23 S montre 1l'existence
de 4 groupes de Pseudomonas phytopathogénes : groupe P.
fluorescens, groupe P. solanacearum, groupe P. acidovorans et le
groupe Xanthomonas. La majorité des espéces phytopathogénes sont
situées dans le groupe P. fluorescens correspondant 4 la section I
de la 8° édition du Bergey's Manual ; aussi De Vos propose de
limiter le genre Pseudomonas au groupe P. fluorescens.
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2.2 La criblure bactérienne du laurier palme

2.2.1 Plante hoéte

Le laurier palme (Prunus laurocerasus L, Laurocerasus
Roeme, Cerasus laurocerasus Loisel) est une dicotylédone
appartenant & la famille des Rosacées, & la tribu des Prunoidées,
au genre Prunus, au sous-genre Laurocerasus. Ce genre comprend les
espéces Prunus laurocerasus et Prunus lusitanica L. (Laurier du
Portugal). 11 est communément appelé laurier palme, laurier
cerise, laurier commun, laurier amande ou bien encore laurier
royal.

2.2.1.1 Aire d'origine géographique

C'est un arbre originaire du sud-est de l1'Europe et de
1'Asie mineure. On le trouve dans le Caucase, le sud de la Russie,
la région pontique au nord de l'Iran (Figure 3). Dans son aire
d'origine sous des climats trés doux, il peut atteindre 2 & 6
métres de hauteur (74,170).

Il a été introduit en Europe occidentale au XV éme
siécle. En France il est utilisé comme arbuste d'ornement pour
constituer le plus souvent des haies pouvant atteindre 1,2 & 3,5
métres (117).

C'est une plante de socus bois supportant l'ombre mais
sensibles aux froids rigoureux (au dessus de -10°C).
Le Prunus laurocerasus est caractérisé par une croissance
rythmique vigoureuse et &tendue ; dans de bonnes conditions, il
peut atteindre 6 & 8 métres de hauteur en une dizaine d'années.

Il existe de nombreux cultivars (plus de quinze ont été
décrits) a 1'intérieur’de l'espéce laurocerasus. Leur
classification peut étre basée sur la morpholcgie des feuilles
ainsi que sur l'aspect général de la plante (Tableau III).

2.2.1.2 Morphologie

Les feuilles sont de forme ovale, lancéolée ou obovale,
la face superieure est vert brillant, la face inférieure, vert
pdle mat, porte le plus souvent quatre glandes nectariféres ; les
deux faces sont glabres ; le bord du limbe est entier ou
légérement dentelé, il peut étre légerement enroulé.

Les jeunes tiges sont glabres, vertes et, en.
vieillissant, elles se lignifient et brunissent.

Les‘fleurs sont petites et é&closent en mai. Elles sont

blanches, assemblées en grappes axillaires d'une longueur de 5 a
12 cm. -

Les fruits sont ovoides, rouges au début, puis
finalement noirs, et de la taille d'une cerise.

Toutefois ils ne sont pas comestibles, tout comme les
feuilles d'ailleurs. En effet, ces organes contiennent des
substances portant des radicaux cyanhydriques qui révélent une



Tableau III - Caractéristiques des principaux cultivars de
laurier palme commercialisés en France.

N

* L :longueur 1: largeur

—— e
Cultivar Dimensions
foliaires (cm)
*
Rotundifolia L:13-17 Forme buissonnante. Vigoureux.
1:6-8 Feuilles grandes, larges obovales, arrondies au sommet, courtement
acuminées, plus larges aux deux-tiers supérieurs, vert clair brillant.
Sensible aux fortes gelées. Excellent pour les haies.
Caucasica L:13-17 Vigoureux 2 croissance verticale.
1:3.55 . Feuilles plutot étroites, vert foncé.
- Sensible aux gelées. Excellent pour les haies.
Otto Luyken L:7-11 Arbuste bas et compact A tiges dressées. Trés rustique.
1:2-3 Feuilles lancéolées, étroites, pointues, vert foncé, A bord entier.
Zabeliana. L:9-14 Crois.éance plus ou moins herizontale. Cultivar nain 2 port étalé.
1:2-3(3-5) Feuilles oblongues, lancéolées, vert clair et peu brillantes. -
Introduit de Bulgarie en 1898. Rustique. Excellent pour les rocailles.
Herbergii L:9-14 Compact et pyramidal.
1:244a5 Feuilles finissant en pointe, faiblement brillantes, plates A bord
plus ou moins entier. Elles ont I'aspect du Laurus nobilis.
Particulizrement rustique. Excellent pour les haies.
Latifolia L:25 Feuilles vert foncé aussi larges que longues. '
1:25 Tres sensible au froid.
Schipkaensis L:5-12 Feuilles oblongues elliptiques, luisantes.
Importé de Bulgarie en 1889. Rustique.
Mischeana - L:9-14 Plat et étalé.
1:445 Feuilles larges.
Originaire des Balkans. Trés mstique.
Reynvaanii L:9-14 Feuilles mates A bord parfois ¥gerement ondulé, faiblement
1:2,54 denté. Pliure caniculée caractéristique.
Creersrscrrswse—rn—
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forte odeur d'amande lorsqu'on les froisse. Les feuilles
renferment deux glucosides toxiques : la prulaurasine et la
prunasine. On en prépare une eau de laurier cerise qui est un
stimulant respiratoire (24).

2.2.1.3 Croissance et activité photosynthétique

La croissance du laurier palme n'est pas continue. Elle
s'établit par la succession d'unités de croissance (15,90). Le
nombre d'unités varie entre 2 et 4 pour les jeunes plants. La
nutrition azotée a une action sur la croissance (15). L'activité
photosynthétique augmente avec 1'appar1tlon des jeunes
feuilles (191).

2.2.1.4 Exigences culturales et nutritionnelles

Le laurier palme supporte tous les sols sauf ceux a
calcaire actif. Il préfére les sols perméables, humides, amendés
avec la tourbe ou du terreau de feuilles (35).

Les besoins nutritionnels du laurier palme sont peu
connus. Lemaire, en 1980 (97) au cours d'une enquéte réalisée chez
différents pépiniéristes a montré que les besoins en Cao sont
aussi élevés que ceux en K20 (TABLEAU IV).

Un pH compris entre 4,5 et 5,5 permet une bonne
croissance du végétal (90).

2.2.1.5 Criblure bactérienne

De Boer, en 1980 (39) a décrit au Canada, sur le
cultuvar Otto Luyken, une maladie caractérisée par l'apparition de
chancres sur rameaux et de taches foliaires évoluant en criblure.
Une bactérie, isolée de lésions et identifiée sommairement comme
Pseudomonas. syringae, a &té incriminée comme étant l'agent causal
de cette maladie dont les symptdmes ont été reproduits.

La criblure du laurier palme avait été observée pour la
premiére fois en France, en aott 1976, dans la région d'Angers.
Les bactéries isolées de lésions et produisant des symptomes apreés
leur pulvérlsatlon sur les feuilles, ont été apparentées a P.

syringae pv. syringae (57).

2.2.2 Etude de l'agent causal

2.2.2.1 Caractéres morphologiques et?culturaux

- P. sxrlngae pv. syringae, appartient a l'eSpece
Pseudomonas. syringae. Cette bactérie est un bacille & Gram

négatif, de taille variable :0,7 & 1,2 um de large sur 1,5 um de
long (123). _ _

Elle est aérobie stricte non SpQruléé, son métabolisme
respiratoire est oxydatif. Elle est mobile gr&ce a la présence de
1 & 5 flagelles polaires (59).
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Figure 3 - Aire d'origine géographique du laurier palme.

AN, | o

Aire de croissance spontanée
du laurier palme.

-------
........
...........................
......

ale
.....
.........

Nombre de plantes

Exportation (Kg/ha)
Equilibre de la nutrition

Tableau IV - Rendement en matiére séche et exportatlon
d'un héctar de 1aur1er palme d'une peplnlere
jeunes plants. '
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Les colonies sont circulaires, rugueuses ou légérement
mugueuses, plus au moins opagques de couleur créme ou blanche sur
milieu King B. Sur ce milieu elles produisent un pigment bleu vert
(pyoverdine) fluorescent sous les U.V.

La température maximale de croissance varie entre 25 et
30°cC.

2.2.2.2 Caractéres biochimiques

Suivant la clé de détermination proposée par
Hildebrand (73), P. syringae pv. syringae n'accumule pas de
granules de poly-béta-hydroxybutyrate, ne posséde pas de
cytochrome C oxydase ni d'arginine dihydrolase, ne dégrade pas les
polypectates et n'utilise pas le D(-) tartrate.

L'assimilation ou non de composés utilisés comme source
de carbone et d'énergie permet de distinguer P. syringae pv.
syringae des autres pathovars (TABLEAU V).

P. syringae pv. syringae appartient au groupe Ia de
Lelliott et al (95) défini par 9 caractéres biochimiques, au
- groupe Ia de Mishagi et Grogan (119) et au groupe If déterminé par
Sands et al (142). Ce dernier utilise 34 a 43 % des 165 substances
étudiées.

Toutefois, cette détermination reste limitée. En effet,
le nombre de substances est trop 1mportant pour étre utilisé en
routine. De plus on s'apergoit trés vite que lorsgqu'un grand
nombre de souches d'un méme hbéte est analysé il existe alors une
grande variabilité sur un nombre restreint de caractéres. Ainsi,
le L(+) tartrate, considéré comme non utilisé dans la littérature
(22,73,123) est consommé par un blotype majoritaire de la flore de
vigne (103) _

2.2.2.3 Caractéres génétiques A

2.2.2.3.1 ADN chromosomique

D'aprés les travaux de Palleroni et al en 1973

(125) et de De Vos et De Ley en 1983 (43) P. syringae Van Hall
1902, 141AL se trouve dans le groupe syrlngae pour 1'hybr1datlon
DNA/DNA. Malgré la diversité des souches et de leur orlglne, il se
trouve que le pourcentage d'homologie est trés élevé (71 & 100 %)
(129). Par la technlque a hybrldatlon‘DNA/DNA a la nucléase S1, la
souche type de P. syringae pv. syringae s'hybrlde d moins de 61 %
avec d'autres pathovars : pv. savastanoi 54 %, pv. Eer51cae 46 %,

o,

pv. tomato 51 %, pv. phaseolicola 55, 9 % pv. glycinea 50,1 % .

Le contenu en bases guanlne et cyt051ne est compris
entre 59 et 61 % (44,129). : .

L'utilisation de fragments de restriction (RFLP) des DNA
chromosomiques a montré qu'il y avait une grande diversité
génétique au sein du pathovar sxrlngae contrairement au pathovar
tomato (46).

17



ins

fférentiels de certa
pathovars de Pseudomonas. syringae

s di

)

imique

Tableau V - Caractéres bioch

. BuIqeUUBD

epoysied
gjooijoeseyd

BOUIOAID
seiojjissed

d

+

18

jaow + + O
susjoejelllS R R R .
suLaIosejeuo.lod + . + + 4+ + 4+
\Qcmumm>mm s <+ + + + VTV VT ¢+ + T+ + O
jwesas + X0 E e
eeAijoqous L R T T I S
ojewoj A T I T .0 T R R U B
nuydisp VTt + 4+ ++ 4+ F+ 000
wniounidsiow + < + 4+ 4+ ++ O+
juryiiyjue <t FFF R E o+t
1s1d + 1V + 4+ 4+ + 4+ ET D+
eeide T R I I I I T U SN
oebuufs + 0+ +++ 4+ +FF O+
suBwAiyoe| + %+ e+, ~
A =
o
1oeqe} b A T - T ST <
o =
g : 15
m .m 5 mm.nv
4 * . o9
§ 23d; g FE £33
b nY. [ & Ju— = .llw .m ecbmc
2 46892 o3 SeEEESEE | 3588
HiBOnHIIH
S | E8ec5dEegasacdgE | 2080
A RO 2 SEOHAAN<E £ + .0



N

Sur 40 souches isolées d'érable, de poirier et de
plantes herbacées, 21 profils ont été enregistrés aprés digestion
par l'enzyme de restriction EcoRl, montrant encore la diversité

génétique de P. syringae pv. sxrlngae (107) .

2.2.2.3.2 ADN plasmidique

Comme chez beaucoup de bactéries, la présence de
plasmides de poids moléculaire variable a été mise en évidence
chez P. syringae pv. syringae. Certains, trouvés chez des souches
de mais, d'abricotier et d'amandier ont un poids moléculaire
d'environ 35 megadaltons. Ces plasmides sont conjugatifs (60).
L'utilisation d'é&léments transposables comme le Tn5 semble étre
bien adaptée & P. syringae pv. syringae pour 1l'obtention de
mutants chromosomiques (3) ou plasmidiques (17,60).

Le rbéle des plasmides est controversé. Gonzalez et
Vidaver en 1978 (61) ont montré une relation entre la présence de
plasmide et la production de syringomyce (voir paragraphe 2.2.4).
Toutefois cette hypothése semble maintenant abondonnée. En effet,
Currier et Morgan en 1983 (38), Gonzalez et al en 1984 (60) et Xu
et Gross en 1988 (187) ont démontré que les souches sans plasmide
produisent toujours une toxine.

2.2.2.3.3 Bactériophages et bactériocines

Les bactériophages peuvent dans certains cas étre
spécifiques d'un pathovar (37) et pour P. syringae pv. syringae
parfois méme de 1l'hdéte (59).

Les souches de P. syringae pv. sxrlngae isolées de
poirier en Angleterre ont montré une sensibilité aux phages 12B,
s3, 017 (59).

Quatre-vingt deux souches isolées au nord-ouest des
Etats-Unis d'hétes variés, ont été réparties en neuf groupes de

‘sensibilité aux phages et onze groupes de production de

bactériocines. Les souches isolées de poirier se sont montrées peu
sensibles aux phages 12B, S3 et 017 contralrement aux souches
1solees d'Angleterre.

La sensibilité aux phages ainsi que la productlon de
bactériocines sont des facteurs variables pour P. syringae pv.
syrlngae (131) mais permettent de distinguer des groupes
géographiquement distincts qui se trouvent étre physiologiquement
semblables.

2.2.2.4 Caractéres sérologiques

En fonctlon des techniques utlllsees, les souches de P.
syringae pv. syringae se repartlssent en différents sérogroupes
(Tableau VI). Le pouvoir pathogéne n'a pu étre mis en relation
avec le type d'antigénes utilisés . :

Casano et al en 1987 (28) ont montré que les antlcorps
monoclonaux utilisés ont un intérét partiel pour P. syringae pv.

syrlngae .
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La spécificité antigénique et la variabilité de P. syringae
pv. syringae semblent associées & l'antigéne somatique O,
thermosta%le. Le lipopolysaccharide (L.P.S) représente la majeur
partie de l'antigéne O. En immunodiffusion, il correspondrait a la
ligne de précipitation proche du puit contenant l'antigéne (69).
Sa composition a été déterminée & partir des souches isolées de
cerisiers et de poiriers. Il contient du rhamnose et du glucose.
La présence de fucose est variable selon les souches. Les
déterminants antlgénlques du L.P.S. apparalssent plus hétérogénes
au sein du pathovar syringae qu'au sein du pathovar mrosprunorum
(192). :

Les nombreuseé méthodes utilisées en sérdlogie montrent
qu'il y a une grande variiabilité au sein du pathovar syringae.

©2.2.3 Les maladies dues & P. syringae pv. syringae

. 2.2.3.1'Historique

Pseudomonas. syringae a été isolé pour la premiére fois
en 1902 par VAN HALL & partir de lilas.

‘ De nombreux synonymes, 57 au total, lui ont été
attrlbues (22,26).

; Trés vite un probléme taxonomique s'est posé devant le
nombre croissant d'espéces dénommées par le concept : une souche,
un hate, une espéce. | ’

La définition des groupes Lelliott et al en 1966 (95),
des pathovars Young et al en 1978 (190), Dye et al en 1980 (49),
ainsi que l'analyse taxonomique des caractéres biochimiques et
physiologiques (119,142), ont permis de dlstlnguer les différentes
souches de Pseudomonas fluorescents, oxydase négative. Les souches
de Pseudomonas. svringae ont é&té renommées en 1980, P. syringae

pathovar. syringae.

2.3.3.2 Répartition géographique' ‘ E

P. syringae pv.. syringae est réparti sur tous les
continents. 57 pays ont été& dénombrés par Bradbury en 1986 (22)
I
on rencontre la bactérie dans les zoneSgde production
intensive: i
- sur cerisier en Angleterre (59), en Pologne, :
au Chili (92,93), au Portugal (113), en Australie
(184), en Afrique du Sud (137), en Hongrie (163),

- sur abricotier en France (56, 134), en Yougoslavig (6),
au Portugal (113), en Hongrle (86) , aux Etats Unis,
en Australle (184),

- sur prunier en Grande-Bretagne (59), en Afrique du sud
(137), _

- sur pécher en France (58), aux Etats Unis (50),
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- sur poirier et pommier en Afrique du Sud (108,109),
- sur citru (127),

- sur mais aux Etats-Unis (147),

-'sur abricot aux Etats Unis (75,98,140),

- sur laurier palme au Canada (39), en France (57).

2.2.3.3 Symptématologie

La symptdématologie prend des aspects variés probablement
en fonction du cultivar attaqué, de 1'époque d'évolution des
symptdmes et de la quantité des organes attaqués (feuilles jeunes
ou dgées, rameaux herbacés)

2.2.3.3.1 Symptémes sur les feuilles

Sur les jeunes feuilles, les symptdmes les plus typiques
sont bien visibles par transparence et se manifestent d'abord par
des taches vitreuses dont le centre, en se nécrosant rapidement,
prend un aspect brlnatre plus au moins foncé ; une auréole
chlorotique entoure trés vite cette partie nécrosée est délimitée
par un liséré brillant ol se forme l'abscission du limbe. La
partie nécrosée du limbe entourée de l'auréole jaune se sépare
plus au moins rapidement du reste de la feuille pour former un
trou, d'oll le nom de criblure donnée a cette maladie (photo 1 et
2). '

‘Sur les feuilles plus agées, en observation en lumiére
incidente, vues de la face supérieure de la feuille, les grandes
taches sont bien typiques : les points nécrotiques auréolés de
jaune sont de plus en plus visibles au cours de l'é&volution de la
tache. A la face inférieure, les taches apparaissent sous forme de
points vitreux légérement en relief (photo 3). En s'agrandissant,
le centre se nécrose, mais l'auréole chlorotique est peu visible
tandis que la limite de la tache ol s'opérera la criblure est
nettemnt marquée par un liséré en relief d'apect vitreux.

Dans la nature, les premiers stades d'apparition des
symptdmes sont tres fugaces et ne peuvent étre reellement observés
qu'en conditions artificielles d'inoculation.

) Le diamétre des taches induvidualisées peut varier de 2
a4 10 mm ; les taches évoluent en criblurq en 5 & 10 jours. Quand
les trés jeunes feuilles sont attaquées précocemment, l'é@&volution
vers la criblure est rapide et il s'ensuit une déformation parfois
trés importante du limbe. Quand les taches sont trés nombreuses
sur une feuille, parallélement & l'évolution vers la criblure, on
peut observer d'abord une chlorose débordant l'aire des taches,
puis une chute de la feuille. Dans les cas de forte attaque, le
sol des pépiniéres de culture en pot est jonché de feuilles. Ces
chutes de feuilles ont pour conséguence d'affaiblir les plantes et
d'altérer leur aspect esthétique. Les attaques sont d'autant plus
graves que les plantes sont plus jeunes (photo 4 et 5).
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PHOTO 1. Taches nécrotiques sur de
trés jeunes feuilles.

PHOTO 3. Vue d'incidence de taches
nécrotiques sur des feuilles
adultes.

L .

PHOTO 5. Taches nécrotiques entourées de
halos de décoloration japrés
iFnoculation artificielle.

PHOTO 7. nécroses apicales avec
prolongements nécrotigques
le long des nervures
principales et nécrose sur
tige.

PHOTO 9. Chancre sur tige herbacéc -

Y g LA Pw
PHOTO 2. Taches nécrotiques entourées
d'un halo de décoloration.

PHOTO 4. Début d'apparition des taches
de décoloration aprés inoculation
artificielle.

PHOTO 6. Desséchement d'une pousse
terminale recourbée en
crosse.

PHOTO 8. Fortes criblures sur jeunes
pousses.

PHOTO 10. Attaque généralisée de
criblure bactérienne 23



2.2.3.3.2 Symptémes sur les pousses herbacées

Les pousses hebacées ne manifestent de symptémes que
dans les fortes attaques.

Des taches vitreuses puis nécrotiques de quelques
millimeétres de diamétre, entourées d'une réaction anthocyanique
rougedtre ou non, peuvent étre observées.

Cependant, le plus souvent, a partir de l'apex de la
tige, des taches treés allongées d'aspect vitreux évoluent
rapidement en nécrose br@Gnatres de plus de 10 cm qui, en
desséchant, se recourbent en crosse (photo 6) ; les nécroses
peuvent se prolonger sur les feuilles le long des nervures qui
brunissent et occasionnent des déformations du limbe (photo 7 et
8).

Les taches isolées sur la tige peuvent mesurer de 5 & 10
cm de long et les tissus superficiels déshydratés forment des
squames, l'ensemble donnant un chancre (photo 9).

L'évolution des nécroses est relativement rapide et suit
trés probablement la croissance de la pousse qui se fait en une
quinzaine de jours ; les tissus lignifiés ne sont pas sensibles &
la bactérie _

Cette maladie est grave car le développement de
symptomes peut étre explosif aussi bien sur les cultures en plein
terre qu'en conteneurs (photo 10).

- Dans certains cas extrémes, les tiges sont décapitées
et, quoique les plantes ne meurent pas, elles prennent un aspect
ramifié du fait du redemarrage des bourgeons axillaires. Quand les
attaques sont tardives, les plantes ne sont pas commerciables.

2.2.3.4 Epidemiologie

2.2.3.4.1 Sources de contamination

Les sources de contamination sont nombreuses (75), elles
peuvent provenir soit de la plante héte, soit des cultures
adjacentes comme les plantes adventives ou les angrais verts.

2.2.3.4.1.1 Organes de la plante hoéte

Il a été démontré que les souches de P. syringae pv.
syringae peuvent se maitenir en phase épiphyte dans les bourgeons
ou dans les chacres sur rameaux (67,137).

Les populations de P. sxrlngae pv. syringae se trouvent :
sur les feuilles (110,111,112,139) pour le poirier, sur les :

‘graines (98) pour le harlcot sur les fruits (111) ou les fleurs

=

(67), sans provoquer de symptémes pour les arbres fruitiers a
pépins et a noyaux. :
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2.2.3.4.1.2 Plantes adventices et engrais verts.

Les populations sont souvent faibles en hiver et en été
sur les plantes hétes (10,107). Ces plantes adventices prennent le
“relais pulsqu'elles hebergent ces populations, devenant au
printemps et & l'automne des sources potentielles d'inoculum (98).
On enreglstre d'abord une augmentation des populations de P.
syringae pv. syringae sur les plantes herbacées puis sur les
plantes hétes.

2.2.3.4.2 Cycle de la bactérie

2.2.3.4.2.1 Phase épiphylle

P. syringae pv. syringae est une bactérie bien adaptée a
la phase épiphylle. Les bactéries survivent et se multlpllent au
niveau des bourgeons, des tissus végétatifs ou des tissus
nectariféres pendant des périodes critiques en été et en hiver,
sans provoquer de symptomes. Généralement les bactéries restent
dans la zone proche du point de penetratlon, et lorsque la
population interne est importante la bactérie migre vers les
fleurs et les bourgeons. . Suivant la saison, l'estimation des
populatlons, exprimée par organe ou par gramme de matiére fraiche,

~varie entre 10 et 10 bactéries (52 94,104, 107)

2.2.3.4.2.2 Activité pathogéne

Les conditions climatiques jouent un réle important dans
le développement de la maladie.

L'humidité relative joue un réle primordial dans le
processus infectieux. La presence d'eau sur les organes est
1ndlspensable pour que l infection ait lleu.

Au printemps et & l'automne, on enregistre des
augmentations de la population, coincidant avec des périodes ol la
température maximale varie entre 19 et 25°C avec des pluies
relativement importantes (184). Ces maxima sont parfois suivis de
l'apparition de symptémes si les populations ont atteint un niveau
d'inoculum suffisant sur l'organe sensible.

L'apparition des symptémes est aussi corrélée avec la
sensibilité des tissus ; la sensibilité varie suivant 1'héte et 1la
saison. Ainsi sur abricotier et de nombreux arbres fruitiers &
noyaux ou a pépins, les tiges sont sensibles toute l'année sauf en
été, avec un maximum au printemps. Les feuilles et les fruits sont
surtout sensibles au printemps alors que les bourgeons dormants le
sont au début de l'hiver.

2.2.3.4.3 Voies de pénétration

L'utilisation de la mlcroscople électronique a balayage
a été utile pour déterminer les voies de penetratlon et les niches
écologiques des bactéries (12 110,112,189).

Les blessures de toute nature sont des portes ouVertee
qui permettent & la bactérie d'entrer dans les tissus ol elle se
multiplie et provoque la maladie.
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De nombreuses souches de P. syringae pv. syringae ont la
capacité de jouer un réle de noyau de prise en glace. Lors de
basse température, la glace formée dans ou sur les plantes
sensibles aux gelees, provogue une cassure mécanique des membranes
cellulaires initiant alors des microlésions, futurs points
éventuels de pénétration et de multiplication de la bactérie (99).

2.2.4 Etude du pouvoir pathogéne

2.2.4.1 Role de la syringomycine

Au sein du pathovar syringae, les phytotoxines sont
diverses et induisent chez le végétal des chloroses ou nécroses

(11) P. syringae pv. syringae est le seul parmi les pathovars &
produlre une toxine indulsant des symptdémes de nécrose : 1la

syringomycine .

Plu51eurs auteurs (42,66,149) ont montré que la
syrlngomy01ne a un spectre antlblothue trés large contre les
bactéries et les champignons.

2.2.4.1.1 Structure

La syrlngomy01ne est un hexapeptide de faible poids
moléculaire dont le p01nt isoélectrique est voisin de pH 7
(149) . Elle est composée de différents acides aminés dont 1la
sérine, la phénylamine, l'acide diaminobutyrique, l'arginine dans
le rapport 2:1:2:1 (68,193).

2.2.4.1.2 conditions de production

La production de la syringomycine est optimale en milieu
liquide (pomme de terre + dextrose) non agité additionné de 0,4 %
d'hydrolysat de caséine. Dans ce cas, on a 20 fois plus de
syringomycine que sur milieu solide et 136 fois plus qu'en milieu
liquide agité (64).

La présence en quantité élevée de phosphate (0,3 M) ou
de peptone diminue la production de syringomycine (42).

La présence de fer est nécessaire & la production de 1la
syringomycine (63). :

La quantité de syringomycine varie de 4 & 26 mg/l en
fonction des souches.

Cette toxine a la propriété d'étre soluble dans de

nombreux solvants, d'étre stable a la chaleur, re51stante a
l'action de certains enzymes (42).

2.2.4.1.3 Activité biologique

La toxine est produite dans les tissus (65). Un
anticorps fluorescent spécifique de la syringomycine a permis sa
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détection (128) dans les tissus malades ou traités par la
syringomycine, dans les feuilles et les rameaux de pécher. Bien
qu'elle soit produite dans les tissus malades, il n'a pas été
possible de l'extraire.

La syringomycine inoculée donne des lésions sur les
tiges de pécher (42), les feuilles de mais, ou les feuilles
détachées de haricot. 50 & 100 unités (1 & 2 ug de syringomycine
par ml) peuvent provoguer en 24 heures des symptdmes comparables &
ceux de la maladie. La production maximale de syringomycine
correspond & la phase de croissance exponentielle de P. syringae

pv. syringae. :

C'est un facteur de virulence pour un grand nombre de
souches (187), qui n'est pas corrélé a la présence de plasmides
(38’62). :

2.2.4.2 Role des sidérophores

La pyoverdine ou pigment fluorescent (bleu-vert), joue
dans la bactérie le rdle de sidérophores en se complexant avec les
ions ferriques Fe+++.

La synthése de la pyoverdine dépend de la concentration
en ion Fe+++ du milieu. Si le milieu est carencé en fer, une
production abondante de pyoverdine se produit, permettant & la
bactérie de capter le Fe+++ extracellulaire (116).

Au sein du pathovar syringae le rbdle des sidérophores
est de séquestrer le fer ferrique de la plante sous forme chélatée
qui serait alors plus facilement assimilable par la bactérie.

2.2.4.2.1 Structure

L'analyse chimique de la pyoverdine montre la présence
de 4 acides aminés : 1l'acide béta hydroxyaspartique, la sérine, 1la
thréonine et la lysine dans le rapport 2: 2: 2: 1 (29). Bien qu'il
n'ait pu étre mis en évidence chez P. sxringae pv. syringae, il
semble que le chromophore fluorescent 2,3 diamino 6,7 dihydroxy
quinoline soit présent. La masse moléculaire du sidérophore est
estimée & 1175 daltons.

2.2.4.2.2 Activité biologique

Lorsque la quantité de fer est faible, 9 protéines
membranaires sont exprimées dont le poids moléculaire est compris
entre 74 000 et 80 000 (excepté pour la 8&me protéine). Des
mutants incapables d'acquérir le fer sont dépourvus de la protéine
de 74 000 daltons. -

Des mutants de la souche B 301 D, isolée de poirier,
incapable de synthétiser la pyoverdine ou d'assimiler le fer ont
donné des symptdémes similaires & ceux provoqués par la souche
sauvadge. Cependant les sidérophores doivent jouer un réle dans le
cycle de la bactérie. Des niveaux de fer élevés sont nécessaires
pour réguler la synthése de la syringomycine qui joue un réle dans
la virulence.
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Si le rbéle des sidérophores n'a pas pu étre mis en
évidence dans la pathogénése, ceux ci peuvent jouer un réle dans
la survie de P. syringae pv. syringae en phase épiphyte (102).

La présence du plasmlde PGC 131 chez certaines souches

de P. szrlngae pv. syringae joue un rdle dans la virulence (60)
Bien qu'il ne soit pas clairement défini, le réle des plasmides
serait de provoquer des changements dans la membrane externe de la

cellule.

2.2.4.4 Déterminants chromosomiques du pouvoir pathogéne

Les génes requis a la fois pour l'expression du pouvoir
pathogéne sur une plante hote et le développement d'une réaction
d'hypersensibilité sur une plante non héte ont été dénommés génes
Hpr. Le nom Sdg a é&té attribué aux gé&nes responsables du
développement de la maladie.

Le clonage et l'analyse de séquences impliquées dans le
pouvoir pathogéne d'une souche de haricot ont permis de montrer
que les déterminants chromosomiques se situraient sur un fragment
de 8,5 Kb (17). Plus précisement, les facteurs de pathogénicité
sont codés dans un des fragments généré par HindIII de 3,9 Kb.

2.2.4.5 Altération des échanges transmembranaires

p. srlngae pVv. sxrlngae comme beaucoup d'autres
pathog@nes ne pénétre pas dans la cellule hbéte. Mais il peut
provoquer une altération dans le transport des é&léments nutritifs,
notamment de saccharose. En effet le pathogéne active les échanges
4 travers la membrane plasmidique en induisant un efflux de
potassium et un influx de protons. Ceci a pour conséquence
d'augmenter, le pH intra-cellulaire, induisant alors la croissance
bactérienne. ﬁ '

L hypersen51b111te se caractérise par la mort rapide
des cellules de 1'héte au point de penetratlon. Elle provoque
aussi une perte d'électrolytes qu1 se prodult 4 & 6 heures apreés
l'inoculation. Ce phénoméne serait aussi dd & une perte de
perméabilité membranaire. Les mécanismes contrélant les phénoménes
d'hypersensibilité et de pathogénicité sont trés proches. La
différence entre maladie et hypersen31b111te s'avére trés subtile.
Dans les deux cas, les mécanismes se localisent au niveau
membranaire. ’

2.2.5 Méthodes de lutte

Une bonne connaissance du cycle de la bactérie et du
développement de la maladie permet de mieux définir une stratégie
de lutte dans laquelle on associera les mesures prophylactiques
aux traitements chimiques. _ '
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2.2.5.1 Mesures prophvlactigues

Les mesures prophylacthues de lutte consistent & la
suppre551on de plantes trés atteintes et 1l'é&limination des rameaux
malades afin de limiter les sources d'inoculum.

2.2.5.2 Lutte chimique

Les produits a base de cuivre sont fréquemment utilisés
contre les maladies bactériennes, et notamment sur le laurier
palme ; dans certains cas le cuivre est phytotoxique (57).

L'utilisation d'antibiotiques semble peu efficace contre
P. syringae pv. syringae ; 1'appar1t10n de mutants résistants
Iimite leur emploi notamment sur laurier palme (39).

D'autres composés de traitement ont é&té utilisés telles
que les substances biodégradables qui modifient le pH de surface.

Des essais avec des acides (tartrique ou citrique), ont
donné des résultats encourageants in vitro et en serre sur
poirier et sur Vigna anguiculata (143,144).

2.2.5.3 Lutte bioclogique

Le prlnlclpe con51ste 4 sélectionner des souches qui ont
‘un avantage sélectif ou qui produlsent une 1nh1b1tlon de la
croissance de la souche pathogéne in vitro mais aussi in vivo.

‘Cet antagonisme est souvent di & la production de
substances antibiotiques, sidérophores ou bactériocine. Sobiczewki
en 1987 (160) a trouvé 4 souches (une appartenant au groupe des
pseudomonas non fluorescents, un Erwina appatenant appartenant au
groupe carotovora, un Erwina herblcola, et une enterobacterle)
capables de protéger les fruits de cerisier contre P. syringae pv.

szrlngae.

~Lindow et al (100,101) ont montré qu'en utilisant des
mutants obtenus par voie chimique ou par manipulation génétique
(déletion du géne ice), il é&tait possible de 11m1ter les dégats
dlds aux gelées en plein champ ou en serre.

L'antagonisme est d@ a4 une balance entre pathogéne et non
pathogéne. En modifiant cet équilibre, on peut favoriser :
1l'implatation du non pathogéne en apportant 1l'inoculum de fagon
massive. Cela peut permettre une meilleur colonisation des sites
infectieux. Cependant, lorsque l'agent biologique n'a gu'une
action de compétition (aucun antagonisme), il ne peut étre utilisé
que pour des traitements prophylactiques .
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2.3 Classification et pouvoir pathogéne de P. syringae pv.
savastanoi

2.3.1 Historique et classification

Pseudomonas. sSyringae pv. savastanoi est l'agent causal
de la tuberculose de l'olivier. Arcangell en 1886 fut le premier a
remarquer la présence de bactéries dans les tumeurs de l'ollv1er
qu'il dénomma Bacterium olea.

Peu aprés Savastano en 1887 (145) constata que la
maladie de 1l'olivier, qu'il dénomma tuberculose était due & une
bactérie Bacillus olea tuberculosis.

L'agent causal de la maladie fut étudié ensuite en
Amerique par Smith et Rorer en 1904 (155) qui distinguérent la
bactérie pathogéne des bactéries saprophytes qui peuvent exister
dans les tumeurs. En 1908, Smith décrit les caractéres de cette
bactérie et 1l'appelle Bacterlum savastanoi.

Bradbury en 1986 (22) a décrit tous les synonymes
utilisés :

- Bacterium oleae Tuberculosis (Savastano) Voglino 1882

- Bacillus prillieuxianus Trevisan 1889

- Bacillus oleae (Arcangeli) De Toni et Trevisan 1989

- Pseudomonas olea (Arcangeli) Duggar 1909

- Pseudomonas savastanoi Stevens 1913

- Phytomonas savastanoi (Smith) Bergey's et al 1923

Agrobacterium savastanoi (Smith) Stan et Weiss 1943

Cette bactérie est également responsable de la
tuberculose du laurier rose (Nerium oleander) chez lequel elle a
été observée pour la premiére fois par Peglion en 1905 (130), en
Italie et dans des jardins de Monaco. La maladie a é&té attribuée &
Bacillus oleae, agent pathogéne de la tuberculose de l'olivier.

Smith en 1906 (153) estimait que la bactérie isolée par
Peglion ne ressemblait pas & celle isolée de l'olivier et en 1908,
il écrivait que la maladie du laurier rose était due & Pseudomonas
tumefaciens car l'agent pathogéne de l'olivier n'’était pas
pathogene pour le laurier rose.

Brown et Townsen en 1911 pensaient que l'agent pathogéne .
de la bactériose du laurier rose n'était pas Pseudomonas
tumefaciens méme si celui-ci était réellement pathogéne sur
laurier rose ..

Smith en 1928 (154) affirme que Pseudomonas tumefaciens
d'une part et les bactéries isolées de 1l'olivier et du laurier
rose d'autre part, sont tout a fait différentes ; par contre, il
ne trouve pas de différences considérables entre les organismes
isolés de l'olivier et ceux isolés du laurier rose. Il a appelé
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cette derniére Pseudomonas savastanoi variété. nerii. Cette
bactérie avait été anterleurement nommée par Ferraril (1926) :
Bacterjium tonellionum.

Le nom Pseudomonas tenolliana a été attribué
officiellement dans la 7°édition du Bergey's Manual en 1957.

Ce n'est qu'en 1963 que Wilson et Magie (178) ont montré
que certaines souches isolées de l'olivier peuvent produire des
tumeurs sur le laurier rose ; de plus, ils n'ont pas observé de
différences importantes entre les caractéres phy51olog1ques et
sérologiques et le nom de Pseudomonas savastan01 a étée adopte pour
les bacterles isolées du laurier rose.

\

Sur le fréne (Fraxinus exce151or),:des chancres ont été
observés pour la premiére fois en Allemagne par Nordlinger en 1863
qui a attribué la maladie & des dégdts mécaniques.

Mer en 1889 (115) est le prémier aéaVQir montré que la
maladie était d'origine bactérienne. :

Vuillemin en 1897 a attribué la maladle a Pseudomonas
savastan01. ,

Smith en 1920 affirme que la tuberculose de l'olivier et
le chancre du fréne ne sont pas provoqués par le méme organisme.

Brown en 1932 (25) aprés avoir étudié des échantillons
du chancre du fréne (envoyés par Smith) et les échantillons de la
tuberculose de l'olivier, venant d'Italie, confirme l'origine
bactérienne de ces deux maladies ; les bactéries sont trés
semblables par leurs caractéres morphologiques et culturaux.
L'agent pathogéne de fréne est alors appelé Bacterium ‘savastanoi
variété fraxini. _

Skoric en 1938 (150) a constateé que les bactéries
isolées des trois hétes (olivier, laurier rose et fréne) sont trés
proches les unes des autres par leurs caractéres physiologiques et
culturaux. L'impossibilité de produire des symptomes sur des hoétes
hétérologues avec la bactérie du fréne, l1l'a amené & considérer
cette bactérie comme une espéce séparée ; les synonymes suivants
ont été utilisés succssivement : '

Pseudomonas fraxini (Brown) Skor
Bacterium savastanoi var fraxini Brown
Bacterium fraxini(Brown) Skor
Phytomonas fraxini (Brown) Skor

JANSE (78,79,80), a étudié le chancre bactérien du fréne
en comparaison avec la tuberculose de l'olivier et le chancre du
laurier rose sur les plans symptdématologique, histologique et
sérologique. Il a proposé de classer les trois agents pathogénes
dans une sous espéce de Pseudomonas. syringae van Hall 1902, 141Al
en les considérant comme des P. syringae pv. fraxini pour la
bactérie du fréne, pv. oleae pour celle de l'ollv1er, pv. nerii
pour celle du laurier rose. _

Actuellement les bactéries quivpronquent des
excroissances chez l'olivier, le fréne, le jasmin, le troéne et
sur d'autres espéces de la famille des Oléaccées et chez le
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laurier rose (Apocyonacées) sont considérées comme pathovars de
Pseudomonas. syringae van Hall 1902, 141A1 : Pseudomonas. syringae
pv. savastanol (190) est retenu dans le Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology 1984.

2.3.2 Etude de l'agent causal

2.3.2.1 Caractéres morphologiques et culturaux

Pseudomonas. syringae pv. savastanoi appartient &
l'espéce Pseudomonas. syringae. Cette bactérie est un batonnet a
Gram négatif de taille variable selon les auteurs de 1-1,3 x 0,3-8
um (1,25,154,168). Elle est aérobie stricte, non sporulee, ne
formant pas de capsule. Son métabolisme est oxydatif. Elle est

~

mobile par 1 & 7 flagelles polaires (78,168).

Les colonies sont circulaires, légérement bombées ou
plates, de couleur blanche, brlllantes, transparentes a bords
quelques fois irisés, aprés 3 a 4 jours d'1ncubatlon a 23°cC

(25,168) .
Elles produlsent sur milieu de Klng B, un pigment bleu

vert (pyoverdlne) fluorescent sous les UV.

La température optimale de cr01ssance varie entre 23 et
26°C (25,172). ;

2.3.2.2 Caractéres biochimiques

Les caractéres biochimiques de P. sxrlngae pVv.
savastanoi ont été é&tudiés pour rechercher ceux permettant de
distinguer les isolats venant de différents hétes. Tous les
auteurs ont trouvé que ces bactéries sont trés semblables et les
quelques petites différences ne sont pas sufflsantes pour les
distinguer entre elles (168,181). o .

- P. syringae pv. savastanoi prodult des acides sans gaz
en utilisant Ies sucres suivants : arabinose, glucose, galactose,
mannose, dextrine, glycérol et mannitol (168), D-galactose, D-
ribose, D-xylose et mannitol (80,81).

La bactérie pousse sur un milieu de bjse contenant une
seule source de carbone : dextrose, 1 vulose, 'ltose, 1actose,
galactose, raffinose, xylose ou amidon (178).

Les auteurs ne sont pas toujours d'accord sur l'activité
de P. syringae pv. savastanoi sur le saccharose, Sutic et Dowson
en 1963 (168), Wilson et Magie en 1963 ( 178) affirment qu'il
utilise le saccharose avec formation d'acide. Par contre Wilson et

le saccharose

al en 1972 (182), MC Guire et Kosuge en 1979 (11r), ont trouvé que

les souches isolées de l'olivier n'utilisent pas
(sauf quelgues exceptions) contrairement & celle
laurier rose qui l'utilisent. 5

s isolées du

P. syringae pv. savastanoi aussi les| caractéres
blochlmlques sulivants : amidon(~), arginine(-), esculine(-),
nitrate(~-), gélatine(~), et oxydase(~-) (95,119), levane(~) sauf
quelques exceptions (78,119), indole(=), productlon de H2S(-),
caseine(=~-) (25).
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2.3.2.3 Caractéres génétiques

'2.3.2.3.1 ADN chomosomique

~Sur la base des hybridations ADN/ARN P. syringae
pv. savastanoi appartient au complexe Pseudomonas fluorescens
ainsi que la majorité des pathovars de P. syringae (44).

Palleroni et al en 1972 (126), ont trouvé par
hybrldatlon DNA/DNA que les espéces de Pseudomonas fluorescents :
P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. cichorii,
(Pseudomonas fluorescents oxydase positive ), le groupe
P. syringae (Pseudomonas fluorescents oxydase négative ) et les
especes de Pseudomonas non fluorescents : P. stutzeri, P.
mendocina, P. alcaligenes, et P. pseudoalcallgenes se trouvent
dans le méme complexe d'homogénéité d'ADN, séparés des autres
espéces de Pseudomonas phytopathogénes. '

Le contenu en guanlne et cyt051ne des Pseudomonas
phytopathogénes est compris entre 57-60 6. Ce pourcentage est de
60 % pour P. syringae pv. savastanoi.

2.3.2.3.2 ADN plasmidigue

La présence de plasmldes de poids moléculaires et de
nombres variables chez P. syringae pv. savastanol a été mise en
évidence par Surico et al (165).

Viji Pal et al en 1984 (175), en testant plusieurs
souches provenant d'hétes différents (olivier, fréne et laurier
rose), n'ont pas trouvé de relation entre la virulence de la
bactérie et 1'héte d'origine d'une part et le nombre de plasmides

~

et leur poids moléculaire d'autre part. Les souches ont de 2 4 6

~

plasmides dont le poids moléculaire varie de 4,5 & 180 MD.

2.3.2.3.3 Bactériophages

La spécificité des bacterlophages vis-a-vis de
P. syringae pVv. savastanoi a été étudiée par Wilson et Magie en
1963 (177), qui ont 1solé trois phages du sol prélevés dans un
verger de l'olivier atteint de tuberculose et un phage du sol
prélevé sous laurier rose. Les phages de l'olivier ont seulement
lysé des souches isolées de l'olivier et le phage de laurier rose
n'a lysé que les bactéries isolées de cette plante ; par la suite
ils ont trouvé que certaines souches isolées du laurier rose sont
aussi sensibles & un des phages de l'olivier.

En 1977, Yahiaoui (188), a isolé cing phages & partir du

sol et des tumeurs de l'olivier. Les phages isolés ont révélé une
spécificité pour P. syringae pv. savastanoi avec une sensibilité
variable selon les souches. Sur 12 souches de P. sxrlngae pVv.
savastanoli testées, deux renfermaient des phages tempé&rés actifs
sur les 2/3 des souches a partir desquelles les phages ont été
isolés
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' 2.3.2.4 caractéres sérologiques

Les souches de P. szrlngae pv. savastanoi isolées de
différents hétes ne sont pas serologlquement différentes par la
méthode d'Ouchterlony (178) et 1l'immuno-fluorescence. Une réaction
croisée a été trouvée par la méthode d'Ouchterlony':

- avec P. sxrlngae pv. syringae, pv. tomato en
utilisant un sérum préparé a partir de bactéries ultrasonnées de

P. syringae pv. savastanoi.

- avec P. syringae pv. tabaci, pv. syringae,
pv. lachrymans, pv. tomato en utilisant un sérum obtenu avec des

bactéries entiéres,

- avec P. syringae pv. sxrlngae, pv. morsprunorum,
pv. maculicola en utilisant la méthode d'immuno-fluorescence et
des sérums préparés a partir de P. syringae pv. savastanoi
de l'olivier.

Casano en 1986 (27) a obtenu deux antlcorps ‘monoclonaux
préparés a partir de P. syringae pv. savastanoi (héte non
précisé). Un des anticorps réagit p051t1vement par la méthode
ELISA avec P. syringae pv. savastanoi, pv. syringae , pv. tomato
et pv. EaEuIans. Le deuxiéme &tait positif uniquement avec P.

syringae pv. savastanoi et P. syringae pv. glycinea.

Otta et English en 1971 (121) ont trouvé que les
bactéries P. syringae pv. antirhini, pv. maculicola, pv. mori, pv.
isi, pv. savastanoi, pv. tomato et P. viridiflava possédent un
antigéne commun, stable & 1a chaleur et formant un seul sérotype.

Samson et Saunier en 1987 (141) ont classé les pathovars
de Pseudomonas. syringae sur la base des antigénes somatiques O en
6 sérogroupes ; les pathovars persicae, tomato, savastanoi, pisi,
maculicola et syringae (souche type).

2.3.3 Les maladies dues & P. syringae pv. savastanoi.

2.3.3.1 Répartition géographique

La tuberculose de l'olivier a ete beaucoup étudiée dans
les pays méditéranéens oll elle est trés répandue. Elle a été
décrite en Italle, France, Espagne, portugal, Algérie, Tunisie, a
Chypre, mais aussi aux U.S.A., au Mexique et en Argentine.

Sur laurier rose, elle a été trouvée en Italie, France,
Gréce, Australie, Uruguay et aux U.S.A.

P. syringae pv. savastanoi a été isolé de différentes
plantes hétes dans d'autres pays : Lybie, Maroc, Afrique du sud,
Tanzanie, Iran, Irak, Liban, Turquie, Nouvelle Zélande,
Tchécoslovaquie, Angleterre, Allemagne, Pays Bas, Norvege,
Pologne, Ecosse, Suisse, U.R.S.S. Yougoslavie, Argentine, Brésil,
Colombie et Pérou (22).
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2.3.3.2. Symptdématologie

2.3.3.2.1 Symptémes sur l'olivier

\ La tuberculose de l'olivier se caractérise par
l'apparition de tumeurs sur les rameaux, les feuilles, les fleurs
et les fruits. Ces tumeurs sont de grosseurs trés variable, elles
peuven% atteindre le volume d'une noisette et méme d'une noix.

Sur les rameaux elles sont rugueuses irréguliérement
mamelonnées de la couleur des rameaux ou d'une couleur un peu plus
claire ou verdiatre. Il existe deux sortes de tumeurs : tumeurs
prlmalpes formées aux dépens des tissus avoisinants le point de
penetrgtlon de la bactérie et tumeurs secondaires ou métastases
(apparition des symptomes ailleurs qu'a l'endrolt de penetratlon
de la bactérie).

Sur les feuilles, la maladie provoque la déformation des
nervures principales et du limbe.

Sur les fruits, il ya apparition de téaches circulaires,
qui se présentent comme de simples points bruns dont le centre se
fend. De la fissure sort une substance visqueuse riche en
bactéries.

2.3.3.2.2 Symptémes sur laurier rose

Sur les. feullles, les symptdémes se caractérisent par'des
taches crémées ou jaunes dont le centre nécrosé dev1ent brun noir
puis évolue en petites taches brunes. :

Sur les jeunes tiges, les symptémes commencent par
l'apparition de zones de couleur foncée, puis 1l'épiderme se fend
formant des lésions qui prennent l'aspect de chancre.

Sur les vieux rameaux, les symptdémes sont plus au moins
tumoraux avec des excroissances bosselées, de dimensions
variables, brunes et craquelées.

Sur les organes floraux, il ya déformation et
épaississement des pédoncules et des ovaires. On peut observer en
plus, des arréts de la floraison.

Le phénoméne de métastase est trés répandu chez le
laurier rose surtout sur les organes jeunes. La bactérie se
transmet a partir d'un point d'infection primaire & des organes
encore peu lignifiés. Il en est de méme pour les feuilles ol les
phénoménes de métastase sont trés caractéristiques (71).

~

2.3.3.2.3 Symptémes sur le fréne

vLes symptémes sur le fréne se manifestent Sur le bois,
soit par des chancres de petlte tallle, soit par des chancres treés
développés avec une cavité qui s'étend dans le bols.

_ Pendant le premier stade, autour de plale pétiolaire, on
observe d'abord une ou deux petites fentes dans la couche des
cellules au dessous du périderme, puis des fissures transversales
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se manifestent. Le chancre devient ouvert, montrant des tissus
brinatres et noirdtres ; puis les tissus de 1l'écorce se déforment
de plus en plus.

Sur la tige et sur les branches, des symptdmes
secondaires apparaissent prés du chancre sous forme de petits
renflements, de quelques mm & un cm de largeur recouvert par une
écorce non déformée (139).

2.3.3.3 Epidémiologie

2.3.3.3.1 Source de contamination

Les cavités du centre des tumeurs sont trés riches en
bactéries qui peuvent se propager & la surface par temps humide,
prenant l'aspect de gouttes}opaques qgui se répandent sur tous les
organes aériens de la plante.

2.3.3.3.2 Cycle de la bactérie

2.3.3.3.2.1 Phase épiphylle

La phase. eplphylle de P. sxrlngae pv. savastan01 a été
démontrée pour la premiére f0155par rcolani en 1971 (51) ; le
nombre de bactéries était de 10 /c de feuille en avril et
octobre. Cette phase est considérée comme une source d'inoculum

importante disponible pour infecter les tissus de la plante.

: La densité de la bactérie sur les feuilles n'est pas
liée & la gravité de la maladie mais est fonction de 1l'age des
feuilles et de 1l'époque de leur formation. Les isolats obtenus de
feuilles de méme &ge et & la méme époque ont plus de similitude
que celles isolées de feuilles d'dge différent au méme moment de
l'année ou des feuilles de méme &ge & des époques différentes de

‘1'année. (53). Les facteurs responsables des fluctuations de 1la
populatlon eplphylle de P. syringae pv. savastanoi ont été

- identifiés comme l'activité du calcium, l'age des feuilles,

la période éstivale, le temps de la floraison, les pluies d'été et

d'hiver et le climat chaud. Plus de 43 % de la variance totale
revient au deux premiers facteurs (54).

2.3.3.3.2.2 Activité pathogéne

Les bactéries libérées sous forme d'exudat au cours des
temps humides ou pluvieux contaminent les organes aériens des
plantes.

Le déplacement de la bactérie peut se faire a
l'intérieur des tissus de la plante par les vaisseaux. Au champ,
la bactérie est transmise par le vent accompagné de la pluie et
par des outils contaminés. La transmission de la maladie a longue
distance se fait par 1l'intermédiaire des déchets de taille ou
l'utilisation de plantes déja contaminées.

Les insectes peuvent aussi jouer un réle dans la
transmission de la maladie (70,82).
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2.3.3.3.3 Voies de pénétration

Les blessures de toute nature sont des portes ouvertes
gui permettent & la bactérie d'entrer dans les tissus ol elle se
multiplie et provoque la maladie. La plus importante blessure est
la plaie pétiolaire.

Pendant la cicatrisation de la plaie pétiolaire, une
couche de gomme se forme en premier puis elle est suivie par le
développement de l'épiderme. L'infection de la plaie pétiolaire,
dépend de la distance parcourue pour arriver dans les tissus de la
plante. Les bactéries qui entrent par les espaces intercellulaires
sont bloquées par la gomme qui remplit cet espace, par contre les
bactéries pénétrent trés profondément dans les vaisseaux si
l'infection a lieu pendant le premier jour, les bactéries seront
ensuites libérées dans 1l'épiderme qui se forme juste au dessus de
la gomme. ‘ .

La plupart des tumeurs formées chaque année sur
l'olivier se développent & partir des plaies pétiolaires dont 80 &
95 % sont réceptives juste aprés la chute des feuilles.

Sur le 1aur1er rose et le frene, les plaies pétiolaires

sont aussi une voie de pénetration 1mportante de la bactérie dans
les tissus. :

2.3.4 Virulence et pouv01r pathogene'

Les souches de P. syringae pv. savastan01 varient par
leur virulence sur les plantes hotes homologues et hétérologues.
Ce phénoméne a été étudié pour connaitre la relation entre les
plantes hétes et les souches isolées 3 partir de ces hétes.

2.3.4.1 Réle de l'acide indole acétique

Plusieurs auteurs ont trouvé que certaines espéces de
Pseudomonas produisent dans' le milieu de culture de l'acide indole
acétique (A.I.A) en utilisant le L-tryptophane (105). Beltra en
1958 (13) a pense que le tryptophane présent dans les tissus des
branches de l'olivier apres transformation en A.I.A influengait la
production de tumeurs.

L'A.I.A. a été isolé pour la premiére fois de tumeurs
de l'olivier par Beltra en 1963 (14) et du milieu de culture de P.
syringae pv. savastanoi par Magie et Wilson en 1962 (105), ils ont
aussl trouvé en 1963 que 1'indole acétamide (I.A.M.) est une
substance intermédiaire produite pendant la synthése dA'A.I.A &
partir du tryptophane elle est donc un précurseur de la synthése
d'A.I.A.:

tryptophane 2 I.A.M . A.I.A.

Kosuge et al en 1966 (88) ont isolé et purifié l'enzyme :
la tryptophane oxydative decarboxylase (tryptophane monooxygénase)
qui catalyse la transformatlpn de L.tryptophane en indole 3
acétamide (I.A.M) : \

|
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TRYPTOPHANé INDOLE -3-ACETAMIDE

L'I.A.M. est hydrolysé en présence d'une enzyme : indole
acétamide hydrolase, donnant 1'A.I.A et de l'ammoniaque.

INDOLE-3-ACETAMIDE ACIDE INDOL-3-ACETIQUE

0O=0

Le tryptophane présent dans les tissus des branches
aprés transformation en A.I.A. influence la production de tumeurs.
L'A.I.A produite par la bactérie s'accumule dans les tissus de la
plante pendant la période d'incubation de la maladie. Plus la
quantité d'A.I.A. est importante, plus la période nécessaire pour
l'expression de la maladie est courte et inversement (166).

Commai et Kosuge en 1980 (30) ont trouvé dans une souche
isolée du laurier rose que la production d'A.I.A. est liée a
l'existence d'un plasmlde (P.I.A.A.I) de poids moleculalre
34 x 10 D.

Le géne (IaaM) porté sur un plasmide qui code la
tryptophane-2-mono-oxygénase est porté sur un fragment de 2,7 Kb
produit aprés traitement par EcoRl.

Le géne (IaaH) qui code pour l'indole-acétamide
hydrolase est promoteur distal du géne IaaM (31,33). L'insertion
d'un élément de 1,3 Kb provoque une mutation polaire dans la.
région IaaM. Cette insertion ne perd pas seulement l'activité du
géne IaaM mais empéche aussi le géne IaaH de s'exprimer.

. Comai et al en 1982 (32), ont trouvé que les génes qui
codent pour les deux enzymes responsables de la production
d'A.I.A., sont portés sur un plasmide de 52 Kb ou 73 Kb chez des
bactéries isolées du laurier rose et sur le chromosome chez les
bactéries isolées de l'olivier et de troéne, ils ont remarqué
gu'une souche isolée de l'olivier qui donne des tumeurs sur le
laurier rose a un plasmide qui code pour la synthése d'A.I.A.



2.3.4.2 Role des cytokinines

Les cytokinines sont les deuxiémes substances produites
par P. syringae pv. savastanoi ayant un réle important dans la
formatlon de tumeurs. Les cytokinines ont &té détectées pour la
premiére fois dans le milieu de culture de bactéries par
Surico (164).

Elles ont été également trouvées dans les tumeurs de
1'0livier sous forme de glucosides qui sont considérées comme une
forme de stokage dans les tissus (76).

Surico et al en 1985 (167) ont isolé i partir d'un
filtrat de la souche NCPPB GUO de P. syringae pv. savastanoi
isolée du laurier rose, cing fractions de cytokinines (A1,A2,B1,B2
et C). Ces fractions ont &té identifiédes respectivemnt comme
zéatine, zéatine riboside, i'méthyl-zéatine, méthyl zéatine
riboside et isopentényl adénosine (55).

La détection de cytokinine dans les filtrats des souches
isolées de l1l'olivier, du laurier rose et de troéne peut montrer
des différences quantitatives des différentes fractions de

nine ; par exemple, pour certaines souches, les dérivés de
-zéatine n'ont pas été détectés ce qui montre que les

ents pathovars peuvent varier par leur métabolisme des
nines. Aussi la quantité de cytokinine intervient au niveau
ume de la tumeur tandis que la quantité 4'A.I.A. accumulée

relier & la longeur de la période d'incubation de la
e . .

| La génétique et le mécanisme de la production de
onine n'ont pas é&té encore étudiés.

| Surico et al en 1984 (166) ont montré que les mutants
ants a l'alpha-méthyl tryptophane qui ne produisent plus
A. provenant du laurier rose et de 1'011v1er, ont toujours
ctivité cytokinique, ce qui montre que les mécanismes
sables de la production de deux substances ne sont pas
élés.,

Kelly et al en 1986 (83), ont trouvé que des mutants
souche isolée du laurier rose qui ne produisent plus de
nine zéatine et de zéatine-riboside, ont perdu un plasmide
Kb. L'isopentényl transférase catalyse la premiére étape de
thése de cytokinine, le géne qui code pour cette enzyme est
sur un plasmide chez P. syringae pv. savastanoi.

.3.4.3 Rble de la bactériocine

Certaines souches de P. syringae pv. savastanoi
sent in vitro des bactériocines actives contre d'autres
s de Pseudomonas. Cette substance ne joue pas un réle
t la colonisation des feuilles de l'olivier car les
ies qui produisent ou ne produisent pas de cytokinine, se
lient sur les feuilles de fagon semblable.




2.3.5 Méthodes de lutte

2.3.5.1 Mesures prophylactiques

L'utilisation de plans sains est le moyen fondamental de
lutte prophylactique.

Il est également conseillé d'éviter toute blessure,
surtout celles dues au gaulage (5,135).

Eliminer les tumeurs sur les rameaux serait une chose
souhaitable mais impossible de point de vue pratique ; il est
conseillé de tailler les rameaux morts et trés dénudés et de
couvrir les plaies de taille par de la bouillie bordelaise ou par
d'autres produits (179). La taille devrait étre pratiquée pendant
1'été ou il fait sec pour diminuer les contaminations

I1 faut également éviter les prelevements de greffons et
- de boutures sur des arbres malades. .

2.3.5.2 Lutte chimique

L'utilisation d'ahtibiotiques seuls ou associés semble
étre efficace en traitement preventif.

Ark et Thompson en 1960 (4), ont utilisé la
streptomycine et la teramycine séparement ou associées en y
adjoignant un mélange d'isocamyle kéroséne, lanoline et vaseline.

La lanoline et la vaseline permettent de rendre les antibiotiques

moins mobiles dans les tissus et d'augmenter le temps de leur
action ; les tumeurs traitées meurent aprés 4 a 7 jours.

Portoles et Beltra en 1964 (13;), ont testé l'effet de
13 antibiotiques sur la galle de collet §t la tuberculose
de l'olivier. Ils ont observé que la sensibilité de P. syringae
pv. savastanoi varie en fonction de l'antibiotique. L'a55001at10n
de la tétracycline avec un des antlblotldues ¢ polymixine,
pénicilline et novobiocine, a des act1v1tes trés élevées. La
toxicité des antibiotiques vis-a-vis de la plante est trés variée,
le chloramphénicol, la pénicilline et la dihydrostreptomycine sont
les antibiotiques les moins toxiques.

2.5.5.3 Lutte biologique

La lutte blologlque contre P. syringae pv. savastanoi
n'a pas été beaucoup étudiée, Schroth en 1971 (146), relate que
l'un de ses étudiants & l'aide de champignon Fusarium moniliformis
et F.laterutium isolés a partlr de tumeurs mortes, a pu maintenir
la tuberculose de l'olivier & un niveau minimum sans pouvoir la

contréler complétement.
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2.4 Taxonomie

2.4.1 Classification

2.4.1.1 Introduction

Le but de la classification est d'attribuer ﬁne identité
4 un objet vivant ou inanimé.

Le processus de ségrégation des individus en groupes est
la taxonomie. Son résultat est une construction théorique appelée
systématique, qui permet de nommer un individu selon des régles
qul vérifient la légitimité de cette attributon et en limitent les
effets, regroupés sous le terme de nomenclature.

Cette attribution vise tout d'abord & résumer
l'enssemble des propriétés assignées & un groupe d'individu, de
fagon & pouvoir prédire les propriétés d'un nouveau membre du
groupe sans étre obligé de l'exploirer entiérement : la v
déscription du modéle permet d'inférer celle de 1l'individu. Cet
aspect prédictif de la classification est trés utile aux
utilisateurs passifs de la classification bactérienne que sont les
médecins cliniciens, pour qui l'assignation d'une bactérie au
groupe Escherichia.coli permet de déduire l'ensemble des
caractéristiques écologiques, épidémiologiques, et thérapeutiques
que posséde ce groupe. ‘ .

La classification est ensuite un préalable &
l'identification de nouveaux individus, puisque l'assignation & un
groupe ne peut se faire que si le groupe a déja été décrit : il ne
peut y avoir d'identification sans classification préalable.

La classification peut enfin servir & construire des
théories sur 1l'évolution dans le temps d'un groupe d'individus :
la systématique des étres vivants peut servir & étudier leur
phylogénése, c'est & dire les cheminements de 1'évolution qui sont
a l'origine de 1l'individu d'aujourd‘'hui. '

La diversité de ces utilisateurs explique que la

~

classification doit satisfaire & plusieurs critéres.

Elle doit tout d'abord découler d'une connaissance
approfondie du groupe décrit, sans quoi sa valeur prédictive
serait insuffisante pour les besoins de ses utilisateurs. Une
classification reposant sur un faible nombre de caractéres
considérés comme "importants" par ses auteurs reflétera en fin de
compte une quantité 4'information réduite etjmanquerg d'éfficacité
dans la prédiction des caractéristiques des individus que 1l'on
pourra y rattacher. Le choix des caractéres "importants" étant
essentiellement subjectif, tout taxonomiste pourra les remettre en
cause et modifier cette classification instable. La hésdription
des espéces dépendra alors de l'idiosyncrasie de qhaFun, comme le
note Véron (174). Cette idiosyncrasie a par exemple entaché la
description des espéces du groupe'EnterobacterrErwinﬁa, qui ont
été tour & tour décrites en fonction de leurs caractéres
biochimiques et de leur phytopathogénicité, de telle sorte que ce
groupe est actuellement une véritable friche taxonomique.
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Sa complexité doit refléter l'hétérogénéité du groupe
étudié. C'est ainsi que l'ancienne classification d'Acinetobacter
en A. anitratus et A. lwoffi était peu utilisée car trop sommaire
et non prédictive d'une pathogénicité ou d'une niche écologique
particuliére. Grédce & un choix judicieux des souches de
références, les travaux de Bouvet et Grimont (21) ont fait passer
le nombre de groupes bactériens de 2 & 12, permettant dans la
plupart des cas de dlsceEner l'origine de la bactérie et ses

possibilités de résister| & un traitement antibiotique : :
l'isolement dans une hémoculture d'Acinetobacter. baumanii, le
plus souvent nosocomial et trés résistant aux antibiotiques, n'a
pas la méme 51gn1f1catlog clinique et épidémiologique que celui
d'A. johnsonii, commensal de la peau et des muqueuses et
habituellement plus sensible aux antibiotiques.

La classification doit étre d'apparence stable pour les
utilisateurs. Un remaniement trop fréquent des groupes donne a
l'utilisateur l'impression que la classification est fausse et
l'incite & se contenter du niveau hiérarchique supérieur. A cet
égard la description d'Acinetobacter citée plus haut est un
exemple d'évolution blenLaccepte d'une classification, car elle
est apparue comme d'emblée capable de résoudre la qua51—tota11te
des problémes d'identification : peu de souches échappent a la
~ répartition en espéces proposée. A l'opposé, la classification de
Pseudomonas soufre des a-coups nettement perceptibles dans la
description progressive des nouveaux groupes : la complexification
sans cesse croissante du|groupe fluorescent (RNA group I de
Palleroni) rend difficile l'attribution d'une signification
pathologique aux souches| isolées chez l'homme, qui sont pourtant
nombreuses : on assiste donc & la multiplication de descriptions
de cas cliniques causés par ces souches auxquelles on attribue par
défaut un caractere de contamlnant. |

La cla551f1cat10n doit reposer 4 l'évidence sur des
crlteres stables de deflnltloq des niveaux hiérarchiques. Nous
verrons que si 1! espece bactérienne est maintenant bien deflnle,
1} n'en est pas de méme pour ﬂe genre bactérien et encore moins
des niveaux hlerarchlques superleurs. Les apercus généraux
entrevus jusqu'aux années 1980 se sont évanouis lors de
1! apparltlon des technlques d'étude des parties conservées du
patrimoine génétique, qui ont mélé morphologles, types
respiratoires, et structures des parois, notions qui supportaient
l'édlflce taxonomique cla551que. Comme le note R.G.E Murray, "The
best is yet to be" (le meilleur est a venlr) (120). "Aujoudd'hui
nous voyons au moyen d'un miroir, d'une maniére obscure, mais
alors nous verrons face & face 7 aujourd'hul je connais en partie,
mais alors je connaitrai comme j'ai été connu". (Premiére Epitre

aux Corinthiens, 13, 12)

2.4.1.2 Classification d'intérét particulier

Les bacterlologlstes et les pathologlstes ont souvent
construit des classifications en fonction de leurs intéréts
particuliers. De nombreuses espéces bactériennes ont &té décrites
par des caractéres choisis de maniére dogmatique en fonction de ce
que l'on voulait obtenir de la classification (nomenspecies).

Les phytopé&hologistes ont ainsi privilégié la notion de
pathovar, en l'affaiblissant encore par un choix orienté des -
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souches. Actuellement il semble bien que l'existance de l'ensemble
de ces pathovars doit étre discutée 34 la lumiére de données
objectives issue de l'étude du patrimoine génétique des bactéries.

Les bactériologistes médicaux ont essayé de mettre sur
pied des classifications rendant compte de la pathogénicité des
bactéries. Il existe ainsi un gradient de pathogénicité qui va des
souches d'E. coli non pathogénes aux E. coll entéro-invasifs,
entero-tox1nogénes, ou entéropathogénes, puls aux Shigella, qui
sont elles méme distinguées par des sérotypes auxquels on attribue
une virulence et une aggre551v1té variable. Il n'en reste pas
moins que tous ces mlcro-organlsmes sont taxonomigquement des
E. coli, plus ou moins adaptés & leur milieu, et plus au moins
Capables de causer des dommages & leur héte en fonction des génes
perdus ou des caractéres extra-chromosomiques acquis. Seule leur
signification clinique différente a pu justifier l'usage de noms
vernaculaires différents.

Il en est de méme pour les distinctions entre
Ba01llus. cereus et B. thurengiensis, qui sont taxonomiquement
indifférentiables : certaines souches contiennent des formations
cristallines qui les rendent entomopathogénes, et sont nommées
B. thurengiensis, d'autres non, et sont des B. cereus.

Ces classifications subsistent & la satisfaction
générale, tout comme la subdivision de Mycobacterium tuberculosis,
tant il est vrai qu'on doit distinguer une tuberculose pulmonaire
d'une infection par M. bovis ou d'une be01g1te survenant chez un
immunodéprimé. . o

Ces confusions et assimilations doivent toutefois é&tre
gardées en mémoire pour ne pas méconnaitre 1l'emergence des
nouveaux pathogénes chez les malades immunodéprimés.

2.4.1.3 Classification naturelle phénétique

- Les principes des classifications phénétiques ont été
dénoncées par P.H.A Sneath (158,159). Il s'agit d'étudier
l'ensemble des caractéres physiologiques et structurales des
bactéries, c'est & dire celles tenant & leur apparence (phénotype,
du grec phaino, je montre), et & leur patrimoine (génotype, du
grec genéma, engendré). Leur caractére "naturel" les oppose aux
classifications artificielles & but précis du paragraphe
précédent. Elles ne font pas référence a l'évolution ou & un
évetuel encétre commun. Les individus sont classés objectivement
en groupes polythétiques ou Ehenons, tenant compte de l'ensemble
de leurs caractéres. La représentation des rapports entre les
individus se fait sous forme de dendrogramme (Flgure 8). Le nombre
élevé de caractéres étudiés permet d'agréger des 1nd1v1dus
atzglgues pour certains caractéres, certains s e101gnant de la
définition du groupe au point de ne pouvoir participer a cette
derniére mais pouvaqt y étre rattaché au vu de l'ensemble de leur
propriétés. la valeur prédictive associée 3 une identification
sera d'autant plus élevée que la quantité d'information
recueillie, c'est & dire le nombre de caractéres étudiés, sera
plus important. Dans la réalité ceci est pondéré par le support
génétique des caracteres, ainsi que nous le verrons dans le
chapitre 2.4.2 consacré a la Taxonomie numérique.




Les classifications monothétiques, rassemblant des noyaux
d'individus possédant quelques propriétés communes, aboutissent a
des é&difices fragiles et ne sont plus utilisées (174).

2.4.1.4 Classification naturelle ﬁhylogénétique

- Certains microbiologistes anglo-saxons (34), étudiant le
plus souvent les bactéries des plantes et des animaux, ont
développé des classifications naturelles visant & refléter
1l'évolution phylogénétique d'un groupe bactérien. Ces taxonomistes
cladlsthues (du grec Klados, rameau) essayent de retracer
1! evolutlon ayant abouti a 1'émergence des micro-organismes que
nous connaissons. Les individus sont agreges en fonction d'un
noyau de caractéres présumés hérités d'un ancétre commun. La
représentation des rapports entre les groupes se fait sous forme
de cladogramme (Figure 4).

Les cladistiques traditionnels, tels Simpson, pondérent
leurs classifications de donneés phénétiques, en acceptant des
groupes composés d'individus ayant acquis des caractéres de fagon
indépendante (8).

Les cladistiques dits Hennigéens constituent au
contraire des groupes monophylétiques ayant hérité leurs
caractéres d'un ancétre commun. Leurs classifications ne reflétent

alors que la phylogénie (72).

Comme le dit Williams (1985) "pour les cladistiques
traditionnels la classification doit étre conforme aux relations
phylogénethues. Pour les cladicistes selon Hennlg, elles sont une
et méme chose (176).

2.4.1.5 Evaluation et choix d'une classification

Les classifications phylogénétiques ne peuvent étre
vérifiées que par la construction d'une autre classification
reposant sur d'autres caractéres hérités en commun et 1la
comparaison des cladogrammes. Comme le fait remarquer Sneath, "si
les deux cladogrammes ont été construits en utilisant les mémes.
caractéres, ils seront congruents, sans que cela valide les
caractéres utilisés. Si les caractéres utilisés sont différents,
les cladogrammes seront différents" (158).

Les classifications phénétiques se prétent en permanence
a une vérification par leur utilisateur : elles reposent sur des
mesures statistiques qui peuvent étre répétées en dehors de leur
laboratoire d'origine et qui peuvent donner lieu & une analyse
mathemathue. Ces tehniques seront développées dans le chapitre

~

consacré a la taxonomie numérique.

Elles seules permettent d'intégrer des individus
- nouveaux au fur et a mesure de leur découverte, en modifiant la.
définition des groupes existants.

Elles seules permettent réellement d'identifier des
individus inconnus en mesurant leur proximité par rapport aux
groupes connus.
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Elles peuvent 3 l'heure actuelle intégrer des mesures de
similarité des séquences de 1'ARN ribisomal, leur permettant de
refléter la phylogénie du groupe étudié.

A (abel) B (able) ¢ (alvlely

(abe)

Figure 4. Exemple de cladogramme

B et C constituent un groupe monothétique, défini par le
caractére b. A et B ne sont pas monophylethues a cause
de la présence de C. A et C ont acquis C 1ndependamment,
il ne sont pas monophylethues.



2.4.2 Taxonomie numérique

2.4.2.1 Introduction

Jusqu'a la fin des années 1950, les groupes bactériens
étaient définis par des clés dichotomiques successives reposant
sur la réponse a quelques tests des souches ayant participé a la
définition de l'espéce (Figure 11) l'ordre des caractéres &
étudier était défini de fagon arbitraire. Tout individu échappant
4 la cef (par mutation par exemple) était mal aiguillé et donc
impossible a classifier.

Les principes de la taxonomie numérique ont été définis
par le botaniste francais Michel Adanson, 1763 (2). Il avait
entrevu que les affinités naturelles entre les individus seraient
mieux étudieés en prenant en compte l'ensemble de leurs
caracteéres: : .
"Ce fut au Sénégal, en 1750, que je fus convaincu de
1'insuffisance des systémes de Tournefort et de monsieur
Linnaeus, ... qui m'embrassaient fort quand il s'agissait d'y
ranger la plupart des plantes particuliéres & ce climat brdlant,
qui ne pouvaient se rapprorter & aucune de leurs classes ... Ces
diverses remarques me prouvaient de plus en plus la nécessité de
considérer les plantes d'une fagon toute nouvelle. Je crus donc
qu'il fallait me dépouiller de l'ancien préjugé en faveur des
systémes et des idées qui en sont la base et qui bornent nos
connaissances, et qu'il fallait chercher dans la nature elle méme
son systéme, s'il était vrai qu'elle en efit un ; dans cette vue
j'examinal les plantes dans toutes leurs parties, sans en excepter
aucune. A mesure qu'il se présentait de nouvelles espéces qui
avaient du rapport a celles décrites, je les décrivais & cété, en
supprimant toutes les ressemblances, et en notant seulement leurs
différences. Ce fut par l'enssemble de ces descriptions comparées
que je m'aperc¢us que les plantes se rangeaient naturellement
d'elles-mémes sous des classes ou familles, qui ne pouvaient étre
systématiques ni arbitraires, n'étant fondées sur une ou quelques
parties qui dussent changer & de certaines limites, mais sur
toutes les parties"(2).

Il revient & P.H.A Sneath d'avoir introduit en 1957
(156) le concept de classification adansonienne en microbiologie,
sous le nom de taxonomie numérique, qu'il a défini en 1973 comme
"le groupement par des méthodes numériques, d'unités taxonomiques
en taxon sur la base de leurs caractéristiques" (158).

'2.4.2.2 Choix des souches

Le choix des souches 3 étudier est primordial. Il est
actuellement admis qu'il est indispensable d'incorporer dans le
lot étudié les souches types des espéces considérées, et aussi les
souches types des espéces voisines.

La taille minimale du lot de souches fait 1'objet de
nombreuses controverses. Austin et Priest (8) fixent comme limite
raisonnable inférieure 60 souches. Il est vrai que des études
significatives ont pu étre menées avec moins de souches, mais
elles concernaient des groupes bactériens trés homogénes, des
souches rares, ou encore des populations homogénes dans des niches
écologiques restreintes (20).



Les plus importantes études publiées concernent des lots
d'environ 600 souches (8,19). La partie taxonomique du logicel
TAXIDEN, développé en commun par le laboratoire de microbiologie
de 1l'hépital Salvator, le Centre Régional d'Informathue
Hospltallere de Marseille, et la société ICOREM, est implémentée
sur ordinateur IBM 3090. Elle peut analyser des lots de 1000
souches et en dessiner le dendrogramme sur traceur Benson. il est
vrali que l'étude de dendrogrammes de plus de 300 souches est
visuellement difficile et nécessite une coupure a un niveau
taxonomlque permettant d'isoler quelques groupes ou quelques

dizaines de groupes.

Le nombre de souches étudiées varie avec 1l'hétérogénéité
du groupe bactérien. Le choix des souches provenant de niches
écologiques différentes permet d'éviter les redondances et donc de
garder une taille raisonable & ce lot. Les souches identiques
doivent étre éliminées au fur et a mesure.

La pureté des souches étudiées doit é&tre verlflee a
chaque nouvel emploi de la souche conservée.

2.4.2.3 Choix des caractéres

Comme le fait remarquer Véron (174) les caractéres
quantitatifs sont rares en microbiologie (mensurations de la
cellule bactérienne, vitesse de croissance, taille des colonies,
vitesse d'une réaction). En outre les mesures sont difficiles a

standardiser.

On utilisera donc surtout des caractéres qualluatlfs, ce
qui pose des problémes de codage des résultats. Ces problémes
seront abordés au paragraphe 2.4.2.4. "

Suivant les principes d'Adanson, la taxonomle numérique
nécessite 1'étude du plus grand nombre possible de ,
caractéristiques du micro-organisme. Nous savons maintenant que
certains caractéres sont codés par une séquence plus longue du
chromosome. Certains caractéres dépendent d'une seule enzyme
(catalase, tryptophane, utilisation du saccharose), d'autres
dépendent d'un systéme simple (l'opéron lactose, qui porte 3
cistrons), d'autres enfin sont sous la dépendance d'un géne
poly01stron1que (la synthese de l'histidine est codée par 10
cistrons contigus, la présence d'une endospore est due a la
présence d'une cinquantaine d'opérons) (8,174).

La correspendance entre caractéres et taille de
‘1'information génétique est le plus souvent inconnue. Par ailleurs
certains caractéres sont codés par les éléments extra-
chromosomiques : c'est le cas de la fermentation du lactose et/ou
du rhamnose par Serratia marcescens. Il est donc habituelle de
considérer que tous les caractéres étudiés ont & priori le méme
poids taxonomique. Le biais introduit est minimisé en augmentant
le nombre de caractéres étudiés. Cette augmentation n'est
cependant pas illimitée : en dehors des limitations imposées par
les ordinateurs actuellement disponibles dans les laboratoires de
microbiologie, se pose le probléme des caractéres redondants,
c'est a dire codés par les mémes génes. Il est possible d'éviter
cette redondance si l'on connait les composés chimiques a
métabolisme identique. .
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Les utilisateurs de la taxonomie numérique ont constaté
qu'au deld de 200 & 300 caractéres la quantité d'information
explorée n'augmente plus.

L'introduction de 1l'étude des phénotypes de résistance
aux antibiotiques est discutée. Cette résistance est trés utilisée
par les mlcroblologlstes cla551ques, par exemple pour la
classification des bacilles anaérobies sricts & Gram negatlf
(Bacteroide, Fusobacterium). On sait que nombre de ces résistances
sont codés par des plasmides, et sont donc susceptibles de
transferts ne respectant pas les classifications taxonomiques :
une taxonomie numérique de Staphylococcus isolés de produits
pathologiques provenant de malades hospitalisés dans des services
de soins intensifs en utilisant seulement les phénotypes de
résistance aux antibiotiques refléterait la dynamique des
populations bactériennes et non leur hetérogénéité taxonomique. Il
se pourrait cependant que la capacité extra-chromosomique de
résistance soit sous la domination de génes chromosomiques, ce qui
justifierait leur é&tude. En absence de certitudes & ce sujet la
plupart des auteurs déconseillent d'incorporer les phenotypes de
résistance aux antlblothues & une étude taxonomique (158).

- Une fois que les groupes sont définis, il est possible
de sélectionner a posteriori les caractéres qui ont servi a
définir ce groupe. Plusieurs méthodes existent et seront
détaillées dans le chapitre "analyse des résultats". Cette
attitude est completement différente de celle du mlcroblologiste
traditionnel qui attribuait & priori un poids déterminant &
certains caractéres, et les utilisait pour définir les taxons :
les bactéries du genre Clostridium é&taient classifiées au fur et &
mesure de leurs découverte en fonction de la position de leur
spore, de leur action sur la gélatine et sur le lait tournesolég,
caractéres ayant servi & discriminer les premiéres espéces
reconnues (C.butyricum, C.perfringens, C.bifermentans).

2.4.2.4 Méthodes de codage

Le codage logique 1/0 est le plus utilisé : le code 1
signale la présence du caractére, le code 0 son absence. Cette
méthode est facile & appliquer pour les caractéres nutritionnels
ou l'expression des proteines (Tableau VII).

Caractere _ Présent Absent
Mobiliteé 1 0
Uréase 1 o]
Indole 1 0
Réaction de Voges - Proskauer 1 o]
Liquéfaction de la gélatine 1 o]

Tableau VII - Caractéres & codage simple oui/non.



Elle peut étre adaptée au codage des caractéres multi-
états, comme les températures de croissance ou la pigmentation des
coIonles, en attribuant au caractére autant de rangs de codage que
celui ci peut prendre d'états. Le tableau VIII montre les
gechnlques de codage utilisées pour quelques caractéres multi-

tats.

Caractére Etats Codage

Pigmentation des colonies rouge 1000

sur milieu défini en 48 h jaune 0100
blanc 0010
gris 0001

incolore 0000

Taille des colonies

sur milieu défini en 48 h < 1mm 10000
< 2mm 01000
< 4mm 00100
<. 6mm 00010
> 6mm -00001
Température de croissance 10°C 100000
20°C 010000
30°C 001000
37°C 000100
44°C - 000010

55°C : 000001

10°C <=> 37°C 111100
44°C <=> 55°C 000011

Tableau VIII - Codage des caractéres multi-états.

On voit que certains caractéres se traduisent par une
liste limitée de phénotypes possible : la pigmentation des
colonies ne peut étre multicolore. D'autres phénotypes peuvent
comporter plusieurs réponses p051t1ves, comme par exemple l'etude
des tolérences de température de croissance.

Cette importance plus grande donnée aux caractéres
multi-états peut étre minimisée en éliminant avant calcul les
caractéres costamment positifs ou négatifs, en ne créant pas trop
de ' classes différentes, et bien sr en augmentant le nombre de
caracteéres étudiés.

Les phénotypes de résistance aux antibiotiques peuvent
. étre codés comme des caractéres multi-états, en définissant des
classes de concentration minimale inhbitrices ou de diamétre
d'hinibition de croissance, ou par codage simple 1/0 : on
considére que la sensibilité a un antibiotique est une réponse
p051t1ve au test : la bactérie posséde les structures ou les

mécanismes enzymatiques permettant a l'antibiotique d'exercer son
action inhibitrice.
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Il n'existe en microbiologie que peu d'automates
capables de lire des résultats et de transmettre des informations
4 un ordinateur. La plus part des études comprennent donc une
phase importante de saisie des résultats. Certains programnes,
comme TAXAN (Sea Grant College, University of the Maryland),
nécessitent la saisie des résultats sous la forme d'une chaine de
caractéres composés d'autant de 0 que de 1 qu'il y a de caracteéres
étudiés. Cette méthode est trés difficile & appliquer quand le
nombre de caractéres est supérieur & quelques dizaines : la saisie
est aléatoire et la vérification des données est impraticable. Il
a donc été développé une technigue consistant a ne saisir que les
rangs de tests positifs (Figure 5). Cette méthode permet une
saisie confortable et une vérification aisée des phénotypes.
L'ordinateur se charge de transformer les rangs des positifs en
chaine de caractéres 1/0.

PHENO N°® 0015 off 1 Lea culte du detall est la menue monnaie du asucces {C.BERNARD)
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Figure 5. Saisie des rangs des tests positifs

2.4.2.5 Calcul des distances

L'ordinateur se charge de mesurer les distances
taxonomiques entre tous les individus pris deux a deux. Il faut
Iul fournir la formule mathématique de ces distances. Depuis les
travaux du mathématicien Jaccard, de nombreux indices ont été
proposés. Le tableau IX montre quelques uns des plus utilisés en
taxonomie bactérienne.
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Tableau IX - Différents indices utilisés pour le
calcul des distances entre les phénotypes,
d'aprés Austin et Colwell (7). -

a : nombre de réponse simultanément positives

b : réponse différentes : 0/1

c : réponses différentes : 1/0-

d : nombres de réponses simultanément négatives
résultats pour la souche B

+
résultats pour + a b
la souhe A - c d

L'indice le plus utilisé en microbiologie est celui de

Jaccard—-Sneath, qui ne prend pas en compte les similarités
négatives (174).



Le calcul des distances pour chaque paire d'individu
permet de dresser la matrice des distances. C'est un tableau carré
comportant autant de lignes et de colonnes qu'il y a d'individus.
Cette matrice est symétrique et ne comporte que des 0 sur sa
premiére diagonale (souche de rang i comparée & elle~méme). Pour n
souches, elle contient n(n-1)/2 distances, soit 499.500 distances
pour un fichier de 1000 souches.

2.4.2.6 Techniques d'agrégation

Chacune des lignes de la matrice des distances peut étre
considérée comme un vecteur-souche, dont les coordonées sont
représentées dans un systéme d'axes orthogonaux construits dans un
espace a n dimensions (174). Leur représentation dans un espace a
n dimension n'est donc pas directement possible. Deux traitements
mathématiques sont utilisés :

' - l'analyse factorielle, qui consiste a& projeter le
nuage des n poilnts dans un espace a deux dimensions en conservant
au maximum la disposition (ou inertie) du nuage. Les groupes
obtenus varient avec la technique de projection. De plus leurs
limites sont subjectives, ce qui interdit toute analyse en vue
d'une classification. L'analyse factorielle n'est utilisée que
pour des études de population ou pour représenter les rapports
entre les espéces et les différents caractéres (19) (Figure 6).

- Hyperspace ploti fores

: : -

bl X .
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Figure 6 - Analyse factorielle des correspondaces d'un lot de
souches de Staphylococcus epidermidis isolées chez
différents patients atopiques.
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- la classification hiérarchique ascendante procéde par
agrégations successives en regroupant d'abord les individus les
plus sembables, c'est & dire présentant entre eux la plus petite
distance. Puils, pas a pas, les groupes (ou grappes, clusters pour
les anglo-saxons) et les individus isolés sont agrégés entre eux
en groupes de niveaux hiérarchiques supérieurs, jusqu'a ce que
tous les phénotypes soient en un groupe unique. La distance
séparant la derniére souche et/ou les derniers groupes est par
définition le niveau hiérarchique 100% (174).

Il existe plusieurs méthodes d'agrégations, qui
différent par la maniére de calculer la distance entre un individu
isolé et une grappe déja constituée. Les plus utilisées sont la
méthode de la distance minimale et surtout celle du diamétre moyen
des grappes. Certains taxonomistes ont &galement employé la
méthode d'agrégation par la varlance ou par le diamétre maximale

des grappes.

La méthode d'agrégation par le diamétre minimal (single
linkage) des grappes consiste a considérer que la distance entre
un individu isolé et un groupe est la distance séparant cet
individu de 1l'individu de la grappe qui en est le plus proche. On
agrége une grappe i et une grappe jk selon la distance la plus
petite (i-j) ou (i-k) :

D(i,jk) = Min D (i,3), D(i,k)

Cette méthode a un effet contractant qui se traduit par
un phénoméne de chainage : les souches de plus en plus &loignées
d'une grappe sont agrégées successivement sans qu'il y ait
constitution de grappes homogénes. Poui peu que l'on dispose de
suffisamment de souches atypiques, on obtient un dendrogramme en
marche d'escalier ou en peigne et l'étude est ininterprétable
(Figure 7). Elle ne peut étre utilisée que pour des lots
présentant une distribution en populatlons homogénes et treés
différentes entre elles. Elle présente l'avatange d'étre la plus
facile a programmer et de se contenter d ordinateurs de capacité

réduite.

X X
X X X
X X
X X A X X X X B X
i 3 X X
X X

Figure 7 - Le phénoméne de chainage.‘La distance entre les
grappes A et B sera ici réduite de la distance
entre les individus i et j.

La méthode de diamétre maximale (complete linkage) des
~grappes fournit des résultats voisins. Elle incorpore les
individus dans les grappes ou agrége les grappes entre elles au
niveau de similarité le plus bas entre l'individu et n'importe
qu'elle membre de la grappe (8).




La méthode d'agrégation par la variance (centroid
sorting/clustering) pondére la distance calculée d'un facteur qui

est plus faible que la distance a laquelle se forme la nouvelle
grappe est petite (174).

- La méthode de diamétre moyen des grappes (unweighted
pair group method with averages, UPGMA) est de loin la plus
employée (8,174). Dans cette technique, un individu est agrégé a
un groupe au niveau taxonomique correspondant & sa distance
moyenne par rapport a tous les phénotypes qui constituent le
groupe. La distance D entre deux grappes est calculee en tenant
compte de l'effectif M de chaque grappe :

D(i,jk) = { Mj. D(i,J) + Mk.D(i.k)/(Mj + Mk)}

L'agrégation de deux groupes nécessite le calcul de
toutes les distances des individus des deux groupes pris deux &
deux et le calcul de la distance moyenne. Des calculs
mathématiques ont montré que cette technique est la plus
- appropriée pour la représentation des structures taxonomiques
(8). Elle présente 1l'inconvénient de nécessiter des ordinateurs
puissants, puisque l'ensemble des distances de la matrice est
recalculé a chaque étape du processus. L'étude d'un fichier de 100
phenotypes nécessite environ 150.000 calculs de distances entre
les phénotypes, celle d'un fichier de 1000 phénotypes en comporte
150.000.000, soit avec les explorations successives des matrices
et les entrées-~sorties environ 2h 30 mn d'occupation de l'unité
centrale de calcul d'un IBM 3090.

2.4.2.7ngprésentation

Deux représentations sont utilisées :

- la representatlon sous forme de dendrogramme montre
l'emb01tement successif des grappes et donne une idée de
ltaffinité des groupes discernés (174). Son tracé nécessite la
connaissance des points d'intersection du diagramme. La
programation en est complexe et le dessin d'études importantes
requiert des traceurs de grande capacité (Figure 8). Une régle de
trois donne le niveau hiérarchique ou pourcentage de similarité en
fonction de la distance entre les phénotypes.
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Figure 8 - Exemple de denrdogramme (8 phénotypes).
Le tracé est obtenu sur imprimente matricielle

- la représentation sous forme de matrice de similarité
est d'éxécution plus simple. Elle consiste a répartir les
distances figurant dans la matrice en plusieurs classes et &
attribuer & chaque classe un niveau de gris ou un caractére ASCII
d'aspect plus au moins sombre, de telle fagon que le résultat
" donne une idée visuelle des répartitions en grappes (Figure 9)

Il est généralement admis (8), que les espéces
 bactériennes sont individualisées & des pourcentages de similarité
de 80 a 85 % en utilisant 1l'indice de Jaccard-Sneath et 4
l'agrégation par la méthode du diamétre moyen (UPGMA). Cette
définition approximative est acceptable pour des groupes
bactériens homogénes et bien connus (Enterobacteriaceae). Elle ne
l'est pas pour des groupes moins connus tels que Pseudomonas. En
tout état de cause, il est absolument nécessaire de la valider par
des études de chémotaxonomie ou hybridation ADN/ADN.

2.4.2.8 Analyse des résultats

2.4.2.8.1 coupure de dendrogramme

Dans un but déscriptif, il est nécessaire de choisir un
niveau de coupure du dendrogramme pour délimiter les classes
individualisées et les phénotypes isolés. Ce choix est le plus
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souvent arbitraire. En pratique on choisit plusieurs niveaux de
coupures et on essaye d'évaluer la rationnalité de chacun de ces
choix. Cette méthode permet habituellement de dégager un consensus

parmi les observateurs.

Le probléme de choix d'un niveau de coupure est d'autant
plus ardu que le lot é&tudié est vaste et hétérogéne. Il faut
éviter les coupures trop hautes qui simplifient & l'excés la
classification et les coupures trop basses qui la rendent
inutilisables. Un bon compromis & été obtenu dans certaines études
(174), en utilisant le calcul du coefficient d'acuité : le
dendrogramme peut étre coupé horizontalement a n'importe quel
niveau entre 0 et 100% de similarité. Pour chaque niveau de
coupure on mesure la quantité d'information apportée ou
coefficient d'acuité : il tient compte du nombre de phénotypes
regroupés, du niveau de coupure, de la différence entre le niveau
de coupure et la derniére agrégation (173) (Figure 10).

on obtient une courbe dont le maximum désigne le niveau
de coupure le plus intéressant. Les grappes individualisées en
dessous de ce niveau constituent les espéces ou groupes
phénétiques.
Les meilleurs résultats sont obtenus en utilisant
l'agrégation par la variance. '

30, 6
Acyité
“ e
- e
o -«
b4 .o qa
s et
- a
T ) «eae :Q
.« 0 e - e caavaa
L Y EEEREEEREE
-« e a9 A®eawtacsas
L A4 TR IR 2RI B IR
o o 0 00 o » o 00 - 4 e e -
. e v o sa “ s 090 e . a0 - -
a0 s e DRI IR N N AP I « o e
. @ 40wt E g a0 Caaa L B A AR J
[ ® 4408 P O R T gae et ®ta s aggaacoae
- @ 0 4 a GNP O U 4G9 et et e aee e
- S & 8 0 8@ ® 0 @ 990000 vae s - o @ o
.8 a ® 02480 4° T a9 Rgeeoavaa e e e g
.o 8 0 40 a2 O 0 P Qo0 g0t sa cesee -
. @88 04 000 89T g Q404009202 0 g a8ea e qa0cs
LR RS IR IR B A IR IR I R I A SR R
- 4 8 240800893 g JeqestS AT aaets aouq
P 46 2 e tA AT LT At AN s gt e, P -
B - : : : LRI E I I SR I B IR O - SO G i . e - -
Y : .'e : : : : : : : : IR I I I IR B IR PR e «a ® 4 @ @ a qaq
Tee s e s e car s pED-E-ID -SSP A S S-S S A I S b 4808 40a e ea L)
M-I DS « : s : : : : : : : : : : : : T e t2200ae ® ¢ g aatcegceaccace
e ® & ¢ @
R L R Rt L L R R R e R L R e R R R R R SR R PR R R R R RS
-n . -
0;:;: : e ; : 2 - : : r: ot s NI N SN @ r 0NN eng! A I NN INYR RO NN INOINTE A
ssescoadcaane brdoy - o : NN RNAN AR AR NG C00 06429466 e NAPTIAAWNRNNTI e
3 > A4 000 PCT 90000COV0EOCLAIDNANNANAOATANLEBCNAANA0OyusOooCtatcocne
uorT3edeile,p (] .

ngea

Figure 10 - Variations du coefficient d'acuité. Etude de

65 souches de bactéries anaérobies (18).
i
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TITLE - Bacjllus
SIMILARITY MATRIX, ENTRIES IN SHADING SYMBOLS:
SYMBOLS USED TO REPRESENT SCALES VALUES BETWEEN 0.000 AND
1.000
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Figure 9 - Matrice de similarité établie par le programme TAXAN
(26 souches de Bacillus télluriques).



Ce coefficient d'acuité semble intéressant dans des lots
trés homogénes (distances taxonomiques faibles), ou en cas
d'utilisation de la méthode d'agrégation par variance.

2.4.2.8.2. Coefficient de capacité diagnostique

Le coefficient de capacité dlagnosthue de Descamps et
Véron (41) dérive du théoréme de Bayes et mesure la quantlte
d'information apportée pour chaque test.

Soit une souche bactérienne X, pouvant appartenir & N
classes (N diagnostics possibles).

Soit P(A) la probabilité pour la souche X d'appartenir &
la classe A.

Soit P(C+/A) (lire P de C+ si A ) la probabilité
conditionnelle pour qu'une souche de la classe A ait le caractére
C. Pour chaque modalité (c+ ou C-)" d'un caractére, l'écart entre
les distributions a priori et & postériori peut étre mesuré par
diverses fonctions mathématiques de forme générale : f(P(a),
P(A/C)). L'intérét d'un caractére est donné par la moyenne des
écarts calculés pour chague modalité pondérée par la fréquence de
ces modalités. Cette moyenne ou coefficient de capacité
diagnostique s'exprime sous la forme générale :

CCD (C) = P(C+).f£(P(A),P(A/C+)) + P(C-).f(P(A),P(A/C-)

: Il prend en compte la frequencé constatée de chaque
espéce dans le lot de départ et les pourcentages de positivité de
la matrlce des données. _

On peut également le calculer en affectaht & chaque
espéce une fréquence égale (optique "centre de référence").

Le Tableau X montre l'utilisation du coefficient de
capacité dlagnosthue pour évaluer les différentes techniques
d'identification des bactéries anaérobies.
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-1 Soore sub-terminale
Saccharoee 79
Ratfinose 78
Lactose G
Anadrodisc Péni 74
Mannose 72
53
&m Vanco )
ﬁﬂ:: .80
&wanwu 52
Catalase ‘39
Callobiose -
Indole 333
Som poly su, 32
wm pok ate '31
Novobiocine ‘
Tréhaiose iy
Nitrates 2
Rahmnose 28
Estérase =
Melazitose 20
st ‘18
Urée 8
Béta-hémolyse 18
Protéase caut 13
Mannitol 12
Spore terminaie h

-

Tableau X - Utilisation du coefficient de capacité
diagnostique pour 1l'évaluation de
différentes techniques d'identification des

bactéries anaérobies.

2.4.2.8.3 Vigour et pattern

Les travaux de Sneath (157) sur la "vigueur" (vigour)
et le "profil" de (pattern) ont profondémment influencé la
réflexion des taxonomistes. Schématiquement il s'agit de faire la
part de ce qui revient aux capacités génétiques, c'est a dire a 1la
possession des circuits métaboliques et de leur information
génétique sous-jacente, et de la maniére dont cette information
est exprimée. Les souches a vigueur faible peuvent ainsi avoir les
mémes aptitudes que les souches a vigueur élevée, sans pouvoir les
exprimer lorsqu'elles sont explorées par les tests biochimiques ou
culturaux habituels. On peut alors leur assigner un "pattern" ou
profil de réponse aux tests identiques, avec une "vigueur" plus

" faible.
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Cette conception rend parfaitement compte de
l'adaptation & leur hote de certaines souches d'E.coli, qui ont
gardé leur "pattern" en perdant leur "vigueur" lors de leur
transformation en Shigella.

Elle permet é&galement d'expliquer 1'adaptation d'Hafnia
alvel aux fermenteurs de levure & biére : la pression de sélection
exercée par ce milieu trés riche a fait é&valuer H. alvei, bactérie
trés réactive voisine d'Enterobacter, en Obesumbacterium proteus,
incapable de fermenter la plupart des subsrats utilisés par
H. alvei. ‘

Ces travaux ont débouché sur une concéption nouvelle des
systémes d'identification, accordant un poids plus important aux
caractéres présents qu'aux caractéres absents, privilégiant donc
le "pattern" par rapport & la "vigueur".

2.4.3 Identification

2.4.3.1 Clés dichotomiques

' C1a551quement, 1'identification des bactéries fait appel
4 un certain nombre de test concernant la morphologle, les
caractéres culturaux et phy51olog1ques, le pouvoir pathogéne
expérimental... Ces tests étaient pratiqués "a 1l'unité" ou par
groupes réduits (tels que la "galerie Pasteur" d'identification
des Enterobacterles), en fonction d'une élimination dichotomique
successive inspirée par 1l'expérience du}mlcroblologlste.’

L'identification est conduite en étapes successives, la
réponse au test de rang N entrainant un branchement conditionnel
sur le test de rang N+1. On congoit qu'il suffit d'une erreur dans
la lecture d'un des premlers tests pour rendre impossible toute
identification.

Les clés dichotomiques ont été abandonnées pour les
tables diagnostiques au cours des années 1960-1970 (Figure 11). On
les trouve encore dans les fiches techniques fournies aux
étudiants pour simplifier leur tache d'apprentissage.

positive
(Vibrionacese) mméxﬁﬁkau)

(Asromonss) (Yibeig)

Figure 11 - Clé dichotomique pour 1'identification d'Aeromonas.
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2.4.3.2 Tables diagnostiques

‘ Les tables diagnostiques sont des matrices contenant
l'ensemble des réponses d'un lot de taxons & un certain nombre de

tests. '

Il est habituellement admis qu'elles ne doivent pas
contenir de cases vides (non documentées). :

Les résultats sont codés sous la forme +, -,'+ ou -.
Ils sont & l'heure actuelle le plus souvent exprimés
sous la forme retenue par le Bergey's Manual :

+ : 90% ou plus des souches possédent le caractére

- ¢ 90% ou plus des souches ne possédent pas le
caractére

d : 11-89% des souches possédent le caractére

v : caractére instable

La souche inconnue est soumise aux tests figurant dans
la table, puis les résultats sont comparés aux réponses fournies
par chaque taxon. Il est facile de comprendre que ce processus est
d'autant plus délicat que les tests et les taxons sont nombreux.

Les travaux de Lapage (91) ont permis de faire réaliser
les comparaisons par un ordinateur, de fagon a& n'oublier aucune
possibilité. Ils ont débouché sur l'identification numérique
moderne. : ' : R

2.4.3.3 Identification numérique

L'identification numérique utilise une matrice des
données : elle contient pour chaque taxon les fréquences de
réponse positive aux différrents tests. Pour éviter les
exclusions, les fréquences 1 et 0 ne sont pas attribuées, on leur
préfére les valeurs 0.01 et 0.99.

, Quand le microorganisme inconnu présente un résultat
positif, on retient la valeur de la fréquence figurant dans la
- matrice des données. Si le résultat est négatif, la probabilité
est obtenue en soustrayant la probabilité positive de 1l'unité.

Lapage a défini en 1973 (91) la fréquence théorique
d'apparition du phénotype dans l'espé&ce ("probability products")
comme le produit des fréquences de positivité pour les différentes
espéces. Elle refléte l'atypie du phénotype.

~ Dybowski et Franklin (48) ont proposé le pourcentage
d'identification relative ("percent relative likelihood") : c'est
le rapport de la fréquence théorique du phénotype dans 1'espéce a
la fréquence théorique plus élevée Ce coefficient exprime la
qualité de la discrimination, mais ne permet pas de définir les
valeurs-seuil (8). On préfére donc utiliser le pourcentage
d'identification normaliseé de LAPAGE "identification score":
C'est le rapport de la fréquence théorique du phénotype dans
l'espéce & la somme des fréquences théoriques.
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On l'utilise habituellement multiplié par 100, et on
accepte généralement les seuils suivants :

> 99,9% : excellente identification
> 99% : trés bonne identification

> 90% : bonne identification

> 80% : identification acceptable

< 80% : identification inacceptable

La figure 12 présente un exemple d'identification
numérique utilisant ces paramétres.

Matrice des données :

Taxon Catalase oxydase béta-galactosidase
1 0,80 0,95 0,05
2 0,99 0,01 0,95

Réponse aux tests (phénotype) de l1l'individu inconnu X :

Nom catalase oxydase Dbéta-galactosidase

X ¥ ¥

1) fréquence théorique 4' apparltlon du phénot
dans 1'espece ("probability products').

X comparé au taxon 1 : 0,80 x (1-0,95) x 0,05 = 0,002000
X comparé au taxon 2 : 0,99 x (1 0,01) x 0,95 = 0,931095
: : total 0,933095
2) pourcentage d'identification relative ("percent
relative likelihood")
X comparé au taxon 1 : 0,002000/0,931095 = 0,0021480085
X comparé au taxon 2 : 0,931095/0,931095 = 1

3) po urcentage didentification normalisé de LAPAGE
("identiflcation score") ) ’

0,0021434

X comparé au taxon 1 : 0,002000/0,933095
0,9978566

X comparé au taxon 2 : 0,931095/0,933095

X peut étre identifié au taxon 2 avec un pourcentage
d'identification de 99,7% (trés bonne identification). La
fréquence théorique d'apparltlon du phénotype dans l'espéce est de
0,93, ce qui peut aussi s'exprimer en disant que 93% des souches
du- taxon 2 présentent ce phénotype. .

Figure 12 - Calcul des paramétres d'identification.
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2.4.3.4 Fréquence modale

La fréquence modale (48) est le rapport de la
fréquence d'apparition du phénotype dans l'espéce & la fréquence
d'apparition du phénotype le plus typique. Cet index est
indépendant de la variabilité du taxon. Il n'est pas affecté par
la présence d'espéces voisines dans la matrice, mais sa valeur
dépend du nombre de tests étudiés.

2.4.3.5 Coefficient T

Boeufgras et al, ont proposé en 1987 (A new compuer
program for routine interpretation of API identification systenms,
2nd conference of taxonomy and automatic identification of
bacteria, prague, 1987) de pondérer la frégquence modale avec le
seuil de signification S qui tient compte du nombre de résultats
atypiques. Ce coefficient T varie de 1 (profil le plus typique &
presque 0 (profil le moins typique). Ces auteurs ont proposé de
retenir les seuils suivants : v

> 0,75 : exellente identification
> 0,50 : trés bonne identification
: bonne identification.
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3.TRAVAUX PERSONNELS

3.1 Matériel et méthodes

3.1.1 Souches utilisées

Les premiéres souches de P. syringae pv. syringae ont été
isolées en 1976. Depuis, 231 souches ont été prélevées en majoriteé

=~

4 partir de 1986, pricinpalement au printemps et & l'automne :

- soit de la surface de feuilles saines lors de
broyage ou de lavage, :

-~

- soit & partir de symptdémes sur feuilles ou sur
tige. :

Ces souches proviennent de :

- 6 cultivars (Caucasica, Rodundifolia, Otto
Luyken, Herbergii, Reynvaanii et Zabeliana),

- 3 pépiniéres francaises de diverses situations
géographiques (région parisienne, ouest, sud-
ouest),

- quelques jardins publics et privés.

Vingt-neuf souches possédant une cytochrome C oxydase ont
aussi été isolées de la surface des feuilles saines de laurier
palme. : ,

143 souches de g; syringae pv. savastanoi ont également
été incluses dans notre é&tude (Tableau XII). : ‘

Ces souches ont été isolées de différents hotes : -

olivier 58
laurier rose 33
fréne 39
troéne 6
Phillyrea 4
Jjasmin 3

Elles proviennent de différents pays : France, Algérie,

Italie, Yougoslavie, Syrie, Tunisie, Gréce, Portugal, Etats-Unis,

Pays-bas et Grande-Bretagne.

78 autres souches de référence ont été ajoutées dont 41
pathovars de P. syringae, 35 souches de Pseudomonas fluorescents et
non florescents, une souche d'Agrobacterium tumefaciens et une
souche de Xanthomonas. campestris pv. campestrils (Tableau XIII)

3.1.2 Caractéres biochimiques classiqués

"3.1.2.1 Bactéries étudiées.

140 souches de P. syringae pv. syringae, isolées
principalement de lésions, ont été identifiées au moyen de 20
caractéres biochimiques classiques (Tableau XIV). 91 souches,
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Tableau XII - Souches de P. syringae pv. savastanoi

D

Héte ' N° de la souche N°de la souche Code de la Oorigine
dans le laboratoire dans la collection souche géographique
49 ' _ CFBP 2074 S01 Algérie
50 CFBP 2075 S02 Algérie
54 ’ S03 Algérie
60 CFBP 2076 S04 Algérie
62 S05 Algérie
CFBP 71 S06 Tunisie
G 29.1 CFBP 2073 S07 France
K 23.1 ' sos ~ Algérie
K 23.2 _ s09 Algérie
K 23.7 ) CFBP 2069 SQ10 Algérie
K 23.10 ' so11 Algérie
K 23.12 ' S012 Algérie
- K 23.15 So13 Algérie
'K 23.19 S014 Algérie
K 124.4 , S015 - Algérie
K 124.7 ’ S016 Algérie
K 124.9 S017 Algérie
Kazl - so1s8 Algérie
KC 2.1 CFBP 2070 S019 Algérie
K C 3.1 S020 Algérie
KC4.1 S021 Algérie
K C 4.2 S022 Algérie
‘KL 2 ' - 8023 Algérie
Ko 1 . CFBP 2071 5024 , Algérie
K O 21 5025 " Algérie
Olivier L 6.12 S026 Algérie
L 9.11 5027 Algérie
L 9.22 S028 Algérie
L 9.32 5029 Algérie
L 9.33 8030 Algérie
L 9.34 ' S031 Algérie
L 14.4 CFBP 2081 S032 France
OB 1 S033 Algérie
oc 1 » 5034 Algérie
S 43.21 S035 France
S 43.22 ' S036 France
S 43.26 S037 France
S 43.27 . } ' S038 France
T 12.6 S039 Gréce
T 35.1 NCPPB 64 S040 Portugal
T 35.3 NCPPB 1342 S041 U.S.A.
T 35.4 NCPPB 1344 ' S042 : U.S.A.
T 35.6 NCPPB 1479 ’ S043 Yougoslavie)
T 35.7 NCPPB 1480 S044 ' Yougoslavie|
T 35.8 NCPPBE 1481 S045 Yougoslavie)
T 35.9 - NCPPB 1506 SQ046 Italie
T 37.1 S047 Italie
T 37.2 ‘ S048 Italie
T 37.3 S049 Italie
T 37.4 S050 . Italie
T 37.5 S051 7 Italie
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Suite du tableau XII

T 38.1 5052 Syrie
T 38.2 5053 Syrie
T 38.3 5054 Syrie
T 38.4 5055 Syrie
Olivier CFBP 1020 5056 France
CFBP 1670 5057 Yougoslavig
CFBP 1746 5058 Italie
G 30.1 SN1 France
H 129.1 SN2 France
H 129.2 SN3 France
H 129.5 CFBP 2084 SN4 France
K 4.2 CFBP 2083 SNS Algérie
K 119.1 CFBP 2087 SN6 France
Laurier L 7.21 CFBP 2088 SN7 Algérie
rose L 14.3 CFBP 2089 SN8 Algérie
L 86.1 CFBP 2090 SN9 U.S.A.
L 87.2 CFBP 2091 SN10 U.S.A.
-L 145.1 CFBP 2092 SN11 France
L 145.2 i SN12 France
RF 22 SN13 France
S 43.4 SN14 France
S 43.7 ~ SN15 France.
S 43.19 . SN1é6 France
S 43.23 SN17 France
T 12.1 SN18 Gréce -
T 12.5 SN19 . Gréce
T 12.7 SN20 Gréce
T 12.8 SN21 Gréce
T 12.9 SN22 Gréce
| T 35.2 NCPPB 640 SN23 Yougoslavie
T 35.5 NCPPB 1345 SN24 U.S.A.
T 36.7 SN25 Pays~Bas
T 37.6 SN26 Italie
T 37.7 SN27 Italie
T 37.8 © SN28 Italie
T 37.9 SN29 Italie
T 37.10 SN30 Italie
51 CFBP 2085 SN31 Algérie
' CFBP 1021 SN32 France
CFBP 1839 SN33 France
Fe 30 CFBP 2158 SF1 France
Fe 51 CFBP 2161 SF2 France
Fe 56 CFBP 2162 SF3 France
Fe 58 CFBP 2174 SF4 - France
Fe 60 CFBP 1793 SFS France
Fréne Fe 61 CFBP 2163 SF6 - France
Fe 83 CFBP 2164 SF7 France
Fe 92 CFBP 2166 SF8 France
Fe 93 CFBP 2167 SF9 . France
Fe 161 SF10 France
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Suite du tableau XII

Fe 241 CFBP 2159 SF11 France
Fe 261 CFBP 1794 SF12 France
Fe 311 CFBP 1795 SF13 France
Fe 400 CFBP 2160 SF14 France
Fe 401 SF15 France
Fe 406 CFBP 1838 SF16 France
Fe 500 CFBP 2171 SF17 France
. Fe 501 SF18 France
Fe 502 CFBP 2168 SF19 France
Fe 504 SF20 France
Fe 505 CFBP 2172 SF21 France
Fe 506 CFBP 2169 SF22 France
Fe 600 CFBP 2175 SF23 France
FX 2 CFBP 2176 SF24 Algérie
L 39.4 CFBP 2093 SF25 France.
L, 48.3 CFBP 2094 SF26 Algérie
T 5.1 SF27 France
T 35.12 NCPPB 2716 SF28 U.K.
Fréne T 36.1 ‘ SF29 Pays-Bas
T 36.2 SF30 Pays-Bas
T 36.3 SF31 Pays-Bas
T 36.4 SF32 Pays~Bas
T 36.5 SF33 Pays-Bas
T 36.6 SF34 Pays-Bas .
T 36.8 SF35 Pays-Bas
T 36.9 SF36 Pays-Bas
T 36.10 'SF37 Pays-Bas
CFBP 1663 SF38 U.S.A.
"CFBP 1666 SF39 U.K.
T 35.10 NCPPB 2328 SL1 Italie
T 37.11 SL2 Italie
T 37.12 SL3 Italie
T 37.13 SL4 Italie
T -37.14 SL5 Italie
T 37.15 SLé6 Italie
, Phi SP1 Algérie
T 51.1 SP2 Algérie
Phillyrea] T 51.2 SP3 Algérie
T 51.3 SP4 Algérie
T 12.4 SJ1 Grece
T 12.10 SJ2 Greéce
Jasmin 1751 SJ3 - Gréce
CFBP : Collection Francaise des Bactéries Phytopathogénes (Angers).
NCPPB : National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (Londres).
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essentiellement isolées & la surface des feuilles saines par lavage
ou par broyage, ont &té briévement identifiées par 9 caractéres.
Les 29 souches possédant une cytochrome C oxydase n'ont pas été
étudiées sur le plan biochimique.

Toutes les souches de P. syringae pv. savastanoi ont été
identifiées au moyen des 20 caractéres biochimiques classiques.
(Tableau XII), y compris les 78 autres souches de référence
(Tableau XIII).

3.1.2.2 Méthodes et principes

3.1.2.2.1 Hypersensibilité sur tabac

La mise en ev1dence du pouvoir phytopathogene d'une
bactérie se pratique généralement sur tabac, mais peut se réaliser
aussi sur beaucoup de plantes (hétérologue par rapport & la
bactérie).

Il consiste a 1'infiltra glon dans le limbe foliaire d'une
suspen51on bactérienne dense de 10° bactéries /ml & 1'aide d'une
seringue hypodermique. L'1njectlon se fait plus facilement en
immobilisant avec le pouce et 1l'index de la main gauche la zone
choisie et en piquant latéralement la nervure principale ou une
grosse nervure secondaire ; l'injection du liquide se traduit par
une plage humide qui s'étend dans le limbe. Il faut obtenir une
plage d'au moins 1 ou 2 cm. :

Pour les bacterles phytopathogénes, 24 a 48 heures aprés,
suivant les bactéries, il apparait dans la zone infiltrée un
collapse et un désséchement des tissus (87).

On peut affiner ce test en déterminant la dose minimale
hypersensible (D.M.H.) en injectant des différentes dilutions de 1la
suspension bactérienne.

3.1.2.2.2 Production de pigments fluorescents

Principe : Certains Pseudomonas produisent des pigments

- fluorescents (pyoverdine) sur des milieux particuliers contenant

une faible concentration en fer.
Ces pigments sont hydrosolubles, insolubles dans le

chlordforme, gris vert, fluorescents aux UV. En solution 1la
pyoverdine se comporte comme un indicateur de pH. :

PH 3 7-8 11

> —_— > ————— e
incolore non jaunerert jaune~-brun
fluorescent fluorescent ' fluorescent

- Les pseudomonas ont la proprlete d'emettre une lumiére
visible lorsqu'ils regoivent un flux de rayons UV, ils transforment
alors le flux de faible longueur d'onde en un flux de longueur
d'onde plus grande.
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Tableau XIII - Souches des|pathovars de P. syringae et d'autres
espéces de Pseudomonas

Nom de 1l'espece
ou du pathovar

N° de la
souche (CFPB)

Code de
la souche

Groupe de

Lelliott et al.

ol o)

roltoi

e & o & o a2 s & @ 2 e . ® & & & & & & & o e * a

e e ¢ & e e & 3 & & & s ° 3. s e e @

-|+d| ol tol rol vdl ol fol ol rol rol rot | ol ro ol ool rol| P o PO P vl o M| o ro RO PO ol i ol POl O O O ot o O ol PO O o

syringae pv. aceris
syringae pv. antirhini
syringae pv. aptato
syringae pv. atrofaciens
syringae pv. atropurpurea
syringae pvV. berberidis
syringae pv. cannabina
syringae pv. coronafaciens

syringae pv. eriobotryae

syringae pv. garcae
syringae pv. glycilnea

syringae pv. helianthi

syringae pv. lachrymans
syringae pv. lapsa
syringae pv. macumlicola
syringae pv. moril
syringae pv. morsprunorum

syringae pv. panici
syringae pv. persicae

syringae pv. phaseolicola
syringae pv. pisi.
syringae pv. porri
syringae pv. porri
syringae pv. porril
syringae pvV.
syringae pv. sesaml
syringae pv. syringae
syringae pv. tabacil
syringae pv. tomato
syringae pv. ulmi
syringae pv. viburni
syringae pv. clccaronei
syringae pv. delphinii
syringae pv. dysoxylil
syringae pv. mellea
syringae pv.
syringae pv. passiflorae
syringae pv. ribicola
syringae pv. striafaciens
syringae pv. tagetis

syringae pv. theae

“viridiflava

cichorii .
marginalis pv. marginalis
marginalls pv. pastinacae
marginalis pv. alfalfae

2339
1620
1617
2213
2340
1727
2341
2216
2343
1634
2214
2067
2440
1731
1657
1642
2211
2345
1573
13390
2105
2361
2397
1508
1660
1671
1392
2106
2212
1407
1702
2342
2215
2356
3244
1754
2346
2348
1674
1694
2353
2107
2101
1387
2038
2039

ACR
ANT
APT
ATF
ATR
BRB
CAN
COR
ERY
GAR
GLY
HEL
LAC
LAP
MAC
MRI
MOR
PNC
PER
PHS
PIS
POR
POR
POR
PRM
SES
SYR
TAB
TOM
ULM
VIB
CIC
DEL
DYs
MEL
PAP
PAS
RBC
STR
TAG
THE
VIR
CIH
MAR
PAS
ALF

W

1A

IB

II
III

Iv
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Suite du tableau XIII

P. tolaasil 2068 TLS1

P. tolaasii 2152 TLS2

P. aeruginosa 100/20 AER

P. fluorescens 2102 FLU1

P. fluorescens 2299 FLU2

P. fluorescens 2123 FLU3

P. fluorescens 2125 FLU4

P. fluorescens 2127 FLUS

P. fluorescens 2129 FLU6

P. fluorescens 2130 FLU7

P. putida 2066 PUT v

P. putida 2298 PUT2

P. fuscovaginae 2265 FUSC

P. cayophylli 2429 CAR

P. cepacia 2234 CEP1

P. cepacia 2227 CEP2

P. corrugata - 2431 COR1

P. corrugata 82.145.41 COR2

P. corrugata . 84.30.5 COR3

P. corrugata 83.22.4 COR4

P. gladioli pv. gladioli 2427 GLA

P. gladioll pv. alliicola 2422 ALI

P. solanacearum 2047 SOL1

P. solanacearum 1482 SOL2

P. solanacearum 1420 SOL3 Pseudomonas

P. rubrilineans 1294 RUB non fuore-
| P. rubrisubalbicans 1296 RRS scents
| P. pseudoalcaligenes 2435 ALCT
| P. alcaligenes 2437 ALC

P. stutzerl 2443 STT
1A. tumefaciens 2413 AGR

X. campestris pv. campestris 2350 Xcc




Milieu de king B

Protéose peptone n° 3 20 g
Glycerol 10 g
Phosphate bipotassique : K2HPO4 1,5 g
Sulfate de magnésium M9S04, 7H20 1,5 g
Agar 18 g
Eau distillée 1000 m

1l

Répartir en tube de 6 ml, autoclaver pendant 30 mn &
115°C et incliner jusqu'a ce que le milieu soit
suffisamment solidifié.

L'ensemencement se fait en trait droit de bas en haut du
tube, le pigment hydrosoluble diffuse dans le milieu et donne
parfois une coloration jaune vert-visible & l'oeil nu. L'examen
des tubes sous une lampe émettant une lumiére UV a la longueur
d'onde de 365 nm (lampe Wood.Mineralight.Re. 51-32-8295) permet de
vérifier la production du pigment fluorescent bleu ou vert, en
comparaison avec un tube témoin non ensemencé (85).

3.1.2.2.3 Activité levane sucrase

' Prindipe ¢ certains pseudomonas qui possédent une levane
sucrase scindent le saccharose en glucose et fructose puis
polymérisent ce dernier en polyfructose : levane.

n saccharose n glucose + (fructose)

N

levane sucrdse

Milieu

C'est un milieu hypersaccharosé utilisé en pente

gélosé.

- Extrait de levures 2 g/l
- Bactopeptone 5 g/l
- CINA 59/l
~ Saccharose 50 g/l
- Agar 15 g/1

PH 7,2 &4 7,4

La recherche de la levane sucrase se fait par
ensemencement en une strie droite sur la pente gélosée ;
la présence de la levane sucrase se traduit, aprés 3 jours
d'incubation & 24°C, par une culture abondante, bombée, muqueuse et
brillante (96). :

3.1.2.2.4 Arginine dihydrolase

Principe : Il s'agit d'une fermentation de l'arginine qui‘
correspond a une double hydrolyse. : _ :

L arginine + H20 L citrulline + NH3

T
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L citrulline + Pi 5 Carbamyl phosphate + L ornithine
Carbamyl P + H20 + ADP ATP + CO2 + HN3

3
La phosphorylation au niveau du substrat intervenant dans
l'étape 2 permet aux germes aérobies de se développer en
anaérobiose.

Milieu de Thornley .

- Arginine mono HCL 10 g/l
- Bactopeptone 1 g/l
- CINA 5 g/l
- K2HPO4 0,3 g/l
- Rouge de phénol 0,01 g/1

Répartir en tube d'Ivan Hall et autoclaver 20 mn & 120°C (171).

La recherhe de l'arginine dihydrolase se fait par
ensemencement des deux parties, aérobie et anaérobie, du tube
d'Ivan Hall, avec quelques gouttes d'un inoculum liquide. Aprés
incubation pendant 3 & 7 jours a 24°C, une coloration rouge pourpre
(alcalinisation) de la partie du tube en anaérobiose réveéle la
présence d'une activité arginine dihydrolase.

3.1.2.2.5 Activité pgctinolytique

Principe : les pectines sont des chaines linéaires :
d'acide poly B 1:4 galacturonique méthylé en position 6. Elles sont
dégradées par :

- la pectine méthyle estérase (PME) qui hydrolyse les
groupements méthyle. '

- la polygalacturonidase (P.G) qui hydrolyse les
liaisons 1:4 de la chaine et libére de l'acide galacturonidque.
C'est une dépolymérisation. Elle est mise en évidence sur gel de
pectinate de calcium. :

Milieu pour la mise en évidence des dépolymérases

A : - CI2Ca 5 g/1
- Agar 15 g/1 ‘
3 ml par tube de 16 mm x 160

B : - Extrait de levure 2 g/l
- Bactopeptone 3 g/l
- pectine de pomme 5 g/l
- Ethanol 95° 10 ml
pH 7

Au moment de l'emploi, on recouvre le culot de CL2Ca de 1
a 1,5 ml de pectine (mileu B).

L'activité dépolymérase se révéle par la liquéfaction de

gel de pectinate, aprés ensemencement paﬁ pigdre au centre du gel
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et incubation & une température entre 23-25°C pendant 3 & 5 jours.
Une agitation intempestive aura pour effet de briser le gel et
d'entrainer une interprétation erronnée (133).

3.1.2.2.6 Hydrolyse de la gélatine

Principe : la gélatine est une protéine de poids
moléculaire important, obtenue a partir de tissus riches en
collagéne. A température inférieure & 23-25°C, la gélatine est
prise en masse est constitue un gel qui se liquéfie quand la
température dépasse 25°C. L'hydrolyse de la gélatine réalisée par
une gélatinase enzyme extracellulaire entraine une fragmentation
poussée de la protéine ce qui modifie ses propriétés physiquesJ:

- plus de prise en gel & basse température

- pas de précipité opaque avec le bichlorure de

mercure.
Milieu »
- Extrait de levure 3 g/l
- Bactopeptone 5 g/l
- Gélatine v 40 g/l
- Agar 15 g/1

Autoclaver et couler en boite de Pétrl.

L' hydrolyse de la gelatlne, se tradult aprés incubation &
23°C pendant 2 a 7 ]ours, par l'apparition d'un halo clair autour
du spot ou de la strie d'ensemencement aprés révélation par le
réactif de Frazier :

HgCl2 15

HCl concentré 20 ml
Eau distillée 100 ml

3.1.2.2.7 Mise en évidence d'une Tween estérase

Principe : la Tween estérase fait partie du groupe des
lipases enzymes extra-cellulaires qui hydrolysent graisses et
esters. Leur action entraine la production d'alcool et d'acides
gras.

RCOOCH3 + H20 « RCOOH + CH3 OH
estérase “

Les Tweens sont des dérivés polyéthyléniques d'esters
gras d'anhydride de sorbitol.

3



o~

Milieu au Tween 80 (monoléate de sorbitol)

- NH4 H2 PO4 0,5 g/l
- K2 H PO 0,5 g/1
- Mg S04 f 0,2 g/1
- Na Cl 5 g/l
~ Extrait de levures 5 g/l
- Tween 80 1 mnl/l
- Agar 15 g/L

-

Autoclaver a 120°C pendant 20 mn et répartir en boite de
Pétri. .

La recherche de la Tween estérase se fait par
ensemencement du milieu gélosé en spot ou en strie. L'activité
tween ésterase se traduit par le dépdt d'un précipité d'acides gras
autour de la culture. On peut l'observer en général apres 3a7
jours d'incubation (148).

3.1.2.2.8 Recherche d'une activité DNase

Principe : les bactéries possédent divers enzymes exo ou
endo-cellulaires qui degradent l'acide désoxyribinucleique.

Le résultat est la fragmentation plus ou moins poussée en
nucléotides donc une diminution du poids moléculaire.

Milieu (milieu déshydraté Bio Mérieux)

- Acide désoxyribonucléique 2 g/l
- Bio Trypticase 15 g/1
- Bio Soyase 5 g/l
- NacCl - 5 g/l
- Agar 15 g/1

pH final 7,3

La mise en évidence de l'activité DNase se fait par
ensemencement en rayon ou en spots (4 & 6 maximum par boite).
Aprés incubation pendant 3 & 5 jours a 24°C, la présence de la
DNase se traduit par une zone transparente autour de la strie ou du

spot, aprés révélation par l'acide HC1l 1 N.

3.1.2.2.9 Recherche de l'esculine

Principe : l'esculine est une molécule de glucose &
laquelle est accroché un groupement aglycone (esculitine). Sous
l'action d'une enzyme beta-glucosidase il y a libération du
groupement aglycone dans le milieu et utilisation de la molécule de
glucose. L'esculine va réagir avec le citrate de fer ammoniacal
présent dans le milieu pour donner un complexe colorant en noir le .
milieu (23).
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Milieu

- Bactopeptone 10 g/1

- Citrate de fer amoniacal 1g/l

- Esculine 1 g/l

= Agar 10 g/1
pH 7

Autoclaver et répartir en tube avec une forte pente.
Aprés ensemencement de la pente par une strie droite, une

réaction positive (coloration noire ) sera visible dans un délai de
1 & 3 jours aprés incubation.

3.1.2.2.10 Réduction des nitrates en nitrites

Les souches possédant une nitrate réductase peuvent
réduire les nitrates en nitrites, d'autres peuvent les réduire
jusqu'au stade azote gazeux, il s'agit de dénitrification.

La réduction des nitrates se recherche sur une culture en
bouillon nitraté a 1 p 1000 (No3K). La mise en évidence de
l'apparition des nitrites se fait, par addition & 1 ml de la de
culture, de quelques gouttes de chacun des 2 réactifs suivants :

- réactif 1 :

- Acide sulfanilique 0,8 g
- Acide acétique 5 N 100 ml

(l'acide acétique 5 N est préparé en ajoutant 1 volume d'acide
acétique glacial a 2,5 volumes d'eau) ‘

- réactif 2 :

- Alpha naphtylamine 0,5 g
- Acide acétique 5 N 100 ml

La présence de nitrites (germes nitrate réductase +) se
traduit par une coloration rouge (23).

Si la réaction est négative, deux é&ventualités possibles
: ou bien la réduction a dépassé le stade nitrites et s'en
poursuivie jusqu'au stade NH3 ou N2 ; ou bien les nitrates non
réduits sont encore présents (germe nitrate réductase =-).

~

On ajoute & la culture un peu de poudre de Zn.

On mélange, on laisse reposer : si les nitrates n'avaient
pas été utilisés, ils sont réduits chimiquement par la poudre de Zn
et la réaction colorée des nitrites apparait : rouge négatif ; par
contre si le milieu reste encore incolore, les nitrates avaient été
complétement réduits au dela du stade nitrite et la préssence de
bulles gazeuses dans la culture témoigne de la réduction des
nitrates en N2 gazeux.
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3.1.2.2.11 Oxydatian de sucres simples (mannitol,
sorbitol, érythritol, saccharose).

~ Principe : en aérobiose, l'oxydation des sucres conduit a

la formation d'acide pyruvique indépendamment de la voie de

métabolisme empruntée ce qui entraine une acidification du milieu .

En pratique on emploie un milieu minéral de base, milieu
A.R.J. par exemple, additionné d'un indicateur coloré qui est le
bleu de bromothymol (B.B.T) ; il peut étre liquide ou semi gélosé a
(4 g/1). A ce milieu stérile, on ajoute le sucre lui-méme stérilisé
par filtration sur membrane Millipore (0,22 um , REF, Millipore S.A
67. 120 Molsheim), pour l'amener & une concentration finale de
2°/.. : . :

Milieu ARJ (9).

- NH4H2PO4 1 g/l
- Kcl 0,2 g/l
- Mgso4 7H20 0,2 g/l
- B.B.T. : 0,03 g/1

- Aprés ensemencement, soit par une piqlre au centre du
culot (milieu semi gélosé avec une culture solide), soit & l'aide
de quelques gouttes d'une suspension dense (milieu liquide) et
incubation & une température optimale pour le germe considéré
pendant 3 & 5 jours, l'acidification du milieu se traduit par une
coloration jaune d'old utilisation du sucre correspondant.

3.1.2.2.12 Utilisation des acides organiques (DL-lactate, L
' ' (+) Tartrate, D(-) Tartrate) -

: Principe : en aérobiose, les acides organiques sont
métabolisés et donnent naissance a du gaz carbonique et de l'eau.

. En pratique, ils sont apportés sous forme de sels de
sodium. Leur métabolisation entraine donc une accumulation d'ions

- Na+ qui augmentent le pH de fagon impprtante.

Divers milieux minéraux ont &té utilisés. On conseille le
milieu A.R.J. déja utilisé par le métabolisme des sucres, dans
lequelle la substance & étudier est ajoutée & une concentration de
0,5 a 1% (9). ‘ : .

L'utilisation de 1l'acide orgahiquelse traduit’par un

virage au bleu aprés 2 & 5 jours d'incubation & une température
optimale. ‘ ‘

3.1.2.2.13 Recherche de la Polypectate & pH 5 et pH 8,5

- " Principe : L'activité de la polypectate est recherchée
par l'acidification qui résulte de la dégradation de
polygalacturonate alcalin par certaines bactéries.
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La formation de polypectate est recherchée sur gel de
polypectate de sodium :

Solution de bleu de bromothymol & 1,5 % 1 ml

-~ cacl2 a 10 % 6 ml
- Polypectate de sodium : : 22 g

Eau distillée 1000 ml
Ajuster & pH 5 ou pH 8,5 :
Autoclaver pendant 20 mn & 120°C, rajouter ensuite
100 ml d'agar stérile & 4 %. Répartir en boite de
Aprés ensemencement en spots et incubation pendant 3 & 5
jours & 24°C, l'utilisation de la polypectate se traduit par un
éclatement au niveau de la spot (73). _

3.1.2.2.14 Recherche gg 13 cytochrome C oxydase

Principe : On utilise des disques commecalisés par Bio
Mérieux ( Ref 53 381). Ces disques sont imprégnés d'oxalate de N-
dlméthylparaphenylénedlamlne ; ce composé est oxydé par le sYsteme
cytochrome C des bactéries dltes oxydase p051t1ve en un composé
violet (89). .

En pratique le disque a utlllser est placé sur une lame
porte-objet et humecté avec une ou deux gouttes d'eau distillée.
Sur ce disque, étaler une culture obtenue sur gélose nutritive ou
gélose Mueller-Hinton et prélevé i l'aide d'une pipette Pasteur. La
présence d'oxydase se manifeste par une coloration violette.

La réaction d'oxydase ne doit pas étre recherchée a
partir de milieux contenant des glucides fermentescibles (B.C.P.,
S.S., E.M.B., Mac Conkey, Hektoen), milieux susceptibles de donner

'des résultats faussement négatifs en partlculler chez les

Vlbrlonaceae.

3.1.3 Auxanogramme

3.1.3.1 Souches &tudiées

. Quatre groupes de souches ont été étudiées :

- 50 isolats de laurier palme, représentatifs de la
collection par leurs origines geographlques,
temporelles et variétales (Tableau XV).

- 58 souches isolées d'hétes varlés, apparentées a
l'espece P._szrlngae pv. sxrlngae (Tableau XVI).

- 50 souches de différents pat@ovars de P. sxrlngae et 4
’ vde pseudomonas phytopathogénes (Tableau XVII)

= Toutes les souches de P. szrl gae pv. savastanoi en
comparaison avec les 78 autres souches de référence
(Tableau XII, XIII). v
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3.1.3.2 Méthode et principe

L'assimilation des sources hydrocarbonées en temps que
source de carbone et d'énergie a été étudiée a l'aide de galeries
API 50 CH, LRA 50 AO, LRA 50 AA. Sur 147 substrats, 49 sucres, 49
acides organiques et 49 acides aminés ont été testés.

Chaque galerie est constituée de 50 microtubes comportant
chacun un tube en anaérobiose et une cupule en aérobiose. Le
premier tube contenant uniquement 1le mllleu de base, sert de témoin
négatif de cr01ssance.

Une suspension bactérienne de 1® bactéries /ml est
ajoutée au milieu utilisé : milieu minimum semi solide apportant
les éléments indisponsables d@ la croissance des microorganismes
(azote, acides aminés et facteurs de croissance ) :

Bacto Yeast Nitrogen Difco 6
Agar noble Difco 1
Tampon Sorensen M/10 pH 7 gsq 1000

7 g
/5 g
ml

La croissance est observée aprés 1, 2, 4 et 6 jours
d'incubation a 24°cC. . :

Les réactions positives sont reportées dans les colonnes
correspondantes de la fiche des résultats traduites en :

absence de croissance, comparable au témoin

+ II : croissance trés légére
+ I : croissance légére
+ ¢ croissance dense

- Au terme de 6 jours d'incubation, les résultas ont été
codés 0 ou négatif s'ils etalent notés - ou +II et 1 ou p051t1f
s'ils étaient +I ou +.
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Tableau XVII - Caractéristiques des souches des espéces de Pseudomonas
et des pathovars de P. syringae étudiés.
N R e S e s B S o e
Nom de l'espéce N° de 1a souche
ou du pathovar CFBP NCPPB Hote Pays Année Isolateur
—]
P.s. pv. aceris . T | 2339 | 958 [Acer sp. Etats-Unis : ARKP.A.
P.s. pv. aesculi T | 2894 Aesculus indica Inde 1980 | DURGAPAL J.C.
P.s. pv. anthirrini T } 1620 | 1817} Anthirrhinum majus Grande-Bretagne | 1965 | JONES G.E
P.s. pv. apii T | 2103.] 1626] Apium graveolens var. dulce| Etats-Unis 1942 | BURKHOLDER W.H.
P.s. pv. aptata T | 1617 | 871 |Beta vulgaris Etats-Unis 1959 | SNEIDER ClL.
P.s. pv. atrofaciens T | 2213 }2612]Triticum aestivum Nouvelle-Zélande | 1968 | WILKIE J.P.
P.s. pv. atropurpurea T | 2340 |2397|Lolium multifiorum Japon 1967 | TOMINAGAT.
P.s. pv. berberidis T { 1727 | 2724|Berberidis sp. Nouvelle-Zélande | 1972 } YOUNGIM.
P.s. pv. cannabina T | 2341 | 1437|Cannabis sativa Hongrie 1957 | KLEMENTZ
P.s. pv. ciccaronei T | 2342 {2355|Ceratonia siliqua Italie 1969 | ERCOLANIG.L.
P.s. pv. coronafaciens T | 2216 | 600 | Avena sativa Grande-Bretagne | 1958 { LELLIOTTRA.
P.s. pv. delphinii ) T | 2215 | 1879} Delphinium sp. Nouvelle-Zélande | 1957 | KEMP W.J.
P.s. pv. dysoxyli T | 2356 | 225 | Dysoxylum spectabile Nouvelle-Zélande | 1949 | DYE D.W.
P.s. pv. eriobotryae T | 2343 {2331] Eriobotrya japonica Etats-Unis 1970 § LAIM.
P.s. pv. glycinea T | 2214 | 2411}Glycine max Nouvelle-Zélande } 1968 WATSON DR.W.
P.s. pv. helianthi T | 2067 | 2640|Helianthus annuus Mexique 1972 | PIENINGLJ.
P.s. pv. hibisci T | 2895 Hibiscus japonica | JONES J.B..
P.s. pv. japonica T | 2896 | 3093] Hordeun vulgare Jfapon 1951 § YOSHIDAK.
P.s. pv. lachrymans T | 2440 | 537 |Cucumis sativus Etats-Unis 1935 | ARKP.A.
P.s. pv. lapsa T | 1731 {2096|Triticuwn aestivum (hybride) “ 1968 { CHAKRAVARTIB.P.
P.s. pv. maculicola T | 1657 |2039)Brassica oleracea lﬁlouvcllc—Zélandc» 1965 | SCHACKLETON D.
P.s. pv. mellea T | 2344 |2356|Nicotiana tabacum Japon 1968 | ONOK.
P.s. pv. mori T | 1642 | 1034|Morus alba Hongrie 1958 { KLEMENTZ
P.s. pv. mors-prunorum T | 2351 |2995|Prunus domestica Etats-Unis WORMALD H.
P.s. pv. myricae T | 2897 }3143{Myrica rubra Japon 1978 | OGINIC.
P.s. pv. panici T | 2345 |1498{Panicum sp. Etats-Unis 1963 | MOSKOVETS
P.s. pv. papulans T | 1754 12848} Malus sylvestris Canada 1973 | DHANVANTARI B.N.
P.s. pv. passiflorae T | 2346 | 1387\ Passiflora edulis Kouwllc-Zélmde 1962 | BAIGNENT NL, STARR MP
P.s. pv. persicae T | 1573 | 2761 | Prunus persicae France 1974 | PRUNIER J.P.
P.s. pv. persicae W 24-1 Prunus persicae } YOUNG JM.
P.s. pv. persicae W 24-2 Prunus persicae ‘ soCco
P.s. pv. persicae W 24-3 Prunus persicae ‘| YOUNG IM.
P.s. pv. phaseolicola (race 1) | T | 1390 | 52 |Phaseolus vulgaris Canada 1949
P.s. pv. philadelphi T | 2898 |3257|Philadelphus coronarius Grande-Bretagne | 1982 | ROBERTS S.J.
P.s. pv. photinae T | 2899 | - |Photinia glabra Japon 1983 | GOTOM.
P.s. pv. pisi: T | 2105 | 2585} Pisum sativum Nouvelle-Zélande{ 1969 | WATSON DR.W.
P.s. pv. porri T | 1908 |3364|Allium porrum France 1978 | SAMSONR.
P.s. pv. primulae T | 1660 | 133 |Primulae sp. Etats-Unis 1939 | ARKPA.
P.s. pv. ribicola T | 2348 | 963 |Ribes aureum 1946 { BOHN G.W.
P.s. pv. savasianoi T | 1670 | 639 |Olea europaca Yougoslavie 1959 { SUTICD.
P.s. pv. sesami T | 1671 {1016{Sesamum indicum Yougoslavie 1961 | SUTICD.
P.s. pv. striafaciens T | 1674 | 1898} Avena sativa 11966 | ELLIOTTC.
P.s. pv. syringae T | 1392 | 281 |Syringa vulgaris Grande-Bretagne | 1950 | SABETK.A.
P.s. pv. tabaci T | 2106 | 1427|Nicotiana tabacum Hongrie 1959 { KLEMENTZ
P.s. pv. tagetis T | 1694 |2488|Tagetes erecta Rhodésie 1972 | BRADBURY JF.
P.s. pv. theae T | 2353 | 2598|Theae sinensis Japon 1970 | GOTOM.
P.s. pv. tomato T | 2212 |1106{Lycopersicum esculentum | Grande-Bretagne | 1960 | LELLIOTT R.A.
P.s. pv. ulmi T | 1407 | 632 {Ulmus sp. Yougoslavie- - | 1958 | SUTICD.
P.s. pv. viburni T} 1702 | 1921} Viburnun sp. THORNBERRY HH
Pseudomonas amygdali T |W28.1 '
Pseudomonas amygdali 2354 Prunus amygdalus
Pseudomonas cichorii T | 2101 | 943 {Cichorium endiva RF. Allemande | 1929 | KOTTEW.
Pseudomonas viridiflava T | 2107 | 635 | Phaseolus sp. Suisse 1927 | BURKHOLDER W.H.
Femaraenecamenmm—ce 2 e L
T-souche type
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3.1.4 Méthodes de calcul
Les données des caractéres biochimiques ont été

étudiées, par analyse numérique des correspondances multiples, par
classification hiérarchique ascendante et en taxonomie numérique.

3.1.4.1 Analyse factorielle des corespondances multiples.

Ce type de calcul est essentiellement déscriptif et
s'apparente aux analyses en composantes principales. On considére
les souches comme é&tant des individus isolés représentant des
lignes (I), les substances é&tudiées sont considérées comme des
variables représentant des colonnes (J). Les individus et les
variables sont caractérisés par leur profil et leur masse (16).

La diversité des profils qui présentent les lignes ou
les colonnes requiert une représentation spaciale ou I sera
présenté dans l'espace des profils sur J, et J dans celui des
profils de I. L'ensemble des profils des diverses lignes et
colonnes, chacun muni de la masse qu'il représente, constitue le
nuage défini par les valeurs N(I) et N(J). Chaque nuage sera plus
au moins dispersé autour du centre de gravité. La dispersion peut
étre chiffrée globalement en calculant l'inertie totale du nuage
(la somme des inerties des divers points par rapport au centre de
gravité). Lorsqu'on écrit l'inertie totale du nuage comme la somme
des valeurs propres, on la considére répartie selon divers axes
principaux d'inertie. Pour rendre la construction des nuages
visible, on cherche & les projeter sur des axes principaux
d'inertie. o

La premiére est une droite qui passe par le centre de
gravité du nuage sur lequel est réalisé le maximum d'inertie du
~nuage projeté sur cette droite.

Le deuxiéme axe est une droite perpendiculaire au
premier axe passant par le centre de gravité, une droite sur
laquelle le nuage se projette avec l'1nert1e maximale et ainsi de
suite.

La projection d'un point sur un axe donne sera plus au
moins réelle. La valeur de cette projection peut étre estimée par
le cosinus carré de l'angle construit entre cet axe et la droite
qui regoit ce point avec le centre de gravité. Plus le 0051nus est
proche de 1, plus la projection du point est réelle.

Des projections du nuage sur des plans factoriels
(obtenus en prenant deux & deux les axes factorlels) donnent des
configurations lisibles et aident 1l'interprétation. Elles sont
données par l'ordlnateur.

3.1.4.2 Classifications ascendantes et descendantes
hlerarchlques

, Afin d'enrlchlr l'interprétation de sous-espace
factoriels (sans se limiter aux axes, ni aux plans), on procéde a

80



-~

I
S
i

kcrits par leurs coordonnées
|...est constituée par deux étapes:

17 qui correspond & une position
nt alors des groupements
~—iombre de classes stables dans

. ce cas une idée de 1la

"I"our celle-ci, il faut
—récédants comme des individus
~on ascendante de ce groupement

1 § ;ferentes coupures de ce

T dendrogramme et obtenlr un nompre de-classes différent.

3. 1 4.3 Taxonomie numérique

Les processus numériques font appel a& des méthodes de
classifications hiérarchiques. Ces méthodes procédent par
différentes étapes de calcul. Tous nos calculs ont été réalisé sur
un ordinateur IBM 3090 au Centre Reglonal d'Information de :
Marseille avec des programmes écrits en Cobol et assembleur.

3.1.4.3.1 Coefficient de Jaccard-Sneath

Aprés la saisie des données, on calcule pour chaque
palre de souches un indice de distance & partir du nombre de
caractéres étudiés. Pour ce calcul nous avons utlllse le
coefficient de Jaccard-Sneath.

3.1.4.3.2 Agrégation en grappes

L'analyse des grappes a été faite en uﬁilisant la
méthode des diamétres moyen des grappes : Unweighthed Pair Group
Method with Averages (UPGMA).

Dans cette technique un individu est agrégé & un groupe
au niveau taxonomique correspondant a sa distance moyenne par
rapport a tous les phénoytypes qui constituent le groupe. La
distance D entre deux grappes est calculee en tenant compte de
l'effectif de chaque groupe.

L'agrégation de 2 groupes nécessite le calcul de toutes
les distances des individus des 2 groupes pris 2 & 2 et le calcul
de la distance moyenne. Cette méthode necessite des ordinateurs
puissants, bulsque l'ensemble des distances de la matrlce est
recalculé & chaque étape du processus.

3.1.4.3.3 Tracé automatique )

En fin d'analyse, les étapes de cette agrégation pas a
pas sont représentées sous forme de dendrogamme, les différentes
grappes formées sont agrégées a des niveaux hiérarchiques (h)
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différents. La valeur h égale & 1 étant attribuée a la distance 1la
plus grande trouvée entre les grappes les plus é&loignées donc les
plus différentes.

3.1.4.3.4 Calcul du coefficient d'acuité

~

Le dendrogramme peut étre ensuite coupé & n'importe quel
niveau hiérarchique. Pour chaque niveau de coupure on mesure la

quantité d'information apporté ou coefficient d'acuité. Il tient

compte du nombre de phenotypes regroupés, du niveau de coupure, de
la différence entre le niveau de coupure et la derniére
agrégation. :

3.1.4.3.5 cCalcul du coefficient de capacité diagnostique

La mesure de la quantité d'information apportée pour
chaque test est appréciée par le calcul du coefficient de capacité
diagnostique (CCD). .

'3.1.4.3.6 Calcul des paramétres d'identification

Un programme d'identification numérique calcule les
paramétres d'identification suivants :

- la fréquence théorique d'apparition du phénotype dans
l'espéce, c'est & dire le prodult des pourcentages de positivité
pour les dlfferentes especes : c'est un reflet de l'atyple du
phénotype.

- Le pourcentage d'identification : rapport de la
fréquence théorique du phénotype dans l'espéce & la somme des
fréquences théoriques (91). Il mesure la discrimination.
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3.2 Résultats

Les résultats ont été 1nterpretes dans un premler temps
avec la collectlon des souches de P. syringae pv. syringae
et dans un deux%eme temps avec la collection des souches de P.
sxrlngae pv. savastanoi. L'interprétation des données a été faite
a l'aide d'analyses statistiques ; les résultats de chacun de ces
deux pathovars de P. syringae ont été comparés avec d'autres

pathovars de P. ‘sxrlngae et autres Pseudomonas phytopathogénes.

3.2.1 Souches de Pseudomonas. syringae pv. syringae

3.2.1.1 cCaractéres biochimiques en tubes

3.2.1.1.1 Souches de P. syringae pv. syringae isolées
de laurier palme. ’

Parmi lea 260 souches de collection, 29 souches

possédent une cyto?hrome C oxydase.

137 souches (Tableau XIV) isolées pr1n01palement de
lésions ont les caractéres suivants:

- fluorescence sur milieu-de King B,

- production de levane,

- absence de cyﬁochrome C oxydasé

- absence d'hydrolyse de la pectine

- absence d'argiaihe dihydrolase; |

- réaction d'hypersensibilité sur tabac,

- absence de nitrate réductase,

La majorité des 140 souches isolées de laurier palme
(Tableau XIV) s'apparentent au groupe Ia défini par Lelliott
et al (95). ‘

Trois souches ont montré une réaction négative vis-a-vis
du levane et cing vis-a-vis de la gélatine.

Toutes les souches assimilent le saccharose.

99% des souches isolées de laurier palme utilisent le
D(-) tartrate. Trés peu de souches utilisent le L(+) tartrate.
Suivant le profil d'assimilation des 3 acides organiques (DL -
lactate, L(+) tartrate et D(-)tartrate) et des sucres (sorbitol et
erythritol), six biotypes ont été définis (Tableau XVIII a). La
majorltﬂ des souches se trouve dans le biotype 3. Les 50 souches
utilisées pour 1l'étude en auxanogramme se répartissent dans les
biotypes 1, 2, 3, 4 et 6. La majorité des souches sont dans le
biotype 3 (Tableau XVIII c)
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Les 91 souches isolées par broyage ou par lavage de la
surface de feuilles saines, caractérisées par 9 caractéres
uniquement, sont plus variables que la majorité des souches
isolées de lésions (Tableau XIV). 13 souches ne possédent pas de
levane. Les caractéres ne sont pas suffisants pour rattacher les
souches King B positif, levane positif et oxydase négatif au
groupe Ia. Toutefois, en fonction de l'assimilation des 3 acides
organiques et deux sucres, la répartition des souches montre que
90% des souches se répartissent dans les biotypes 1, 2, 3, 4 et 5,
précédemment décrits (Tableau XVIII b). Le pourcentage de souches
dans le biotype 3 est plus faible que celui des souches isolées de
lésions. Le biotype 4 regroupe des souches qui utilisent le L(+) '
tartrate.

3.2.1.1.2 Souches de P. syrigae pv. syringae isolées de
différent hotes.

La majorité des 58 souches (98 %) sﬂapparéntent au

groupe Ia défini par Lelliott et al (95). Une souche ne posséde

pas le levane. Le caractére gélatine est particulérement variable
parmi ces souches. En fonction de l'assimilation des 3 acides
organlques et des sucres (sorbitol et érythritol), il est possible
de définir cing blotypes (Tableau XVIII d). La souche type de
P. syringae pv. syringae se trouve dans le biotype 2. Le biotype 3
est majoritaire. ‘

3.2.1.1.3 Discussion

Les souches isolées de lé51ons presentent une o

variabilité moindre que les souches isolées & 1la surface des

feuilles. Une majorité des souches est associée au grpupe Ia de
Lelliott et al (95). Toutefois peu de souches ont le brofll
caractéristique de P. syringea pv. szrlngae défini par Hildebrand
et Schroth (73). Le biotype majoritaire des souches, 1solees de
laurier palme ou des différents hdotes de P. syringea pv. syringae,
est caractérisé par l'assimilation du DL-lactate, du D( )
tartrate, du sorbitol et de l'érythritol. .

Il semble que le caractére gélatine ne 501t pas stable
dans le temps. En effet certaines souches de P. syringae pv.
syringae ont donné une réaction positive au moment ae leur
isolement et négative lors de notre étude. Le taux d'a551m11atlon
des sucres est comparable & celui observé par Sands et al (142).
La distinction en différents biotypes suivant l'assimilation des
acides organlques ‘et des sucres a déja servi pour la i :
classification des souches isolées de la flore de vigne (103).
biotype majoritaire de la flore de vigne correspond au biotype 9
de notre étude. ,

Certaines souches ne possédant pas de levane, isolées &
la surface des feuilles, peuvent appartenir a l'espéce P.
viridiflava. L'é&tude des caractéres supplementalres seralt
nécessaire. ‘ i
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Tableau XVIII - Biotypes des dlfferents groupes de souches de P. syringae

étudiées.
a - Biotypes des 140 souches isolées principalement de lésions
— ——s
~ Biotype Sorbitol Erythritol DL Lactate L (+) Tartrate D (-) Tartrate Nombrede %
souches
1 + + - - + 5 : ‘4
2 + + + - - 1 <1
— 3 + + + - + 123 89
4 + + + + + 9 6
5 - + + - + 1 <1
6 - - + - + 1 <1
b - Biotypes des 91 souches isolées de la surface des feuilles.
Biotype Sorbitol Erythritol DL Lactate L (+) Tartrate D (-) Tartrate Nombrede %
souches
o ! 4 + ) ; + 8 10
o 2 + + T+ - - 4 5
; 7 + - - + - - 1 1
4 + + o+ + + 16 21
| 8 + - + - + 5 7
5 - + o+ - + 1 1
-~ 9 + + - + + 1 1
10~ + + - - - 1 1
; ¢ - Biotypes des 50 souches isolées de laurier palme utlllsees en
| auxanogramme.
| Bmtype Sorbitol  Erythritol DLLactaw L(+) Tartrate. D.(-) Tartrate: Nombrede %
. souches
1 + + - - + 1 2
-~ 2 + + + - - 1 2
3 + + + - + 45 9%
4 + + + + + 2 4
6 - - + - + 1 2
a - Blotypes des 58 souches de P. syringae pv. syringae isolées
d'hétes dlfferents. ,
-
| SR —
ontype SOl‘bltOI Erythntol DL Lactate - L. (+) Tartrate D (-) Tartrate Nombrede %
. souches :
-~ 1 + o+ - - + 3 5
2 + + + - - 11 19
3 + + + - + 37 64
8 + - + - + 1 2
11 + . - - - + 6 10

N
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3.2.1.2. Etude des 167 caractéres biochimiques

Pour chaque analyse, nous avons cherché :

- a caracterlser les axes de l'analyse factorielle des
correspondances multlples (AFCM) en prenant les plus fortes
contributions (CTR),

\
- a déterminer les niveaux de coupure satisfaisants des

dendrogrammes reallses soit par la classification ascendante
hiérarchique (CAD), soit par la taxonomie numérlque. Les
coefficients de capacité dlagnostlc (CCD) ont servi a caracterlser
les classes def1n1es en taxonomie numérique.

Trois analyses ont été faites : la premiére concerne la
variabilité de 50 souches de laurier palme entre elles avec la
souche type de P. syringae pv. syringae (CFBP 1392), la deuxiéme a
été faite sur la variabilité sur 50 souches de laurier palme en
comparaison avec les 58 souches isolées de différents hotes, 1la
troisiéme concerne la comparaison des souches de P. syringae pv.
syringae avec 50 souches d'autres pathovars de P. szrlngae et 4
souches de Pseudomonas phytopathogénes.

3.2.1.2.1 Premiére analyse

3.2.1.2.1.1 Variabilité des 50 souches isolées de laurler
palme (Tableau XIX).

Les souches de laurier palme différent entre elles par
l'utlllsatlon de 45 substances blochlmlques : la variation est due
essentiellement aux acides organiques (39%). Six substances ‘
(succinate, D-malate, méso-tartrate, L-histidine, L—aspartate, L-
arglnlne) ne sont pas assimilées par la souche type de P. szrlngae
pv. syringae (CFBP 1392) alors que toutes les souches isolées
laurier palme ont donné des réactions p051t1ves vis & vis de ces
caracteéeres.

'3.2.1.2.1.2 Analyse factorielle des correspondances
multiples

: |
Les trois premiers axes ont pour valeur propre
respectives 0,32, 0,16 let 0,06, ce qui représente successivement
32,4%, 16,8% et 6, 26 de l'lnertle du nuage. En valeur cumulée, les
trois premiers axes rendent compte de 55,6% de l'inertie.

La plus forte contribution sur l'axe 1 (Figure 16) est
définie par la souche isolée de laurier palme U21.1 (contribution
sur l'axe : 0,975). Des substances a fortes contributions
caractérisent aussi cet axXe : érythritol- (CTR = 0,059), sorbitol-
(CTR = 0,059), trehalose+ (CTR = 0,059), D-raff1nose+ (CTR =
0,059), 2 ceto-glutarate+ (CTR = 0,059), L-thréonine+ (CTR =
0,059), L-tyrosine+ (CTR = 0,059), trlgonelllne-(CTR = 0,059), L-
orn1th1ne+ (CTR = 0, 059), beta-alan1ne+ (CTR = 0,059), amylam1ne+
(CTR = 0,059), ethanolamlne (CTR = 0,059).
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Tableau XX - Caracteéres biochimiques des souches de laurier palme ayant

une forte contribution sur les axes 1 et 2 défini
e e éfinis par

Axel:
Contribution | Substance Groupe 1 Groupe 2
| 9souches | 7 souches
0,135 o Hydroxybenzoate | -+ -
0,125 Benzoate - (55%) -
0,089 Glucosamine + - (66%)
0,087 Acétate - (55%) - _
0,086 D Lyxose - (55%) -
0,047 DL 5 Aminovalérate | - ]+
0,045 Itaconate - - , + (70%)-
0,044 N Caproate _ + (55%) +
]
Axe?2: |
Contribution | Substance : Groupe 1 | * Groupe 2 ]l
4 souches | 3souches '{
0,129 2 Cétoglutarate - +
0,103 L Cystéine - +
0,081 | Malonate ' - +(66%)
0,077 D Xylose +(50%) +
0,071 . | Glutarate = - + it
0,050 D(-) Tartrate + (75%) +
0,041 Diaminobutane - (66%)

0,037 - | DL 5 Aminovalérate| +(50%) | +

0,030 L Isoleucine - + (66%)

0,030 Itaconate | +(50%) -

0,027 - Sarcosine + (75%) + o
- + (66%)

0,025 N Vakérate

87



N

~

L'axe 2 est défini par la souche type (CFBP 1392) dont
la contribution sur l'axe est de 0,915. Elle se détermine par les
caractéres suivants : succinate- (CTR = 0,110), D-malate~ (CTR =
0,0110), mé-sotartrate~ (CTR = 0,0110), L-isoleucine+ (CIR =
0,0110), L-aspartate- (CTR = 0,110, L-arginine- (CTR = 0,0110),
D(-) tartrate- (CTR = 0,065), p-hydroxybenzoate- (CTR =
0,062), fumarate- (CTR = 0,059), L-histidine- (CTR = 0,037), D
Xylose- (CTR = 0,034), Tween estérase- (CTR = 0,020).

La projection sur les axes 1 et 2 (Figure 16) montre que
ces deux souches se trouvent aux deux extrémités des axes et que
les 49 autres souches isolées de laurier palme sont concentrées
autour du centre de gravité .

Les souches U21.1 et 1392 se distinguent donc trés
nettement des autres par leurs fortes contributions sur les axes.
Aussi, afin d'observer la variabilité des souches isolées de
laurier palme, nous avons refait une analyse en mettant ces deux
souches en individus supplémentaires, qui ne contribuent pas alors
4 l'inertie des axes.

Pour cette analyse, les deux premiers axes rendent
compte de 21,9% de l'inertie. L'axe 1 (Figure 16) est construit
par deux groupes de souches qui s'opposent en fonction de
l'utilisation de certaines substances dont le o.hydroxybenzoate et
le DL 5-aminovalérate (Tableau XX). L'axe 2 permet de discriminer
deux autres groupes qui différent surtout par le 2 céto-glutarate,
la L-ysteine et le glutarate (Tableau XX).

3.2.1.2.1.3 Classification hiérarchique ascendante

Une coupure du dendrogramme en 3 classes semble
satisfaisante (Figure 17). Trois phénotypes sont isoles
représentant les souches S556.1, U21l.1 et 1392.

- La classe 1 est constituée de 46% des souches qui sont
en majorité dqu cdté négatif de l'axe 1 et du cdté positif de l'axe
2 (sauf pour la souche T78. 1) (Figure 16)

- La classe 2 correspend a 32 % des souches qui ont
discriminées de part et d'autre de l'axe 1 et du cb6té négatif de
l'axe 2.

La classe 3 rassemble les souches distribuées du cété
positif de 1l'axe 1 et de part et d'autre de l'axe 2.

Ces différentes classes se caractérisent suivant

l'assimilation de neuf substances et partlculerement du malonate
(Tableau XXI).

3.2.1.2.1.4 Taxonomie numérigque

La coupure du dendrogramme au niveau 0,084 (Figure 18)
donne 6 classes et 10 phénotypes isolés. Quinze substances peuvent
caractériser ces classes (Tableau XXII). Les souches U21.1 et 1392
sont trés différentes des autres souches. On retrouve une relation
entre les 3 classes obtenues par la CAH et les 6 classes de la
taxonomie numérique. :
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La classe 1 définie par la CAH regroupe les classes 1,
3, 6, une souche de la classe 4 est un phénotype isolé (L160.1).

La classe 2 définie par la CAH correspond a la classe 2
et renferme un phénotype isolé (U45.4).

La classe 3 définie par la CAH correspond & la classe 2
et renferme une souche de la classe 4, la classe 5 et quatre
phénotypes isolés (U32.4, U43.2, U45.5, T78.1).

3.2.1.2.5 Discussion

Les souches isolées a partir du laurier palme montrent
une certalne hétérogénéité sur le plan biochimique. Une souche
(U21 1) se distingue nettement des autres. Aucune corrélation
n ex;ste entre la présence d'une souche dans une classe et son
origine géographique ou variétale, ou avec le pouvoir pathogéne de
cette souche. Les caractéres définissant la variabilité sont
principalement des acides organiques. L'assimilation du DL-lactate
et du L(+)tartrate ne permettent pas de bien caractériser les
classes définies contrairement aux biotypes. De plus peu de
caractéres biochimiques en tubes, utilisés en réutine dans de
nombreux laboratoires, interviennent dans la définition de 1la
variabilité des souches isolées de laurier palme;

On trouve une bonne corrélation entre la production
d'acides a partir de l'érythritol et du sorbitol sur milieu semi-
gélosé et leur assimilation par méthode API. Cela n'est pas tout a
fait le cas pour les acides organiques (DL—lactate, D(-) tartrate,
L(+) tartate). Sur milieu d'Ayers (9) 1l'ensemble des souches a
tendance & utiliser le D(~) tartrate alors qu'en microtube API,
l'assimilation est trés faible.

Les souches isolées de laurier palme sont trés
différentes sur le plan biochimique de la souche type de
P. szrlngae pv. syringae (CFBP 1392). Cette derniére se
différencie des autres souches par 6 caractéres. Les caractéres
communs de la souche CFBP 1392 ont été comparés avec ceux des
groupes Ia et If définis comme P. syringae respectivement par
Mlsaghl et Grogan (119) et Sands et al (142). La souche type se
distingue respectivement par 5 et 6 caractéres.

Deux hypothéses peuvent étre faites a ce niveau :
- les souches isolées de laurier palme ne peuveht étre
définies comme P. syringae pv. syringae car elles différent de 1la

souche type par de nombreux caractéres blochlmlques,

- la souche de référence CFBP 1392 n'est pas
représentative du pathovar syringae.
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3.2.1.2.2 Deuxiéme analyse

3.2.1.2.2.1 Variabilité des 50 souches isolées de laurier
alme et des 58 souches de P. syringae pv.
syringae isolées de . différents hotes

Ces 108 souchgs se différencient entre elles par
l'utilisation de 79 substances dont 20 sucres, 22 acides aminés et

27 acides organiques (Tableau XIX).

3.2.1.2.2.2 Analyse factorielle des correspondance multiples

En valeur cumulée, les trois premiers axes rendent
compte de 35,5 % de 1l'information.

L'axe 1 (Figure 19) est construit par les souches CFBP
1787 (isolée de Allium cepa) et CFBP 1701 (isolée de Persea
americana) dont chaque contribution est de 0,419. Elles sont
situées de part et d'autre du cété positif de l'axe. Ces deux
souches sont trés différentes des autres souches de P. syringae
pv. syringae. Elles n'assimilent pas l'heptanoate (CTR = 0,080),
le caprylate (CTR = 0,080), et le caprate (CTRl— 0,055).

La souche CFBP 1701 n'utilise pas le: L malate (CTR =
0,043), le L-arabinose (CTR = 0,043), le L -spartate (CTR =
0,031), le ribose (CTR = 0,030) et le DL-glycerate (CTR = O, 030)

La souche CFBP 1787 se distingue par | l'absence
d'hydrolyse de l'esculine (CTR = 0,038) et de 1'a551m11atlon du
citrate (CTR = 0,080), du pelargonate (CTR = 0,038), de l'arbutine
(CTR = 0,038) et du 2 céto-gluconate (CTR = 0 030)

: L'axe 2 (Figure 19) est construit par la souche isolée
de laurier palme U21.1 dont la contrlbutlon est de 0 ,884.

L'axe 3 (Figure 20) est déterminé par les souches CFBP
1701 et 1787 dont les contributions sont respectlvement de 0,297
et 0,491, la souche type CFBP 1392 est une souche isolée de
poirier (CFBP 311) de contributions 0,053 et 0:050.

La projection des individus sur les axes 2 et 3 montrent
que les souches CFBP 1787 et 1701 s'opposent diamétralement. La
souche type ainsi que la souche CFBP 311 se distinguent des
souches isolées de laurier palme et des 54 souches identifiées

comme P. syringae pv. syringae. i

En valeur cumulée, les trois premlers axes rendent
compte de 21,6 % de l'1nformatlon.

L'axe 1 est construit par un groupe de 7 souches isolées
d'hoétes différents situées du cété positif (Flgure 19). Les deux
souches isolées de Magnolia sp. sont dans ce groupe qul se.
distinguent des autres souches de P. syringae pv. syringae par
l'utilisation ou non d'un certain nombre de substances
biochimiques (Tableau XXIII). La souche R10.1 a un profil assez
différent des 6 autres souches. Les isolats CFBP 1776 et P64.4,
discriminés du cété positif de 1l'axe 1 et 2, se distinguent par
l'utilisation de la L-phénylamine, L-ornlthlne et du
diaminobutane. ‘

|
i
|
|
i
i
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Tableau XXIV - Profil biochimique des souches ayant une forte contribution
sur les axes 1 et 3, définis par 1'AFCM sur les souches de
P. syringae pv. syringae isolées de différents hoétes.

Contribution | Substance Groupe 1 | Groupe 2
15 souches 10! souches

!

0,054 Glucosamine + - (90%)

0,054 " Malonate + - (60%)

0,053 Glycine + (53%) -

0,046 DL 5 Aminovalérate | + - (70%)

0,034 N Caproate + (80%) - (60%)

0,030 Glutarate: + - (60%)

0,029 L Isoleucine - (67%) -

0,025 L Proline + (67%) - (80%)

0,021 Erythritol + (93%) - (50%)

0,020 D (-) Tartrate + (73%) + |




L'axe 2 est surtout construit par la souche
CFBP 1408, isolée de peuplier. Les souches CFBP 600, CFBP 1692,
S9.6 et CFBP 1408 ont en commun l'utilisation!/du o.hydroxybenzoate
contrairement & la souche CFBP 1760 (Tableau XXIII).

La projection des individus sur les axes 1 et 3 permet
de distinguer trois groupes (Figure 20 ).

L'axe 1 définit le groupe comportant les 7 souches,
décrit plus haut. L'axe 3 distingue deux autres groupes qui sont
discriminés de part et d'autre de cet axe et dont le prof11
biochimique est donné dans le Tablleau XXIV).

3.2.1.2.2.3 Classification hiérarchique ascendante

Une coupure du dendrogramme (Figure 21) en 3 classes est
satisfaisante. Trois phénotypes sont isolés (CFBP 1701, 1787 et
U21.1). On retrouve par cette analyse le caractére marginal de ces
- souches. : :

La premiére classe comporte 96 souches dont 49 isolées

- de laurier palme et 47 identifiées comme P. syringae pv. syringae.
Cette classe pourait étre subdivisée en deux sous classes dont
l'une serait constituée uniquement de souches isolées de

différents hotes.

La classe 2 renferme la souche type de P. syringae pv.
syringae (CFBP 1392) et la souche isolée de poirier (CFBP 311).

La classe 3 est constituée de 7 souches isolées de
différents hétes. Les deux isolats de Magnolla sp. sont groupés
dans cette classe.

3.2.1.2.2.4 Analyse en taxonomie numérique

La coupure du dendrogramme au niveau 0,138 permet de
définir 7 classes et 10 phénotypes isolés (Figure 22). Les classes
peuvent se différencier par 27 caractéres blochlmlques (Tableau
XXV) .

La classe 1 pourralt étre considérée comme un phénotype
isolé. En effet elle est lconstituée des souches CFBP 1392 et 1393
qui sont en fait deux répétltlons de la souche CFBP 1392. '

La classe 2 est constituée de 5 souches isolées de
laurier palme (10 %) et d une souche 1solee de harlcot

La classe 3 regroupe 4 souches de collectlon isolées de
dlfferents hotes (Cucurblta, Euphorbia, Magnolla, Prunus persica).

La classe 4 est uniquement constituée de souches de é.‘
syringae pv. syringae dont 5 isolées de Rosacees. : |

La classe 5 caracterlse les 2 souches isolées de
peuplier.

|
|
|
|
I
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La classe 6 majoritaire renferme 64 % des souches
étudiées. Elle regroupe 44 souches isolées de laurier palme (88 %)
et 25 souches isolées de différents hotes (43 %). Ces souches ont
été isolées de 24 espéces dont la majorité appartient & la famille
des Rosacées.

La classe 7 est constituée de 5 souches de P. syringae
pv. syringae. Les deux isolats de Forsythia sont dans cette

classe.

# Certains phénotypes isolés pourraient é&tre rattachés a
des classes, ainsi, les souches P65.4 et CFBP 1776 & la classe 3,
la so?che CFBP 311 & la classe 4 et la souche N12.2 & la classe 7.

|
3.2.1.2.2.5 Discussion

La souche U21.1 est trés marginale par rapport aux
autres souches isolées de laurier palme et par rapport a celles
isolées de différents hétes. Il semble que les souches CFBP 1701
(isolée de Persea americana) et CFBP 1787 (isolée de Allium cepa)
ont été & tort identifiées comme P. syringae pv. syringae. Elles
sont trés éloignées de la souche type et de l'ensemble des souches

de P. syringae pv. syringae.

v Les souches de laurier palme ne forment pas un groupe
homogéne mais se trouvent dispersées parmi les souches parmi les
souches isolées de différents hétes. Toutefois, cette dispersion
est moins 1mportante que celle des souches de P. syringae pv.
syringae. Les souches isolées de laurier palme sont réparties en 2
Classes alors que les souches isolées de différents hétes sont
distribuées dans les 7 classes dé&finies par la taxonomie
numérique.

L'appartenance & une classe n'est pas corrélée avec
l'origine de 1'héte & l'exception de la classe 5 qui regroupe les
souches isolées de Populus sp. L'étude sur un plus grand nombre de
souches isolées de peuplier serait blen sir souhaitable pour
confirmer ce resultat.

La majorlte des souches 1denF1f1ees comme P. syringae
pv. syringae se distingue nettement ds la souche type. Ces
résultats confirment 1l'hypothése que 1a souche CFBP 1392 ne serait
pas un bon representant du pathovar szrlngae.

La classe 6 définie par la taxonomle numerlque regroupe
88 % des souches isolées de laurier palme et 43 % des souches
isolées de différents hétes. Cette classe pourait étre
représentative du pathovar syringae. Les caractéres deflnlssant
cette classe seraient ceux permettant de dlstlnguer P. syringae

pv. syringae.

L'érythritol et les acides organiques DL-lactate et D(-)
tartrate ont une forte contribution dans la dlstlnctlon de ces
classes.
En revanche, la classe 3 se dlstlngue tres nettement de
l'ensemble des autres classes par l'absence d'assimilation de
1'érythritol et du DL-lactate et par l'utilisation du D(-)
tartrate. C'est le seul cas ol 1l'on a une bonne corrélation entre
la production d'acide sur milieu d'Ayers (9) et l'assimilation du
D(-) tartrate par la méthode API.

a7
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La microméthode API semble relativement fiable puisque
les deux représentants de la souche CFBP 1392, dont les caractéres
ont été étudiés par deux personnes différentes, se retrouvent
exactement au méme endroit et dans la méme classe.

Il est nécessaire de faire intervenir les individus
marginaux (de trés forte CTR ou trés éloignés sur l'axe) en
éléments supplementalres pour avoir un apergu de la variabiliteé
des souches situées autour du centre de gravité. Cette méthode est
4 priori intéressante pour caractériser des individus marginaux
parmi une population hétérogéne mais n'est pas tout a fait adaptée
4 des études en taxonomie. La taxonomie numérique permet de mieux
apprécier la variabilité des individus. Cependant, les différentes
anlyses donnent des résultats assez comparables.

3.2.1.2.3 Toisiéme analyse

Pour les raisons évoquées ci-dessus, seule la taxonomie
numérigque a été faite.

3.2.1.2.3.1 Variabilité de 50 souches de laurier palme, 58
souches isoldes de différents hotes, 4 souches
de Pseudomonas phytopathogénes et les 50 souches
des pathovars de P. syringae.

Ces 162 souches se différencient par 108 caractéres
(T?bleau XIX).

3.2.1.2.3.2 Analyse taxonomique

Si on effectue une coupure au niveau 0,13 (Figure 23),

. on obtient alors 14 classes et 45 phénotypes 1soles dont P.

cichorii, P. viridiflava, 34 souches appartenant aux 32 pathovars
de P. syringae, 8 souches identifiées comme P. syringae pv.
syrlngae et une souche de laurier palme (U21.1).

Certaines classes renferment regroupent des pathovars
dont les profils biochimiques sont proches :

- classe 6 : pv. tabac1 et pv. mellea

- classe 7 : pv. papulans et pv. panici,

- classe 9 : pv. aptata et pv. dysoxyli,
~ . classe 10 : pv. berberidis et pv. philadelphi,

- classe 11 : pv. myricae et pv. photiniae.

La classe 8 comprend les deux souches de

P. amygdali.

La classe 13 renferme 80 souches dont 43 isolées de
laurier palme (86 %), 36 souches de P. syringae pv. syringae
isolées de différents hotes (62 %) et un pathovar de P. syringae
(atrofaciens).
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Les souches isolées de laurier palme se répartissent
dans 3 classes alors que les souches identifiées comme P. syringae
pv. syringae sont dispersées'dans 6 classes.

La souche type de P. syringae pv. Sy rln ae (CFBP 1392)
s'individualise dans la classe 3. Les deux souches i1solées de

Populus identifieés comme P. syringae pv. syringae sont regroupées
dans la classe 12.

Lorsque le niveau de coupure est plus élevé (0,16), on
obtient toujours 14 classes mais 32 phénotypes isolés. En effet
les classes 1, 5, 7, 9 et 14 définies précédemment se trouvent
regroupées dans la nouvelle classe majorltalre 14. Elle comprend
48 souches isolées de laurler palme (96 /), 43 souches identifiées
comme P. syringae pv. syringae (74 6) et 6 pathovars de P.

syringae.

Les classes 2, 3, 6, 8, et 10 n'ont pas changé et ont
été renommées respectivement classes 2, 3, 7, 10 et 11. Par
contre d'autres regroupements ont été faits parmi les 45
phénotypes précédemment définis. Ainsi ont été regroupé :

- dans la classe 4, les pathovars maculicola et
apii,

- dans la classe 6, les pathovars coronafaciens et
striafaciens,

- dans 1a.clésse 8, les pathovars passiflorae et
- dans la classe 9, les pathovdrs ribicola et
primulae,

- dans la classe 12, les pathovars photiniaé, myricae
et aesculi. ‘

Ces différentes classes se distinguent en fonction de
l'assimilation des caractéres dont les coefficients de capacxte de
dlagnostlc sont élevés (Tableau XXVI).

Nous avons réalisé un troisiéme niveau de coupure:
(0,236). on obtient alors 8 classes et 19 phénotypes isolés.

La classe 1 caractérise le pathovar Eer51cae regroupant
des souches isolées de France et de Nouvelle-Zélande.

La classe 2 semble caractériser le pathovar tomato. Six
souches identifiées comme P. syringae pv. syringae, isolées de
différents hétes s apparentent plus au pathovar tomato qu'au
pathovar syringae. Trois pathovars, maculicola, apii et anthirrini
ont des profils blochlmlques trés proche du pathovar tomato.

La classe34 caractérise 1! espece P. amygdali.

La classe 8 renferme 68 % des souches étudiées et
comprend 49 souches isolées de laurier palme (98 %), 48 souches
identifiées comme P. sxrlngae pv. syringae (83 %) et 13 pathovars

de P. sxrlngae.
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3.2.2 Souches de P. syringae pv. savastanoi

Trois analyses ont été faites pour 1l'interprétation des
167 caractéres biochimiques :

- la premiére concerne toutes les souches étudiées c'est
a4 dire les 143 souches de P. syringae pv. savastanoi (Tableau XII)
en comparalson, avec les 78 souches type dont 41 pathovars de P.
syringae, 35 souches de Pseudomonas fluorescents et non
fluorescents, 1 souche d'Agrobacterium tumefaciens et 1 souche de
Xanthomonas. campestris pv. campestris (Tableau XIII).

~ la deuxiéme a été faite uniquement sur les souches type
appartenant aux différents pathovars de P. syringae y compris
P. sxrlngae pv. savastanoi et P. viridiflava (groupe I et IT de
Telliott, tableau XIl1).

- la troisiéme n'a concerné que les souches de P. syringae
pv. savastanoi (Tableau XII).

3.2.2.1 Premiére analyse

©3.2.2.1.1 Variabilité de l'ensemble des souches testées

" Les 221 souches ont répondu positivement au fumurate et
negatlvement 4 10 substrats : L-xylose, I.O.méthyl- alpha-D-
xyloside, inuline, DL-norvoline, L-méthionine, 3 amino-benzoate,
4 amino~benzoate, urée, acétamide, éthylamine. Les substances I.O
méthyle-beta-D-xyloside, I.O.méthyl-alpha-D-glucoside, lactose,
mélizitose et D-turanose n'ont &té uniquement utilisés gque par
Agrobacterium. tumefaciens. ,

Les groupes I et II de Lelliott ont donné des réponses
positives & 6 caractéres en plus du fumarate : tabac, D-glucose,
D-fructose, gluconate, succinate, et L-glutamate et des réponses
négatives & 64 caractéres : oxydase, nitrate, arginine, pectine,
D-arabinose, L-arabinose, dulcitol, N-acétyl-glucosamine,
amygdaline, arbutine, D-cellobiose, mélibiose, glycogéne,
gentibiose, D-tagatose, D-fucose, L-fucose, L-arabitol,

2 cétogluconate, 5 céto-gluconate, acétate, propionate, butyrate,
isobutyrate, N-valérate, isovalérate, adipate, pimalate, subérate,
azélate, sébacate, glycolate, levulinate, citraconate,
phénylacétate, benzoate, o.hydroxybenzoate, m-hydroxybenzoate, D-
mandélate, L-mandélate, phtalate, iso-phtalate, tere-phtalate,
glycine, L-isoleucine, L-norleucine, DL-2-amino butyrate, L-
thréonine, D-tryptophane, L-tryptophane, L-ornithine, L-lysine, DL~
kynurénine, créatine, beta-alanine, DL-3 amlno-butyrate,
butylamine, amylamine, éthanolamine, benzylamlne spermine,
histamine, tryptamine.

P. syringae pv. savastanoi posséde une DNase et utilise
le saccharose, le mannitol, le D-galactose, le D-mannose, le L(+)
tartrate, 1le DL-glycerate, le L-malate, le L-pyruvate, le
L-aspartate, le citrate et le L-proline ; cette espéce est négative
vis a vis de 29 caractéres : gélatine, esculine, DL~lactate,
érythrytol, Tween estérase, polypectate de sodium pH 8,5, adonitol,
maltose, L-sorbose, tréhalose, salicine, amidon, xylitol, D-xylose,
oxalate, maléate, malonate, D-tartrate (API), DL-3 hydroxy-
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butyrate, mésaconate, méso-Tartrate, L-cysteine, L-phényl-alanine,
L-citruline, 2 amino-benzoate, Di-amino-butyrate, glucosamine, L-
isoleucine, L-valine.

L'examen de l'utilisation des 167 substrats étudiés
(Flgure 24), montre que les 41 pathovars de P. syringae,
P. viridiflava et P. cichorii (groupe I,II et III de Lelliott,
tableau X111), assimilent moins de substrats (24 & 62) que les
groupes IV et V (66 & 111) et certaines bactéries non fluorescentes
comme P. cepacia, P. corrugata, P. gladloll pv. gladioli,
P. ladioll pv. alliicola, P. rubrisubalbicans et A. tumefaciens
dont 1'assimilation des différents substrats est comprise entre
(62-111) . Les autres bactéries non fluorescentes P. solanacearum,
P. pesudoalcaligenes, P. stutzeri, P. alcaligenes et X. campestris
pv. campestrls consomment entre 19 et 42 substances.

L'utilisation des sucres (Figure 25), montre que :

- les groupes I, II et III utilisent entre 8 et 12
sucres (P. syringae pv. phaseollcola et P. syringae pv. cannabina

- utilisent seulement 7 et 8 sucres respectivement),

- les groupes IV et V (Tableau XIII), utilisent entre 7

et 21 (mais certaines bactéries non fluorescentes : P. gladioli pv.

gladioli, P. gladioli pv. alliicola et P. cepacia consomment 23,
24, 33 respectlvement),

: \
- P. alcaligenes n'a utilisé aucun ‘sucre et P.
pseudoalcallgenes a seulement utilisé le D-fructose. P. ’
solanacearum utilise entre 2 et 12 sucres,

- A. tumefaciens est la plus consommatrlce de sucres :
36 sucres. _

L'utilisation des acides organiques (Figure 26) est aussi
- variable : |

|

- les groupes I, II et III n'en utilisent qu'entre 4 et 5
pour P. syringae pv. lachrymans et P. syringae pv. cannabina et 22
pour P. syringae pv. dysoxyli et P. “viridiflava, )

- les bactéries des groupes IV, V et les pseudomonas non
fluorescents (P. corrugata, P. cepacia, P. ladioli pv. allllcola,
P. rubrilineans et B. rubrlsubalblcans) en utilisent entre 22 et
37, P. gladioli pv. gladlol est la bactérie qui utilise le| plus
d'ac1des organligues,

- P. solanacearum, P. alcaligenes et P. pseudoalcaligenes
utilisent entre 6 et 11,

- A. tumefaciens et X. campestris pv. campestris
utilisent 13 acides organlques.

L'utlllsatlopn des acides aminés (quure 27) est
sensiblement la méme que celle des acides organiques.

- P. cepacia est la bactérie qui consomme le plus
d'acides aminés : 35. P. pseudoalcaligenes utilise seulement deux

|
|

{
|
i
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acides aminés par contre 'P. solanacearum et X. campestris pv.
campestris n'en utilisent aucun,

- parmi les groupes I,II et III : P. syringae pv.

'cannablna, P. sxrlngae pVv. lachrymans et P. szrlngae pVv.
phaseollcola n'utilisent que 4 ou 5 acides aminés. Les autres

souches utilisent entre 8 et 17.

3.2.2.1.2 Analyse factorielle des correspondances multiples

L'analyse factorielle des correspondances multiples
(A.F.C.M.) montre que le maximum d'informations est porté sur les
trois premiers axes factoriels puisque la somme des valeurs propres
(37,66 6) est significativement représentative.

L'examen de la projection du nuage des individus sur des
plans factoriels (Figure 28,29,30) et la sélection des individus et
des variables qui ont de fortes contributions sur les axes
factoriels (Tableau XXVII et XXVIII) permet de définir ces axes.

~ Le premler pourrait étre défini par le 2 céto—gluconate,
l'acetate et le tabac. Les bactéries qui ont repondu positivement
~aux deux premiers tests et négativement au troisiéme, sont situées
du cb6té négatif de l'axe et sont donc opposées aux bactéries des
groupes I, II qul sont tabac positif (Flgure 28).

Les bactéries qui consomment peu de substances (P.
solanacearum, P. stutzeri, P. alcallgenes,»P pseudoalcaligenes et
X. campestris pv. campestris) contribuent & la construction de
1'axe 2 et sont oppoées aux bactéries qui utilisent beaucoup de

substances (P. cepa01a, . gladioli pv. gladloll et P. gladloll pv

alliicola).

Le tr0151éme axe pourrait étre défini par l'utlllsatlon
de l'arglnlne ce qul est le cas de P. fluorescens. '

La projection des individus sur le plan I x 2 (Figure 28)
montre que. : ,

. - les groupes IV et V de Lelliott, P. corrugata, P.
uscovaginae,  P. cepacia, P.»gladlol pv. gladloll P. gladioli pv.
alliicola et P. caryophylll qul ont des fortes contributions surp
1'axe 1, sont réparties sur la partie négative de cet axe. D'autres
bacterles (P. solanacearum, P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes,
P. stutzeri et X. campestris pv. campestris) sont dlscrlmlnées
seulement par l7axe 2,

- les groupes I, II et III de Lelliott sont concentrés

autour du centre de‘grav1té
| |

La prOJecﬁlon des individus sur le plan I x 3 (Figure 29)

montre que : -
: - les bacterles qui sont discriminées par l'axe 1 (plan
Ix 2) sont ici séparées par l'axe 3 en deux sous—-groupes. L'un
contient les groupes IV et V de Lelliott, P. corrugata et P.
fuscovaginae qui sont opposés & d'autres bactéries non
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Tableau XXVIII - Contribution des souches

=~

a la construction des axes

factoriels.
AXES
1 2 3
Code
Nom de la bactétie de la | CORD Cf:; COs? | CORD CA():ST COSs? | CORD CAOI?ST cos?
souche )
p. cepacia CEP 1| - 2.51 | 12,57 0,59 1,02 | 611 | 01 | - 1,28 9,73 0,15
p. cepacia CEP 2 { - 2,45 | 11,98 0,57 0,98 | 565 | 009 |- 1,21{ 869 0,14
p. gladioli pv. gladioli GLA | -206) 851 | 035 | 087 | 442 | 006 |- 046} 1,24 0,02
p. fluorescens FLU S | - 1,67 ] 558 0,36 0,43 | 1,13 0,02
p, $hiorescens FLU 7 | - 151 | 4,53 ] 047 0,31 | 0,57 0,02
p.g.pv. alliicola ALl | - 4,39} 3,87 | 0,41 0,31 | 057 | 6,02
p. gluorescens FLU 1 | - 1,20 | 2,87 0,64 - 0,51 1,48 | 0,04 0,66 2,56 0,13
p. putida PUT Vv - 1,200 2,87 021 | -0,5] 1,48 | 004
| p. aeweginosa AER 1,09 | 2,84 | 0,39 043 | 1,1 | 005 0,36 | 0,77 0,04
p. matginalis pv. matg MAR | - 1,16 | 2,69 | 0,37 0,64 | 2,44 0,11
p- wbisubalbicans RRS | - 093 | 1,74 | 022
p- whrdineans RUB - 0,82 1,36 0,19
p. $luoscens FLU 2 | - 072 1,02 | 026 |- 0,40 | 0,93 0,08
p- pseudoalcaligenes ALCT 1 - 1,55) 13,99 | 0,50 | - 852 | 1,58 0,06
p. stutzeu STT | - 0,511 0,53 | 006 |- 26| 9,27 {034
p. alcaligenes ALC - 1,121 735 | 036
p.solanaceaum soL 3 - L1 7,25 | 047 | - 064 | 1,17 0,07
p. solanaceawum SoL 1 - 1,06] 65 {035 |- 035|074 0,04
X. campestws pv. camp. | XCC - 0,99 568 025 | - 0,58 | 2,03 0,09
p. solanacearwum SOL 2 - 0,85{ 422 | 0,28 )
p.s.pv. lachiymans LAC -051] 1,49 |03 |-036] 076 0,07
p-s.pv. cannabina CAN - 049 1,38 | 021 0,31] 0,57 0,09
agrobacterium tumed. AGR |- 1,24 i 06 | 0 - 2,26 { 30,56 0,38
p.m.pv. pastinacae PAS |- 1,131 2,55 | 040 0,8 3,82 0,2
p. tolaasii TLS 2 |- 1,151 2,65 | 0.46 0,73 { 3,15 0,18
p. corwugata COR 2 |- 1161 2,69 | 049 0,70 | 2,94 0,18
p. tolaasii TLS 1 |- 1,06 ¢ 2,15 | 0.1 0,70 | 2,92 0,19
p. fluorescens FLU 3 [ - 115 | 2,63 | 0.44 0,67 | 2,65 0,15
p. fluorescens FLU &4 | - 1,07 2,27 0,42 0,62 2,29 0,14
p. putida PUT 2 |- 078 , 1,20 | 0,29 0,58 | 1,97 0,16
p-m.pv. alfalfa ALF 1. 089 1,59 | 028 6,52 | 1,62 0,10
p. fluotescens FLU 6 |- 049 | 0,48 | 0,19 0,45 | 1,22 0,16
p. corwgata COR 3 |- 0411 034 1 0,4 0,41 | 0,99 0,14
p- corwgata COR & {- 044 ' 038 | 0.7 0,37 | 0,81 0,12
p-s.pv. phaseolicola PHS | : - 0371079 o008 | - 37 | 0,81 0,08
p- cortwgata COR 1 !- 064 038 | 017 0,52 | 0,59 0,07
p. fuscovaginae FUSC |- 0,50 | 0,50 | 0,18 0,27 | 0,45 0,05
P- caryophylii CAR |- 0,39 { 630 | 0.0 - 0,23 | 0,31 0,02

f . CONT ABS =

Contribution absolu

COS? = Cosinus carr is

CORD = Coordonnées .sur !"axe
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’ ,sur l'axe 2,

fluorescentes comme P. cepacia, P. gladioli pv. gladioli et A.
tumefaciens, '

- P. solanacearum, P. pseudoalcaligenes, X. campestris
pv. campestris et les pathovars de P. syrindgae : pv. phaseolicola,
pv. lachrymans et pv. cannabina sont discriminés unlquement par
l'axe 3.

Sur le plan 2 x 3 (Figure 30), cing groupes se présentent :

- les groupes IV et V de Lelliott, P. corrugata et P.
fuscovaginae sont discriminés sur l'axe 3 et sont opposés & la
souche d'A. tumefaciens,

cepacia, P. gladioli pv. gladioli, P. gladioli pv.
alliicola forment un groupe discriminé par 1l'axe 2 et sont opposées

a P. solanacearum, P. stutzeri, P. alcaligenes, P.
pseudoalcallgenes et X. campestris pv. campestris,

- P. syringae pv. canabina, P. syringae pv. lachrymans,
P. syringae pv. phasellcola ont une contribution non négligeable

- - les groupes I,II et III de Lelliott sont toujours plus
au moins dispersés autour du centre de gravité.

La représéntatipn des bactéries dans un espace a trois
dimensions (Figure 31), montre de fagon claire que :

- les groupes I, II et III de Lelliott sont concentrés
sur la partie positive de l'axe I autour du centre de gravite,

- les groupes IV et V de Lelliott, P. corrugata et P.
fuscovaginae sont dlsposes sur la partie negatlve des axes 1 et 2
et sur le cbété positif de 1l'axe 3,

- 4 la méme place sur l'axe 1 et 2, on trouve P.
rubrilineans, P. rubrisubalbicans et P. caryophy111 qui sont
cependant opposés aux bactéries précédentes sur 1'axe 3,

- P. solanacearum, P. alcaligenes, P. pseudoacaligenes,
P. stutzeri et X. campestris pv. campestris qui ne sont pas
discriminés sur “1'axe 1 et se disposent sur le cété negatlf des
axes 2 et 3. P. gladioli pv. gladioli, P. gladioli pv. alliicola et.
P. cepacia sont éloignées sur la partie positive de l'axe 2 et
négative sur les axes 1 et 3,

- P. cepacia est treés e101gne sur l'axe 3 de P. gladioli
pv. gladioli et P. gladioli pv. allllcola , les coordonées sur cet
axe sont - 0,13 et - 0,46 pour P. giadloll pv. alliicola et P.

gladioli pv. gladioli et - 1,28 pour P. cepacia, y

' - A. tumefaciens est plus‘au moins proche de P.
rubrlllneans, P. rubrisubalbicans et P. caryophylli sur " les axes 1
et 2 et s'é2loigne beaucoup sur 1'axe 3.
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Tableau XXIX - Caractéres différentiels

entre les groupes I,II et III de
Lelliott et le groupe de Pseudomonas fluorescents et non

. fluorescents.
Caractéres
£

¢ E ) ° K]

Nom de I'espéce N® de Nbde | 3 3 4 F

ou du pathovar groupe | souches § 8. ge . g & © s
I ",'E; ‘§'§2§§ 3"’. é "E’D%uo-‘ : - ogggng H
52551252:-3%2:;.5595_5359;2,%-23_%é§5§§§§§§;'§§%§§§§§-§
I IR N R A I T LS R R R L I LY
~€2552828 3538 8 2 335338 & 3N 8893353235585

T ———

Pseudomonas 1A 23 P e M e e e e m e e E g m .. e E e n ... ... oo
Pa.py. acenis 1 L I I AR R i AL I IR S S P
P-&-}N.Mﬁdlb((‘ 1 - ... D T T R A - .- - ... L
Pa.pu. atwfaciens 1 L T T T T T S T T T TR PP S SRR
Ps.py. mospunowm 1 L I I LAt SRR SR I S A N S SR A
Pa.py. pisi 1 B T T T S T T T T O S SRV
'P.;.pv.p!imulu 1 L A A T T i T
P.s.pv. tabaci I T T T
P.s.pv. tomato 1 R T T T T T T T T T T R A L I
-3 109 L T T T T T I I I L
Pa.pv. dysoxyli 1 T T T T T T T T T e R
Pa.pyv. ubicola . 1 e e m m e e e m e e mE e m e em e m.ea e e e ee. ... mpomp e ..o o=
P.s.py. savastanoi (Fréne) 39 U S
Paipy. stuafacions 1 B T T i T T T I LI Tk AT
P. viridiglava. I 1 T T T T T T I
P. cichosii i 1 R T LT T e A . I
P. maxrginalis pv. maxginali v I R I R I R A I R T I ST A
P.m.pv. pastinacae 1 S O I T T T T a
P.m.pv. alfalfae » 1 P R e I T T I R T I I
P. tolaasii I 1 O IR T I T S S T I T IR T I R upepr,
P. tolaasii 2 1 N T T I T T T O i L I
P. aewginosa 1 T I Tk T T S S i U T e VU VU P
P. fluotescens 1 1 L I I A L T S S A I k. AT I T T S A e I IR
biovar vV 2 \' 1 R T I T T T O U
I 3 1 B T S T T R I T T T O L
I 4 1 R R R R o I O I LI I A R T L T N
m 5 1 R T L T .
v 6 1 P R T I T T T e Tk T . T T e O T
3 v 7 1 L A A A R R I A 2 T
P. putida 1 1 LR R L 2 I B T A I
2 1 B I K T T S S e T T A T
P-W"ﬂ-gbl_ﬂl 1 D I T T R S T T I P P S A S U PR O
P.cugo;ghyw 1 O i A T I I I R
P. cepacia 1 1 D IR I R I AR R R R P R 2R K R A S R K IS
2 1 I R R R I I I I A R e R RS
P. cotwgata 1 i D O S R T A T S T Tl T S T S G A SR
' 2 1 D R I I I I A I T T AT T T T I S O M
3 1 L I I L T i S P VU SR
o e 4 1 B T T T T T T T S
T_‘.__qladwlt__gv._gladwh 1 L A L R RN I A A 2 T S S S SR o
P.g.pv. alliicola ' B T T T O T G D T I S U U S
P. solanaceatum I 1 f e m e m e d be e e m e e e ae e ...,k -
. race 2 1 e e m e e e s e et Nt m e ome e e md TT T oy me.ed ..o o,
race 3 1 B T T T T T I T T A R T
P. wbrilineans 1 L T U U R,
P. wbiisubathicans 1 B T T T T S I Tk Tk R e o Oy
P. pseudoatealigencs 1 f e e e e b b A e e e m e e e .. ehe e e . eaea..e-. ==
P. alcaligenes 1 T T T S i T TP SP A R
P. stutzesi i T T T T T
Agwbacterium tumegaciens 5 J O T T O T I N L T I I S S
- - e = I N S S P I R B i B N A S

X.Campestais pv.campestis

+ = réponse positive
gative

N°® d'ordre de souche

.
Py

- = réponse né;

* =
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Tableau XXX - Substances utilisées ou non par 5 souches maximum.
SUBSTANCES
= ‘ 2 ) 0
f H 3 3 5 E
E‘ ESPECES 2 ] 3 . it . L FP. .
* - - - k] P e @
' E: %%é%gsci:%%'g"i’v§§§§§§§»;vl’%%,ggé:%éoégggséégé
E i FesgfiIriagcasfairigiviiirsiiiifsatizsiiic
Z  |5dd1238.273453335482335835.05a248358755553848°7
M p-s.pv. cotonafaciens (T) 2216 L N B I R I A P
; p-s.pv. lackwymans (9] 2440 I R IR TP T S T U 4 om ... -
p.s.pv. maculicola (1) 1657 AR T T R T R L I I e N b e e -
‘p.A.pv. phaseolicola  (T) 1390 I R R I S T I .
pa.pv. poti _ ' AR I T R R T T S TR b e e e
{ p.d.pu. syvingae (1) 1392 L T b owmm e b b e m e e e R,
oo peb.pv. papulans (M 1754 S L IR b et e e A b 4 e m e m e e e o [
p.b.pv. savastanoi _ L1852 -4 4= oo v v oo o v oo 0o L T L O e e e e
p.s.pv. tavastanoi 49 R T T S i T T P
p-m.pu. matginalis (M 1387 S R Tm e e e P T,
p-m.pv. alfalfae CA(T) 2039 S € e e e b e e e ¢ e e -
— p. fluotescens 2125l -4 ke e e e e e e e e oL Lo b o b ek ke m e -
p- fluotescens i 2127 R R R R R D R R
p. fluorescens 2130 e e R R e PO
p. putida (M 2066 A e R R i T T S
p. fuscovaginae 2065 G- v b s m e m e e ae e a - e b m e b b b e e e e e
p. Cd(ljophy”(' (M 2429 L T T T T R O 4 o % m e
[ p. cepacia (T 2234 L T T R R [T T S
p- cepacia 2237 B T S S T . R
p. cotwgata (T 2431 L L T I I S T T L 4 o« m om e om
p-g.pv. gladioli m 2627 A R R B ) D T T T S T
p-g.pv. alliicola (1 2422 R I R A I B I A S L e e .
p. solanaceatum (T) 2047 L T e T T S (Y FF 4 e e e e e e . .. e .
~ p. solanacearum D l20 [ e e e e e e e e e i e b o e e e e e g,
' p. wheilineans 1294 R T T $ v b e m b b d e = e e - e ey e e e e -
p. pseudoalcatigenes (T) | 2635 S R N R T T
p- alcaligenes (1) P A e T,
PR p. stutzeri (T 2643 fe v e mm e e e e e R e e e e
o a. tumegaciens (D] 2613 [+ 6 o s e ot v bt v b s dm b ot m e b et e e o
ne.pu. campestuis  (T) 2350 s e e e e e . R

{T) = souche type

p. wbtisubalbicans 1296 S T ]+-+-.++.--. ....... e = m e
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La sé&lection des caractéres qui ont de fortes
contributions sur les trois premiers axes factoriels (Tableau XXIX)
permet de différencier les groupes I, II et III de Lelliott (qui
ont des caractéres négatifs sauf le tabac et le D-mannose dqui sont
positifs) des autres bactéries qui ont des réponses variables. Les
caractéres les plus importants sont l'oxydase,le nitrate,
le propionate, le 2 céto-gluconate, le tabac, la N-acétyl-
glugosamine, la béta-alanine, l'éthanolamine, le N-valérate,
le tréhalose et la L-tyrosine.

P. cichorii appartenant au goupe III de Lelliott est la
seule espéce oxydase positive.

Certaines souches de groupe I et II sont
exceptionnellement p051t1ves v1s a vis de certains caractéres comnme
le tréhalose (P. syringae pv. pisi), et la valine (P. syringae pv.
anthirini). Les substances qul sont utilisées ou non par 5 souches
maximum (Tableau XXX) pourralent étre intéressantes pour
caractériser certaines especes. Par exemple, P. pseudoalcaligenes
et P. alcaligenes seulement n'ont pas utilisé le glucose . P.
alcaligenes était le seul D-fructose négatif. Seulement P. sxrlngae
pv. savastanoi, pv. lachrymans et P. pseudoalcaligenes étaient
pyruvate. negatlf, pv. lachrymans, pv..ghaseollcola, P.
pseudoalcaligenes et A. tumefaciens n'ont pas utilisé le citrate.
Unidquement P. gladloll pv. gladioli a utilisé les pthalate, iso-
phtalate et tere-phtalate.

La classification ascendante n'a pas été faite pour cette
-analyse.

3.2.2.1.3 Taxonomie numérique

_ Si on effectue une coupure au niveau 0,282, on obtient
alors 13 classes et 28 phénotypes isolés (Figure 32).

Les classes peuvent étre d1fférenc1ees par 29 caracteéeres
biochimiques (Tableau XXXI). ‘

Les souches de P. syringae pv. savastanol sont réparties
en deux classes :

la classe 2 majoritaire, elle renferme 133 souches de P.
syringae pv. savastanoi provenant d'hdétes différents (52 isolées
de l'olivier, 39 de fréne, 29 de laurier rose, 3 de jasmin, 4 de
Phillyrea et 1 de troéne,

la classe 1 qui regroupe 8 souches de P. syringae pv.
savastanoi.

La classe 11 est constituée de 25 souches appartenant a
différents pathovars de P. syringae, la souche de P. viridiflava et
la souche de P. cichorii.

: Les autres pathovars de B. syringae sont répartis dans
les classes 10, 7, 5 et 3. | ,

La classe 4 est constituée de 2 souches de Pseudomonas
fluorescents (P. fluorescens et P. aeruginosa).
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n ~ n ~ ~
> £ B B @ @ @ w B 3 2 o 8
e 0y 2 2 2 & 2 2 & %5 3 5 £
(3} <t 3] Q 3] 3} Q 9 Q 3 o 2 3
2 o 3 3 3 2 3 3 3 0O ) o 3
3 - % 2 8 g8 & § g @& . ® @
ey a ~ N N ~ ~ ~ ~ 3 Z L 0
N’ N ~ ~ N ~ N’ ~ ~ o . ~ -
— o~ (32 ~ Ua} Ll=] r~ < =2} — —t — —
[ [ [ o (] ® o o @ 3 W L [
@ 2 2 8% 8 @& @ a2 @ @ & @ @
C.C.D. Caractére 8 8 € 8§ g <L ¥ =T 2T T 2 85 o«
o] (] (&) [ &) (&) (] (&} (] [ (&} [ &) Q &)
0,634 Malonate - - - + + + - - + + + + +
0,590 Méso-Tartrate| - - - - - - - - +  +/- + + -
0,580 Tween - - - + +/- + +/= /= + + + - -
0,572 D-arabitol + + + + +/=-+ + + + + + + +
- 0,556 Levane - - +/- - + - + - - + + +/=- =
0,537 L(+)tartrate + + - - + + - - + - = - -
0,523 DNase o+ + - + - - - - + +/- - + +
0,520 DL-3 hyddroxy | - - +/=- + - + - - + - + + +
butyrate ' , :
0,502 DL-lactate - - + .+ - + - - + - - + +
0,473 Sarcosine - - +/= )= - + + - + - + + +
0,466 Lactate - - 4+ ==+ = = - - + o+
0,462 Erythrytol - - + - - - +f= - - - + - -
0,439 Béta-alanine - - - + - + - - + - - + +
0,438 Esculine - - + - - + - - + - + - -
0,427 Oxydase. - - - + - - - - - - - + +
0,417 N.acétyl- - = = 4+ = = = 4 = = -
glucosanmine ‘ : ‘
0,412  Diamino- - = - 4+ -+ = = = ==+ o+
butyrate _
0,392 _Tabac + + + - + - + + R + - -
0,384 Thréalose - = -+ =+ = = = = - -
0,380 . 2 céto- - - - + - + - - + - - + -
: gluconate
0,375 N-valérate - - - + - + - - + - - 4 +
0,373 Propionate - = =t fe= )= - = Ffe = =+ 4
0,306 D-lyxose - - - - - - - - + - - + -
0,357 Spermine - = =+ = e = e - = - . -
0,357 L-tryptophane| - - - +[=- - + - - + - - + -
0,357 Arginine - = = 4 - = e = - e - -
0,348 - L-ornithine - - - + - + - - + - - + -
0,347 Mésaconate - - -+ - - - - - - - + -
0,341 Ribose - - + + + + + + + + + + 4

Tableau XXXI- Profil biochimique des 13 classes définies par la
taxonomie numérique des souches de P. syringae pv. savastanoi
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Figure 32 - Dendrogramme des distances des souches de P. syringae pv
savastanoi en comparaison avec les 78 souches™ types.
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Les autres souches de Pseudomonas fluorescents se
trouvent dlspersees avec les Pseudomonas non fluorescents dans la
classe 13 quil est constituée de 3 souches de P. corrugata, et de 2
souches de P. fluorescens, et la classe 12 qul renferme 3 souches
de P. fluorescens, 2 souches de P. tolaasii, 2 souches de P.
marginalis et une souche de P. corrugata.

Lorsque le niveau de coupure est plus bas (0,191), on
obtient 21 classes et 56 phénotypes isolés (Figure 32). Ces
différentes classes se distinguent en fonction de l'assimilation
des caractéres dont les coefficients de capacité de diagnostic sont
élevés (Tableau XXXII).

La classe 2 majoritaire obtennue par la coupure
précédente est subdivisée en 7 classes : 1, 2, 3, 5, 6, 7 et 8.

La classe 8 renferme 50 % des souches de P. sxrlngae Pv.
savastanoi testées. Elle regroupe 72 souches dont 47 isolées
de l'olivier, 1 de jasmln, 19 de laurier rose, 1 de trdene et 4 de

Phillyrea.

La classe 3 est composee de la majorité des souches de
fréne (36 sur 39), 2 souches de jasmin et 1 souche de laurier rose.
Les 2 souches de fréne FX2 et L 48.3 sont é&loignées des autres et
forment la classe 1, la souche de fréne (CFBP 1663) est un
phénotype isolé.

Les classes 5 et 7 sont unlquement constituées des
souches de l'olivier. Une souche de l'olivier (T.38.1), parmi les
58 testées est un phénotype isolé. .

: Les classe 2 et 6 sont coﬁstltuees respectivement de 4
et 5 souches de laurier rose. La classe 6 regroupe egalement 1
souche de l'olivier. :

La classe 4 regroupe la majorité des souches isolées de
trdene (5 sur 6), et une souche isolée d'olivier.

Les différents patovars de P. syringae sont réparties
dans les classes 10, 11, 14, 15, 17 et 18.

P. cichorii et P. v1r1d1flava qui se situaient dans la
méme classe que certains pathovars de P P. sxrlngae au niveau de la
coupure précédente, se sont écartés en ~deux phénotypes isolés.

Les pseudomonas fuorescents sont répartis dans les
classes, 13 qui est constituée de 2 'souches de P. fluorescens et de
la classe 20 qui renferme 4 souches de Pseudomonas fluorescents ;
P. corrugata (1 souche), P. tolaasii (2 souches) et P. fluorescens
(1 souche).

Les pseudomonas non fluoréscents se trouvent dans la
classe 12 constituée de 2 souches de P. cepacia et la classe 21
constituée de 2 souches de P. corrugata.

Les autres espéces de Pseudomonas fluorescents et non
fluorescents sont des phénotypes 1solés.
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g § 2 3§ 0% 303 2 8§ £ £ £ 2
] o [3] ] o -] Kol [3] = 3} 3} 3 3]
3] 3] 2 Q 3] TR = 3] 3 3 3 3
5 2 & 3 3 & & & % @ a a @
w 7] . m 2] (2] (2] o~ /2] ~ o ~ ~
o~ ~ o N~ T O o ~ [2a] e ~ et ~
L N’ N’ N N N A o’ N’ o — & P
-t ~N o ~ vy O ~ [« o] N — ol -4 ~—
g @ & g 2 o 2 8 3 § § 2 o
s & o ¢ w & & & § § 8 3 3
c.c.D. Caractére 4 @ © 89 ¢ 8 8 B 8 © & 0 ©
0,743 Méso-Tartrate + - - - - - - - - - + - -
0,688 DL-hydroxy- - - +)= - - - - - - + + - +
butyrate i
0,682 Erythrytol - - - - - - - - - + - - -
0,665 Levane - - - - - - - - + + + - -
0,627 Malonate - - - - - - - - - + + + +
0,626 Tween - - - - - - - - + + + - -
0,593  DNase + + + + + + + + + + - + +/-
0,588 Esculine - - - - - - - - - - + - -
0,585 L(+)tartrate +/=- + + + + + + + - - - + -
0,574 L(-)tartrate - + +/= +/= - - - + - - - + -
0,573 DL-lactate - w e e - - - - =+ o+ o+ +
0,561 N-caproate - + + - - - - - - + - + +
.0,542 Lactate - - - - - - - - - + - + +
0,505 Glucosamine - - - - - - - - - + - + +/-
0,488 Betaine + - + - - - - + - + + + +
0,480 L-phényl- - e e e e e e e e e+
'~ alanine ,
0,477  Diamino- T Tl
butyrate
0,476 Béta-alanine - = = = = e = - - - +
0,475 Polypectate de | + + + - - + - - - - - + -
'~ sodium pH 5 .
0,456 Tabac + + +  + + + + + + - + - -
0,451 Tréhalose - - - - - - - - - + - + +
0,439 Oxydase - - - - - - - - - + . - - +
0,433 D-Tartrate - +/=- - +* + - - - + + + - +
0,428 L-valine - - - - - - - - - + - + +
0,422 Acétate - - - - - - - - - + - + +/-
0,420 N-valérate - - - - - - - - - + - + +/=
0,417 L-tyrosine - - - - - - - - - + -+~ +
0,409 2 céto- - - - - T S
gluconate
0,406 D=xylose - - + - - - - - + + - + +/=
0,388 Spermine - - - = e
0,386 Propionate - - - - - = = = =+ = = 4/-
0,381 Glutarate - - - - - - - - - + + +. -
0,373 L-ornithine - - - = - = = e =y = 4 -
0,361 L-tryptophane - - - - - - - - - + - + -
0,359 Caprate - + 4+ - - + + + - + + + +
0,435  Ribose + - + - - - - - + + + + +
0,348 Inositol +/=-+ + + - -+ o+ =+ o+ o+ o+
0,343 L~-leucine - +/= + - + + + + - +/= + + -
0,331 D-malate + +/- F - + - + + + + + o+ -

Tableau XXXII- profil biochimique des 21 classes définies bar la taxonomie
: numérique des souches de P. syringae pv. savastanoi
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) ‘o o ) @ @ o
] Q v < Q o Q U
= < < 9 < < = <=
2] 3} 15 = 13 2] 1 13
2 =2 = o = = = 2
o] o] O 2] o o (o] o]
(2] « « —_ «\ w 2 2]
T ¢ g zZ 2 2. = g
~r vy -} ~ © o S o
— — — — y— — o~ ~
3 8 3 3 s g g 2
0 . %] 0 7] 7] P a @
S & 3 8 & 8 @
0,743 =~ Mésotarate + + - + + + + -
0,688 DL-hydroxy- - +/- - + - - + +
butyrate
0,682 Erythritol + - - + - - + +
0,665 Levane + + + + + + - -
0,627 Malonate +/- + - + - + + +
0,626 Tween + + +/- o+ - + S
0,593 DNase - - - - - + + +
0,588 Esculine + - - + - - - -
0,585  L(+)tartrate - +/- - + - + - -
0,574 L(~) tartrate - +f- - - - + - -
{0,573 = DL-lactate - - - + - - + +
10,561  N-caproate - +/- - + - - + +
0,542 Lactate - - - + - - + +
0,505 . Glucosamine - + - + - (- + +/=
0,488 Bétaine + + - + - + + +
0,480 L-phényl- - + - - - - + +
alanine
0,477 Diamino- - - +/- - + - - + +
butyrate
0,476 Béta-alanine - + - - - - o+
0,475 Polypectate +/=- /- + - - - - -
de sodium pH 5 . :
0,456  Tabac -+ + + + + + - -
0,451 Tréhalose - - - - - - + o+
0,439 Oxydase - - - - - - + +
0,433 D-tartrate + + - + + - - -
0,428 L-valine +/- - - - - 4+ o+ -
0,422 Acétate - - - - - - + +
0,420 N-valérate - - - - - = + +
0,417 L-tyrosine - - - - - - + +
0,409 2 céto- - - - - - - + -
gluconate
0,406 D-xylose + + - + - + +/- +
10,388 Spermine - - - - - - + + /-
0,386 Propionate - - - - - - + +
0,381 Glutarate - - - - - + + +
0,373 L-ornithine - - - - - - + +/-
" 10,361 L-tryptophane - - - - - - + -
0,359  Caproate + + - + -+ + +
10,435 Ribose + + + + + + + +
0,348 Inositol + + - + + o+ + +
0,343 L-leucine + + - + - + + -
0,331 D-malate + + + + + + + -

Tableau XXXII (suite).
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3.2.2.2 Deuxiéme analyse : analyse séparée des groupes I et
II de Lelliott.

3.2.2.2.1 Analyse factorielle des correspondances multiples

v Cette analyse a été faite uniquement avec les pathovars
de P. syringae et une souche de P. viridiflava.

La projection des individus sur le plan I x 2 (Figure 33)
montre que les souches de P. syringae pv. savastanoi sont séparées
du reste des autres bactéries dont 1la majorité ont une forte
contribution supérieure ou égale a 0,4 sur l'axe 1 (Tableau
XXXIII). Certains pathovars de P. sxrlngae (pv. viburni, pv.
eriobatrvae, pv. atrofaciens, pv. porri, pv. berberldls, pv. nmori,
pv. persicae) ont des contributions inférieures a 0,4. P. syringae
pv. theae, pv. glycinea et pv. 01caronel sont les bacterles les
plus proc proches de P. syringae pv. sxrlngae, pv. phaseolicola et pv.
cannabina qui ne sont pas séparées par l'axe 1 le sont avec P.
syringae pv. 1achrymans sur l'axe 2. Ce sont les bactéries qui
utilisent le moins de substances.

Les souches de P. syringae pv. savastanoi sont dispersées
sur l'axe 2 ce qui montre par 1'examen des contributions
supérieures ou égales & 0,4 (Tableau XXXIII) : 25 souches isolées
de fréne sont présentées sur le coété positif de l'axe et sont
opposées a d'autres souches : 3 souches de l'olivier (SO 52, SO 3,
SO 41), 3 de laurier rose (SN 12, SN 18) et 4 de troéne (SL 4, SL
1, SL 2, SL 3). .

Cet axe (2) n'a pas permls de faire des groupes entre le
reste de pathovars sauf P. syringae pv. phaseolicola, pv. cannabina
et pv. lachrymans qui se distinguent des autres. On peut trouver
certaines bacterles qui s'opposent les unes aux autres par
exemple : szrlngae pv. tagetis, pv. mellea et P. dysoxyli sont

—————
opposées de P. syringae pv. syringae, pv. erlobatyrae, pPv. sesami,
pv. striafaciens, pv. viburni.

o Sur le plan I x 3 (Figure 34), les souches de P. syringae
pv. savastanoi se distinguent du reste des pathovars de P. syringae
par 1'axe 1 et se séparent entre elles sur l'axe 3 (Tableau XXXIII)
: 32 souches isolées de frene, une souche de jasmin, P. szrlngae
pv. phaseolicola et P. syringae pv. cannabina sont disposés du cété
positif de 1'axe et donc opposés & 30 souches isolées de l'olivier
et 3 de troéne.

P. viridiflava et P. syringae pv. ribicola ont été
séparées par T'axe 3 du reste des pathovars de P. syringae ; on
remarque aussi que les pathovars de P. syringae " pv. morsporunum,
pv. lachrymans, pv. maculicola, pv. sesami, pv. glycinea, pv. mori,
pv. ulmi, pv. coronafaciens et pv. maculicola sont opposés a
d'autres pathovars : pv. lapsa et pv. ribicola.

L'axe 1 pourrait étre défini par l'esculine et méso-
Tartrate. L'axe 2 est caractérisé par le caprylate et 1! heptanoate.
L'axe 3 est assimilé & L-sérine.

Le plan 2 X 3 n'apparait pas intéressant car on trouve
que les souches de P. syringae pv. savastanoi sont mélangées avec
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Tableau XXXIII - Souches qui ont de fortes contributions sur les axes
factorielles (Groupes I et II de Lelliott).

Axe ] Axe 2 Axe 3

ESPECES Code CONT CONT 2 CONT s

CORD | “yac' | €OS* | CORD | Jn | COS* | CORD| " | COS

p.b.pv. MOTSPNOWUM MOR | 0,50 1,14 0,04 0,66 | 4,69 0,08

SF18 0,55 | 3,19 a,1

5028 -0,51 | 2,83 0,29

5041 -0,34 | 085 | 007 | -0,50| 2,68 0,14

g SF 35 : 0,49 | 2,61 0,24
i 5030 -0,47 | 2,39 0,24
: ‘ 5015 -0,86 | 2,22 | 0,23
| p-s.pv. sesami _>| SES | 0,32 0,47 0,04 | -0,35 | 0,93 | 0,05 0,40 | 1,71 0,06
: 5017 0,34 0,87 | 0,14 0,33 | 1,52 0,18
i SF23 0,31 0,72 | 01 0,37 | 1,48 0,15
\ 5029 -0,36 | 1,41 0,13
; SF34 0,35. } 1,34 0,25
; 5021 -0,36 | 1,26 {.0,25
! SF 32 0,34 | 1,20 0,29
: SF 20 0,25 | 048 { 016 | 0,33 { 1,19 | 0,28
; SF21 0,26 0,49 | 0,08 0,33 | 1,19 [ 0,4
; S031 -0,33{ 1,15 0,27
; SF 28 0,25 0,65 | 0,19 0,32 | 1,11 0,33
1 SF12 0,26 0,50 | 0,18 0,32 { 1,09 0,28
S017 : -0,31 | 1,05 0,21

5018 _ -0,31{ 1,04 0,25
v SF25 0,23 0,40 | 0,08 | 0,31 | 1,03 0,15
i GLY 0,31 | 1,03 | 0,11
SF2 0,31 076 | 0,07 0,30 | 0,98 0,07

SF31 0,29 | 0,88 0,12

5050 , -0,29 | 0,88 0,21

SF29 0,28 0.60 | 0,26 0,29 | 0,87 0,27

S08 ' -0,28 | 0,84 0,20

s044 -0,28 | 0,84 0,09

SF6 0,26 0,50 | 0,20 0,28 | 0,83 0,24

SF 39 0,28 | 0,83 0,23

SF7 0,25 0,48 | 019 | 0,28 | 0,83 0,24

S06 -0,28 | 0,83 0,14

SF 19 0,28 | 0,81 0,17

SF16 0,29 0,63 | 0,17 0,26 | 0,74 0,14

5040 -0,26| 0,74 | 0,23

SL3 -0,30 | 0,68 | 0,16 |-0,26] 0,73 0,12

5027 -0,26 | 90,72 0,17

5045 -0,26 | 0,7 0,14

SL6 -0,26 ! 0,70 0,13

SF 30 0,27 0,53 | 0,23 0,25-{ 0,69 | 0,21

SF33 0,27 0,55 | 0,26 | 0,25 | 0,69 0,21

SF 36 0,27 |} 0,55 § 0,26 | 0,25 0,69 0,21

s016 -0,25| 0,67 0,17

SF14 0,27 || 0,54 | 0,15 0,25 | 064 0,12

SF22 i 0,25 | 0,64 0,11

SF27 0,26 0,48 | 0,25 0,24 | 0,63 0,22

SF37 0,26 || 0,48 | 0,25 0,26 | 0,63 0,22

SF 3 0,28 || 0,58 | 0,13 0,24 { 0,62 0,10

5020 | -0,24{ 0,61 0,20

L' 5024 - 1,63 0,31
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7

suite du tableau XXXIII.

042 -0,24 { 0,60 { 0,11
5038 -0,22 | 0,53 | 0,
5023 -0,21 | 0,49 | 0,13
SF5 0,21 | 0,48 | 0,08
SLS -0,21 0,48 0,16
S) 0,21 | 0,48 { 0,07
SF15 0,21 | 045 | 0,07
5026 -0,20 | 044 | 0,16
s011 -0,20 | 0,62 | 0,12
5013 -0,20 | 0,41 0,13
15010 -0,20 { 041 | 0,13
5014 -0,20 | 0,41 [ 0,13
5019 -0,20 | 0,41 0,13
025 -0,20 | G,41 0,13
‘ 5048 -0,19 | 0,40 | 0,13
p.3.pv. mou MR 0,19 | 0,39 | 0,04
SO : p.s.pv. savastanoi isolé d'Olivier
SN : p.s.pv. savastano{ isolé de Nérium oleander
SF : p.s.pv. savastanoi isolé de Fréne
SJ: p.b.pv. savastanoi isolé de Jasmin
SP :  p.s.pv. savastano{ isole de Phillyrea
SL :  p.s.pv. savastanoi isolé de Ligustrum
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les autres pathovars ; par contre, la présentation des souches dans
un espace a trois dimensions (Figure 35) montre bien la position
relative de P. syringae pv. savastanoi par rapport au reste des
pathovars. Certaines souches de P. syringae pv. savastanoi (SO 52,
SN 12, SN 13, SL 4 et SL 1) sont plus au moins écartées du reste
des autres souches. P. syringae pv. phaseolicola et P. syringae pv.
lachrymans est encore plus: éloignée sur cette axe du reste des
autres bactéries.

Les autres pathovars de P. syringae sont plus au moins
dispersés : P. viridiflava, les pathovars de P. syringae : pv.
ribicola, pv. dysoxyli, pv. atrofaciens, pv. tabaci, pv. panici,
pv. pisi, pv. garcea, pv. tomato, pv. maculicola, pv.
coronofaciens, pv. mellea et pv. syringae forment un groupe bien
distinct de pv. savastanoi. Le reste des pathovars est condensé
dans un groupe plus au moins proche de P. syringae pv. savastanoi.
Pour différencier P. syringae pv. savastanol des autres pathovars
nous avons sélectionné les caractéres qui ont une forte
contribution sur les 3 axes factoriels (Tableau XXXIV) et qui
permettent de distinguer P. syringae pv. savastanoi des autres

. pathovars de P. syringae (Tableau XXXIV). Les caractéres sont

rangés par ordre décroissant d'importance ; parmi les plus
importants, on trouve : esculine, érythrytol, mésotartrate,
gélatine, sarcosine, D(-)tartrate et levane pour lesquels P.
syringae pv. savastanoi sont négatifs (sauf quelques souches de
fréne qui sont levane positifs). Elles ont été positives vis a vis
de : L(+)tartrate, aconitate, DNase et mannitol. Le reste des
pathovars est positif ou négatif. Certaines substances sont
utilisées seulement par trés peu de souches (Tableau XXXV), par
exemple P. syringae pv. morsprunorum a seulement utilisé
l'adonitol, P. syringae pv. phaseolicola utilise le L-sorbose. La
L-salicine a été utilisée seulement par P. syringae pv. | papulans.

3.2.2.2.2 Classification ascendante hiérarchique

La classification ascendante hiérarchique présentée sous

forme de dendrogramme (Figure 36) permet dtavoir différentes

classes selon le niveau de la coupure. On estime que la coupure au
niveau de 6 classes est la plus intéressante, car elle permet de
rassembler environ 90 % des souches de P. syringae pv. savastanoi

dans les trois premiéres classes.

La classe 1 comporte 41 souches de P. syringae pv.
savastanoi dont 37 isolées de l'olivier, 3 de troéne et 1 de
lauriler rose. :

La classe 2 est constituée de 48 souches de P. syringae
pv. savastanoi et 1 souche de P. syringae pv. glycinea. Les souches
de P. syringae pv. savastanoi proviennent de différents hétes : 13
isolées de l'olivier, 29 de laurier rose, 4 de Phillyrea et 2 du
jasmin. : ‘ :

La classe 3 comporte 35 souches de g; syringae pv.
savastanoi provenant de fréne et 1 souche de P. syringae pv.
savastanol provenant de jasmin.

La classe 4 contient 15 souches des pathovars de P.
sxringae (pv. anthirini, pv. atropurpurae, pv. berberidis, pv.
delphini, pv. eriobotryae, pv. helianthi, pv. mori, pv.
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Tableau XXXIV - Substances discriminantes sur les axes factoriels
(Groupe I et II Lelliott).

AXES FACTORIELS
Axe | Axe 2 Axe 3
Nb de
SUBSTANCES Code
souches CONT 2 CONT 2 CONT
CORD*| "o | COS* [ CORDY "o '| COS* | CORD| “oc cos?
£sculine ESC1 25 2,17 68 72 °
Erythrytol (API) ERYZ 25 2,04 60 64
Mésotartrate MTA2 35 1,66 56 64
{ D.L. Lactate LACZ 11 2,95 55 54
! D.L.3 Hydroxy butyrate DLMZ 21 2,13 55 57
' O.L. Lactate (AP1) DLL2 1 2,89 | 3 52
" Sarcosine ' SAR 24 1,72 41 43
Gélatine GEL2 10 2,45 34 33
D Tattate (AP1) DTA2 1" 2,26 32 32
- Erythrytol ERY2 13 1,94 28 28
L. Phényl-alanine LPH2 4 3,15 23 21
0(-Jtarteate D-T2 55 0,85 22 30
1. Cystéine LCY2 5 2,60 19 18
Tween 80 TWE2 12 1,53 16 16
Captylate CAY1 28 -1,58 65 44
Heptanoate HEP? 31 -1,42 1 57 40
t Alanine LAL1 13 -2,08 | 52 32
Pélargonate PEL1 33 -1,21 45 31 -0,60 15 7
Pyruvate PYR1 1 -6,80 | 43 264 ’
\. Asparate LAS]Y 1 -6,80 43 24
_ Uitrate CiT1 2 -4,80 42 25
Aconitate ACO1 15 -1,66 38 24
Captate CEP1 45 092 | 35 26 | -0,59 20 1
“tannitol (API1) - MAN1 6 -2,04| 23 13
. Leucine LLEN 65 -0,63 23 21
lnositol INO1 23 -1,03 22 14
- t-alanine DAL1 20 -1,09 2 1 | -083 18 8
! iartrate (BB E! 18 1,22 15 15 | -1,11] 20 13
ONase DNS1 6 -1,84 18 1
. -Arabinose LAR1 12 -1,24 17 10
" -cétogluconate K2G1 37 -0,71 17 12
-Histidine LHI 41 -0,66 | 16 12
“tamtole MAN1 8 _:1,42 19 9
'-Arabitol ARI1 15 -096 | 12 8
e LSE 33 1,25 68 33
“lelitandt pH 5 PHS1 | 76 -0,78 61 42
wenatose (AP SAC1, 16 -1,65 57 25
aproate NCA2 57 0,631 21 17 0,79 47 27
»tinose DRA2 20 1,22 39 17..
“ilaine BETY 72 ‘ 0,59 33 22
-+ chatose SAC) 5 “ -2,06 | 28 "
Seime LEV2 38 0,99 21 25 0,73 26 13
tarite GLR2 25 1,03 15 16 -0,88 | 25 12
L -4 aminobutyrate BU4 1 39 -0,68 24 12
aonelline TRI2 51 0,72 15 19 -0,58 22 12
“debtand pH 8,5 pH 8,5 2 372 1 16 15 -2,57( 20 8
© - heamino- yalérate AVS 2 38 0,93 18 12 0,62 19 9
amino-benzoate AB2 S 1,65 18 7
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(Groupes I et II de Lelliott).
Numero

de la
souche

1620
2213
2216
2440
1657
2211

2345

1390
2105
1660
1671
2106
2212
1407

2339
2356
1754

2348
1674
49

K 23.2
K 124.4

NN N e
NNV A oo
NN mam

A A

Fe. 58
Fe 241
Fe 500
Fe 502

Fe 51

Tableau XXXV - Substances util

Especes

hwymans

.8.pv. cotonagaciens
p.s.pv. maculicola

p.s.pv. antithini
p.s.pv. atrofaciens
p-s.pv. lac

P

p.-3.pv. molspunowm »

p.s.pv. panici

p.s.pv. phaseolicola

p-3.pv. pisi

p.s.pv. pumulae

-

p-a.pv. sesami
p.s.pv. tabaci
p.A.pv. tomato
pes.pv. ulme

p-s.pv. stuafaciens

p-s.pv. dysoxyli
p-8.pv. savastanol

p-5.pv. papulans

p.s.pv. 1ibicola

Olivier

Fréne

Laurier rose

)

o~

| p.dpy. acerds

Y
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morsporunorum, pv. passiflorae, pv. porri, pVv. striafaciens, pv.
theae, et pv. viburni) et 3 souches de P. sxrlngae pv. savastanoi
dont 2 isolées de fréne et 1 isolée de troéne.

Dans la classe 5, on ne trouve que les pathovars de P.
syringae qui sont &loignés sur l'axe 1 (Figure 35) et que nous
considérons comme un sous-groupe (P. viridiflava, P. syringae pv.
aceris, pv. aptata, pv. atrofaciens, pv. coronofaciens, pv.
dysoxyli, pv. garcae, pv. lapsa, pv. maculicola, pv. mellea, pv.
panici, pv. papulans, pv. pisil, pv. primulae, pv. ribicola, pv.
syringae, pv. tabaci, pv. tomato)

La classe 6 contient 13 souches P. syringae pv.
savastanoi isolées de différents hétes et les pathovars de P.

syringae qui sont plus au moins proches des souches de P. sxrlngae

pv. savastanoi (pv. cannabina, pv. c1ccarone1, pv. lachrymans, pv.
—?——-———-——— 3
persicae, pv. phaseolicola, pv. sesami, pv. tagetis et pv. ulmi).

Certaines de ces classes peuvent &tre subdivisées en sous

classes alors que d'autres pourrait etre regroupées., Ces
dlfferentes classes peuvent &tre caractérisées comme suit :
v }
;
|

N° de la  Caractére % des souches dans % des souches dans
classe ‘ la classe gqui ont la classe par
' la réponse corres- rapport au nombre .
pondante total qui ont 1la
- réponse corres-
pondante
1 Polypectate
de sodium - 93 52,6
pPH 5 ,
2 . Trigonelline- 100 36,3
3 L-serine - 83,3 90,9
4 L-tartrate - 94,7 22,5
5 Esculine  + 100 72
6 }L-alanine - 38,1 61,5
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3.2.2.2.3 Taxonomie numérique

Pour la deuxiéme analyse la taxonomie numérique & été
faite sur un échantillonnage limité de la collection d'étude.

- P. syringae pv. savastanoi : olivier 10

laurier rose 10

fréne 10
Phillyrea 4
jasmin 3

- les pathovars de P. syringae : 41 souches type

- P. cichorii : 1 souche
5— P. viridif@ava : 1 souche
- g.icorrugafa : ' : 1 souche
- g.7marg1nalis pv. pastinacea : 1 souche

'La figure 37 montre que les souches de P. syringae pv.
savastanoi sont toutes regroupees avec un coefficient de
similitude de 0,91. Celles-ci sont regroupées comme suit avec des
coefficients dlfferents :

- dans un groupe, on trouve 8 souches sur 10 isolées de fréne
(0 26),

- 4 souches de Phlllxrea (0,98),

2 scuches sur 3 isolées de ]asmln (0,98),

- 6:souches isolées de laurier rose (0,97),

- Les souches d'ollv1er ont formé plu51eurs petits groupes
dont 4 souches sur 10 (0,92).

- Les souches appartenant 4 P. syringae pv. Eorrl, pv.
glycinea et pv. mori rejoignent P. sxrlngae pv. savastanoi avec un
coeff1c1ent de 0,90.

- P. syringae pv. anthirini, pv. berbidis, pv.
atrofaciens, pv. viburni, pv. coronofaciens, pv. garcae, pv. .
delphéni, pv. passiflorae, pv. morsporunorum, pv. striafaciens
forment un groupe (cceff1c1ent de 0,91). Ces pathovars rejoignent
le groupe de pv. savastanoi (coeff1c1ent de 0,89). Ces souches ont
été trouvées dans la classe 4 dans la classification ascendante
descendante hlerarchlque des I et II de Lelliott. Les deux souches
de P. syringae pv. coronofaciens et pv. garcae ont été classées
dans la classe 5.

P. syrlngae,pv. aceris, pv. primulae, pv. agtata, pv.
atrofaciens, pv. panaci, pv. helianthi, pv. mellea, pv. tagetis,

PV, tabac1, pv. papulans, pv. maculicola, pv. tomato, pv.
zscxxll, pVv. rlblcola, pv. lapsa, pv. syringae et P. viridiflava
!
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sont regroupés avec un coefficient de 0,98. Ces souches se
trouvent dans la classe 5 définie par la classification ascendante
hiérarchique sauf pv. helianthi qui a été classé dans la classe 4
et pv. tagetis dans la classe 6.

On constate que P. cichorii rejoint le groupe de P.

szrlngae pV- syrlngae .

P. syringae pv. sesami, pv. ulmi sont isolés et se
réunissent avec un coefficient de 0,88,

P. syrlngae pv. phaseolicola, pv. cannabina et pv.
lachymans sont groupés ensemble avec un coefficient de 0,88 puis
avec pv. sesami et pv. ulmi, elles font parties de la classes 6
determinée par la classification ascendante hiérarchique.

P. syringae pv. pisi est la bactérie la plus isolée
parmi les groupes I,II et III de Lelliott alors qu'elle est
classée dans la classe 5 dans la classificaton ascendante
descendante hiérarchique.

3.2.2.3 Troisiéme analyse : analyse séparée pour P. syringae
pv. savastanol '

3.2.2.3.1 Analyse factorielle des cdrrespondances multiples

La projection des souches sur le plan 1 X 3 (Figure 38),
montre gue les souches isolées du fréne sont bien séparées du
reste des souches et surtout celles isolées de l'olivier.

on remarque aussi que les souches isolées du laurier
rose prennent une place intermédiaire entre les souches du fréne
et celles de- 1'011V1er. Les souches de l'olivier sont étalées sur
l'axe 3. :

Sur le plan 1 X 2 (Figure 39), les souches de P.
syringae pv. savastanoi venant de différents hétes sont mieux
distinguées par l'axe 1 alors que l'axe 2 sépare les souches de
fréne en deux sous groupes. Le premler groupe se dlspose dans la
partie negatlve de l'axe 2. Le deuxiéme groupe se dispose

La majorlte des souches de laurier sont bien séparées de
celles isolées de l'olivier.

Le plan 2 X 3 n'est pas trés intéressant car les souches
isolées de différents hétes sont trés mélangées.

Les caractéres dont les contributions sont élevées sur
les axes factoriels (Tableau XXXVI) permettent de distinguer les
souches isolées de différents hétes (Tableau XXXVII). On re¢marque
qu'unlquement les souches isolées de fréne ont utilisé le DL-5-

amino-valerate a 53 8 %, le levane & 21 %, le raflnose a 23 %, le
2~amino~benzoate a 13 % et 1a L-tyrosine a 18 %.

Le D-xylose est utilisé par 92 % des souches de fréne,
45 % de celles d'olivier, une souche de 1aur1er rose et une souche
de troéne. La L-sérine a &té utilisée par toutes les souches sauf
celles de fréne qui l'utilisent & 20,5 % ; ces derniéres utilisent
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Tableau XXXVI

- substances discriminantes sur les trois axes factoriels
(souches de P. syringae pv. savastanoi).

AXES FACTORIELS
Nb
SUBSTANCES Code de 1 2 3
souches} :
CONT CONT . CONT .

CORD{ e COs* | CORD| . | COS CORD | “oe | COS
Lsérine LSEN 31 | 1,39 55 53
N-caproale NCA 2 3 0,98 41 46
Polypeclate de sadium Ph5 PHS 1 56 -0,84 36 45
D-L -5-Amino-valérale AVS2 22 1,30 34 30
Novabiocine NOvz | ss {-0,78 30 36
L -Leucine LLE 46. |-0,77 25 28
Chloramphénicol CLP1 42 0,77 25 28
Lévane LEV2 8 |1,72 21 17
Caprate cept .| 30 | -0,87 21 20 -9,57 | 12 8
Raffinose DRA2 9 1,48 18 14
Pélargonate PEL1 200 | -1,00 18 16 -0,87 19 12
P-hydraxy-benzoate PHB1 36 -0,62 12 12 -0,53 12 9
2-Amino-benzoate AB2 5 1,62 12 9
Ticarcilline TCR1 38 | 0,64 14 14 | -1,29 64 59
spécilline G sPC1 30 0,74 15 14 | -1,40 60 51
Novobiocine NOV1 33 0,78 18 18 |-1,31 58 51
Chiothydrate chiorte- CLT2 58 0,90 48 55
Tétracycline
Pristivamycine PRS1 25 1,14 30 27 -1,36 47 39
Novobiocine | NOV3 56 0,91 47 52
Sultadiazine sVZ1 25 1,11 28 20 -1,34 40 32
Clindamycine CLN1 19 1,12 22 19 -1,45 40 32
F ostomycine FOS1 53 -0,73 29 31
D-xylose DXY2 62 |. 0,50 1 19 0,27 19 18
Ampicilline AMP 1 6 : -1,75 18 13
Fosfemycine FOS3 17 0,99 17 13
Carbénicilline CAR1 4 -1,96 15 1
Chlotute de- mercure cLM1 30 -0,69 14 12
0-Arabitol ART1 11 -1,06 { 12 9 -
Caprylate CAY1 17 -1,93 61 37
Heptanoate HEP1 20 -0,82| 12 10 64 ) 52 133
1~ & Alanine LAL1 10 -1,82 | 42 24
Arsénite de sodium _ARS2 32 -0,98{ 28 28 1,00 40 28
Ttigonelline TRI2 29 -0,95{ 24 22 1,01 37 26
Ghitarate GLR2 14 -1,10{ 15 13 1,43 36 22
{ -Arabinose LAR? " -1,49 31 18
“ulfate de cuivee SCU1 9 -1,36 30 17
! lartrate LTA? 42 -0,70 | 26 20
D-malate DMA1 55 -0,57 | 23 20
Aconitate ACO1 8 S -1,61 | 20 1
pitamycine SPR1 8 -1,42 20 1"
' Argénine LRG1 60 - -0,51 19 18
Hétaine BET1 s8 -0,51 | 18 17
D-Galactos GAL1 4 -1,87 | 17 10
fiositol INO1 16 —0,83 | 14 8
Crate cIm1 1 2332 | 14 7
- &-Alanine DAL 1 16 -0,86 | 14 8
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en plus le N-caproate a 82 % alors que celles de 1l'olivier ne

l'utilisent qu'a 12 %, celles de laurier rose & 18 % et celles de
jasmin & 66 %.

On remarque aussi qu'uniquement les souches d'olivier
ont assimilé la trigonelline a 50 %, le glutarate a 24 % et
seulement 13 % ont é&té pectinolytiques a pH 5 alors que le reste
l'ont été a 100 % sauf celles isolées de trdene qui n'ont été
positives qu'a 16 % et une souche de laurier rose.

La variabilité des souches isolées de jasmin, Phillyrea
et de trdene n'a pas été car peu de souches ont été testées.

3.2.2.3.2 Classification ascendante

Le dendrogramme montre que la coupure au niveau de 7
classes (figure 40), permet de grouper la majorité des souches
d'olivier dans la premiére classe (34 souches sur 58) et 5 souches

de laurier rose.

Les souches de trdene sont groupées avec une souche
de 1l'olivier dans la classe 3.

La classe 7 contient uniquement la majorité des souches
de fréne (23 sur 39).

La classe 6 se compose de 13 souches de fréne et 9
souches de laurier rose. '

- Deux souches (FX 2 et L 48.3) isolées de fréne sont
groupées avec 7 souches de laurier rose et deux souches d'olvier
dans la classe 2. Ces deux souches sont celles qui s'écartent
toujours des autres, elles sont L-sérine positif, N-caproate
négatif, LD-aminovalérate négatif, D-xylose négatif et L-leucine
négatif alors que les souches de fréne présentent des réponses
inverses.

La classe 4 renferme des souches provenant de différents
hdotes sauf de fréne.

La classe 5 contient 2 souches d'olivier, 3 souches de
laurier rose et 1 souche de fréne. ‘

La classe 2 et 3, 4 et 7, 5 et 6 peuvent étre réunies
deux a deux si la coupure est faite en 4 classes.

Les classes peuvent étre définies par un caractére
important comme suit :

PE. Y4



Caracteére

N° da la % des souches dans % des souches
classe la classe qui ont dans la classe
la réponse corre- par rapport au
pondante nombre total qui
ont la réponse
correspondante
L-arabinose - 90,9 90,9
2 pélargonate - 100 - 30
3 L-sérine - 82,6 61,3

3.2.2.3.3 Dlscu5514n

L'étude de 16; caractéeres blochlmlques gréace a l'analyse

factorielle des corresp
distinguer facilement 1
(95) du reste des autres groupes.

Ces résultats
ceci est du au fait que
phytopathogénes sont ar
tabac positif sauf P. ¢
les espéces saprophytes
positive et tabac négat

ini

P. fluorescens et P.
Lf.

- Nos résultats
et Grogan (119) du fait
substances important es
saprophytes.

que P

On constate
phytopathgénes P.

ladoili pv.

que d'autres non fluorescentes

e certaines bactérie
gladioli, P.
corrugata utilisent aussi un nombre de subst

P. solanacearum, P.

ndances multiples nous a permis de
s groupes I, II et III de Lelliott et al

confirment ceux obtenus par Sands (142),
les| Pseudomonas fluofescents

e, oxydase et nitrate négatifs et
chorii qui est oxydase positif alors que

putida sont oxydase

sont aussi en accord avec ceux de Misaghi
. marginalis utillse un nombre de
classé avec le groupe de Pseudomonas

s non fluorescentes
cegac1a et P.

ances tres élevé alors
alcaligenes

et P. pseudoalcaligenes en utilisent beaucowp moins.

Certains caractéres utilisés par I
Hildebrand et Schroth (73), tel que levane,
pectine sont marginalement intervenus pour ¢
groupes I,II et III de Lelliott du reste des

sont cependant trés utiles pour caractériser
et d'ajouter d'autres

l'intérieur de ces groupes. Notre étude pern
caractéres intéressants pour identifier ces
N-acétyl-glucosamine, béta-alanine (Tableau

elliott et al (95),

lesculine, gélatine et

aractériser les
autres groupes, ils
certaines souches &

bactéries acétate,

XXIX) .

Certaines substances (D-arabinose;

L-fucose) ont été

utilisées uniquement par les espéces non fluorescentes de P.

gladioli pv. gladioli, P. gladioli pv.

caryophylli, P. cepacia,
allicola, P. rubrlsubalblcans et A. tumefacilens.
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Caractére Olivier |Fréne |Laurier Jasmin Phillyrea Trdene
, | rose

L-sérine +(100) +(20)| +(100) +(100) +(100) +(100)
IN-caproate +(12) +(82) +(18) +(66) - -
Polypectate| +(13) [+(100)| +(97) +(100) | +(100) +(16)
de sodium

pPH 5
DL-5 amino - +(53) - - - -
'valérate
L-leucine +(50) +(92)| +(76) +(100) +(100) +(16)
Levane - +(21) - - - +(16)
Caproate +(67) +(90)| +(91) +(100) +(100) -
Rafinose ‘ - +(23) - - - -
Pélargonate{ +(87) | +(97)| +(91) +(100) +(100) +(33)
P-Hydroxy +(57) |+(100)] +(85) +(100) +(100) -
benzoate :
2=-amino- - +(13) - - - -
benzoate
L-tyrosine - “+(18) - - - -
D-xylose +(45) +(92) +(3) - - -
D-arabitol +(95) [+(100)] +(82) +(100) +(100) +(100)
Caprylate +(95) |+(100)] +(88) +(100) +(100) +(33)
Heptonate +(83) +(93) +(91) +(100) +(75) +(16)
L-alpha- S 4+(97) | +(93)] +(93) +(100) +(100) +(50)
alanine
Trigonel- +(50) - - - - -

line - -
Glutarate +(24) - - - - -
L-arabinose +(37) +(95) +(97) +(100) +(100) +(100)
L-tartrate +(97) +(54) +(70) - +(100) +(50)
D-malate +(62) | +(80)] +(36) +(66) +(75) +(33)
Aconitate +(97) +(93)]  +(97) +(100) +(100) +(66)
L-arginine +(73) +(57) +(33) +(33) +(100) +(50)
Betaine +(81) +(33) +(58) +(100) +(100) +(33)
D-galactose| +(95) +(97) +(97) +(100) +(100) +(100) .
Inositol +(90) +(97)  +(81) +(100) +(100) +(100)
ID alpha- +(97) | +(80) +(73) +(100) +(100) +(100)
alanine : _

1

Tableau XXXVII - Caractéres biochimiques de P. syringae
’ pv.

+

=
- =

savastanoi

Réaction positive
Réaction négative

Les chiffres entre parenthese lndlquent le pourcentage des
souches qui ont des réponses positives.
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L'analyse spécifique concernant les pathovars de P.
sxrln%ae et P. viridiflava a montré que P. syringae pv. savastanoi
est bien séparé des autres pathovars. sands et al (142), ont
remarqué que les quelques souches étudiées étaient rassembleés
dans un sous-~groupe & 1l'intérieur du groupe de Pseudomonas
fluorescents phytopathogénes. Il pensait que ce pathovar pourrait
étre mieux identifié si d'autres tests étaient pratiqués comme la
production d'Ac1de-Indole-Acet1que. Janse (78) a présente 7
caractéres pour dlstlnguer P. syrlngae pv. savastanoi de P.
syringae pv. sxrlngae : gélatine negatlve, escullne négative,
arbutine negatlve, D(+) raffinose negatlve, caseine négative,
érythrytol négatif et L(+) tartrate positive. Nos résultats
montrent que les caractéres de Janse sont trés utiles pour
caractériser P. syringae pv. savastanoi & condition de les
compléter par d'autres caractéres : méso-Tartrate, sarcosine, D(-)
tartrate (Tableau XXXVIII).

Le levane est un caractére intéressant, mémes si
certaines souches de fréne sont positives car il caractérise bien
le sous-groupe Ib de lelliott et al (95).

Certains caractéeres classiques n'ont pas répondu
correctement. Par exemple, le test D(-) tartrate gue nous avons
trouvé positif pour certains pathovars comme pv. eriobotryae, pv.

arcea, pv.lachrymans, pv. papulans et pv. passiflorae alors
gqu'ils sont 1ndiqués comme négatifs dans la littérature.

La taxonomle numérlque de P. sxrlngae pVv. savastan01 et
les pathovars de Pﬂ syringae a relativement donné des résulitats
semblables a ceux obtenus par l'analyse factorielle des
correspondances multlples et la classification ascendante
descendante hlerarchlque. Certalns pathovars de P. syringae (pv.
theae, pv. glz01nea, pv. porri et pv. ciccaronei qui sont trés
proches de P. syringae pv. savastanoi par l'analyse factorielle
des correspondances multlples sont regroupes avec P. syringae pv.
savastanoi en taxonomle numérique. I

1 ;l' v
L'analyse statlsthue des caracterés biochimiques montre
que P. syringae pvl savastanoi n'est pas une population homogéne
comme elle est conSLderee depuls longtemps. Cette hétérogénéité
n'est pas due au hasard mais & mettre en relatlon avec 1l'héte dont
cette bactérie a eté isolée. |

Pour certalns caractéres, toutes 1es souches isolées de
différents ont repodu de 1a méme fagcon (Tableau XXX) ; d'autres
caractéres sont communs avec les autres pathovars de P. syringae.

Nous avons trouvé des d1Vergenceslavec les résultats
obtenus par certains auteufs (114,182), qui ont trouvé que les
souches isolées dell 011V1er n'utilisent pas le saccharose alors
gue nos résultats et ceux obtenus par Wilson et Magie (178) et
Sutic et Dowson (168), montrent gue P. syrlngae pv. savastanoi
l'utilise (quelques souches peuvent &tre negatlves)

Mlsaghl.et grogan (119) ont trouve que tres peu de

"souches de P. s ringae pv. | savatanoi utlllsent ‘le Drmanose, le

succinate, le L-pgollne alors gue pour nos ‘résultats, nous avons
trouvé que presque toutes les souches les utlllsent. Cette

différence pourraﬂt étre due au nombre llmlte de bactéries
testées. |

x
| 1’
| H
!
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Tableau XXXVIII - Caractéres biochimiques différentiels
pv. savastanoi et les groupes I et II

entre P. syringae

de Lelliott.

CARACTERES
& g
. Nombre =% == = = ==
Especes de.- §S gz & g Egéf
souches - - ° -
gBLS T L3 3 2 T28
0 S 299 ¢ @ O = o4 a © =2 9
2385235855 2,55 3263
L8 8 n 30232 EnomsESs2S8ncs
323355359 73328533258
LSzB8B88A00a5-3502030FB<
P. acexis 1 + 4+ -+ -’+--++++--+ + o4+
P.s.pv. antithini 1 B . T I TR T R
P.s.pv. aptatat 1 B P T AR I R
P.a.pv.atwﬂau'em 1 + 0+ + IR I A + + +
P.3.pv. atwoputputea 1 I et m b - o= =k
P.s.pv. betbetidis 1 - -4 - - - - - T T T I I T T R
P.s.pv. cannabina | R i S R T SR
P.8.pv. cotonafaciens 1 N I T I T
P.s.pv. erviobotwae - 1 IR I R I I TR TR
P.s.pv. garcae 1 B T T R S S S
P.s.pv. glycinea | T B oE e+t - -
P.s.pv.ﬂeu'anthi 1 R T T T T + o+
P.s.pv. lachiymany 1 $ oo e e el oo T
P.b.pv. lapsa | R I T I T T e S N T
P.s.pv. maculicola 1 + I R AR A + - 4
P.s.pv. mou | e T T
P.s.pv. morspunowm 1 R I R I 2R I T TR
P.s.pv. panici 1 P T I I T T U Uy
P.A.pv. pewsicae 1 R I
P.s.pv. phaseolicola N b b e - - -4
P.3.pv, pisi 1 B T P + o+
P.s.pv. potu 1 e
2 3 T R T T L
K R N e S + = -+t -+ - - --
P-&P"-Pu-mm 1 + o+ L I T T S T T S
P.s.pv. sesami 1 -+ -+ I R T A
P.A.pv.&yu'ngae 1 R b b o=+ o= -+ 4
P.s.pv. tabact 1 R R I R R R I IR T IR 2R S I 3
P.a.pv. tomato 1 I T T T T S U R TR
P-&-p\’.wﬂl‘ l AR 2 LA B N E R IR I S R i
P.s.pv. vibumi L b ke e e e e m e e Y
P.s.pu. cicecatonel 1 L T T R S
P.a.pv. delphinii 1 D R T T T TR B T T TR e
P.s.pv. dysoxyli 1 R A A B I R S S R
P.s.pv. mellea ! TR R R T T T S R
P.s.pv. papulans ! S I I I I Tl T R +
P.a.pv. passiflorae 1 e ot e b= = +
P.a.pv. ubicola 1 F o+ T Uy -+ o+ 4
P.a.pv. striafaciens 1 + + - - -+ R ) - .- -4
P-éopv.tageu'b 1 L R SR R S G S U
P.s.pv. theae S - m e b e e -4 -4
P. viudiflava 1 I S O T T RE T T
P.s.pv. savastanoi l
Olivier b 100 + + & - =24 50 - +
Fréne 39 | - e e e e e e e + +27 21 - %3 +
Laurier rose 33 ) e e e oo 15 ¢ 4 4 = = = = = +
Jasmin 5 (P 6 - 44 4 = = = = = .
Phillyrea v bt b e .- +
‘TTOEDC 6 0} e e s e 4 e e e .- 84 - + + 4+ = = = = = 66
+ = reponse positive
- = reponse négative
. * les chiffres indiquent des pourcentages des souches qui ont des réponses
positives
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Les souches isolées de jasmin, Phillyrea et de trdene
n'ont pas été distinguées des autres souches provenant d'hdtes
différents du fait du petit nombre de souches testées, alors que
le reste des souches et en particulier celles de fréne, sont bien

separees .

Les bactéries isolées d'un hdote donné, ne sont pas
toujours homogénes et une variabilité ﬁeut étre observée dans

certains cas.
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Variabilité phénotypique de Pseudomonas. syrlngae pv. syringae
provenant de laurier palime et d'hétes variés.

1 1 2 2
L. Gardan , S. Cottin , C. Bollet, N. Boutefnouchet , and
' 3
G. Hunault.

; Nous avons étudié 108 souches de P. syringae pv. syringae
isolées entre 1950 et 1986 de 31 genres botaniques différents, et
les souches de 53 autres pathovars de P. syringae. Ces souches ont
eté soumises & 167 tests biochimiques et culturaux.

Nous avons utilisé la classification hlerarchlque dans un but
‘d'appre01er la variabilité phénotypique de P. szrlngae pv.

szrlngae isolées de laurier palme, en vue de déterminer les
souches a utiliser pour 1'étude génotypique de ce pathovar.



2 L. Gardan et a/

tipliés en France, le cultivar Caucasica est plus
touché que les cultivars Otto Luyken et Rotundi-
folia.

De 1976 & 1988, 231 souches ont été isolées
de lésions et de surface de feuille. Nous présen-
tons d'abord dans cet article, la variabiiité des
caractéres biochimiques des 50 souches isolées
de laurier paime, identifiées comme P s pv syrin-
gae, puis en comparaison avec les 58 autres
souches de P s pv syringae isolées d'hétes va-
riés.

MATERIEL ET METHODES

Souches

Cinquante souches de P s pv syringae isolées de lau-
rier palme, représentatives de la collection des 231
souches ont été retenues d'aprés leurs origines géo-
graphique, variétale et temporelle. La souche type
(CFBP n° 1392) sert de témoin.

Cinquante huit autres souches de P s pv syringae
ayant été isolées de 1950 a 1986 en France et a
I'étranger, d'hotes variés classés dans 31 genres bota-
niques ont été incluses dans I'étude (tableau ).

- Tests biochimiques

Le caractére hypersensibilité sur tabac et 19 carac-
téres biochimiques ont été étudiés : production de pig-
ment fluocrescent aux UV, de lévane, d'une cyto-
chrome c¢ oxydase et d'une arginine dihydrolase,
réduction des nitrates, dégradation de l'esculine, de la
gelatine, de la pectine, du polypectate a pH 5 et 8,5, li-
polyse du tween 80, production d'acide a partir de

saccharose, sorbitol, érythritol, mannitol, alcalinisation .

du milieu en présence d'acides organiques : DL-
lactate, L(+) tartrate et D(-) tartrate (Gardan et Luiset-
ti, 1982). :

L'assimilation de 49 sucres, 49 acides organiques

et 49 acides aminés a été étudiée en utilisant les gale-
ries 50 CH, LRA 50 AO, LRA 50 AA (Api System, Gar-

dan et al, 1984). La croissance a 24 °C est cbservée

jusqu'a 6 jours.

Taxonomie numérique

167 caractéres ont été étudiés et le codage logique 1/
0 a été utilisé. La matrice des distances a été caiculée
en utilisant le coefficient de Jaccard et Sneath. L'ana-
lyse .des grappes a été faite en utilisant la méthode
des diameétres moyens des grappes {(UPGMA = Un-

weighted pair group method with averages) (Sokal et

Sneath, 1963; Sneath et Sokal, 1973).

Un programme d'identification numérique. caicule
les paramétres d'identification suivants: la fréquence
théorique d'apparition du phénotype dans ['espéce
(produit des pourcentages de positivité pour les diffé-
rentes espéces) qui refléte l'atypie du phénotype, et le
pourcentage d'identification (rapport de la fréquence
théorique d'apparition du phénotype dans l'espéce a la
somme des fréquences d'apparition) (Lapage et al,
1973; Bollet ot al, 1988). Ceci peut permettre de ratta-
cher un phénotype isolé a un groupe.

La mesure de la quantité d'informations apportée
par chaque test est appréciée par le calcul du coeffi-
cient de capacité de diagnostic {CCD) {Descamp et
Véron, 1981).

Tous les caiculs ont été réalisés sur un ordinateur
IBM 3 090 avec des programmes éctits en Cobol et en
assembleur.

RESULTATS

Nous avons d'abord étudié la variabilité des 50
souches provenant de laurier palme entre elies
en comparaison avec la souche type de P s pv
syringae puis, dans un deuxiéme temps, nous
les avons oomparées aux 58 souches de P s pv
syringae isolées d'hotes variés.

Variabilité des souches isolées
de laurier paime

Le dendrogramme des distances des 51

“souches (fig 1) donne une bonne idée de la va-

riabilité des souches; sa coupure 3 la distance
0,081 9 nous donne 6 groupes et 10 phénotypes
isolés. L'identification numérique n'a pas permis
de rattacher ces phénotypes isolés & un de ces 6
groupes, ce qui parait logique lorsqu'on examine
leur place dans le dendrogramme des distances
(fig 1) et qui est confirmé par 'examen de leurs
caractéres biochimiques comparés a ceux des
groupes (tableau II).

Les effectifs des groupes varient de 2 a 15.
Les groupes 6 et 2 sont les plus importants puis-
quils contiennent  respectivement 14 et 15
souches. Les individus sont rassemblés dans
chaque groupe du fait de leurs propriétés phéno-
typiques et aucune relation ne peut étre faite
entre les individus des groupes et les caractéris-
tiques propres des souches : origine, année
dusolement nature de lisolement et le cultivar
(tableau l). = : v

La souche type de P s pv syringae (CFBP n°
1392) et la souche U 21-1 sont éloignées des
autres souches puisqu'elles s'agregent a l'en-
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Fig 1. Dendrogramme des distances des 50 souches de P s pv syringae isolées de laurier palme et de la souche type de P s pv sy-

ringae (CFBP n° 1392).

semble des souches a haut niveau, respectwe-
ment aux distances 0,259 et 0,302.

En retenant les CCD les plus élevés de 0,107
a 0,964, on sélectionne les 15 caractéres les
plus discriminants qui permettent de différencier
les 6 groupes et les phénotypes isolés entre eux
{tableau Iil). Sur la base des caractéres maio-
nate et glucosamine on définit 'ensemble des
groupes 1 +4 + 5, le groupe 2 et le groupe 6.

Le groupe 1 se distingue du groupe 4 (sarco-
sine, propionate), du groupe 5 (D-xylose) et du
groupe 3 (sarcosing).

Le groupe 6 ne slindividualise du groupe 3
que par des caracteres notés d (DL-5-
aminovalérate, L-cystéine, sarcosine, itaconi-
tate).

Presque toutes les souches sont DL-lactate et
2-cétoglutarate positives et L(+) tartrate néga-
tives.

Variabilité comparée des souches
de P s pv syringae isolées de laurier paime
et des autres hétes

Le typage sur la base de 5 caractéres classiques
de Hildebrand et Schroth (1972) (sorbitol, erythri-
tol, DL-lactate, L(+) tartrate, D(-) tartrate) donne
7 biotypes au total (tableau {il). La répartition de
lensemble des souches dans les différents bio-
types montre que le biotype 3 est majoritaire
puisqu'il rassemble 90% des souches isolées de
laurier paime et 64% dgs souches provenant de
différents hotes. Le blotype 2 est encore consé-
quent pour les souchgs isolées d'hétes variés
puisqu'il rassemble 19% des souches; par contre
les autres biotypes sont minoritaires puisqu'ils re-
présentent moins de 10% des souches des 2
provenarces.
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Tableau lil. Biotypes selon Hildebrand et. Schroth (1972) Des différentes souches de P s pv syringae isclées de lau-

rier paime et d'hétes variés.

DL Lactate

Sorbitol Erythnitol

L(+) Tartrate D(-) Tartrate

Nombre de souches %

Biotypes des 50 souches de P s pv syringae, isolées de laurier palme.

OhwWN
b+ o+ o+ o+
I+ + + +
+ 4+ + + |

"

Biotypes des 58 souches de P s pv syringae, isolées d'hdtes différents.

L+ + +
P+ + 4

NOWN
+ 4+ F o+

+ 1 2
+ 45 90
+ 2 4
+ 1 2
+ 3 5
- 11 19
+ 37 64
4 1 2
+ 6 10

La souche type de P s pv syringae (CFBP n°
1392) est classée dans le biotype 2 et non dans

_ le biotype majoritaire|3. v

Le dendrogramme (fig 2) montre la répartition

~ des 108 souches slfivant les distances qui les

séparent. La coupure du dendrogramme 3 Ia dis-
tance 0,130 fait app;raitre 7 groupes et 10 phé-

. notypes isolés (tableau V).

Le groupe 1 ou figurent 2 répétitions de la
souche type de P s pv syringae, est le plus éloi-
gné de I'ensemble d;s autres groupes.

Les souches provenant de laurier palme sont
réparties dans le grEupe 6 (44) et le groupe 2
(5). Les souches prbvenant d'hétes variés sont
réparties de fagon pius large (22 dans le groupe
6 et une seule dans ie groupe 2); elles représen-
tent la totalité des groupes 3, 4, 5 et 7 qui ne
comprennent que des souches isolées d'hotes
variés. L'identification numérique pourrait per-
mettre de rattacher |a souche N 12-2 (isolée de
Delphinium sp) au groupe 7 puisqu'elle en est
trés proche; ce n'est pas le cas des 9 autres
phénotypes isolés.

_En retenant les CCD de 0,334 2 0,112, on sé-
lectionne 25 caractéres discriminants qui per-
mettent de bien différencier les 7. groupes entre
eux et les 10 phénotypes isolés (tableau V).

Les caracteres gchine, malonate et érythritol
permettent de diﬂéréncier les groupes 1 et 2 des
autres groupes. :

Le groupe 1 se différencie du groupe 2 par les
caractéres mésotartrate, L-arginine, succinate, L-
histidine et fumarate. ‘

Les groupes 4 et 6 ont respectivement les ca-
ractéres glycine et malonate d, donc positifs, ou
négatifs. Le groupe 4 se différencie du groupe 5
(sarcosine, - gélatine, propionate, salicine et L-
leucine), du groupe 6 (D-tartrate, L-vaiine) et du
groupe 7 (D-raffinose et L-valine).

Le groupe 6 se distingue du groupe 1 (méso-
tartrate, L-arginine, succinate, glutarate, L- -
cystéine, L-histidine, L-valine et fumarate), du
groupe 2 (glutarate, L-cystéine et L-valine), du
groupe 5 (salicine, L-Leucine).

Les phénotypes isolés ont des caractéres dif-
férents les uns des autres et se distinguent faci-
lement des 6 groupes par 1 ou plusieurs carac-
téres (tableau V). : L

Les biotypes de Hildebrand et Schroth (1972)
et les groupes phénotypiques que nous avons
délimités ne coincident pas; I'ensemble des 69
souches du groupe 6 appartiennent au biotype 3
mais les autres biotypes sont répartis au hasard
parmi les groupes phéno{typiques.

DISCUSSION |

Les souches isolée;s de lésions ou & la surface
des feuilles de laurier palme et identifiées



L Gardan et al

S 69 2 1 ¥ 9 g seyonosep eiquopN

+ euldneI-
elelewny
eleleinH-0199-¢
- T euuogiu] -
- eyeozueg-HO-d
- _ auidljes
ST 1-7 v
- suIPNSIH-]
o '+ sjelejeAOUIWY-G-1Q
ejeseiny
91eUI09NG
- euuBiy-1
esouljjey-q
eleilie | -0Sop
+ aujWesoonNy)
elesue] (-)q
- ejeoiden-N
- "~ euodold
sujweNn-
eulje|pry
erel-1d
euisooleg
jouyiAig
ejeuojepy
euhin

+ 1
I+
+ + +

I
+ 4+ +

1
+ + +
+ ++

i
+ 0 +
+ + +
+ +
S+

!
]
1
I
1
]
]
!
i
!
]
i
I+ o+ o+
P+ o+ o+
1o+ +
i

++ 4+ + 4+
+

+
+
]
+
!
+
+
i
i
I
|
I

+ +
!
|
|
]
i
+ +
I
1
|
1
!
$i
I
i
11

I+
(I
t o+
|+
|+
I+ +
++ + 1
+ + 1
|
!
i
|
I
o+

+ 4+ + +

+ +

+ + +
A
++oO0DO +
+D + +T +O

| D +0o0D0 +O
++ 10
!

!
l
1
|
|
!
I
|
!
i

+ + 4+ +

!
+
R e A I

+DO++D +OD

|
I
++ + ++++
+ +0 ++0DOO +

+
+ +
i

+
I
+ + +
1l
(I

i
I+
(]
+ + +
!
]
| o+
f

!

+
|
i

+
I
|

+

+ +

+

+
+
+ + +
+ + +
+ 4+ + + + 4+

+

]

+

+ 4+

+.

P+ + + + +
+ +

+ VTV + +VD O
++ + + +

++++ o+
]

e

+

I

i

+ + + + + +

+ ++ + +0 +00

] © + T+ +0OT
|

+
O+ 4+ +++D +OT + +
© + T

!
]
]
!
]
+
1
]

Lie  /[8L1  9L/1 101 2691 L'1en 906S €€PS +S9d CCIN 4 9 [ 4 € z 1
: $8/0s! mmqbecmcm ednom) ednorn ednosm) ednosg ednoixy ednoir ednorn

"SeAIlISOd JUOS $8YON0S Sep %68 . || =P
"saAfeBou Juos snid no seyoNnos sep 94,06 =
-seApisod Juos snjd no SeYdNOS sep 9406 =+,

"SglIeA S8J0U,p Sesjos! mmm
-vuAs Ad S ¢ 6p Seyonos gg sep je ewjed jeunej op mmmc.;m Ad s 4 ©p seyonos g sep- m@_omfmmaaocwna -01-sep-1e-sednoib-,sep senblwiyooiq selapeie) ‘Al heejqe]



4 CONCLUSION

L'étude d'un grand nombre de caractéres phénétiques nous

a permis d'apprécier la variabilité phénotypique au sein de
l'espéce P. syringae.

Cette variabilité est relativement importante pour le

souches de P. syrlngae pv. szrlngae isolées de laurier palme,‘elle

apparalt encore plus élevée parmi les souches de P. syringae pv.
syringae isolées de différents hoétes.

La notion de pathovar existe mais la souche CFBP 1392
n'est pas 3 priori une bonne souche-type. Dans notre étude, ce
pathovar serait considéré par la classe 14 définie par la
taxonomie numérique. Le pathovar syringae pourrait se dlstinguer
des autres pathovars par l'assimilation des caractéres suivants :
DL-lactate (+), érythritol (+), gé&latine (+), N-caproate (+),:
glucosamine (+), mésotartrate (+), L—hlstldlne (+), L=-arginine
(+), L-alanine (-). ,

Les souches isolées de 1aur1er palme sont en majorité
concentrées dans cette classe ainsi que de nombreuses souches
isolées de différents hétes. Il s'avére que certaines souches
définies comme représentatives d'un pathovar sont trés proches du
pathovar syringae sur le plan biochimique (atrofaciens, ‘
dysoxylii aptata, panaci, papulans, aceris)

Certains pathovars se trouvent tres proches et leur
différenciation sur le plan biochimique s'avére difficile. C'est
le cas pour les pathovars berberidis, tabac1 et mellea.

Les souches de P. syringae pv. savastan01, ont montre
une hetérogénéité plus au moins importante sur la base des
caractéres biochimiques, liée a 1'hote.;Les 20 caractéres

classiques ne permettent pas de montrer cette hétérogénéité (sauf
les tests polypectate pH5 et levane) alors que l'assimilation des

substances hydrocarbonées montrent des dlfferences entre les
souches isolées de différents hétes. :

Les souches isolées de différents hdétes sont plus au
moins séparées mais d'une facgon moins. 1mportante que celles
isoléees de fréne.

Aussi les groupes I, II et III de Lelliott se

distinguent facilement des| groupes IV et V de Lelliott et d'aﬁtres

Pseudomonas fluorescents et non fluorescents.

, P. syringae pv. phaseolicola, pv. lachrymans et pv.
cannabina semblent &tre bien distincts du reste des pathovars de
P. syringae. L'utlllsatlon/d'une seule souche de chaque pathovar
ne nous permet pas de conclure sur ce sujet ; une étude exhautive

-

reste a faire.

Au vu des résultats, il semble que l'espéce P. syringae
est & redéfinir sur la basb des caractéres biochimiques et
d'hybrldatlon.
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Le terme pathovar définit des groupes de souches ayant
des caractéristiques identiques, différenciés a un niveau
infraspécifique d'autres souches de la méme espéce ou sous espéce
sous la base d'une pathogénicité distincte sur un ou plusieurs
hétes.

Il semble que la notion de pathovar est caduque car
l'hybridation ADN/ADN montre que P. syringae pv. syringae est
différent du reste des pathovars. P. syringae pv. savastanoi est
aussi différent de P. syringae pv. syringae et de certains de ses
pathovars. En plus ces différences sont confirmées par 1l'étude
phénotypique.

Une étude taxonomique des caractéres biochimigques et des

hybridations DNA/DNA de tous les pathovars de P. syringae
permettra seule de clarifier la situation.

|
|
P
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