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Introduction

Introduction

Les Rosacées forment une famille qui compte environ 3100 espéces réparties en plus d'une
centaine de genres (Mabberley, 1987 ; Judd et al., 1999). lls jouissent d’une grande
importance économique car une grande partie des fruits cultivés dans les régions tempérées
est produite par des espéces appartenant a cette famille. La superficie des Rosacées en Algérie
a pratiquement doublé en 10 ans, passent de 35 403 ha en 2001 a plus de 72 000 ha en 2011;
Ces chiffres traduisent I’importance grandissante accordée ces derniéres années a la culture

des Rosacées en Algérie (Abdelguerfi et Ramdane, 2012).

Dans notre étude, parmi les Rosacées on s’intéresse a 1’espéce du poirier commun qui est
sujette pour plusieurs ennemis naturelles tel que la maladie mortelle bactérienne, qu’il s’agit

le feu bactérien.

Le feu bactérien, di a Erwinia amylovora, est une maladie qui affecte les Maloidées (sous-
famille des Rosacées) comprenant les arbres fruitiers a pépins (poirier, pommier,...) et des
arbustes d’ornement (aubépine, Pyracantha, amélanchier...).Le genre Erwinia appartient a la
famille des Enterobacteriaceae qui comprend de nombreuses espéces pathogénes d’animaux,
d’insectes ou de plantes. Il comprend des espéces pathogénes comme E. amylovora (Llop et
al., 2011). Cette bactérie est de Gram négative causant des grandes pertes économiques dans

plusieurs pays européens et mediterranéens.

Le feu bactérien (ou Fire Blight) a été observé pour la premiére fois, en 1780 en Amérique du
Nord au niveau de la vallée de I’Hudson (Etat de New-York).L’agent causal, la bactérie
Erwinia, a été constaté presque 100 ans apres (Burrill, 1878). En Afrique, cette maladie a été
détectée en Egypte dans les années 60 (Bonn et Van Der Zwet, 2000), En 2006, la maladie a
été observée au Maroc sur le pommier et le poirier (Fatmi et al., 2008) et en 2012 la présence

de la maladie a été signalée en Tunisie (OEPP, 2013).

Le feu bactérien est considéré comme 1’une des maladies bactériennes les plus difficiles a
contréler du fait que la bactérie est a la fois endophyte et épiphyte, et peut tuer un arbre dans
une seule saison (Thomson, 2000), Erwinia amylovora est un organisme de quarantaine de la
liste A2 de I’OEPP et son introduction est interdite dans pratiquement tous les pays (OEPP,
1983).



Introduction

La sévérité du feu bactérien dépend de la plante héte et des conditions environnementales, une
forte humidité et une température chaude sont favorables au développement de la maladie.

Les fleurs sont particulierement sensibles a I'infection (Eastgate, 2000).

L’Algérie, a été longtemps epargnée par le feu bactérien mais au cours de ces deux derniéres
décennies des symptomes similaires a cette maladie ont été détectés dans plusieurs vergers de
poiriers (Pyrus communis). En effet, cette maladie a été signalée dans différentes régions du
pays a I’exemple de : Bouira, Boumerdés, Ain Témouchent, Tlemcen, Oran, Mascara, Ain
Defla, Béjaia, Tizi Ouzou, et Mila (Ziad, 2011). Des échantillons ont été analysés au

laboratoire et la présence d’Erwinia amylovora a été confirmée en 2011 (OEPP, 2011).

En Algérie, les dégats apportés font état d’une situation épidémique, provoquant parfois la
destruction totale de vergers entiers. Les estimations des attaques ont signalé plus de 25%
dans le chute des rendements et parfois I’anéantissement des vergers et cette situation a
engendré un état lamentable et de fortes inquiétudes auprés d’arboricultures. Plus de 620

hectares (pommier, poirier) ont été arrachés (MADR, 2012).

Dans ce contexte, le travail consiste a réaliser une étude sur terrain par un diagnostic
symptomatologique suivi d’isolement et caractérisation biochimiques des souches d’E.
amylovora au laboratoire avec un test de pathogénicité, a partir du poirier symptomatiques.
L’échantillonnage est réalisé dans six (06) communes au niveau des wilayas de Bouira et
Boumerdés, dont : Lakhdaria, M’chedallah et El-Hachimia dans la wilaya de Bouira, alors

que, Boudouaou, Corso et Hammedi dans celle de Boumerdes.
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Partie | : Généralités sur la maladie du feu bactérien

I-1- Historique et répartition géographique de la maladie

Décelée aux Etats-Unis vers 1780, cette maladie gagne trés vite du terrain. On la trouve vers
1900 sur la cote Pacifique et, en 1920 en Nouvelle-Zélande. Elle apparait vers 1960 en Europe
et plus particulierement en France vers 1970 d’abord dans le Nord puis tres vite tous les

départements se verront touchés par le feu bactérien (Bretaudeau et Fauré, 2008).

Depuis sa découverte, le feu bactérien s’est répondu dans plus de 50 pays ; le feu bactérien est
maintenant répandu dans toute I’Europ, 1’ Afrique du nord et le Moyen-Orient (Ven der Zweet
et al., 2012).Toutefois, cette maladie n’a pas été signalée en Australie, en Chine, en Afrique
du sud et dans n’importe quel pays d’Amérique du sud (Kim et al., 1999 : Mizuno et al.,
2010).

En Algérie, le feu bactérien présent, avec peu d’occurrences (OEPP, 2011 ; CABI/OEPP,
2013 ; OEPP, 2014).Des symptomes similaires & ceux du feu bactérien ont été détectés dans
plusieurs vergers de poiriers et de pommiers des wilayas d’Alger, Bouira, Boumerdés, Blida
et Tipaza. Des échantillons malades ont été analysés au laboratoire des services concernés, et

la présence d’Erwinia amylovora a été confirmée en 2011 (OEPP, 2011).
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I-2- Gamme d’hotes du feu bactérien

Erwinia amylovora est un agent pathogéne des plantes de la famille des Rosacées (tableau 1);
La plupart des hotes se trouvent dans la sous-famille Maloideae (van der Zwet et Keil, 1979).

Tableau n°1 : principales plantes hote du feu bactérien de la famille des Rosacées (Vanneste,
2008).

Nom commun Nom botanique
Poirier Pyrus

Poirier européen Pyrus communis
Pommier ornemental Malus

Pommier Malus domestica
Prunier japonais Prunus salicina
Aubépine Crataegus
Cognassier Cydonia oblonga
néflier du Japon Eriobotrya japonica

En Algérie, le poirier constitue la plante héte la plus sensible au feu bactérien dont la
variété la plus cultivée est Santa Maria ; une variété produisant pendant 1’été. Les fruits sont
assez juteux. L’arbre produit beaucoup de fruits. IIs sont consommés a partir de mi-juillet

jusqu’a la fin d’Octobre (Anonyme, 2014).
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I-3- Présentation du poirier

Systématiquement, selon Linné en 1753, le poirier commun : Pyrus communis, appartient a la
famille des Rosaceae ; Sous-famille des Maloideae.

En milieu naturel, le poirier atteint une hauteur de 12 a 15 m de forme pyramidale et dans des

conditions favorables, il peut vivre au-dela de 100 ans (Prat, 2015).

La poire est un fruit charnu complexe, a pépins, qui provient du développement de I’ovaire
infere de la fleur et du réceptacle soudé. A maturité, le fruit comprend une zone carpellaire (le
cceur), entourée d’un mésocarpe épais (le cortex) qui constitue 80% du volume final du fruit.
(Lurol et al. 2012).

11-4- Variétés de poire

Il 'y a des milliers de variétés de poires, dont les plus connues ; Santa Maria, Carmaniule,
William et William Red, Conférence, Abbé Fetel, Doyenneté du comice, Passe-carassane,
Beurré Hardy (Anonyme, 2014). Santa Maria semble la variété la plus sensible en Algérie en
raison de sa capacité florifére importantes ainsi que sa durée importante de la période florale
(Van der Zwet et al., 2012).

Figure n°1 : La variété Santa Maria du poirier (Bennai et Hamadache, 2012).
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I-5- Symptomatologie

Le nom de la maladie est descriptif des symptdomes du feu bactérien, induisant un

noircissement des tiges, des feuilles, des fleurs et des fruits comme si ces organes ont été
bralés au feu (Van der Zwet et Keil, 1979; Van der Zwet et Berr, 1995).

La bactérie responsable du feu bactérien peut attaquer n'importe quelle partie de I'arbre des

racines jusqu’aux feuilles (Keith et al., 2012).

Nécroses et noircissement des organes atteints : les fleurs et les fruits infectés ne
tombent pas (Agrios, 2005). Mais, également les bouquets floraux, les pousses ainsi
que les branches restent attaches sur ’arbre. Les jeunes fruits se momifient (figure 2,
d, e, f) (Giraud et al., 2006);

Flétrissement et dessechement : atteint les jeunes pousses avec un éventuel
recourbement en crosse (figure 2b) (Giraud et al., 2006),Les pousses infectées peuvent
avoir un aspect huileux qui tourne au vert-foncé. Chez le pommier, les pousses
infectées deviennent brun foncé contrairement au poirier qui deviennent noires (figure
2f) (Van der Zwet et Beer, 1995);

Production d’exsudat: La production des exsudats bactériens sur la surface des
tissus infectés est le symptdéme le plus caractéristique du feu bactérien (Bennet et
Billing, 1980) sur les pédoncules floraux, les fruits ou les rameaux atteints :
gouttelettes d’un liquide blanc ou jaunatre puis ambré, collant (figure 2c¢) (Giraud et
al., 2006);

Coloration rouge brun : des tissus situés immédiatement sous 1’écorce de la zone
proche de la nécrose (figure 2a) (Giraud et al., 2006);

Progression de la nécrose : vers des organes agés et formation de chancres de la
périphérie vers la base de la plantes, plus rapide chez le poirier que chez le pommier
(Giraud et al.,2006), La multiplication et I’accumulation des bactéries dans les espaces
intercellulaires provoquent la mort et I’effondrement des cellules voisines, qui assurent
la formation des nouveaux chancres sur les rameaux et le tronc ou elles passent I’hiver
(Agrios, 2005).

Mort de I’arbre : la finalité de I’ensemble des symptomes du feu bactérien sera
traduis par la mort de I’arbre entier dans une seule saison, ce qui fait I’objet de placer
I’agent pathogene responsable a cette maladie dans le cadre des organismes de

guarantaine (Vanneste, 2000).
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Figure n°2: Symptémes du feu bactérien sur poirier : (a) Porte-greffe infecté par des
bactéries se déplacant vers le bas a travers la tige ou a travers les drageons ; (b) Infection
de jeune pousse avec un recourbement en crosse ; () nécroses et exsudat sur fleurs ; (d)
Infection des fruits; (e) Poires infectées par la brdlure du feu a travers le pédicelle ; (f)

nécroses sur pousses (Agrios, 2005 ; Delaunay-Cesbron, 2009).
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I-6- Cycle biologique de la maladie

L infection par le feu bactérien survient quand I’h6te est sensible, I’inoculation du photogene
est suffisante quand les conditions environnementales sont optimales (Palacio-Bielsa et al.,
2011).

La principale voie d’infection d’E. amylovora est a travers les fleurs. La bactérie se dissémine
a partir de lésions actives via des insectes pollinisateurs pendant la période de floraison, ou
grace a des phénomenes physiques. Elle pénétre dans I’hdte par des ouvertures naturelles ;
nectaires, stomates ou accidentelles (blessures) causées par le vent, insectes, gréle ou activité
agricole en période de floraison ou de croissance des pousses. Une fois dans I’apoplaste, elle
se multiplie préférentiellement dans les tissus jeunes en croissance, ce qui peut se traduire par
I’apparition a leur surface de gouttelettes d’exsudat (mélange de polysaccharides bactériens et
de cellules bactériennes),cet exsudat permet une dissémination rapide de la maladie ; Les
tissus atteints se nécrosent, les rameaux et les feuilles flétrissent et se dessechent, la bactérie
peut envahir I’ensemble de la plante en se multipliant dans les espaces intercellulaires du
parenchyme cortical mais elle peut aussi atteindre les vaisseaux du xyléeme ou elle se déplace
contre le flux ascendant de la séve (Bogs et al., 1998).

L’hote tente de limiter la propagation de I’infection en scellons les tissus infectés par
déposition de plusieurs couches de liége dans le cortex, conduisant a la formation de chancres
sur les branches ou le tronc, dans lesquels la bactérie peut se conserver pendant la période de
repos végétatif ou I’hiver (Eden Green et Billing, 1974). Elle reprend sa multiplication au

printemps suivant (Figure n°3).
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Figure n°3 : Cycle biologique de la maladie du feu bactérien causée par Erwinia amylovora

(Agrios, 2005).
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I-7- Impact économique

Le feu bactérien est considéré comme une maladie destructive de poires et de pommes
pendant plus de 200 années. Il provoque des dommages considérables sur les plantes hotes en
détruisant les rameaux floraux et induisant en consequence la perte de la production en une
saison (Van der Zwet et Keil, 1979).

Les attaques du feu bactérien ont rendu les productions de poires relativement confidentielles
en Amérique du Nord (pertes estimées a 1,7 millions de dollars, en 1968 et 4,7 millions de
dollars en 1976 pour le seul état de Californie). Au Sud-Ouest de la France en 1978, le feu
bactérien a conduit a 1’élimination dans le cadre de mesures d’éradication de la plupart des
vergers de la fameuse variété de poire Passe-Crassane avec des conséquences sociologiques
sérieuses (Paulin et al., 2001).

Depuis 1994, plus de 10 000 poiriers et pommiers haute tige ont d0 étre détruits en Suisse
allemande a cause du feu bactérien (Blinteret al., 2003), et en 1998 dans une seule année, les
pertes aux Etats-Unis au nord-ouest étaient estimées a plus de 68.000.000 $ (Bonn, 1999), en
Slovénie (2003) des dégats sont estimés a environ 474,200 € (Balazet al., 2013). Au Maroc,
les pertes ont été estimées a environ quatre (4) millions de Dirhams (environ360.000 €)
(YYaichet al., 2011).

Partie Il : Présentation de la bactérie phytopathogene : Erwinia amylovora

D’apres Krieg et Holt, 1984 dans la huitieme édition du Bergey’s Manuel of Systematic
Bacteriology, Erwinia amylovora est une bactérie gram négatif qui appartient a la famille des
Enterobacteriaceae.C’est la premiére bactérie identifiée comme un pathogéne des plantes
(Burrill, 1883).

I1-1- L’agent causal Erwinia amylovora

C’est une bactérie du genre Erwinia, 1’agent causal du feu bactérien (Griffith et al., 2003 ;
Van der Zwet al. 2012) présente les caracteres suivants : bacille, de type respiratoire aérobie-
anaérobie facultatif (Lachaud et al., 1983) (Agrios, 2005). Elle est egalement saprophyte
présente dans la végétation en décomposition, non pigmentée ne métabolisant pas les

pectines (Singleton et Sainsbury 1984).

10



Chapitre | : Synthése bibliographique

La cellule bactérienne d’Erwinia amylovora est un béatonnet droit de 1.0-3.0 pum de

longueur et de 0.5-1.0 um de largeur, avec deux a sept flagelles périthriches, qui assurent la

mobilité de la bactérie surtout pendant la période de I’infection (Figure n°4) (Bennet et

Billing, 1978 ; Hauben et Swings, 1999).

&

Figure n°4: La cellule de la bactérie Erwinia amylovoraau microscope électronique

GX 1 8.000 (Agrios, 2005).

11-2- Position systématique

D’apres (Burrill, 1882) Winslow et al., 1920. Cette bactérie est classée comme suit :

Regne :

Phylum :

Classe :

Ordre ;

Famille :

Genre :

Espece :

11

Bacteria
Proteobacteria
Gammaproteobacteria
Enterobacteriales
Enterobacteriaceae
Erwinia

Erwinia amylovora


https://fr.wikipedia.org/wiki/Thomas_Jonathan_Burrill
https://fr.wikipedia.org/wiki/1882
https://fr.wikipedia.org/wiki/Charles-Edward_Amory_Winslow
https://fr.wikipedia.org/wiki/1920
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I1-3- Les facteurs du pouvoir pathogéne
Erwinia amylovora est une bactérie non pectinolytique, et elle ne produit aucune toxine
importante (Seemuller et Beer, 1976), et possede trois facteurs du pouvoir pathogene a savoir,

le systéme d’acquisition du fer, les exopolysaccharides et le systéme de sécrétion de type Ill.

11-3-1- Le systéme d’acquisition du fer

E. amylovora produit un sidérophore de type des ferrioxamine, impliqué dans I’agressivité, Le
sidérophore majoritairement produit par Erwinia amylovora est cyclique mais sa production
est de petites quantités, d’autres sidérophores du méme type cycliques ou linéaires, sont
synthétisés. Le sidérophore se lie aux citrates ferriques (responsables de transport du Fer dans
la plante), pour former la ferrioxamine et I’ensemble est réinternalisé grice a FoxR (le
récepteur du fer) (Feistner et al., 1993;Kachadourian et al., 1996; Dellagiet al., 1998).

11-3-2- Exopolysaccharides (EPS)

Les exopolysaccharides jouent des r6les multiples dans la virulence des bactéries
phytopathogeénes, ils favorisent la survie bactérienne en formant une barriére physique
protectrice contre les stress biotiques et abiotiques (Denny, 1995).

E. amylovora produit I’amylovorane, et le levane. L’amylovorane est un
heteropolysaccharide acide qui permet de bloquer les canaux vasculaires et cause le
flétrissement de la plante héte (Vanneste, 2000).

Les souches d'E. amylovora qui n'ont pas la capacité de produire de I'amylovorane ne sont pas
pathogénes et ne peuvent pas se propager dans les vaisseaux végétaux (Bellemann et Geider,
1992 ; Vrancken et al., 2013).

Le levane est un autre EPS produit par E. amylovora, considéré comme un facteur de
virulence (Gross et al., 1992 ; Koczan et al., 2011;). Il a été montré que le manque de
synthése de levane peut entrainer un développement lent des symptémes dans 1’hote (Geier et
Geider, 1993 ; Vrancken et al., 2013).

12
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11-3-3- Le systeme de sécrétion de type 111

Le systeme de sécrétion de type Il (T3SS) est l'un des facteurs de virulence importants
utiliseés par E. amylovora pour infecter avec succes ses hotes (Khokhani et al., 2013). Comme
avec d'autres bactéries phytopathogénes a gram négatif, E. amylovora utilise ce systéme de
sécrétion conservé de maniere évolutive pour exporter et sécréter des protéines effectrices
dans le cytosol des cellules végétales hotes par une structure semblable a celle du pilus, qui
forme I'élément central de base de T3SS (Khokhani et al., 2013 ; Vrancken et al., 2013)
(Figure n°5).

o1

Bactérie Paroi cellulaire végétale 3541 Cellule héte
e
ATPase =2
3
=
) ‘ =
®—( ) 099 —> @
Protéines i Protéines
. translocon
effectrices effectrices

Figure n°5 : Représentation schématique du T3SS a partir de bactéries pathogenes (Bittner et
He, 2009).

11-4- Epidémiologie de la bactérie phytopathogéne

En 2010, le Ministére de 1’alimentation, de I’agriculture et de la péche de la France
déclare que le feu bactérien est la plus dangereuse maladie bactérienne des fruits a pépins
(I’hote le plus sensible est le poirier) et des Maloidées d’ornement. Certaines espéces hbtes
ont la propriété de refleurir tout au long de la période de végétation, accroissant ainsi
considérablement le risque d’infection. La maladie est également transmise par 1’homme,
notamment a 1’aide d’outils de taille contaminés par les bactéries.
Erwinia amylovora est un organisme de quarantaine de la liste A2 de I’OEPP et son
introduction est interdite dans pratiquement tous les pays (OEPP, 1983).
Le mouvement interne de I'agent pathogene a travers le systéme vasculaire des plantes et la
capacité de l'agent pathogene a infecter les fleurs, les pousses actives et les porte-greffes
rendent difficile la lutte contre le feu bactérien (Koczan et al., 2011).
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L’épidémie d’Erwinia amylovora dépend de plusieurs facteurs : la source d’inoculum, la
sensibilité variétale, les conditions climatiques, la présence de vecteurs potentiels et les
conditions culturales (Olsen, 2011).

De fortes contaminations peuvent se réaliser a des tempeératures de 21 a 30°C pendant la
floraison ; Par temps ensoleillé qui favorisent l'activité des insectes (Thomson, 2000).Mais
aussi la présence d’orage, pluie ou gréle pendant la période de croissance (Giraud et al. en
2006). En Algérie, le moment de dégats du feu bactérien ou la température est de 24°C dont

I’humidité est relativement élevée plus de 75% (Oh et Beer, 2005).

I1-5- Stratégies de lutte
La lutte doit étre congcue comme un ensemble de mesures qui toutes contribueront a diminuer
la gravité de la maladie. Les mesures doivent étre prises parfois au niveau de la région et non

seulement de I’exploitation (Lachaud et al., 1983).

11-5-1- Mesures prophylactiques
Selon Giraud et al,. en 2006, la lutte prophylactique contre le feu bactérien est basée sur

les mesures suivantes:

L)

% Détruire systématiquement les foyers dans les vergers et leur environnement ;

< Eviter I’introduction de la maladie (elle peut étre en phase d’incubation sans
symptomes apparent) par I’importation de matériel contaminé ;

% Effectuer une surveillance réguliere et systématique du verger, surtout pendant les
périodes de risques ;

¢+ Supprimer et détruire les parties atteintes, en taillant a 70 cm sous les symptoémes ;

¢ Désinfecter les outils de taille avec de 1’alcool ou de I’eau de javel (trempage
prolongé) ou passage par la flamme ;

% pratiquer la taille avant mars par temps sec en commencant par les vergers sains et en

terminant par les vergers contamines.

14
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11-5-2-Mesures curatives

11-5-2-1- Lutte chimique
La lutte chimique agit par élimination ou inactivation des bactéries phytopathogénes avant la
pénétration dans les tissus de la plante hote et rendre la surface des plante défavorable pour
I’établissement de nouvelles infections (Psallidas et Tsiantos, 2000).
Un grand nombre de produits chimiques a été testé contre la maladie du feu bactérien : le
cuivre, les antibiotiques tels que la gentamicine et 1’oxytétracycline, mais également les
carbamates et d'autres composés divers (Marutescuet al., 2009).

11-5-2-2- Lutte génétique
Plusieurs études sur la susceptibilité au feu bactérien des espéces, des semis, des cultivars et
des porte-greffes ont été menées pour identifier les cultivars résistants ou les sources de
résistance au feu bactérien; Ces sources de résistance sont utilisées par des programmes de
multiplication dans plusieurs pays pour le pommier, le poirier et les plantes ornementales
(Lespinasse et Aldwinckle, 2000). En complément de [I’utilisation des méthodes
traditionnelles pour produire de nouveaux cultivars résistants, la faisabilité d’utiliser des
méthodes d’ingénierie genétique pour améliorer la résistance des cultivars existants est
évaluee par plusieurs programmes d’élevage (Norelli et Aldwinckle, 2000).Certaines variétés
de poirier comme Old Home, présentent une résistance quasi-totale a Erwinia amylovora
(Cesbron, 2009).
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11-5-2-3- Lutte biologique
La lutte biologique est I'utilisation d'organismes vivants dans le but de limiter la pullulation
et/ou la nocivité des divers ennemis des cultures (Altieriet al., 2005).
Dans le cas du feu bactérien, la production des antibiotiques et la compétition pour 1’espace et
les nutriments sont considérés les principaux mécanismes employés par les antagonistes
bactériens pour lutter contre Erwinia amylovora ; Les organes les plus sensibles a 1’infection
sont les fleurs. La lutte biologique contre le feu bactérien cherche a établir des bactéries
antagonistes au niveau de ces organes avant I’introduction du pathogéne (Wilson et Lindow,
1993; Vanneste 1996; Johnson et Stockwell, 2000).
Des espéces de Bacillus (Bacillus subtilis), microorganismes de la rhizosphére présents aussi
en surface des plantes, peuvent également inhiber la croissance d’Erwinia amylovora (Jock et
al., 2002).
La bactérie Pantoea agglomerans C9-1 commercialisée au Canada sous le nhom Blight Ban
C9-1, produit des composés inhibant la croissance d’Erwinia amylovora (Wodzinski et
Paulin, 1994 ; Wright et al., 2001).
D’autre part, I'utilisation des huiles essentielles qui sont extraites a partir des plantes
aromatiques plus particulierement de la famille des Lamiaceae (Origanum sp, Thymus sp,
Mellisa sp, Mentha sp et Nepeta sp) (Kokoskova et al., 2011).

11-5-2-4- Lutte intégrée

Les méthodes de lutte actuelles contre le feu bactérien sont diverses mais chacune est
d’efficacité limitée. Ces méthodes doivent étre accompagnées par de mesures d’éradication et
d’incinération des arbres malades, mais la meilleure méthode pour protéger les cultures est la
lutte intégrée qui englobe toutes les méthodes de lutte : la lutte chimique, la taille,
I’éradication, la nutrition controlée des arbres et 1’'utilisation de cultivars tolérants ou

résistants (Psallidas et Tsiantos, 2000).
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I1-1- Présentation des régions d’étude

Dans notre étude d’identification de la maladie du feu bactérien, nous nous sommes basés sur
la recherche et la détection des symptomes dans les vergers étudiés pour 1’obtention des
échantillons représentatifs.

La prospection a été réalisée au niveau de six (6) communes dans les wilayas de Bouira et de

Boumerdes sur un total de huit (8) vergers de poiriers variété Santa Maria (figure n°6).
11-1-1- Wilaya de Bouira

11-1-1-1- Commune de Lakhdaria : Deux vergers de poirier de la variété Santa Maria ont

été visités :

EAC REBAH Mohammed« a », ce verger agé de 14 ans s’étend d’une superficie de 3ha (450
arbres) le type d’irrigation est gravitaire par rigole et la seule opération reéalisée au niveau du

verger est le désherbage car I’agriculteur a une demande d’arrachage

EAC ZERGAT Mohammed« b », &gé del3 ans environ s’étend d’une superficie de 6 ha (3000

plants), les opérations réalisés sont la taille et le travail du sol, type d’irrigation est gravitaire.

11-1-1-2- Commune de M’chedallah :Un seul verger de poirier de la variété Santa Maria a
été visité ; est une propriété privé de I’agriculteur AHMANACHE Moussa a M’chedallah
plaine, s’étendant sur une superficie de 01 ha, avec 1400 arbres, les opérations réalisés sont la
taille, traitements phytosanitaires contre la tavelure et le psylle, la fertilisation et le travail du

sol, type d’irrigation est de goutte a goutte (GAG). L’age du verger est 15 ans.
11-1-1-3- Commune d’El-Hachimia : Deux vergers prévis de poirier, variété Santa Maria ont
été visités :

OULD HOCIN Aziz «a »; s’étend d’une superficie de 2 ha, avec 240 plants, type d’irrigation
est gravitaire par rigole, les opérations réalisés au niveau du verger sont la taille et le travail

du sol, I’age du verger est environ 14 ans.

OULD HOCIN Djamel «b », a une superficie de 3 ha avec 360 plants, type d’irrigation est
goutte & gouttes (GAG), les opérations réalisés sont la taille et le travail du sol, I’age du verger

est 15 ans.
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11-1-2- Wilaya de Boumerdés

11-1-2-1- Commune de Boudouaou : Verger de poirier variété Santa Maria, de 1’agriculteur
SABAOUI Noureddine s’étend sur 2.5 ha(1200 par hectare), type d’irrigation a la raie,,
concernant les opérations réalisées au niveau du vergers sont, la taille, travail du sol,
fertilisation avec I’application des produits phytosanitaires contre la tavelure, les pucerons et

les acariens, I’age du verger est 15 ans environ.

11-1-2-2- Commune de Corso : Verger de poirier, variété Santa Maria, EAC de GANADIZ
Farhat et BOUBACHICHE Kamel s’étend sur 1 ha (200 plants), type d’irrigation a la raie, les
opérations réalisées sont : la taille en mois de février, traitement d’hiver, traitement contre la

tavelure, le psylle, et le carpocapse, 1’age du verger est 14 ans.

11-1-2-3- Commune de Hammedi : Verger de poirier de 1’agriculteur LABDI, s’étend d’une
superficie totale de 1.5 ha (2250 plants), de la variété Santa Maria, avec type d’irrigation a la
raie. Plusieurs opérations sont réalisées dans ce verger qui sont, la taille, traitement au
débourrement ; traitement d’hiver, désherbage total en mois de février, fertilisation
,6galement, 1’application des produits phytosanitaires contre la tavelure, les acariens, le
carpocapse, les psylles, la cécidomyie, la mineuse, les cochenilles et la cératite, 1’age du

verger est 15 ans.
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Lat : 36.559810° Long : 3.610023"

> 4

Verger “a: Lakhdaria
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Figure n°6 A : Image satelllte du verger de ’EAC REBAH Mohammed a Lakhdaria.

_:Verger “ b" Lakhdaria

Lat : 36.564536° Long :t 3.610304°

Googlc earth

lat 36.564536° long 3.610304° elev. 128 m altitude 414 m €

Figure n°6 B : Image satellite du verger de ’EAC ZERGAT Mohammed a Lakhdaria.
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Figure n°6 C : Image satellite du verger d’ AHMANACHE Moussa a M’chedallah plaine.
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Figure n°6 D : Image satellite du verger d’OULD HOCIN Aziz a El-Hachimia.
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Figure n°6 E : Image satellite du verger d’OULD HOCIN Djamel a El-Hachimia. |

&LVvergerde Boudouaou

Lat: 36.737585° Long = 3.411933°
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Figure n°6 F : Image satellite du verger de SABAOUI Noureddine a Boudouaou.
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Figure n°6 | : Image satellite du verger de ’EAC de GANADIZ Farhat et BOUBACHICHE
kamel a Corso.

Vergerde Hammedi i
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Figure n°6 F : Image satellite du verger de LABDI & Hammedi.

Figure n°6 : Images satellites des vergers d’étude au niveau des wilayas de Bouira et
de Boumerdes (Google Earth, 2016).
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11-2- Présentation des échantillons

Le prélévement des échantillons a été effectué¢ de mois d’Avril jusqu'a mi-juin 2017 a partir
des arbres de poiriers symptomatiques variété Santa Maria (bouquets floraux, feuilles et tiges
brulées, fruits nécrosées et rameaux présentant des exsudats bactériens) des 6 communes

prospectees.

Ces symptémes sont typiques a la maladie du feu bactérien concernant la présence de
chancres sur les rameaux et les troncs, le noircissement des bouquets floraux et le

recourbement des jeunes pousses en crosse (Van der Zwet et Beer, 1995).

Les échantillons infectés destinés au laboratoire du département des sciences agronomiques,

afin de procéder a I’isolement de la bactérie responsable du feu bactérien Erwinia amylovora.

Nous avons prélevé plusieurs échantillons et les préléevements ont été effectués au hasard sur
plusieurs arbres symptomatiques (Tableau n°2) pour en sélectionner a la fin 16 sachets
d’échantillons de poiriers représentatifs.

Les échantillons sont coupés a I’aide d’un sécateur désinfecté a I’eau de javel 12° apres
chaque prélevement, puis sont placés dans des sachets en plastique, sur lesquels on a
mentionné toutes les coordonnées du prélevement (date, site, commune) puis conservés au

réfrigérateur a 4°C.
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Tableau 2: Matériel végétal prélevé (bouquets floraux, fleurs et rameaux avec exsudats

bactériens etc.).

wilaya Commune Verger Date de Nombre des
prélevement échantillons
Lakhdaria EAC REBAH 11/06/2017 02
Mohammed
EAC ZERGAT 11/06/2017 01
Mohammed
OULD HOUCIN Aziz 10/04/2017 02
Bouira El-hachimia OULD HOUCIN 10/04/2017 02
Djamel
M’chedallah AHMANACHE 11/06/2017 02
Moussa
Boudouaou SABAOQUI 11/06/2017 02
Noureddine
Corso EAC GANADIZ 11/06/2017 02
Boumerdés Farhat et
BOUBACHICHE
Kamel
Hammedi LABDI Menouar 11/06/2017 02
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11-3- Diagnostic au laboratoire
11-3-1- Isolement et purification
11-3-1-1- Isolement

La premiére étape du diagnostic au laboratoire consiste a isoler la bactérie a partir des tissus
végétaux présentant des symptomes soupgonnés d’étre attaqués par le feu bactérien. Les
échantillons doivent comporter une partie malade et une autre saine, puis coupés a la frange des

deux parties pour permettre d’isoler 1’organisme phytopathogene responsable de la maladie.

Une partie du tissu infecté, est morcelée puis flambée a la flamme de bec benzéne, pour but
d’éliminer les agents saprophytes.
Par la suite, ces échantillons sont découpés et mis dans un mortier stérile, une quantité de d'eau

distillée stérile est additionnée au tissu symptomatique.

A T’aide d’un pilon en verre stérile, la macération est pratiquée pendant 20 a 30 minutes. 200 pl
de la solution obtenue est étalée en boites de Pétri par la technique d’étalement en anses stériles.

Deux répétitions ont été réalisées pour chaque échantillon, sur le milieu levane (OEPP, 2013).

L’utilisation du milieu levane est conseillée lorsque les échantillons ne sont pas dans les
conditions optimales pour I’analyse a savoir la suspicion de faible contamination ou la présence

importante de saprophytes (Klos et Ishimaru, 1984).
La méthode décrite dans notre expérimentation est extraite du protocole de diagnostic pour les

organismes réglementés de 1’Organisation Européenne et méditerranéenne de Protection des

Plantes (OEPP, 2012).
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11-3-1-2- Purification
Aprés incubation de 48 a 72 heurs a 27°C, Les colonies obtenues sont purifiées sur le milieu de
cultures levane, Cette opération a été répétée trois a quatre fois jusqu’a 1’obtention d’une culture
pure pour commencer les tests d'identification (Jones et Geider, 2001).
Pour cela, nous avons réalisé une série de tests biochimiques avec un témoin positif (souche de
référence Erwinia amylovora) obtenue de I’'INRAT (Institut national de recherche agronomique
de Tunis), et un témoin négatif (des tubes a essai non ensemenceé), pour le test de pathogénécité

sur poirettes, le témoin négatif est inoculé avec I’eau distillée stérile.

11-3-2- Tests de caractérisation de I’agent pathogene
11-3-2-1- Test de gram

Selon la méthode KOH (Suslow et al., 1982) , simple et rapide en utilisant une solution a 3%
d'’hydroxyde de potassium pour la distinction entre les bactéries gram positifs et gram

négatifs.

Une goute de KOH a 3% est déposé sur une lame et a I’aide d’une pipette Pasteur la créme
bactérienne est récupérée ; le test est considéré négatif s’il ya formation de filet visqueux

indique une réaction KOH+ qui signifie gram- négatifs.

11-3-2-2- Test d’activité levane sucrase

Le test levane sert a déterminer la polymérisation du fructose en polyfructose. Une culture
bactérienne agée de 24 heures est ensemencée en stries sur le milieu levane a ’aide d’une
anse sterile.

Une réaction négative indique la présence de stries prostrées. Dans le cas d’une réaction

positive, les stries apparaissent bombées et brillantes (Hildbrand et al., 1988).

L'apparition d'une culture abondante, bombée, muqueuse, blanche et brillante aprés 1 a 2 jours
a 25°C+ 3°C, indique une activité levane sucrase exprime une réaction positive (Lelliott et
Stead, 1987). Une réaction négative indique la présence de stries prostrées (Hildbrand et al.,
1988).
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11-3-2-3- Test catalase

Le test catalase sert a démontrer si la bactérie posséde I’enzyme catalase servant a
décomposer le peroxyde d’oxygéne (H20,). Sur une lame en verre stérile, une goutte de
peroxyde d’hydrogeéne (3%) est déposée a 1’aide d’une pipette pasteur stérile. Les isolats
bactériens agés de 24 heures sont déposés dans la solution de peroxyde d’hydrogene a 1’aide
d’une anse a ensemencer en plastique stérile. Apres 2 minutes, la présence de bulles révele le

dégagement d’oxygene et par conséquent une réaction positive (Dickey, 1988).
11-3-2-4-Test d’activité cytochrome oxydase

Le test oxydase permet de mettre en évidence la présence de I’enzyme cytochrome oxydase.
Pour ce test la creme bactérienne est déposée sur le disque oxydase ; moins de 10 secondes

s’il ya un changement de couleurs vers le violet le test est positif (Klemente et al., 1990).

11-3-2-5- Fermentation du glucose (oxydation /fermentation)

Une culture bactérienne agée de 24 heures est ensemencée sur le milieu Hugh and Leifson
(Hugh et Leifson, 1953). Ce milieu semi solide est utilisé pour différencier entre la voie

fermentative et la voie oxydative des bactéries phytopatogénes (Schaad et al., 1988).

Pour le test fermentation, une couche environ 1 cm d'huile de vaseline stérile est additionnée a
la surface du tube a I’aide d’une seringue et un filtre stérile pour éviter tout contact avec ’air.
Pour le test d’oxydation, seulement les bouchons des tubes a essai ne sont pas serrés puis, sont
incubés pendant 48 & 72 heures a 27°C.

La présence d’une coloration jaunatre indique la fermentation du glucose par la bactérie. Une

réaction négative pas changement de couleur le milieu reste bleu.
I1-3-2-6-Test de production d’indole

Une culture bactérienne agée de 24 heures est déposée a 1’aide d’une anse a ensemencer sur le
milieu Indole liquide. A la suite de ’incubation, trois gouttes de réactif de Kovac’s sont
ajoutées, la lecture est immédiate, la présence d’un anneau rouge en surface indique une
production de I’indole par la bactérie a partir d’un acide aminé qui est le tryptophane, une

réaction négative montre un anneau jaune a la surface (Schaad et al., 1988).
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11-3-2-7- Test d’utilisation du citrate

A I’aide d’une anse stérilisée a la flamme, ensemencer une colonie agée entre 24 a 72 heures
en strie dans un tube contenant le milieu citrate de Simmons et incuber dans une étuve a la
température optimale de croissance de la bactérie (25°C +/- 3°C).

Les bactéries "citrate- perméase positives" poussent sur le milieu de Simmons en provoquant
une alcalinisation du milieu (virage au bleu de la coloration du tube). Les bactéries "citrate-

négatives" ne s’accroissent pas sur le milieu (Schaad et al., 2001).
11-3-2-8- Test de fluorescence sur King B

Une colonie agée de 24 a 72 heures a été ensemencée en stries dans une boite de Pétri
contenant du milieu King B ; ensuite Incubée pendant environ 48 heures a 27°C permettant de
réveéler I'éventuelle fluorescence en éclairant la boite avec la lampe a ultra-violet (UV) dans
une piece noire.

Le test est positif s’il ya apparition de fluorescence allant du vert au bleu (Schaad et al., 2001)

et il est négatif si on n’observe aucune fluorescence (Schaad et al., 2001
11-3-2-9-Test de pathogénicité sur poirettes

Le test de pathogénicité sur poirettes (Pyrus communis variété Santa Maria, fruits immatures)
permet de mettre en évidence le pouvoir pathogéne de la bactérie par le desséchement

(nécrose) des zones d’inoculation (Jones et Geider, 2001).

Ce test se réalise par inoculation de la culture bactérienne jeune de 24 a 48 heures au niveau
des incisions a raison de quatre incisions par fruit, réalisées a I’aide de scalpels stériles, aprés
une désinfection des fruits sains avec l'alcool a 70% (Zhao et al., 2005). Les fruits inoculés
(deux répétitions) sont déposés dans des boites de Pétri sur un papier filtre stérile imbibé a
I’eau distillé stérile qui sont mis a la température ambiante. Le témoin négatif correspond aux

fruits non inoculés et le témoin positif est inoculé par la souche de référence.
Le test est considéré positif s’il apparait apres 3 a 7 jours, des nécroses suivies de

noircissement au niveau des zones inoculées, et il est négatif si aucune réaction n’est

observée.
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I11-1- Observation des symptémes sur terrain

Les observations des symptomes ont été effectuées durant toute la période de dormance
(Décembre) année 2016 et la période de floraison (d’Avril jusqu’a mi-juin) année 2017 au
niveau des 8 vergers de poiriers variété Santa Maria dans les communes des deux régions

étudiées Bouira et Boumerdes.

Durant la période de dormance, nous avons observé des chancres , des noircissements sur les
troncs et les rameaux et la présence des fruits momifiés sur ’arbre de I’année précédente
(Figure 7 A) et pendant le mois d’Avril, Mai jusqu’a mi-juin, on a observé des noircissements

des feuilles, des bouquets floraux et des jeunes fruits, mais également des gouttelettes

d'exsudats laiteuses puis brunatres et collantes, s’écoulent a la surface des tissus infectés

(Figure 7 B, C).

Figure n°7 A : Chancres déterminés sur les troncs et les rameaux (& gauche) ; noircissement

et momification des fruits de I’année précédente (a droite) (Photos personnelles).
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Figure n°7 B : Recourbement de jeune pousse en forme de crosse (a droite) ;brulures et

noircissement des bouquets floraux (a droite) (Photos personnelles).

Figure n°7 C : Momification des jeunes fruits qui restent sur I’arbre (a droite) ; gouttelettes

d'exsudat, a ’odeur de rancissement (photos personnelles).

Figure 7 : Symptomes du feu bactérien observes au terrain sur poirier dans les wilayas de
Bouira et de Boumerdes.
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I11-2-Résultats du diagnostic au laboratoire
111-2-1- Isolement et obtention des isolats bactériens
A partir de 16 échantillons prélevés (bouquets floraux, fruits nécrosés de poiriers
symptomatiques et d’autres parties végétales contenant des exsudats bactériens), nous avons
pu isoler et purifier sur le milieu de culture levane un total de 50 isolats bactériens.
Concernant les codes des souches, chaque code compose de trois lettres majuscules et un
lettre minuscule (dans le cas de deux vergers), dont les deux premiers lettres en majuscules
expriment la wilaya et le troisieme lettres exprime la commune, alors que le lettre en
minuscule détermine le verger visité («a»: le premier verger et « b » : le deuxiéme verger)
dans le cas de la présence de deux verger visités au niveau de la méme commune (Lakhdaria
et EI-Hachimia) ; les chiffres sont ajoutés pour faire la différence entre les divers souches
extraits du méme verger . La lecture des souches se fait comme suit :
% BR : exprime la wilaya de Bouira, avec :
= L :estlacommune de Lakhdaria
= M : estla commune de M’chedallah
= H: estla commune d’El-Hachimia
s BM : exprime la wilaya de Boumerdes, avec :
= B : estlacommune de Boudouaou
= C:estlacommune de Corso

= H :estcommune de Hammedi

111-2-2- Descriptions morphologiques des isolats

Nous avons obtenu une collection d’isolats bactériens a partir des différents échantillons
symptomatiques du poirier.

D’aprés Paulin en 2000, les souches d’Erwinia amylovora varient selon la morphologie de
colonie, la virulence et la sensibilité aux antibiotiques, (Klos et Ishimaru, 1984; OEPP, 2013)
(Figure 8 A, C).

Dans notre étude, nous avons sélectionné les colonies qui ont les caracteres d’Erwinia
amylovora sur la base des caractéres morphologiques de ’espéce : couleur blanchatres,
circulaires, bombées, lisses, muqueuses, et brillantes. Les colonies a caractéres proches
d’Erwinia sont repiquées sur le milieu Levane pour commencer les tests (bereswill et al,
1997).

Parmi les isolats obtenus, il existe ceux qui ont les caractéres suivants: couleur jaunatre,

bombées et luisantes (Figure 8 B).
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Figure n°8 C : La structure de colonies bactériennes sur le milieu King B.
Figure n°8 : La structure des colonies bactériennes isolées sur les milieux de cultures

(Photos personnelles).
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111-2-3- résultats de tests biochimiques

111-2-3-1- Test de gram

Parmi 50 isolats testés, 43 forment un filet visqueux. Donc ces bactéries sont considérées a
gram négatif, dont les sept (7) souches qui sont déterminés comme des bactéries a gram
positif sont : BRLa',, BRHb'11, BRHb111, BMBY;, BMB?®,, BMC'; et BMC?, (Figure n°9).

Figure n°9 : Résultat de test de gram.

111-2-3-2- Test d’activité levane sucrase

Nous avons remarqué que sur le milieu levane, les colonies sont plus développées avec des
marges opaques, cette croissance due a la polymérisation du fructose en polyfructose par les
bactéries que le milieu Levane en contient (Lelliott et Stead, 1987) (Figure n°10).

Figure n°10 : Résultat de test d’activité levane sucrase (Photo personnelle).
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111-2-3-3- Test catalase
Le test catalase (Figure n°11) est positif se traduisant par la formation d’une effervescence
pour I’ensemble des isolats indiquant la présence d’enzyme catalase dans nos bactéries

servant a décomposer le peroxyde d’oxygene (H20,), a I’exception de 6 souches : BRHb;,
BRHb%111, BMBY;, BMB2,, BMC'; et BMC?,.

Figure n°11 : Résultat positif du test catalase (Photo personnelle).

111-2-3-4- Test d"activité cytochrome oxydase

Les résultats du test de production de cytochrome oxydase par nos bactéries, se sont révélé
oxydase négative pour la plupart des isolats qui restent blanchatres, indique 1’absence de
I’enzyme cytochrome oxydase dans celle-ci, sauf les 4 souches suivantes : BRM*;, BRHb'11,
BRHb'211; et BMB?; (Figure n° 12).

Figure n°12 : Résultat du test d’activité cytochrome oxydase (Photo personnelle).
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111-2-3-5- Test d’oxydation / fermentation

Le test d’oxydation/fermentation du glucose (Figure n°13) a montré une réaction positive
pour I’ensemble des souches se traduisant par le virage de couleur de bleu au jaune en
comparaison avec le témoin négatif, & part des souches BRLa',, BRLa?%, BRLa%,, BRHb'11,
BRHb;111, BMB'; BMB?,, BMC'3, BMC?; dans le cas d’oxydation et la souche BMB?; dans
le cas de fermentation . Sachant que la présence d’une coloration jaunatre indique la

fermentation du glucose par la bacteérie.

Oxydation - Fermentation

Figure n°13 : Résultat du test d’oxydation / fermentation (Photo personnelle).

111-2-3-6- Test production d’indole

Le test production d’indole est négatif pour I’ensemble des souches (Figure n°14), les
bactéries isolées n’ont pas synthétisé 1’enzyme tryptophanase qui dégrade 1’acide aminé
Tryptophane (Schaad et al., 1988).

Figure n°14 : Résultat de test production d’indole (Photo personnelle).
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111-2-3-7- Test d'utilisation du citrate

Concernant les résultats de ce test, le changement de couleur en bleu dans les tubes contenant
le milieu de citrate de Simmons ensemencé, montre que les bactéries utilisent le citrate dans
ces activités biologiques qui provoque une alcalinisation du milieu, indiquant la réaction
positive des colonies bactériennes. Les souches indiquant une réaction négatives sont :
BRHb';1:, BMB';, BMB?;, BMC'; et BMC?; (Figure n°15).

Figure n°15 : Résultat de test d’utilisation de citrate (Photo personnelle).

111-2-3-8- Test de fluorescence sur King B

Toutes les colonies qui ont été soumises au test de fluorescence, apres repiquage sur milieu
King B n’ont pas émis de pigment fluorescent, indiquant le résultat négatif du test (Figure n°
16).

Figure n°16 : Résultat de test de fluorescence sur King B (Photo personnelle).
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111-2-5- résultats du test de pathogénicité sur poirettes

La réaction de pathogénicité sur les fruits de la plante hote variété Santa Maria donne une
indication a la présence des génes de virulence, les résultats sont apparus aprés 3—7 jours
apres inoculation, le test montre que les bactéries inoculées sont phytopatogénes (Schaad et
al, 2001).

Ce test a été réalisé sur les 43 souches a gram négatif et aprés 72 heures d’inoculation des
nécroses et des noircissements ont été observés (Figure n°17). Les 39 isolats ont montré une
réaction positive identique a celle du témoin positif (souche de référence), tandis que les
souches : BRLb?, BMB?;, BMC?; et BMH?;, ont montrés des réactions négatives comme le
témoin négatif (poirette non inoculé), donc la plupart des isolats se sont révélés

phytopatogenes.

Teéemoin néegatif Téemoin positif (SR)

Résultat positif Reéesultat negatif

Figure n°17 : Résultat de test de pathogeénicité sur poirette (Photos personnelles).

Les résultats des tests d’identification (biochimiques, biologique) sont récapitulé dans le
tableau n°3.

T1: Test de gram ;

T2 : Test d’activité levane sucrase ;

T3: Test catalase ;

T4:Test d'activité cytochrome oxydase ;
T5: Test d’oxydation ;

T6 : Test de fermentation ;

T7: Test de production d’indole ;

T8: Test d'utilisation du citrate ;

T9: Test de fluorescence sur King B ;
T10: Test pathogénicité sur poirette.
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Tableau 3: Résultat des tests d’identification (biochimiques, biologique).

Verger Souches Tests d’identification
T1 | T2 | T3 | T4 | TS | T6 | T7 | T8 | T9 T10

Verger « a » de BRLaY | - | + | + | - [+ [+« -1+ - T
Lakhdariaa Bouira | BRLa, | + | - | + | - [ - [ + | - | + | - -
BRLaY | - | + | + | - [+ [+« -1+ - +
BRLa%, | - | + | + | - | - | + | - | + ] - -
BRLa’; -+ -1+ ] -1+ - +
BRLaS, | - | + | + | - | -]+ -1+ 1] - +
Verger « b » de BRLbY | - [+ [+ -]+ +1]-1+71- T
Lakhdaria @ Bouira | BRLb% -+ + - T+ -+ - +
BRLO?, | - [+ | + [ -+ [+ ] -1+1- +
BRLb, | - [ + | + | -+ +1]-1+1- +
BRLDLY;, | - | + | + | - [+ [+ -1+ 1 - +
BRLES, | - | + | + | - | + | + | - | + | - n
BRM'; B I I R I i i +
Verger de BRM", - + + + + + - + - +
M’chedallah a BRM% 3 n n - n " - " . "
oBouira BRM% 3 n T 3 + n _ n - +
BRM?, N I I D i e +
BRM?, -+ -+ -+ - +
Verger « a » BRHa%1» | - | + | + | - | + | + | - | + | - n
d’El-Hachimiaa | BRHa%us | - | + | + | - |+ | + ] - | + | - +
Bouira BRHa%1 | - | + | + | - | + |+ | - [ + ] - +
BRHa%3o1 | - | + | + | - | + [+ - | + ] - +
BRHa%21 | - | + | + | - | + | + | - [ + | - +
BRHa%;1 | - | + | + | - | + | + ] -]+ ] - +
BRHa% 1 | - | + | + | - | + | + ] -] + ] - +
Verger « b » BRHbYy | + | - | - [+ [ -+ -1 -1 - ;
d’El-Hachimiaa | BRHbYyyy | + | - | - [ + | - [ + ] - | + | - -
Bouira BRHbY:y | - | + | + | - [+ + | -+ ] - +
BRHbY: i | - | + | + | - | + | + | -+ | - +
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BRHb;1,

BRHb3;13

BRHb%s1111

Verger de
Boudouaou a

Boumerdese

BMB?;

BMB?,

BMB?;

BMB?,

BMB3;

BMB>,

Verger de Corso a

Boumerdése

BMC;

BMCY,

BMC,

BMC?;

BMC?;

BMC>,

Verger de Hammedi

a Boumerdeés

BMHY;

BMH?Y,

BMH?%,

BMH?,

BMH3;

BMH?>,

Souche de référence

SRT

- + + - + - +
- + + - + - +
- + + - + - +
- - + - - - -
- + + - + - +
- + + - + - +
+ + + - + - +
- + - - + - -
- - + - - - -
- + + - + - +
- + + - + - +
- - + - - - -
- + - - + - -
- + + - + - +
- - + - - - -
- + + - + - +
- + + - + - +
- + + - + - +
- + - - + - -
- + + - + - +
- + + - + - +
- + + - + - +
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Notre travail s’inscrit dans le cadre d’identification de la présence de la maladie du feu
bactérien au niveau de 06 communes dans les wilayas de Bouira et de Boumerdeés
respectivement (Lakhdaria, M’chedallah, El-Hachimia, Boudouaou, Corso et Hammedi).

Tous d’abord, nous avons recherché les foyers d’infection au cours de la période : début de
Décembre 2016 jusqu’a la mi-juin de 1’année 2017. Le diagnostic symptomatologique révéle
des symptomes similaires a ceux de la maladie du feu bactérien concernant : la présence des
chancres, brulures des bouquets floraux, les feuilles, jeunes fruits et fruits qui restent attachés
aux arbres, et le symptéme caractéristique « recourbement des partie infectées en crosse »

(\Van der Zwet et Beer, 1995). Egalement la présence des gouttelettes d’exsudat bactérien.

Le climat joue un role trés important pour le développement de la maladie, I’agent causal du
feu bactérien Erwinia amylovora se conserve en conditions défavorables (la survie) dans les
chancres, mais des que les conditions redeviennent favorables, elle se développe normalement

et infecte les tissus végéetaux (Blnter et al., 2003).

Au printemps, les bactéries se multiplient grace a des conditions climatiques favorables une

température optimale de 24°C avec une humidité relative au-dessus de 50%.

La sévérité de la maladie varie d’une année en année et d’un endroit a un autre (Eden- Green
et al., 1974, Schroth et al., 1974), en raison de la variation des conditions environnementales
et la différence dans la quantité d'inoculum initial (Millis, 1955).

La plupart des poiriers sont tres sensible a la maladie du feu bactérien (Rosenberger, 2003 ;
Granatstein et al., 2011).

A partir du diagnostic symptomatique qu’on a réalisé sur terrain, on a trouvé qu’au niveau des
vergers de poirier la variété la plus cultivé est la Santa Maria du poirier, qui est une variété
trés vulnérable au feu bactérien (Tsiantos et Psallidas, 2004), sachant que cette variété est trés

répandue en Algérie.

En 2003, Rosenberger a noté que 1’age de I’arbre est un facteur important qui augmente la
sensibilité aux attaques des maladies, on a trouvé que tous les vergers prospectés dépassent 15
ans, pour cela les arbres sont tres sensibles aux attaques des diverses maladies
phytopathogénes entre autres le feu bactérien.
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Concernant la taille qui est un facteur treés important pour la dissémination de cette maladie, et
pour cela on a constaté que tous les arboriculteurs effectuent la taille par un sécateur sans
désinfection. Ceci augmente le taux de propagation de la maladie du feu bactérien, en plus, la
taille est mal faite parce que nous avons trouvé des fruits momifiés de 1’année précédente
attachés aux arbres ce qui constitue une source d’infection d’autres arbres sains. Egalement la

présence des débris de la taille au niveau des vergers qui sont ni ramassés ni brulés.

L’isolement et l’identification de I’agent causal du feu bactérien nécessite un passage
obligatoire au laboratoire avec le matériel végétal symptomatique de la plante héte comme les
bouquets floraux, les fruits nécrosés et d’autres parties végétaux contint des gouttelettes

d’exsudats bactérien (Lelliott, 1968 ; OEPP, 2013).

La confirmation au laboratoire s’effectue par plusieurs tests biochimiques (test de gram,
oxydation et fermentation du glucose, utilisation du citrate...etc.) et par le test de
pathogénicité sur les fruits, ces tests d’identification sont réalisés selon le protocole de
I’organisation européenne de la protection des plantes et concordent avec ce protocole (OEPP,
2012).

Parmi les 50 isolats testés par tous les tests biochimiques et le test biologique, 44 isolats ont

montré des résultats similaires a ceux de la souche de référence Erwinia amylovora.

D’apres les résultats obtenus dans la présente étude sur le terrain et par les tests préliminaires
réalisés au laboratoire, nous pouvons dire que la maladie du feu bactérien est présente dans les

vergers de poirier prospectés dans les wilayas de Bouira et de Boumerdés.

La lutte contre le feu bactérien, comme toute lutte contre des organismes de quarantaine, se
fonde d’une part sur I’assainissement des foyers contaminés et d’autre part sur les mesures

préventives et la surveillance.

L’une des menaces principales liées au feu bactérien tient a la rapidité de sa dispersion. Le
probléme est qu’il n’existe pas de produits de traitements efficaces pour lutter contre cette
propagation. Par conséquent, On ne peut que réaliser des contrbles réguliers et arracher sans
délai les arbres et les plantes infectés. Cette caractéristique propre a la bactérie Erwinia

amylovora a amené a classer cette maladie dans la catégorie des «organismes de quarantaine».
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Chapitre VI : Discussion

Pour contréler cette maladie, un contrdle de toutes les pépiniéres est nécessaire pour s’assurer
de leur indemnité de maladie et I’interdiction du transport du matériel végétal d’une région ou
la maladie existe déja vers une autre indemne (Spinelli, 2002). Aussi, une surveillance d’une
maniere permanente est indispensable de tous les vergers de poirier et les pépiniéres de ce
dernier, également les vergers de pommier, de néflier, de cognassier et méme les especes

spontanées sensibles envers cette maladie (Paulin et al., 1996).

Mais, aussi le dépistage de la présence des insectes suceurs (pucerons, punaises et cicadelles)
est nécessaire car ceux-ci disseminent la maladie. Il importe donc d'appliquer de bonnes
méthodes de lutte intégrée pour diminuer les populations d'insectes vecteurs (Van Der Zwet et
Keil, 1979).

D’autre part, ’application des traitements préventifs a base de cuivre pour diminuer les
risques de contamination est importante afin de protéger au maximum nos vergers (Psallidas
et Tsiantos, 2000).

Si les symptdmes apparaissent, la taille doit étre réalisee avec un matériel désinfecté avec
I’alcool ou de I’eau de javel a 70 centimetres en dessous des symptdmes. Il est nécessaire
aussi de brdler les débris et de pratiquer 1’arrachage et I’incinération des plants les plus
atteints (Giraud et al., 1996).

Les chancres visibles devraient €tre ¢liminés durant la taille d’hiver (Rosenberger, 2003), et la
suppression de la deuxiéme floraison dans le cas de poirier afin de limiter les pertes de la
production (Masseron et Trillot, 1991).

Enfin, ce fléau nécessite une mise en quarantaine et soumise a une déclaration obligatoire par
la loi. Des mesures phytosanitaires strictes sont nécessaires pour empécher la propagation de

cette bactériose.
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Conclusion et perspectives

Le feu bactérien, causé par Erwinia amylovora, est la maladie la plus destructrice des
poires et autres arbres fruitiers au pépin du monde entier. Les premiers et grands
dégats ont été enregistrés dans les grands pays producteurs de pommes et de poires
(Europe et Amérique).

L'Algérie a été longtemps épargnée par ce fléau, avant d'étre rattrapé a la fin des

années 2010.

Cette bactérie peut survivre en tant qu'endophyte ou épiphyte et le temps de survie

dépend de divers facteurs environnementaux

Lors de cette etude, les échantillons ont été récoltés a partir de 06 communes de
poiriers, symptomatiques, répartis sur deux (2) wilayas ; Bouira (Lakhdaria,

M’chedallah et El-Hachimia) et Boumerdeés (Boudouaou, Corso et Hammedi).

Les échantillons ont fait 1’objet de diagnostic au laboratoire pour isoler 1’agent causal

sur le milieu de culture levane, ce qui nous a permis de collecter 50 isolats bactériens

Ces isolats ont subi le test de gram pour éliminer les bactéries & gram positif sachant

qu’E. amylovora est une bactérie a gram négatif.

Nous avons pu obtenir 44 isolats gram négative qui ont été soumises a une series des
tests (biochimiques et un test biologique) pour obtenir a la fin 39 souches déterminées

comme Erwinia amylovora.

D’aprés les résultats obtenus sur le terrain et les tests préliminaires réalisés au
laboratoire, nous pouvons dire que la maladie du feu bactérien est présente dans les

vergers de poirier prospectés au niveau des deux wilayas d’études.

Le feu bactérien, est une maladie causée par Erwinia amylovora qui fait partie des
organismes nuisibles de quarantaine réglementés et cités par les directives de
I’Organisation Européenne et Méditerranéenne pour la Protection des Plantes (OEPP)

contre laquelle la lutte est obligatoire.

Le contrdle de cette maladie est trés difficile, par conséquent, aucun moyen de lutte

n’est efficace a I’heure actuelle, Il est urgent de prendre au sérieux cette épidémie
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avec des orientations de sensibilisation et de vulgarisation tout en appliquant une

stratégie de contrdle et de lutte a 1’échelle nationale.

L’expression « lutte contre le feu bactérien » sera remplacée par celle de « gestion du
feu bactérien ». Le pathogene ne peut plus étre éradiqué parce que la maladie est
systémique, il est toutefois possible de réduire la source d’inoculum et de limiter la
propagation de la bactérie en appliquant toutes les mesures prophylactiques : la
surveillance et ’assainissement des arbres infectés, la suppression des floraisons
tardives et secondaires et les bonnes stratégies phytosanitaires dans le cadre d’un
programme de lutte intégrée qui reste la meilleure stratégie de lutte, incluant 1’usage
de pesticides biologiques, des antagonistes, des huiles essentielles, I'utilisation des

variétés résistantes tout en respectant 1’environnement.

En perspectives et comme une continuation de ce travail, il serait intéressent
d’identifier 1’agent causal par des moyens plus développés pour avoir une fiabilité des
résultats et pour cela une amélioration des outils de détection des agents
phytopatogénes est trés important surtout pour les organismes de quarantaines, des
méthodes plus fiables telle que les tests EISA, la PCR classique et la PCR en temps
réel et le test sérologique IF (Immunofluorescence) ; la recherche de moyens de lutte
de préférence biologiques : les antagonistes, les huiles essentiels par la modification
de la sensibilité des plantes aux bioagresseurs par élicitation des défenses naturelles
de la plante hote toute on respectant I’environnement. Mais, également, la réalisation
d’autres études pour cette maladie sur d’autres régions et communes de Bouira et de

Boumerdes et sur d’autres wilayas du territoire national.
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Annexes

Annexe 1 : Composition de milieu de levane pour formuler 1L d’eau distillée (OEPP, 2013)

EXLrAIt A€ LEVUTIE .. eneen e e e et 2,09
Bactopeptone .......ouiiiiii e e 50¢g
RS Lo o] 1 T2 3 1 S0g
Chlorure de sodium (NaCl) .......ooviiiii e, 5090
Agar baCteriolOgique. ... ..ot 209

PH =7, autoclavage pendant 20mn & 120°C.

Annexe 2 : Composition de milieu King B pour formuler 1 L d’eau distillée (King et al.,
1954)

Protéose-peptone NO. 3......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeceeeeeeeeeeeeeeeennnn 20, 0

GLyCerol ... e 10,0ML
Phosphate de potassium dibasique..............c.cooeviiiiiiiinieniniiienienennn. 1,50 @

Sulfate de magnésium hetahydraté.....................cooiiiiiiiin.. 1,50 g

Agar bacteriolOZIQUE. .. .....ene it 15,09

PH =7, autoclavage pendant 20mn a 120°C.

Annexe 3 : Composition de milieu Hugh et Leifson pour formuler 1 L d’eau distillée (Hugh
et Leifson, 1953)
Bactotryptone. ......c.ooviiiiiiii e 2,0

Phosphate de potassium dibasique............cooeiiiiiiiiiiiiiii e 0,39
ChIorure de SOAIUIM ... e 5049
Bleu de bromothymol...........coooiiii 0,03 ¢
D(F)-gIUCOSE. . .ttt 10,0 g

Agar bactériologique.........cooiiiiiiiiiii 0,3 O

PH =7, autoclavage 20mn a 120°C, on ajoute les 10 g de glucose par filtration.

Annexe 4 : Composition de milieu Indole pour formuler 1L d’eau distillée (Schaad et al.,

1988)
PP M. ..t e 20g
N . et 59

PH =7,2, stérilisé pendant 20minutes a 120°C.



Annexes

Annexe 5 : Composition de milieu citrate de Simmons pour formuler 1 L d’eau distillée
(Freney et al., 1992)

Dihydogénophosphate d’ammonium..............coeieiiiiiiiiiiine, 1,09
Phosphate de potassium dibasique ............coeiiiiiiiiiiiiii e 1,09
ChIorure de SOAIUIM . ...ttt e e e 5,09
Bleu de bromothymol............coooiiiii 0,08g
CITate de SOIUIN ...ttt e 2,09
Sulfate de MagneSTUML. .......ouiiiii e e e e 0,29
Agar bactériologique type A......c.oiiiiii 20,09

PH =7,2 Autoclavage pendant 20 minutes a 120°C



Résumé :

Notre travail a pour but de Vérifier la présence de la maladie du feu bactérien dans huit (8) vergers
du poirier de la variété Santa Maria au niveau de trois communes dans la wilaya de Bouira (Lakhdaria,
M’chedallah et El-Hachimia) et trois autres communes dans la wilaya de Boumerdés (Boudouaou,
Corso et Hammedi). Nous avons réalis€ un diagnostic symptomatologique sur terrain suivi d’une
confirmation au laboratoire aprés isolement et identification de 1’agent causal Erwinia amylovora. Le
diagnostic sur terrain a permis de constater la présence de symptomes typiques du feu bactérien sur
poirier représentés par la présence de chancres sur le tronc, brulures des bouquets floraux,
recourbement des jeunes pousses en crosse, la présence des fruits nécrosés et les gouttelettes
d’exsudats riches en bactéries. A partir des vergers d’étude, nous avons collecté 16 échantillons
symptomatiques représentatifs sur des bouquets floraux, jeunes fruits nécrosés et d’autres parties
végétales contenant I’exsudat bactérien. Les isolements ont été effectués au laboratoire et ont permis
d’obtenir un total de 50 isolats bactériens. Les tests d’identifications biochimiques et le test de
pathogénicité sur poirette, ont permis de détecter 39 souches comme étant ceux d’Erwinia amylovora.
En fin, le suivi sur terrain ainsi que les résultats que nous avons obtenu au laboratoire, nous a permis
de dire que la maladie est en cours de propagation permanente surtout que les conditions climatiques
sont trés favorables dans les régions prospectées.

Mots clés : Erwinia amylovora, feu bactérien, poirier, diagnostic, identification, Bouira, Boumerdés

Abstract :

The aim of our work is to verify the presence of fire blight disease in eight (8) pear orchards of the
Santa Maria variety within three municipalities in the province of BOUIRA (Lakhdaria, M'chedallah
and El-Hachimia) and three other municipalities in the province of BOUMERDES (Boudouaou, Corso
and Hammedi). We carried out a symptomatic diagnosis on the ground followed by confirmation in
the laboratory after isolation and identification of the causative agent Erwinia amylovora. Field
diagnosis revealed the presence of symptoms typical of fire blight on pear trees represented by the
presence of cankers on the trunk, burning of floral bouquets, bending of young shoots, presence of
necrotic fruits and droplets of exudates rich in bacteria. From the study orchards, we collected 16
representative samples of floral bouquets, young necrotic fruits and other plant parts containing the
bacterial exudates. The isolates were performed in the laboratory and yielded a total of 50 bacterial
isolates. The biochemical identification tests and the pathogenicity test allowed 39 strains to be
detected as those of Erwinia amylovora. Finally, the field monitoring and the results obtained in the
laboratory allowed us to say that the disease is in permanent propagation, especially since the climatic
conditions are very favorable in the prospected areas.

Key words: Erwinia amylovora, fire blight, pear, diagnosis, identification, BOUIRA, BOUMERDES.
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