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Résumé

La bactérie Gram-négative Erwinia amylovora est 1’agent responsable du feu bactérien, I’une
des maladies les plus dangereuses affectant les plantes de la famille des Rosacées. Depuis sa
premiére détection en Algérie en 2010, la maladie s’est propagée dans plusieurs régions du pays
et a causé d’importants dégats. Le but de cette étude était de caractériser, sur les plans
phénotypique et génotypique, les souches d’E. amylovora associées au feu bactérien en Algérie.

Durant la période entre 2016 et 2021, des échantillons ont été prélevés dans des vergers situés
dans différentes wilayas : Chlef, Ain Defla, Tipaza, Blida, Sétif, Mila et Constantine. Au total,
18 isolats bactériens ont été confirmés comme étant E. amylovora par PCR conventionnelle et
PCR en temps réel. Elles ont ensuite été soumises a plusieurs tests pour une caractérisation
phénotypique : analyse des profils d’acides gras, tests de virulence, caractérisation biochimique
et analyse de la cinétique de croissance. Pour la caractérisation génotypique, une PCR duplex a
été réalisé pour détecter la présence du plasmide ubiquitaire pEA29 et le plasmide pEI70, ainsi
qu’une analyse VNTR, une analyse MLST suivie d'une analyse phylogénétique a partir des
séquences concaténées des genes ciblés. Un génotypage CRISPR a également été effectué sur
la base des sequences de trois régions CRISPR.

Les 18 souches analysées ont montré quelques différences phénotypiques, notamment au
niveau de la cinétique de croissance. Selon leur virulence sur des poires immatures, elles ont
été réparties en trois groupes. L’analyse des profils d’acides gras a permis de distinguer
¢galement trois groupes, probablement liés a leur origine d’isolement. L’analyse globale des
données phénotypiques (Analyse Factorielle Multiple) a permis d’identifier cinq groupes
distincts.

L’analyse génétique a montré qu’une seule souche ne posseéde pas le plasmide pEA29 ; il s’agit
de la souche la moins virulente, et aucune ne contient le plasmide pEI70. Les analyses MLST
et VNTR ont montré une forte homogénéité entre les souches, ce qui n’a pas permis de les
différencier efficacement. L’arbre phylogénétique a regroupé les souches algériennes au sein
du clade largement prévalent a 1’échelle mondiale. Le génotypage CRISPR a révélé trois
génotypes : un déja connu (4-24-38/Aac), présent chez la majorité des souches, et deux
nouveaux, I’un correspondant a la souche EAS55 (4-29-38/Aea), et I’autre a la souche EA54
(NP-24-38/naa). Un nouveau motif CR1 a également été détecté.

En conclusion, il s’agit de la premiere étude en Algérie qui combine une analyse phénotypique,
génétique et phylogeénétique des souches d’E. amylovora. Elle permet de proposer une voie
possible d’introduction d’E. amylovora dans le nord du pays. Les résultats indiquent que les
souches partagent un ancétre commun, probablement originaire du Nord de I’Italie, et qu’elles
ont été introduites en Algérie a la suite d’un ou de plusieurs événements d’introduction, avant
de se disperser dans différentes régions.

Mots clés : Erwinia amylovora, feu bactérien, virulence, plasmides, MLST, CRISPR, acides
gras.



Abstract

The Gram-negative bacterium Erwinia amylovora is the causal agent of fire blight, one of the most
serious diseases affecting plants of the Rosaceae family. Since its first detection in Algeria in 2010,
the disease has spread across several regions of the country, causing significant damage. The aim
of this study was to characterize, at both phenotypic and genotypic levels, the strains of E.
amylovora associated with fire blight in Algeria.

Between 2016 and 2021, samples were collected from orchards in various regions: Chlef, Ain Defla,
Tipaza, Blida, Sétif, Mila, and Constantine. In total, 18 bacterial isolates were identified as E.
amylovora using conventional and real-time PCR. The strains were subjected to several tests for
phenotypic characterization: fatty acid profile analysis, virulence assays, biochemical
characterization, and growth curve analysis. For genotypic characterization, duplex PCR was
conducted to detect the presence of the ubiquitous plasmid pEA29 and the plasmid pEI70, as well
as VNTR analysis, MLST followed by phylogenetic analysis based on concatenated sequences of
target genes. CRISPR genotyping was also carried out by analyzing the sequences of three CRISPR
regions.

The 18 analyzed strains showed some phenotypic differences, particularly in their growth
kinetics. The analysis of fatty acid profiles also allowed the distinction of three groups, probably
related to their isolation origin. Based on their virulence on immature pear fruits, they were also
grouped into three clusters. The global analysis of phenotypic data (Multiple Factor Analysis,
MFA) identified five distinct groups.

Genetic analysis showed that only one strain lacked the pEA29 plasmid; this strain was also the
least virulent, and none of the strains carried the pE170 plasmid. The MLST and VNTR analyses
revealed a high level of homogeneity among the strains, which limited their ability to
differentiate them. The phylogenetic tree grouped the Algerian strains within the widely
prevalent clade. CRISPR genotyping revealed three genotypes: one previously known (4-24-
38/Aaa), found in the majority of the strains, and two newly identified genotypes, one
corresponding to strain EA55 (4-29-38/Aea) and the other to strain EA54 (NP-24-38/naa). A
new CR1 pattern was also detected.

In conclusion, this is the first study in Algeria to combine phenotypic, genetic, and phylogenetic
analyses of E. amylovora strains. It provides evidence suggesting a possible route of introduction
of the fire blight pathogen into northern Algeria. The results indicate that the strains share a common
ancestor, likely originating from northern Italy, and that they were introduced into Algeria through
one or more introduction events before spreading across various regions.

Keywords: Erwinia amylovora, fire blight, virulence, plasmids, MLST, CRISPR, fatty acids.
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Introduction

Le feu bactérien est I’'une des maladies les plus destructrices et les plus graves sur le plan
économique qui affectent les plantes de la famille des Rosacées, en particulier les arbres
fruitiers a pépins. Il représente une menace dangereuse pour le poirier (Pyrus spp.), le pommier
(Malus domestica), le cognassier (Cydonia oblonga) et le néflier (Eriobotrya japonica)
(Malnoy etal., 2012 ; Sunetal., 2023 ; van der Zwet et Beer, 1999 ; Vanneste, 2000 ; Wallis
et al., 2020).

La maladie est originaire d’Amérique du Nord. Elle a été signalée pour la premiére fois lors de
I’épidémie survenue dans les vergers de la vallée de I’Hudson, a New York, en 1780 (Denning,
1794 ; Momol et Aldwinckle, 2000 ; van der Zwet et al., 2011). Depuis, elle s’est propagée

a plus de 50 pays, entrainant des pertes économiques significatives (EPPO, 2024).

En Algérie, les symptomes du feu bactérien ont été détectés pour la premiére fois en 2010, dans
des vergers des wilayas de Blida, Alger, Tipaza et Boumerdes. La maladie avait toutefois été
suspectée d’étre présente avant cette date, et sa présence a été confirmee en 2011 (EPPO, 2011 ;
Laala et al., 2012). Depuis lors, et en raison du climat chaud et humide favorable, le pathogene

s’est propagé, et de nombreuses épidémies ont affecté différentes régions du pays.

L agent étiologique est la bactérie nécrogéne Erwinia amylovora, qui appartient a la famille des
Erwiniaceae, de I’ordre des Enterobacterales (Adeolu et al., 2016 ; van der Zwet et al., 2011 ;
Vanneste, 2000). C’est la premiére bactérie démontrée comme étant responsable de maladies
chez les plantes. Cette bactérie est hautement virulente et trés infectieuse (Piqué et al., 2015 ;
Zhao et Qi, 2011).

E. amylovora envahit rapidement les tissus végétaux, entrainant ainsi une nécrose progressive.
Cela provoque le flétrissement et le noircissement des fleurs et des jeunes pousses, donnant a
I’arbre I’apparence d’avoir été brdlé par le feu. L’infection provoque la mort de jeunes arbres
et méme la destruction totale d’un verger en une seule saison, ce qui entraine des pertes

économiques importantes (Bonn et van der Zwet, 2000 ; Vanneste et Eden-Green, 2000).

Les Etats-Unis perdent chaque année environ 100 millions de dollars a cause du feu bactérien,
tandis que les pertes mondiales étaient estimées a 800 millions de dollars en 2022. Elles
pourraient dépasser 2,6 milliards de dollars dans les prochaines années (Norelli et al., 2003 ;
Parcey, 2022 ; Silceanu et al., 2023 ; Wallis et al., 2020).
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Les épidémies de feu bactérien se développent souvent de maniére explosive, rendant la lutte
difficile une fois que la maladie est établie et que les symptdmes apparaissent. Méme
I’application de pratiques culturales, de traitements a base de cuivre ou de méthodes biologiques
se révelent souvent insuffisante (Harshman et al., 2017 ; Pulawska et al., 2023 ; van der
Zwet et al., 2011).

L utilisation des antibiotiques, en particulier la streptomycine, reste la méthode la moins chere
et la plus performante pour prévenir I’infection pendant la floraison (Norelli et al., 2003 ;
Wimmer et al., 2022) ; cependant, elle est interdite dans la plupart des pays en raison du risque
de développement de souches résistantes a la streptomycine (Gusberti et al., 2015 ; Tancos et
Cox, 2016).

En raison de la gravité de la maladie et de I’absence de traitement efficace, E. amylovora a été
incluse dans la liste A2 de I’Organisation européenne et méditerranéenne pour la protection des
plantes (EPPO), des especes phytopathogenes soumises a quarantaine (EPPO, 2024 ; Mendes
et al., 2024).

De nombreuses études épidémiologiques ont utilisé différentes techniques pour évaluer la
diversité genétique des souches d’E. amylovora et mieux comprendre leur dissémination, leurs
voies de contamination, ainsi que leur évolution, afin de mettre en place les stratégies les plus
efficaces pour contenir la maladie. Cependant, ces techniques ont révélé une forte homogénéité
génétique parmi les souches d’E. amylovora (Hannou et al., 2013 ; Jock et al., 2002 ; Mann
etal., 2013 ; McManus et Jones, 1995 ; Momol et al., 1997 ; Parcey et al., 2020 ; Rico et al.,
2008).

L’approche CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) est
largement utilisée pour la caractérisation des souches locales issues de différents pays et
associees a de nouveaux foyers épidémiques, en raison de sa capacité a discriminer finement
les variants genétiques. Elle permet ainsi d’identifier et de différencier des souches spécifiques
au sein d’une population, en fonction de leur origine géographique..(Doolotkeldieva et al.,
2019 ; Forster et al., 2015 ; Gaganidze et al., 2021 ; McGhee et Sundin, 2012 ; Mendes et
al., 2021 ; Ozturk et Kayaaslan, 2024 ; Parcey et al., 2022 ; Rezzonico et al., 2011 ;
Rezzonico et al., 2024a).

De plus, I’intégration de CRISPR avec le MLST (Multilocus Sequence Typing) pourrait offrir

des informations supplémentaires sur les voies évolutives et écologiques de ces isolats

2
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(Buhlmann et al., 2014), tandis que la caractérisation phénotypique pourrait révéler des détails
supplémentaires concernant I’évolution du pathogéne et son adaptation environnementale
(Mendes et al., 2022 ; Zeng et al., 2018).

Cependant, les données disponibles sur le feu bactérien et son agent causal en Algérie sont
limitées. Il n’existe que deux études : celle de Laala et al. (2012) qui s’est principalement
concentrée sur I’identification et le diagnostic de base, tandis que I’étude de Tafifet et al. (2020)
se concentre sur la région du Centre. Peu d’informations sont disponibles sur les souches

provenant d’autres régions, leur phylogénie ou leurs caractéristiques phénotypiques.

L’objectif principal de cette étude était d’analyser et de mieux comprendre la population d’E.
amylovora en Algérie par la réalisation d’une caractérisation genotypique et phénotypique des
souches collectées dans des vergers touchés par le feu bactérien a travers le pays. Pour cela, des
approches phénotypiques et génomiques avancéees ont été utilisées, notamment le MLST et
I’analyse CRISPR.

Les objectifs spécifiques de cette étude étaient :

1. D’isoler des souches locales a partir des vergers situés dans différentes régions du pays.

2. Dr’identifier et d’étudier leurs caractéristiques phénotypiques.

3. De déterminer la diversité génétique et les relations phylogénétiques des souches
isolées.

4. De comparer ces souches avec des isolats mondiaux afin de déterminer la possible

source d’introduction du pathogene en Algérie.
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Chapitre I. Synthése bibliographique

1 Le feu bactérien

Le feu bactérien, causé par la bactérie E. amylovora, est la maladie bactérienne la plus ancienne,
la plus destructive et la plus grave affectant les arbres fruitiers a pépins (Pedroncelli et
Puopolo, 2023 ; van der Zwet et Keil, 1979).

Comme son nom I’indique, le feu bactérien se reconnait par I’apparition rapide de tissus noircis,
comme s’ils avaient été bralés par le feu (Schroth et al., 1974). Cette maladie peut endommager
gravement les arbres sains, entrainer la mort de I’arbre, voire la destruction totale d’un verger

en une seule saison (Bonn et van der Zwet, 2000).

1.1 Origine du feu bacterien

Cette maladie est indigene a I’Amérique du Nord, ou elle infecte couramment des plantes
locales, notamment le sorbier (Sorbus), les pommiers sauvages (Malus) et 1’aubépine
(Crataegus). Ces plantes présentent une sensibilité faible ou une résistance naturelle au le feu
bactérien (Rezzonico et al., 2024b ; Thomson, 2000 ; Zeng et al., 2018).

Selon Thomson (2000) , ces arbres pourraient méme avoir bénéficié de I’infection, car une
pousse ou une branche atteinte du feu bactérien remplirait la méme fonction qu’un éclaircissage
des fruits ou une taille. Cela donnerait a I’arbre une nouvelle vigueur et du bois producteur et

augmenterait la production de fruits.

En revanche, lorsque les premiers colons européens apportérent des cultivars de Rosacées
beaucoup plus sensibles au feu bactérien, pendant la colonisation de I’Amérique du Nord au
XVlle siécle, la maladie commenca a se propager, ce qui finalement conduisit a une épidémie
parmi ces nouvelles cultures. Le feu bactérien fut documenté pour la premiére fois dans la vallée
de I’Hudson, dans I’Etat de New York, au XVIlle siécle, comme une maladie hautement
infectieuse affectant les poiriers (Thomson, 2000 ; van der Zwet et al., 2016 ; van der Zwet
et Keil, 1979).
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En 1895, M.B. Waite mentionnait : « Il n’existe probablement aucune maladie des arbres
fruitiers aussi destructrice que le feu bactérien. Aucune maladie n’a autant résisté a toutes les
tentatives de trouver un traitement satisfaisant, malgré les grands progres réalisés au cours des
dix derniéres années ». Il est intéressant de constater que cette affirmation reste toujours
d’actualité, plus de 130 ans plus tard, puisque la maladie continue de se propager et d’affecter

aujourd’hui plus de 50 pays a travers le monde.

1.2 Plantes hotes

Le feu bactérien affecte des arbres fruitiers et des plantes ornementales de la famille des
Rosacees, avec une gamme d’environ 200 especes hotes réparties dans 40 genres. Certains de
ces hotes ont été observés dans des environnements naturels, tandis que d’autres sont basés sur

des essais d’inoculation artificielle (van der Zwet et Keil, 1979).
1.2.1 Classification des Rosacées

La classification la plus largement acceptée a ce jour, basée sur les types de fruits, divise la
famille en quatre sous-familles : Amygdaloideae (ou Prunoideae), Maloideae, Rosoideae et
Spiraeoideae (Mahai et al., 2024). Cependant, selon une analyse phylogénétique, les Rosacées
ont été reclassées en trois sous-familles, & savoir Dryadoideae, Rosoideae et Amygdaloideae.
Tous les genres précédemment assignés aux sous-familles Amygdaloideae et Maloideae sont
désormais inclus dans Amygdaloideae, qui est parfois incorrectement désignée sous le nom de
Spiraeoideae (Potter et al., 2007).

1.2.2 Sous-familles des Rosacées et leurs principaux hotes du feu bactérien

1.2.2.1 Maloideae (Pomoideae)

Cette sous-famille comprend une grande variété de plantes ornementales ainsi que des especes
fruitiéres comestibles importantes, collectivement appelées fruits a pépins (Hummer et Janick,
2009). Les impacts du feu bactérien sur les membres de cette sous-famille représentent la
majeure partie de son importance économique a I’échelle mondiale (Momol et Aldwinckle,
2000). Ces plantes représentent les principaux hotes du feu bactérien :
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e Pommier (Malus domestica)

Les pommes, espéce majeure de cette famille, occupent la quatriéme place parmi les fruits en
termes d’importance (Hummer et Janick, 2009 ; USDA, 2024a). Néanmoins, la culture du
pommier reste vulnérable au feu bactérien, qui provoque des dégats considérables sur la
production. A titre d’exemple, une seule épidémie survenue dans le Michigan a entrainé
I’arrachage de 350 000 a 450 000 pommiers sur une superficie d’environ 620 a 930 hectares,
avec des pertes estimées a plus de 40 millions de dollars américains en 2000 (Salceanu et al.,
2023).

e Poirier (Pyrus spp.)

Les poires occupent le cinquiéme rang parmi les espéces de fruits tempérés les plus importantes
(USDA, 2024b). Toutefois, le feu bactérien demeure 1’un des principaux facteurs limitant la
productivité de cette espéce, mettant en péril la production mondiale. La culture des poiriers est
plus gravement touchée par le feu bactérien que celle des pommiers, car la plupart des variétés

de poires y sont particulierement sensibles (Bonn et van der Zwet, 2000).

e Cognassier (Cydonia oblonga)

Le cognassier est considéré comme 1’un des hotes les plus sensibles au feu bactérien. Il est
également largement utilisé comme porte-greffe pour le poirier et le néflier, ce qui augmente le
risque de dissémination du pathogéne (Al-Zughbi et Krayem, 2022 ; Hummer et Janick,
2009 ; Postman, 2009).

e Néflier (Eriobotrya japonica)

Le feu bactérien est considéré comme une menace pour cette espéce, de nombreuses épidémies
ayant été signalées, en particulier dans la région méditerranéenne (Momol et Aldwinckle,
2000).

e Autres plantes

D’autres plantes hétes, moins importantes d’un point de vue économique, mais couramment
utilisées comme plantes ornementales ou brise-vent, certaines produisent des fruits comestibles
et peuvent egalement servir de réservoirs pour le pathogéne durant I’hiver. Parmi ces especes

figurent le sorbier (Sorbus), I’aubépine (Crataegus), le buisson ardent (Pyracantha), le
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cotonéaster (Cotoneaster), le stranvaesia, et le photinia (Photinia) (EPPO, 2024 ; Momol et
Aldwinckle, 2000).

1.2.2.2 Amygdyloideae

Les fruits de cette sous-famille, connus sous le nom de fruits a noyau, sont principalement
représentes par des especes du genre Prunus. Ceux-ci incluent des fruits populaires, tels que
les nectarines, les péches, les prunes, les cerises et les abricots, ainsi que les amandes (Hummer
et Janick, 2009).

Bien que le feu bactérien soit généralement rare dans cette sous famille, Prunus salicina
(prunier japonais) a eté la premiére espece signalée comme affectée. En 1996, une grave
épidémie de feu bactérien a touché Prunus salicina dans I’ldaho, et des infections naturelles
ont depuis été signalées dans plusieurs pays européens, affectant le prunier européen (Prunus
domestica), I’abricotier (Prunus armeniaca) et le prunier-cerise (Prunus cerasifera) (Momol
et Aldwinckle, 2000 ; Végh et Palkovics, 2016).

1.2.2.3 Rosoideae

La principale plante hote de cette sous-famille pour le feu bactérien est le framboisier (Rubus).
Les souches infectant cette plante sont spécifiques a cet héte et ne semblent pas infecter d’autres
especes, comme le pommier ou le poirier. Ces souches sont uniguement présentes en Amérique
du Nord (Momol et Aldwinckle, 2000).

Les roses montrent également des symptdmes de trés grande sensibilité dans les tests
d’inoculation artificielle. Des infections naturelles ont été signalées chez I’églantier (Rosa
canina) (Bastas et al., 2013 ; Momol et Aldwinckle, 2000).

Des épidémies de feu bactérien ont aussi €té signalées sur les fraisiers (Fragaria x ananassa)

dans plusieurs pays européens (Oztiirk et Soylu, 2022).
1.2.2.4 Spiraeoideae

La plupart des membres de cette sous-famille sont des plantes ornementales. Des infections
naturelles ainsi qu’artificielles par le feu bactérien ont été signalées chez certains de ses

membres. Spiraea vanhouttei, le physocarpe (Physocarpus), la barbe-de-bouc (Aruncus) et le
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buisson de creme (Holodiscus) ont egalement été cités comme hotes d ’E. amylovora (Momol
et Aldwinckle, 2000).

1.2.3 Importance économique des Rosacées

La famille des Rosacées comprend de nombreuses espéces d’importance économique,
principalement connues pour leurs fruits des zones tempérées et les plantes ornementales, ainsi
que pour certaines cultures forestieres et médicinales. La production mondiale de fruits
comestibles de cette famille était évaluée a environ 45 milliards de dollars & la sortie de la ferme,
avec une valeur totale estimée du marché de consommation atteignant jusqu’a 180 milliards de
dollars (Hummer et Janick, 2009).

1.2.3.1 Importance du pommier en Algérie

Le pommier est la premiére Rosacée a pepins plantée en Algérie, avec une superficie estimée a
46 000 hectares en 2016 (Agrichem, 2024). Selon le FAOSTAT, la production algérienne de
pommes en 2024 a atteint 592 kilotonnes (ktt) (Figure 1). L’Algérie est classée 22¢ parmi 93
pays producteurs de pommes (Helgi Library, 2026a).

Apple Production - Algeria
K, 1961-2024

T ’
D 3

Figure 1. Evolution de la production de pommes en Algérie de 1961 & 2024 (Helgi Library,
20264a).
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1.2.3.2 Importance du poirier en Algérie

En Algérie, le poirier est la deuxiéeme Rosacée a pépins la plus cultivée, aprés le pommier. La
superficie totale dédiée a cette culture s’éléve a 27 000 hectares, et la majorité du verger national
est constituée d’une seule variété : la Santa Maria (Agrichem, 2019). En effet, en 2024, la
production algérienne de poires a atteint 163 kt tonnes (Figure 2). Selon les données de la
FAOSTAT, I’Algérie se classe au 14<™ rang parmi les pays producteurs de poires (Helgi
Library, 2026b).

Pear Production - Algeria
k1, 1961-2024

Figure 2. Evolution de la production de poires en Algérie de 1961 a 2024 (Helgi Library,
2026b).

1.2.3.3 Importance du cognassier en Algérie

Selon les données de la FAOSTAT, la production nationale de coing a atteint 10,800 tonnes en
2024, ce qui place I’Algérie au huitiéme rang parmi les pays producteurs de coing (Helgi
Library, 2026c¢).

1.3 Symptomes
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Les symptdmes du feu bactérien sont facilement distinguables de ceux des autres maladies des
Rosacees, notamment chez le poirier et le pommier. Le feu bactérien est aussi désigné selon la
partie de la plante touchée : bralure des fleurs, brilure des pousses ou des rameaux, brdlure des

feuilles, etc. (van der Zwet et Beer, 1999).

1.3.1 BrQlure des fleurs

Geénéralement, c’est le premier symptdme de la maladie, observé au printemps, une a deux
semaines apres la chute des pétales. Les fleurs infectées apparaissent initialement gorgées d’eau
et d’un gris-vert terne (Figure 3A). Elles se flétrissent ensuite, se desséchent et deviennent
brunes a noires (Figure 3B) (Berry et al., 2009 ; EPPO, 2024 ; Johnson, 2000 ; Steiner,
2000 ; van der Zwet et Beer, 1999).

Figure 3. Symptdémes du feu bactérien sur les fleurs : A. Fleur au début de I’infection (DuPont
et al., 2023b) ; B. Grappe totalement infectée (Koetter et Grabowski, 2024).

1.3.2 Bralure des pousses et des feuilles

Le flétrissement des pousses ressemble a celui observeé sur les fleurs, mais les symptémes des
pousses se développent plus rapidement. Des exsudats bactériens peuvent apparaitre dans des

conditions humides, mais le symptdme le plus courant est le flétrissement des extrémités des
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pousses, formant une «crosse de berger » (Figure 4A) (DuPont et al., 2023b ; EPPO, 2024 ;
van der Zwet et Beer, 1999).

Les feuilles des pousses malades présentent un noircissement progressif le long de la nervure
centrale et des nervures secondaires avant de devenir complétement nécrotiques (Figure 4B).
Chez le poirier et le pommier, les feuilles, I’écorce et les pousses infectées virent généralement
au brun clair, voire au noir, conférant a I’arbre un aspect bralé. Aprés leur mort, les feuilles
restent fermement accrochées a I’arbre hote et persistent jusqu’a I’hiver (DuPont et al., 2023b ;
van der Zwet et Beer, 1999).

Figure 4. Symptdmes du feu bactérien sur les pousses et les feuilles. A. Formation d’une
crosse de berger (Johnson, 2000) ; B. Noircissement progressif des feuilles le long de la
nervure centrale sur les pousses malades (DuPont et al., 2023b).

1.3.3 BrQlure des fruits

Au début, des taches gris-vert ou des zones qui semblent imbibées d’eau apparaissent sur les
fruits immatures infectés. Ensuite, ces zones s’agrandissent rapidement et virent du brun au
noir. Parfois, des gouttelettes d’exsudat bactérien suintent des lenticelles. Vers la fin de la
saison, les fruits infectés deviennent sombres, noirs et se dessechent complétement. Ils restent
généralement fixés a la branche jusqu’a la saison suivante (Figure 5) (EPPO, 2024 ; van der
Zwet et Beer, 1999).
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Figure 5. Fruits immatures desséchés (EPPO, 2022).

1.3.4 Symptdmes liés aux chancres

Le premier signe est I’apparition de petites taches rougeatres dans le bois, juste a coté de la
marge d’un chancre en développement, visibles lorsque I’écorce fraiche est coupée le long
d’une Iésion en expansion. Les chancres hivernants, de couleur noire, grise ou parfois
légérement violette, deviennent enfoncés et secs avec le temps (Figure 6) (DuPont et al.,
2023b ; van der Zwet et Beer, 1999).

Figure 6. Chancre hivernant sur un poirier (DuPont et al., 2023b).
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1.3.5 Symptdmes du porte-greffe

Les porte-greffes infectés peuvent présenter des symptdmes tels que des zones imbibées d’eau
(Figure 7), une décoloration allant du violet au noir, des fissures et juste sous I’écorce, le

cambium peut présenter des stries brun-rougeétre (Johnson, 2000).

Figure 7. Symptdmes du chancre du porte-greffe, avec des zones infectées présentant une
accumulation d’eau sous 1’écorce (DuPont et al., 2023b).

1.4 Cycle de vie
1.4.1 Hivernage

La principale source d’inoculum est constituée par les bactéries responsables du feu bactérien
de I’année précédente, qui hivernent dans les chancres des rameaux, des branches ou des troncs
des arbres hétes (Thomson, 2000). Cependant, I’inoculum du feu bactérien pourrait également

provenir des bactéries présentes dans les bourgeons sains (Tancos et al., 2017).

1.4.2 Propagation de I’inoculum vers le site de I’infection

Au printemps, pendant les périodes chaudes et humides, un petit pourcentage de chancres
devient actif. A la surface de ces chancres apparaissent les exsudats (Figure 8), une substance
visqueuse, collante, ou bien ils peuvent sécher pour former un vernis dur, lustré, de couleur

ambrée (Thomson, 2000). Ces exsudats jouent le réle d’un milieu de transport efficace, étant

13



Synthése bibliographique

constitués d’une concentration élevée de cellules d’E. amylovora (108 UFC/ul) intégrées dans
une matrice polysaccharidique hygroscopique, qui peut persister pendant plus d’un an dans des
conditions de faible humidite relative, afin d’assurer un transport efficace (Slack et al., 2017 ;
Thomson, 2000).

Figure 8. Des exsudats émergents sur un arbre infecté par E. amylovora (Slack et al., 2017).

Les insectes, particulierement les pollinisateurs comme les abeilles, sont attirés par cette
douceur et peuvent ramasser quelques microlitres de sécrétion contenant des populations
bactériennes denses nécessaires pour un transport et une transmission réussis entre les chancres
et les fleurs. L’eau éclaboussée par la pluie ou I’irrigation, ou les mains et les outils des
jardiniers, peuvent également transmettre les bactéries aux stigmates des fleurs voisines (Slack
etal., 2017 ; Steiner, 2000 ; Thomson, 2000).

1.4.3 Phase épiphytique florale

Apres que les cellules d’E. amylovora se posent sur le site d’infection, elles commencent
initialement a se développer de maniere épiphyte a la surface des stigmates des fleurs pendant
quelques semaines sans provoquer de symptdmes pour établir une grande population nécessaire
a I’infection (Zeng et al., 2021).

1.4.4 Infection primaire dans les fleurs

Les précipitations abondantes, comme la pluie ou la rosee, favorisent I’entrée des bactéries dans
les tissus floraux. L’humidité crée un gradient nutritionnel dans les films d’eau, attirant les
bactéries avec de flagelles vers les nectarthodes (les glandes nectariféres a la base de la fleur)

ou se produisent plus de 90 % des infections. Les bactéries perdent leur capacité a se déplacer
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vers le gradient en dessous de 15,5°C, mais I’infection peut se produire en quelques minutes
au-dessus de 15,5°C (Malnoy et al., 2012 ; Steiner, 2000).

Apres avoir colonisé le site d’infection (infection endophytique), les bactéries se multiplient
rapidement et se propagent dans les espaces intercellulaires, provoquant la mort des cellules
voisines. Cette facilité d’infection s’explique par la grande susceptibilité du tissu hote,
notamment celui des fleurs, a E. amylovora. Ensuite E. amylovora peut se disséminer le long
du pédicelle vers toutes les fleurs d’une grappe, ce qui induit I’apparition du premier signe
visible des symptémes : une impregnation d’eau, suivie de petites gouttelettes d’exsudat sur les
pédoncules floraux, les exsudats servent ainsi de source d’inoculum secondaire (Beer, 1979 ;
Slack et al., 2017 ; Thomson, 2000 ; van der Zwet et Beer, 1999 ; Zeng et al., 2021).

Une fois que les fleurs sont infectées, E. amylovora se multiplient rapidement dans le nectar
des fleurs et se propagent aux éperons, aux nouvelles pousses et aux branches, ce qui peut

entrainer la mort de toutes les fleurs, feuilles et fruits (Thomson, 2000).

1.4.5 Infection secondaire

De nouveau, les abeilles, la pluie et le vent deviennent des vecteurs efficaces des exsudats
(inoculum secondaire). Cette propagation favorise la contamination des fleurs et des pousses
des plantes saines, ce qui entraine des infections secondaires. Ces infections sont fréqguemment
les plus graves, peuvent conduire & une perte d’arbre ultérieure elles peuvent survenir tout au

long de la saison de croissance (Solymar, 2005).

L’invasion des pousses peut se produire pendant la phase de croissance, ou elles sont les plus
sensibles. Cela peut se faire a travers les ouvertures naturelles telles que les lenticelles et les
stomates. Cependant, les infections surviennent généralement par des blessures causées par des
insectes suceurs, le vent, le sable soufflé, la gréle ou du matériel de taille contaminé (Billing,
2011a).

Apres I’infection des pousses, les cellules d’E. amylovora se déplacent de maniére systémique

a travers les tissus des feuilles et des tiges infectées jusqu’au tronc principal de I’arbre.

Plus tard dans la saison, qui s’étend jusqu’a la fin de I’été ou a I’automne, sous des conditions
favorables, des cycles d’infection secondaires peuvent se développer sur les fleurs secondaires
ou les « queues de rat » qui sont caractéristiques typiques des poires et de certains cultivars de

pommes (Beer, 1979 ; Solymar, 2005). Les températures sont chaudes pendant cette période
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et le risque de feu bactérien est généralement élevé pendant cette période (Biggs et Turechek,
2010). Par conséquent, la plupart des problemes dans les vergers découlent de I’infection
secondaire des fleurs de poirier (Billing, 2011b). Toutefois, dans les vergers ou il n’y a pas un
développement de queues-de-rat, les infections secondaires sont tres rares (Shtienberg et al.,
2003).

A la fin de la saison de croissance, les infections diminuent et des chancres se forment dans
I’écorce (Figure 9), au début avec des bordures enfoncées et mal définies, mais ils finissent par

se fissurer et se séparer des tissus sains (Solymar, 2005).

A. Infection primaire
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Figure 9 . Etapes du cycle du feu bactérien (Wallis et al., 2020).

1.5 Impacts économiques du feu bacterien

1.5.1 Impacts économiques directs sur les vergers
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Les colts associés a I’élimination des arbres infectés par le feu bactérien varient entre 67 dollars
américains et 2 134 dollars par hectare, tandis que les mesures préventives annuelles peuvent
colter entre 527 et 1 354 dollars par hectare (Barlow, 2024). Cependant, il est difficile
d’estimer I’impact économique global du feu bactérien, car les pertes ne sont pas toujours
documentées lorsqu’elles sont faibles. De plus, I’ impact dépend de la gravité de I’épidémie, une
épidémie pouvant avoir des effets pendant plusieurs années et entrainer des pertes de rendement
dans les vergers infectés pouvant varier entre 60 % et 90 % (Silceanu et al., 2023 ; Vanneste,
2000).

1.5.2 Impacts économiques a I’échelle mondiale

Le feu bactérien a entrainé des pertes importantes a I’échelle mondiale ces derniéres années, et
son importance économique devrait augmenter chaque année, passant de 500 millions de dollars
en 2018 & 800 millions de dollars en 2022 (Tableau 1). Aux Etats-Unis seulement, les pertes
annuelles sont estimées a 100 millions de dollars Ces pertes incluent des pertes directes dues a
la diminution des rendements et de la qualite, ainsi que des pertes indirectes liées aux codts de
gestion et aux interruptions commerciales. Le commerce mondial des fruits a pépins est
également considérablement impacté par le feu bactérien (Norelli et al., 2003 ; Silceanu et al.,
2023).

En Algérie, les données sur les pertes exactes causées par le feu bactérien ne sont pas encore
quantifiées, mais les observations de terrain rapportent des dégats considérables, notamment

dans les principales zones de production. La culture du poirier a été particulierement affectée.

Tableau 1. Pertes économiques causées par le feu bactérien dans 1’agriculture des arbres
fruitiers a 1’échelle mondiale (Salceanu et al., 2023).

Année Pertes Nombre Perte de Codts de Perturbations
mondiales de pays rendement gestion commerciales
totales affectés (%) (millions | (millions USD)
(millions USD)
USD)
2018 500 25 30 150 50
2019 600 30 35 180 70
2020 700 35 40 210 100
2021 750 40 45 225 120
2022 800 45 50 240 150
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2 Erwinia amylovora

E. amylovora est classée parmi les dix principales bactéries phytopathogenes. En 1882, Thomas
Burrill a utilisé les postulats de Koch pour prouver que la maladie du feu bactérien était causée
par une bactérie, qu’il a nommée Micrococcus amylovorus, sous I’hypothéese erronée que le
pathogene hydrolyse I’amidon (amylum). Cette découverte a marqué la premiere description
d’un pathogene bactérien des plantes. En 1889, Trevisan I’a reclassée en Bacillus amylovorus.
Au début des annees 1900, elle a été renommée Erwinia amylovora par Winslow et al.
(Mansfield et al., 2012 ; Zhao, 2014)

2.1 Taxonomie et caractéristiques générales

2.1.1 Genre Erwinia

Le genre Erwinia (Domaine : Bacteria ; Phylum : Pseudomonadota ; Classe
Gammaproteobacteria ; Ordre : Enterobacterales ; Famille : Erwiniaceae), dont le nom rend
hommage au phytopathologiste Erwin Frink Smith, a été initialement créé pour regrouper des
bactéries Gram négative, non sporulées, en forme de batonnets, mobiles grace a des flagelles
péritriches, a croissance anaérobie facultative, oxydase négative, catalase positive et capables
de produire de I’acide a partir du glucose, du fructose et du galactose. Ces bactéries sont
écologiquement associées aux plantes en tant qu’épiphytes, saprophytes ou pathogenes. E.
amylovora est I’espece type de ce genre (Paulin, 2000 ; Zhao, 2014).

Cependant, cette définition originale présente certaines limitations évidentes et a conduit a un
regroupement quelque peu artificiel de microorganismes qui ne sont pas nécessairement
génétiqguement ou phylogénétiquement proches. Les reclassifications sont principalement
basées sur des normes taxonomiques telles que les caractéristiques microbiologiques, le taux
d’hybridation ADN/ADN et les séquences d’ARNr 16S. Cette approche a entrainé le
reclassement de nombreuses especes, autrefois incluses dans le genre Erwinia, dans de

nouveaux genres tels que Brenneria, Pantoea, Dickeya et Pectobacterium (Kube et al., 2008).

Le genre Pantoea est le plus proche du genre Erwinia. En effet, Erwinia et Pantoea semblent

partager un ancétre commun, tandis que les genres Brenneria, Pectobacterium et Dickeya, ainsi
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que d’autres genres d’entérobactéries, proviennent de lignées différentes de celles de Pantoea
et Erwinia (Smits et al., 2011).

Selon la base de données taxonomique LPSN (LPSN, 2026), le genre Erwinia comprend
actuellement 22 especes valides, bien que ce nombre puisse évoluer en fonction des révisions
taxonomiques récentes, parmi lesquelles plusieurs sont signalées comme pathogenes des arbres
fruitiers a pépins, telles que Erwinia pyrifoliae (Kim et al., 1999), Erwinia piriflorinigrans
(Lépez et al., 2011), Erwinia uzenensis (Matsuura et al., 2012) et Erwinia amylovora,
responsables de la nécrose des fleurs et du feu bactérien. En outre, Erwinia billingiae et Erwinia
tasmaniensis sont des épiphytes généralement associées aux arbres fruitiers a pépins (Zhao,
2014). Erwinia psidii, quant a elle, est un phytopathogene du goyavier commun (Psidium

guajava) de I’eucalyptus (Hermenegildo et al., 2019).

Bien que les infections humaines causées par Erwinia soient rares, plusieurs cas ont été signalés.
En 1998, E. persicina a été isolée de I’urine d’une femme agée atteinte d’une infection des voies
urinaires et du liquide biliaire d’un patient attaint d’un cholangiocarcinome périhilaire (Ceylan
et Ozden, 2022 ; O’Hara et al., 1998). En 2008, E. tasmaniensis a été impliquée dans une
lymphadénite cervicale et isolée de tissus gravement nécrosés (Shin et al., 2008). Récemment,
E. billingiae a été associée a des infections cutanées, a des bactériemies et a une arthrite
septique, souvent en lien avec une exposition a des plantes sauvages (Bonnet et al., 2019 ;
Prod’homme et al., 2017). Plus récemment, E. wuhanensis a été isolée du sang d’un patient

souffrant d’insuffisance rénale chronique aprés hémodialyse (Zhang et al., 2025).

2.1.2 Morphologie des cellules

Les cellules d’E. amylovora sont des batonnets Gram-négatifs mobiles dotés de flagelles
péritriches (Figure 10). Certaines cellules sont entourées d’une capsule visible au microscope,
qui peut étre épaisse ou fine, et la plupart des cultures montrent un mélange de cellules capsulées
et non capsulées. Elles mesurent environ 0,3 um de largeur et de 1 a 3 um de longueur, avec
une taille variant selon les conditions de croissance. Deux types de cellules sont identifiés : les
cellules normales 1,0-2,5 um et les cellules filamenteuses 7,0-35,0 um (Paulin, 2000). En
conditions de carence en nutriments, certaines cellules deviennent rondes et réduisent leur taille,
tandis que d’autres prennent une forme filamenteuse. Des vésicules en forme de flamme

apparaissent sur la membrane externe des cellules en carence. La motilité des cellules diminue
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en période de carence, bien que les flagelles restent présents (Santander et al., 2014b ;
Santander, 2016).

-

Figure 10. Souche CFBP 1430 d’E. amylovora, observée en microscopie électronique en
transmission (Santander et al., 2014b).

2.1.3 Parameétres climatiques et physiologiques pour E. amylovora

La température optimale pour la croissance d’E. amylovora est de 28 °C, mais elle peut
également croitre a des températures comprises entre 35 °C et 37 °C. Il a été démontré qu’E.
amylovora peut étre considérée comme un micro-organisme psychrotrophe, capable de se
multiplier a des températures basses, autour de 3 °C a 4 °C. Cependant, des températures
élevées, supérieures a 45 °C pendant 70 minutes ou 50 °C pendant 50 minutes, peuvent détruire
les cellules bactériennes (Keck et al., 1995 ; Santander, 2016 ; van der Zwet et Keil, 1979).

Le pH optimal pour la croissance d’E. amylovora se situe entre 6,0 et 7,5, avec une tolérance
minimale entre 4,0 et 5,9 et une limite maximale entre 7,6 et 8,8. Par ailleurs, une humidité
relative élevée, comprise entre 90 et 95 %, constitue une condition favorable a son

développement (van der Zwet et Keil, 1979).

2.2 Génome et plasmides
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E. amylovora possede un chromosome circulaire d’environ 3,81 Mpb, ce qui en fait I’un des
plus petits génomes parmi les bactéries phytopathogénes séquencées (Sebaihia et al., 2010 ;
Smits et al., 2010). En comparaison, d’autres pathogénes comme Pseudomonas syringae pv.
syringae B728a (6,1 Mpb) et Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum PC1 (4,9 Mpb)
ont des génomes beaucoup plus grands (Parcey et al., 2020). Il est possible que cette petite
taille de génome soit en partie responsable de I’absence d’enzymes de dégradation de la paroi
cellulaire et de toxines de faible poids moléculaire, caractéristiques souvent présentes chez
d’autres bactéries phytopathogenes (Mansfield et al., 2012). Ce génome est constitué a 86 %
de séquences codantes et présente une teneur moyenne en G+C de 53,3 % a 53,6 % (Mann et
al., 2013). Il comprend également des protéines hypothétiques conservées, des éléments
mobiles, des pseudogénes, ainsi que des genes impliqués dans I’enveloppe cellulaire et la
transduction du signal (Sebaihia et al., 2010 ; Smits et al., 2010).

2.2.1 Plasmides

Les plasmides sont essentiels a la diversité génétique d 'E. amylovora. La variation dans le pan-
génome de cette bactérie est en grande partie due aux phénomenes de perte et d’acquisition de
plasmides (Llop et al., 2011 ; Llop et al., 2012).

2.2.1.1 pEA29

Le plasmide pEA29 est un élément génétique largement répandu parmi les souches d’E.
amylovora, & I’exception de quelques isolats provenant d’Egypte, d’Iran, d’Espagne et des
Etats-Unis (Llop et al., 2008 ; Mohammadi et al., 2009). Sa distribution géographique
correspond a celle d’E. amylovora. Sa taille varie entre 27,6 et 34,9 kb, avec une plus grande
diversité observée chez les souches infectant les espéces de Rubus. La séquence compléte de
PEA29 dans la souche Ea88 mesure 28 185 pb et présente une teneur en G+C de 50,2 %. Cette
variation de taille résulte de délétions et d’insertions. Le plasmide contient treize cadres de
lecture ouverts (ORF) qui codent pour des protéines similaires a celles d’autres bactéries, ainsi
que des genes associés a diverses fonctions comme la biosynthése de la thiamine, le transport
de la choline et la chimioréception. Une origine de réplication de type théta a également été
identifiée (McGhee et Jones, 2000).

2.2.1.2 pELG6O
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Le plasmide pEL60 de 60 145 pb avec une teneur en G+C de 51,5 %, il a été identifié dans des
souches d’E. amylovora isolées au Liban. Il partage une grande similarité avec le plasmide
pCTX-M3 de Citrobacter freundii, bien que ce dernier soit plus grand en raison de génes
supplémentaires de résistance aux antibiotiques. pEL60 contient des génes pour la réplication,
le transfert conjuguatif, et un systéme de réparation de I’ADN de type mucAB, qui pourrait aider
a la survie d’E. amylovora sur les plantes en conférant une tolérance aux radiations UV (Foster
etal., 2004 ; Llop et al., 2012).

2.2.1.3 pEU30

Le plasmide pEU30 a une taille de 30 314 pb avec une teneur en G+C de 48,2 %. 1l a été détecté
dans 41 % des souches d’E. amylovora provenant de Washington, Utah et Oregon, aux Etats-
Unis. Ce plasmide possede 25 ORFs principalement associés a la réplication, au maintien et au
transfert conjuguatif, avec cing ORFs codant pour des régulateurs transcriptionnels, une
permeéase de cytosine et une acétyltransférase. Bien que le contenu génétique de pEU30 soit
comparable a celui d’autres plasmides de bactéries phytopathogenes, il ne comporte pas de

genes spécifiqguement liés a la virulence ou au fitness (Foster et al., 2004 ; Llop et al., 2012).

2.2.1.4 pEAT2

Le plasmide pEA72, d’une taille de 71,49 kpb, a été décrit pour la premiére fois par Sebaihia
et al. (2010) et est I’un des plus courants dans les collections des Etats-Unis (Parcey et al.,
2020 ; Zeng et al., 2018). Ce plasmide présente une similitude dans ses 5 500 premiers
nucléotides avec le plasmide pEU30. Il renferme 87 séquences codantes (CDS), dont 41 %
codent pour des génes de transfert conjugatif, similaires a ceux retrouvés chez d’autres
entérobactéries. Environ 33 % des CDS sont des protéines hypothétiques sans fonction connue
et sans correspondance dans les bases de données actuelles, tandis que 13 % sont impliquées
dans des fonctions critiques telles que la réplication et la stabilité du plasmide. De plus, pEA72
inclut deux CDS mobiles ou liés a des phages, ainsi qu’un pseudogeéne, ce qui pourrait indiquer
une origine évolutive complexe ou un potentiel de mobilité génétique (Bocsanczy et al., 2008).
Il est également supposé contenir un systéme de sécrétion de type IV (T4SS) (Parcey et al.,
2020).

2.2.15 pEI70
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Détecté pour la premiere fois dans des souches espagnoles d’E. amylovora, ce plasmide
conjugatif est répandu dans 11 pays européens, ou il est présent dans 5 a 92 % des souches,
selon la région. 1l accélére de maniére significative le développement des symptémes lorsqu’il
est introduit dans des souches de faible virulence. L analyse de séquence révele une longueur
totale de 65 840 paires de bases avec une teneur en G+C de 52,2 %, montrant plus de 98 %
d’identité de séquence avec le plasmide pEB102 d’E. billingiae, en particulier pour la protéine
RepA, suggérant une origine commune. Le plasmide contient également un élément conjugatif
intégrant (ICE) qui semble rester extracromosomique, incapable de s’intégrer dans le
chromosome d’E. amylovora. Le role précis de ce plasmide dans I’amélioration du fitness

bactérienne n’est pas encore entierement compris (Llop et al., 2011 ; Llop et al., 2012).

2.2.1.6 pEA34

Le plasmide pEA34, de 34 kb, joue un réle clé dans la résistance a la streptomycine chez E.
amylovora. Il est présumé avoir été transféré depuis Pantoea agglomerans. Ce plasmide,
détecté exclusivement dans des souches du Michigan et de Californie, abrite le transposon
Tn5393, qui code pour les génes strA et strB, responsables de la résistance a la streptomycine.
Il est supposé que Tn5393 était initialement intégré dans pEa34 avant d’étre transféré au
plasmide pEA29 (Chiou et Jones, 1993 ; Forster et al., 2015 ; McGhee et Jones, 2000).

2.2.1.7 pEA78

Le plasmide pEA78 (78 740 pb) a été détecté pour la premiére fois dans la souche LA637 du
Mexique, puis identifié dans CA3R isolé en Californie. Ce plasmide est supposé contenir un
systeme de sécrétion de type IV (T4SS) (Parcey et al., 2020 ; Smits et al., 2014).

2.2.1.8 pEAG6S

Le plasmide pEAG68 est un plasmide circulaire de 68 763 pb avec une teneur en G+C de 60,39
%, suggérant une origine étrangére. Il contient 79 CDS prédites, y compris un systéme de
réplication de type IncFlla- repA, une relaxase MobA de la famille MOBp13, ainsi qu’un
systéeme de sécrétion de type IV et des génes tra pour le transfert conjugal. pEA68 ne contient
aucun gene associé a la résistance aux antibiotiques ou a la virulence, et son élimination n’a pas

d’impact physiologique (Ismail et al., 2014).

23



Synthése bibliographique

2.2.1.9 Autres plasmides

Le plasmide pEA8.7, d’environ 9 kb, a été decouvert lors d’une étude en Californie et contient
les genes de résistance strA-strB, similaires a ceux du plasmide pEA34. Cependant, il est
étroitement associé au plasmide a large spectre d’hote RSF1010. D’autres petits plasmides, tels
que pEAL.7, ont été observés dans diverses souches d’E. amylovora, montrant des similarités
partielles avec des plasmides connus, mais leur caractérisation est encore incompléte (Llop et
al., 2012).

Quatre autres petits plasmides inédits ont été réccemment découverts : pEA2.9, pEA4.0, pEAS5.8
et pEAG.0, dont les fonctions restent principalement hypothétiques. Le plasmide pEA6.0
pourrait conférer une résistance aux bactériophages (Parcey et al., 2020) . Par ailleurs, pEA2.8
a été identifié dans E. amylovora isolé de Rubus et contient un géne codant pour une f-
lactamase, conférant une résistance a I’ampicilline (Llop et al., 2012). De nouvelles
découvertes ont également révélé des plasmides tels que pEAR27, pEAR28 et pEAR35 dans
les isolats de Rubus. Tous ces plasmides codent pour des protéines T4SS, bien que leur

homologie avec les T4SS connus soit partielle (Parcey et al., 2020).

2.3 Mécanismes de résistance

Deux mécanismes de résistance a la streptomycine ont été décrits chez E. amylovora

2.3.1 Reésistance déterminée par le chromosome

Une mutation spontanée du géne chromosomique rpsL, qui code pour une protéine
ribosomique, constitue le mécanisme le plus courant et la forme de résistance la plus élevée a
la streptomycine. Ce phénoméne a été signalé aux Etats-Unis, au Moyen-Orient et en Nouvelle-
Zélande. Cette mutation empéche la fixation de la streptomycine sur la sous-unité ribosomique
30S, ce qui rend la bactérie résistante a cet antibiotique (Forster et al., 2015 ; Stockwell et
Duffy, 2012).

2.3.2 Resistance déterminée par des plasmides/transposons

La résistance acquise a la streptomycine chez E. amylovora est liée a des plasmides portant
I’élément transposable de 6,7 kb, Tn5393, qui contient les génes strA-strB. Ces genes codent

pour des phosphotransférases aminoglycosidiques capables de modifier la streptomycine en une
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forme non toxique. Cette résistance intermediaire est observée a une incidence relativement
faible chez les isolats d’E. amylovora provenant des vergers de pommiers et de poiriers aux
Etats-Unis (Forster et al., 2015 ; Stockwell et Duffy, 2012).

Les genes strA-strB et le transposon Tn5393 sont largement répartis parmi les bactéries
pathogénes & Gram négatif qui affectent les humains, les animaux et les plantes, ainsi que parmi
les bactéries environnementales. Les souches d’E. amylovora peuvent échanger du matériel
génetique avec d’autres bactéries dans les environnements de vergers. Ces transposons peuvent
s’insérer dans divers plasmides, notamment pEU30, pEA29 et pEA34, pEAS8.7 ainsi que dans
le chromosome bactérien (Forster et al., 2015 ; Stockwell et Duffy, 2012).

2.4 Méthodes de détection

Il existe plusieurs méthodes approuvées par I’EPPO pour la détection d’E. amylovora (EPPO,
2022). Pour valider I’identification, au moins deux protocoles doivent étre utilisés. Si deux tests

moléculaires sont réalisés, les séquences ciblées doivent étre différentes.

24.1 PCR

Parmi les protocoles de PCR conventionnelle utilisés pour la détection d’E. amylovora, celui
développé par Taylor et al. (2001) s’est révélé étre le plus adapté pour différencier E.
amylovora de toutes les autres bactéries testées, tant dans le matériel végétal que pour

I’identification d’E. amylovora dans des colonies bactériennes pures (EPPO, 2022 ; Powney
etal., 2011).

L’EPPO a également approuvé deux tests de PCR en temps réel publiés (Gottsberger, 2010 ;
Pirc et al., 2009).

242 LAMP

La technique d’amplification isotherme par boucle (LAMP) est recommandée pour le
diagnostic du feu bactérien sur site en raison de sa rapidité, de son exactitude et de son faible
colt. De plus, elle ne nécessite pas de thermocycleur sur le terrain (Shin et al., 2018).

2.4.3 Tests sérologiques

2.4.3.1 Agglutination
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L’ agglutination est un test simple qui donne généralement des résultats satisfaisants. Les
colonies suspectes d’E. amylovora peuvent étre agglutinées sur une lame avec une goutte de

tampon et un antisérum spécifique a E. amylovora (EPPO, 2022 ; Paulin, 2000).
2.4.3.2 Test d’immunofluorescence

L’ immunofluorescence est une méthode courante pour identifier E. amylovora dans les cultures
pures ou dans les extraits d’échantillons végétaux. Pour la détection d’E. amylovora, un
microscope a éepifluorescence est utilisé pour observer directement des cellules bactériennes
specifiquement marquées avec un anticorps conjugué contenant un colorant fluorescent
(EPPO, 2009 ; EPPO, 2024).

24.3.3 ELISA

L’ELISA est une méthode tres sensible et spécifique pour détecter E. amylovora dans des
cultures pures ainsi que dans des matériaux végétaux naturellement infectés, et elle est
particulierement utile pour traiter un grand nombre d’échantillons a faible colt et sans

équipement colteux (Gorris et al., 1996).

Pour éviter les réactions croisées, il est conseillé d’utiliser un kit commercial complet,
spécifique et vérifié pour I’enrichissement DASI-ELISA, baseé sur des anticorps polyclonaux et
monoclonaux (3B + 5H IVIA), qui contient un tampon d’extraction et un milieu semi-sélectif
(EPPO, 2024).

2.4.4 Autres techniques

La séquence du gene recA et I’analyse protéomique utilisant une spectrométrie de masse par
désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI-TOF) sont également approuvées par
I’EPPO. Cependant, il existe d’autres techniques connues pour I’identification d’E. amylovora,
comme les tests biochimiques par le systeme API (BioMérieux), le systéme d’identification

automatisé Biolog, et le profilage des acides gras (EPPO, 2024).

2.5 Meéthodes d’analyse de la diversité génétique

E. amylovora est une espece genétiquement homogene par rapport a d’autres bactéries

phytopathogeénes telles que Pseudomonas syringae ou Xanthomonas campestris. Cependant,
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les progres des techniques moléculaires ont considérablement amélioré notre compréhension

de la diversité génétique parmi les souches d’E. amylovora (Momol et Aldwinckle, 2000).

2.5.1 Rep-PCR

Le principe de cette méthode repose sur I’amplification de I’ADN située entre des éléments
répétitifs adjacents en utilisant des amorces visant des sequences répétitives conservées. Les
souches isolées a partir de la sous- famille Amygdaloideae étaient génétiquement tres similaires
et 87 % d’entre elles avaient une empreinte génétique tout en ayant une similarité génétique
située entre 96 et 99 %. Les souches des Rubus spp. révélaient plus de diversité génétique que
les souches des autres arbres fruitiers avec des coefficients de similarité situés entre 89 et 97 %.
Cela a permis de distinguer efficacement les souches qui infectent les Amygdaloideae des de
celles des Rubus (McManus et Jones, 1995).

2.5.2 PCR ribotypage

Cette technique permet la différenciation des souches d’E. amylovora sur la base des profils
d’amplification de la région intergénique 16S-23S de I’opéron rrn. Elle a permis la distinction
de quatre ribotypes. Le ribotype PCR était prédominant parmi les isolats d’arbres fruitiers de
Nouvelle-Zélande, de I’Est et de I’Ouest de I’Amérique du Nord. Les ribotypes PCR 2 et 3 ont
été trouvés dans les souches isolées a I’Ouest de I’Amérique du Nord, tandis que le ribotype

PCR 4 a été détecté uniquement chez Rubus spp. (McManus et Jones, 1995).

2.5.3 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

La technique RFLP a permis de distinguer différentes souches d’E. amylovora en se basant sur
des variations dans le géne hrpN et la région dspA/E. La digestion du géne hrpN avec I’enzyme
Rsal a montré que les souches de Rubus spp. et d’Amelanchier sp. avaient un fragment d’ADN
60 pb plus court que celui des autres souches. Cela était d a I’absence d’une séquence de 60
paires de bases dans la région non codante en aval du gene hrpN. D’autre part, La digestion
d’un fragment de 613 pb de la région dspA/E avec Cfol a montré des motifs RFLP distincts,
qui différencient les souches de Rubus spp. et d’Amélanchier sp. des autres (Giorgi et
Scortichini, 2005).
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2.5.4 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

L analyse RAPD a utilisé six amorces, genérant ainsi 98 fragments RAPD. L’analyse a révélé
que les souches de la sous-famille Pomoideae constituaient un groupe, et celles de Rubus en
formaient un autre, et un clade bien distinct regroupait les souches de poire asiatique de
Hokkaido, au Japon. Des fragments RAPD spécifiques ont permis de différencier clairement
les groupes selon I’héte, la région de Hokkaido, ainsi que les groupes externes (Momol et al.,
1997).

2.5.5 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

L’AFLP a permis la découverte d’un nombre sans précédent de marqueurs génétiques chez E.
amylovora. En utilisant quatre amorces, le profilage par PCR a révélé un polymorphisme limité,
avec des schémas d’amplification identiques pour 17 souches. Les schémas AFLP combinés
ont généré 78 bandes polymorphes (34 % du total des bandes), permettant de distinguer la
plupart des souches testées. Cependant, le regroupement des souches dans le dendrogramme

généré n’était pas corrélé avec I’héte, I’année ou le pays d’isolement (Rico et al., 2004).

2.5.6 Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

La technique PFGE, basée sur la digestion de I’ADN génomique avec I’enzyme de restriction
Xbal, suivie d’une électrophorese en champ pulsé, a permis de séparer les souches européennes
d’E. amylovora en six groupes génotypiques distincts, nommés Pt1 a Pt6. Cette méthode a aussi
mis en lumiére un lien entre la diversité génotypique et la distribution géographique des souches
européennes, soulignant des différences genétiques entre celles provenant d’Europe de I’Ouest,
centrale et du Sud (Jock et al., 2002 ; Jock et al., 2013).

L analyse par PFGE a montré une propagation d’E. amylovora en Europe, avec au début une
contamination de I’Europe centrale par les souches provenant des Tles Britanniques, puis une
dissemination indépendante en France, dans la Péninsule Ibérique et en Italie du Nord. D’autres
routes claires et distinctes incluent la dissémination de la France occidentale vers le Nord-Est
de I’Espagne. Par ailleurs, des voies de propagation de I’Egypte vers I’Asie Mineure et les

Balkans ont également été identifiées (Pulawska et Sobiczewski, 2012).
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2.5.7 Multiple- Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis (MLVA)

Variable Number Tandem Repeats (VNTRS) sont des répétitions en tandem de plus de cing
paires de bases. Buhlmann et al. (2014) ont sélectionné six paires d’amorces pour le
développement de la MLVA spécifique a E. amylovora. Les amorces ciblaient deux loci sur le
plasmide pEA29 et quatre loci sur I’ADN chromosomique. La MLVA a permis de différencier
227 haplotypes parmi une collection de 833 isolats provenant d’origines mondiales en utilisant
I’électrophorese capillaire. Cependant, aucune corrélation n’a été observeée entre les différences

génétiques et I’origine géographique (Buhlmann et al., 2014).

2.5.8 CRISPR

Les séquences courtes palindromiques réguliérement espacées et groupées, ou CRISPR, sont
des répétitions de 25 a 50 paires de bases, séparées par des espaces de sequences distinctes de
longueur comparable (ou espaceurs), présentes dans les génomes des bactéries et des archées.
L’ exposition des bactéries a des séquences étrangeres, qu’elles soient chromosomiques ou
trouvées dans des éléments génetiques transmissibles comme les plasmides conjugatifs et les
bactériophages, sont a I’origine des espaceurs CRISPR qui fournissent un systéme immunitaire
adaptatif contre I’ADN envahissant (Mojica et al., 2005).

L’ajout de nouveaux espaceurs et la variation du nombre et du type d’unités CRISPR entre les
souches fournissent un outil de typage précieux ainsi qu’un moyen pour tracer I’historique des
expositions aux phages et plasmides au sein d’une espéce (Rezzonico et al., 2011). Le génome
d’E. amylovora contient trois régions répétées CRISPR afin d’analyser ces régions McGhee et
Sundin (2012) ainsi que Rezzonico et al. (2011) ont développé des amorces spécifiques pour
amplifier et séquencer chaque région parmi les 3 régions CRISPR. Cette technique a fourni des
informations sur la variation génétique des souches d’E. amylovora en fonction I’origine
géographique de leur isolement, de leur gamme d’hétes, de leur contenu plasmidique et de leur
sensibilité/résistance a la streptomycine.

2.5.9 Séquencage complet du génome
La premiére étude qui a employé le séquencage complet du génome a utilisé un nombre réduit
de souches d’E. amylovora et a révélé qu’E. amylovora possede un core génome hautement

conservé (Mann et al., 2013). Cependant, cing ans plus tard, avec une collection plus large de

souches, Zeng et al. (2018) ont constaté que la diversité génétique était 30 fois plus élevée que
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celle estimée précédemment. De plus, ils ont pu diviser les souches infectant les Amygdaloideae

en quatre clades distincts selon leur origine geographique.

2.6 Facteurs de virulence
2.6.1 Systémes de sécrétion de type 111 (T3SS)

E. amylovora, comme de nombreuses bactéries Gram-négatives, utilise le systéme de sécrétion
type 111 (T3SS) conservé au cours de I’évolution pour contourner et coloniser son organisme
hote respectifs, Le T3SS est méticuleusement construit de maniére similaire a une nanomachine
de forme cylindrique organisée en une série de structures en forme d’anneaux avec des anneaux
intérieurs, des anneaux extérieurs et une structure de col (Figure 11). Il est intégré dans la
membrane interne et externe de la bactérie, tout en s’étendant sur la membrane périplasmique
et dans I’environnement extracellulaire avec un filament pilus (McCann et Guttman, 2008 ;
Piqué et al., 2015 ; Schraidt et Marlovits, 2011 ; Vrancken et al., 2013).
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Figure 11. Systéme de sécrétion de type Il (T3SS) chez les bactéries phytopathogénes (Piqué
etal., 2015).

Il injecte directement des protéines effectrices dans le cytosol des cellules hotes, permettant la
manipulation des activités cellulaires de I’h6te au profit du pathogene, ce qui favorise ainsi la
colonisation, la multiplication et la virulence globale des agents pathogenes envahissants dans
I’héte (Yuan et al., 2021a).
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Le T3SS d’E. amylovora secréte diverses protéines, comprend cing effecteurs principaux
(DspA/E, Eopl, Eop3, Eop4 ou AvrRpt2Ea, et HopPtoCEa), ainsi que deux harpins (HrpN et
HrpW) (Zhao et al., 2005 ; Zhao et al., 2006).

Ce systeme est codé par le groupe de genes hrp, lequel est essentiel pour déclencher une réponse
hypersensible (HR) chez les plantes non hotes et pour provoquer des maladies chez les plantes
hotes sensibles (Oh et Beer, 2005).

2.6.2 Exopolysaccharides

E. amylovora synthétise deux principaux exopolysaccharides (EPS) connus sous les noms
d’amylovoran et de levane. Ces composés jouent un réle important dans la manifestation des
symptdmes du feu bactérien et dans I’expression de la virulence (Piqué et al., 2015). Leur
importance réside dans leur capacité a éviter les mécanismes de défense des plantes hétes en
formant une capsule protectrice autour des cellules bactériennes. Cette enveloppe offre aussi
une protection contre la perte d’eau et de nutriments dans des environnements arides (Langlotz
etal., 2011). Les EPS contribuent également a la formation de biofilms a I’intérieur de la plante
et perturbent le xyleme de I’héte en provoquant des obstructions qui entravent le flux d’eau
(Kharadi et al., 2021 ; Koczan et al., 2009).

2.6.2.1 Amylovoran

L’amylovoran est le principal constituant de I’ooze bactérien présent dans I’exsudat des plantes
infectées, et il est strictement nécessaire a la virulence. En effet, les mutants d’E. amylovora
qui ne produisent pas d’amylovoran sont non pathogénes (Maes et al., 2001). 1l est composé
d’une longue répétition d’unités d’hétéropolysaccharides (Figure 12) comprenant des résidus

de galactose, de glucose et de pyruvate (Nimtz et al., 1996).
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Figure 12. Le processus de biosynthése de I’amylovoran (Carlini et al., 2023).

La biosynthese de I’amylovoran est régulée par I’opéron ams, composé de 12 géenes (Figure
13), d’amsA a amsL (Bugert et Geider, 1995).

yegH amsG amsH amsl amsA amsB amsC amsD amsE  amsF amsJ amsK amsL galF

Figure 13. Cartes génétiques de I’opéron ams (Carlini et al., 2023).

2.6.2.2 Levane

Le levane est un homopolymere simple de fructose qui peut étre facilement synthétisé
extracellulairement par I’enzyme lévansucrase, codée par le gene Isc (Figure 14). Cette enzyme
polymérise les résidus de fructose issus du saccharose généré par les plantes hotes (Geier et
Geider, 1993). Etant donné que les plantes produisent des quantités significatives de saccharose
pendant la photosynthese et I’utilisent comme sucre de transport, E. amylovora peut facilement
trouver un substrat pour la synthese du levane (Geider, 2000). Le levane protége la bactérie

contre les mécanismes de défense des plantes. Par conséquent, les mutants déficients en
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production de levane présentent une réduction de la virulence (Geier et Geider, 1993 ; Koczan
et al., 2009).
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Figure 14. La voie de biosynthése du levane par la Iévansucrase (Bersaneti et al., 2019).

2.6.3 Formation du bhiofilm

La formation de biofilm est un facteur de virulence important contribuant a la colonisation
réussie de I’h6te. Cependant, elle est un trait complexe régulé par plusieurs facteurs, notamment
la synthese d’exopolysaccharides, I’attachement et la motilité (Koczan et al., 2011 ; Piqué et
al., 2015 ; Schachterle, 2019). Ces facteurs orchestrent une séquence d’actions régulatrices
bien organisées, qui sont divisées en quatre étapes : invasion précoce du xyleme, attachement
aux vaisseaux du xyleme, formation du biofilm et détachement pour la réinfection (Kharadi et
Sundin, 2021).
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Initialement, E. amylovora pénétre a travers des lésions des tissus, ce qui permet aux cellules
bactériennes d’entrer directement dans le xyleme. Par la suite, les bactéries traversent
I’apoplaste et les tissus parenchymateux entourant le xyleme (Kharadi et Sundin, 2021). Apres
I’entrée initiale des cellules d’E. amylovora dans le xyleme, la détection de surface est assistée
par des composants flagellaires spécifiques, ce qui aide a I’attachement aux parois des vaisseaux
du xyléme, principalement médié par les fimbriae de type I. De plus, les pili de type IV jouent
également un role important dans le développement du biofilm en favorisant la maturation a
I’intérieur du vaisseau du xyleme (Koczan et al., 2011). Au fur et a mesure que le biofilm marit,
il obstrue physiquement le flux de séve du xyleme. Cet obstacle est crucial car la force
mécanique générée par le flux a I’intérieur du vaisseau du xyléme agit comme un signal
sensoriel clé, favorisant le développement ultérieur du biofilm et facilitant ainsi une diffusion
systémique étendue. Par la suite, les bactéries peuvent rapidement se propager et provoquer des
symptdmes. Cette propagation peut méme conduire a I’infection du porte-greffe, entrainant

ainsi une progression accrue de la maladie (Kharadi et Sundin, 2021).

2.6.4 Métabolisme des sucres

2.6.4.1 Métabolisme du Sorbitol

Les Rosacées utilisent le sorbitol pour transporter et stocker les glucides. Ce composé est
supposé étre un facteur limitant le feu bactérien aux membres de la famille des Rosacées. Par
ailleurs, le sorbitol constitue une source de carbone essentielle pour E. amylovora dans la

synthése de I’amylovoran (Geider, 2000 ; Palacio-Bielsa et al., 2012).

Il existe six genes du métabolisme du sorbitol regroupés dans un opéron srl (Figure 15). Le
gene srID code pour la déshydrogénase, est nécessaire a la formation des symptémes sur les
plantules de pommier, tandis que les génes srlA, srIB et srlE sont requis pour I’absorption du
sorbitol. Les deux autres genes, srlM et srIR, ont un réle régulateur. Chez des mutants srl d’E.
amylovora, la perturbation de I’absorption du sorbitol entraine une perte de pathogénicité chez

les plantules de pommier (Geider, 2000 ; Palacio-Bielsa et al., 2012).

L absence de I’opéron de sorbitol chez les souches qui infectent le Rubus a été proposee comme
un trait clé distinguant ces souches de celles qui infectent les Spiraeoideae (Borruso et al.,
2017).
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Figure 15. Cartes génétiques de I’opéron du sorbitol (Geider, 2000).

2.6.4.2 Métabolisme du saccharose

Les Rosacées, comme les autres plantes, utilisent le saccharose comme glucide de stockage et
de transport. E. amylovora métabolise le saccharose grace a I’enzyme levansucrase, qui
polymerise le levane et libére du glucose a partir du saccharose. Le métabolisme du saccharose
chez E. amylovora implique cing ORF correspondant aux genes scrA, scrB, scrK, scrY, et scrR
regroupés dans un opéron scr. Les mutants d’E. amylovora présentant des altérations de

I’opéron scr se révelent non virulents (Geider et Bogs, 2000 ; Palacio-Bielsa et al., 2012).

2.6.5 Sidérophores

Les fonctions essentielles des sidérophores d’E.amylovora sont I’acquisition du fer et la
protection des cellules bactériennes contre le stress oxydatif déclenchée par I’hote lors de
I’infection (Dellagi et al., 1999). La nocardamine (desferrioxamine E, DFO-E) est le
sidérophore principal produit par E. amylovora dans des conditions de carence en fer. DFO-E
contribue a la virulence en favorisant la croissance d’E. amylovora sur les fleurs et les fruits
pendant la phase épiphytique et en induisant une fuite d’électrolytes dans les cellules de I’hote.
De plus, le DFO libre sans fer a démontré la capacité de protéger la bactérie contre des doses

Iétales de peroxyde d’hydrogéne (Dellagi et al., 1998 ; Muller et al., 2022).

Le DFO-E est synthétisé a partir de la lysine par trois protéines DfoJ, DfoA et DfoC codées par
le cluster de génes dfoJAC (Polsinelli et al., 2019 ; Salomone-Stagni et al., 2018). Dellagi et

......

des symptdmes nécrotiques et de leur croissance.
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2.6.6 Flagelles

Pour qu’E. amylovora se propage du stigmate de la fleur ou des plaies des feuilles aux plantes
et crée des infections, la motilite est essentielle aux premiers stades de I’infection. E. amylovora
est mobile gréce a des flagelles péritriches. La motilité dépend de la température, du pH et
d’autres facteurs environnementaux (Raymundo et Ries, 1981). La motilité flagellaire est un
facteur de virulence ayant un réle crucial en permettant aux cellules d’E. amylovora de nager a
travers le nectar des fleurs pour atteindre les tissus hotes (Holtappels et al., 2015 ; Pulawska
et al., 2017). Les flagelles peuvent aussi contribuer a la fixation d’E. amylovora aux surfaces
et a la formation de biofilm (Koczan et al., 2011).

2.6.7 Lipopolysaccharides (LPS)

En raison de leur emplacement externe, les lipopolysaccharides sont importants pour
I’interaction avec I’environnement ainsi qu’avec les hotes. Les LPS servent de barriére
physique qui contribue & la protection des bactéries en empéchant le contact des peptides
dérivés de I’hbte avec la membrane phospholipidique (Papo et Shai, 2005). D’autres fonctions
ont été décrites, notamment le développement de biofilms et la motilité bactérienne (Beveridge
etal., 1997 ; Luetal., 2018).

Les lipopolysaccharides peuvent étre divisés en trois régions structurelles : (i) le lipide A, qui
lie le lipopolysaccharide a la membrane externe, (ii) le noyau attaché au lipide A, composé chez
E. amylovora de glucose, d’heptose, de 3-désoxy-d-L’acide manno-oct-2-ulosonique, I’acide
uronique, et les chaines latérales de polysaccharides relativement courtes, et (iii) la derniére
région est I’antigene O (Raetz et Whitfield, 2002 ; Ray et al., 1986).

Chez E. amylovora, la couche intacte de lipopolysaccharides est importante pour la virulence
car elle assure a la fois des fonctions protectrices contre les substances antimicrobiennes
produites par les plantes, notamment les espéces réactives de I’oxygéne, et éventuellement des
fonctions agressives au cours de la pathogenese. Le mutant waal dépourvu d’antigene O a
présenté une virulence et motilité réduites et une augmentation de la sensibilité au H2O> et a

I’antibiotique polymyxine B (Berry et al., 2009).

2.6.8 Systeme de sécrétion de type VI (T6SS)
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Le génome d’E. amylovora contient trois clusters de génes T6SS, dont T6SS-1 et T6SS-3
forment la machinerie T6SS compléte, tandis que T6SS-2 présente une réduction du contenu
génétique (Kamber et al., 2017).

Le T6SS d’E. amylovora influence la virulence et la compétition bactérienne, probablement en
affectant la production d’exopolysaccharides et la progression de la maladie. Il peut également
contribuer a I’adaptation, a la formation et a la persistance du pathogéne dans divers

environnements hétes (Kamber et al., 2017 ; Tian et al., 2017).

2.7 Regulation

2.7.1 Régulation du systeme de sécrétion de type 111 (T3SS)

Un ensemble d’éléments génétiques et de voies de signalisation régulent I’expression des genes
Hrp-T3SS chez E. amylovora (Figurel6), ces genes sont induits par des conditions
environnementales imitant des caractéristiques apoplastiques telles qu’une limitation en
nutriments, un pH faible 5,5 et une température basse 18°C (Kharadi et al., 2021 ; Wei et al.,
1992 ; Wei et al., 2000).

Le géne hrpL est le régulateur clé, qui code pour un facteur sigma alternatif extra-cytoplasmique
(ECF), également connu sous le nom de facteur ¢ HrpL, est au cceur de cette régulation. En se
liant & la boite hrp dans les régions promotrices des génes structuraux et des effecteurs liés au
systeme de sécrétion de type Il (T3SS), HrpL stimule la transcription des génes liés au T3SS
(McNally et al., 2012 ; Wei et Beer, 1995).

L’expression de HrpL est régulée a la fois par HrpX/HrpY, un systéeme de transduction a deux
composants encodé dans le cluster hrp/dsp, et par HrpS, un membre de la famille des protéines

de liaison aux activateurs c>*-dépendantes (Castiblanco Mosos, 2016 ; Wei et al., 2000).

De plus, I’expression de hrpL est régulée par la protéine ¢>* RpoN, son modulateur YhbH, et
un facteur hote d’intégration (IHF) qui permit I’interaction entre les activateurs de transcription
RpoN et HrpS. La cascade des facteurs sigma alternatifs RpoN-HrpL est activée par les
molécules messageres secondaires guanosine pentaphosphate (pppGpp) et guanosine
tétraphosphate (ppGpp), ce qui augmente la production de T3SS et renforce la pathogénicité
(Ancona et al., 2015b ; Zhao et Sundin, 2017).
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Le régulateur de stockage du carbone (CsrA), une protéine de liaison a I’ARN, régule egalement
positivement I’expression du systéme de sécrétion de type Il d’E. amylovora (Ancona et al.,
2016 ; Lee et al., 2019).

La régulation post-transcriptionnelle de la virulence chez E. amylovora est également connue
pour étre régulée positivement par des ARNSs tels que ArcZ, qui dépendent du chaperon global
d’ARNs Hfqg (Zeng et al., 2013 ; Zeng et Sundin, 2014).

Inversement, les systemes EnvZ/OmpR et GrrS/GrrA (GacS/GacA) agissent comme des
régulateurs négatifs du T3SS chez E. amylovora. La régulation négative de la virulence médiée
par GrrS/GrrA se produit via I’ARN régulateur non codant csrB/rsmB ARNSs qui se lie a CsrA
et neutralise son influence positive sur I’expression génique du T3SS (Ancona et al., 2016 ; L
et al., 2014). De plus, la protéine CsrA est susceptible d’étre dégradée par Lon, une protéase
dépendante de I’ATP (Lee et al., 2018).

De plus, des niveaux éleves de c-di-GMP intracellulaires réduisent considérablement
I’expression du géne hrpL, soulignant le réle du c-di-GMP en tant que régulateur négatif du
T3SS chez E. amylovora (Figure 16) (Zhao et Sundin, 2017).
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Figure 16. Une représentation graphique des composants qui contribuent a la régulation du
systeme de sécrétion de type 111 chez E. amylovora (Kharadi et al., 2021).

38



Synthése bibliographique
1.1.1 Reégulation de la biosynthese de I’amylovoran

L’un des regulateurs clés de I’opéron ams chez E. amylovora est le systeme a deux composants
(TCS) Rcs phosphorelay. 1l se compose d’une protéine auxiliaire, RCsA, et de trois protéines
centrales, RcsBCD. Pour réguler I’expression des genes ams I’homodimere de RcsB ou a
I’hétérodimeére RcsA/RcsB se lie a la boite conservée RcsAB. (Ancona et al., 2015a ; Ancona
etal., 2016 ; Wang et al., 2009 ; Wang et al., 2012b).

Par ailleurs, C-di-GMP se lie a la protéine CsrD, ce qui augmente la dégradation de CsrB
médiée par RNaseE et entraine une transcription élevée d’amsG, qui code pour la premiere
protéine de la voie de biosynthese de I’amylovoran (Kharadi et Sundin, 2022). La
transcription d’amsG est également positivement régulée par les petits ARN dépendants de Hfq,
ArcZ IRprA, le régulateur de transcription de type AraC, YghC, et CsrA (Anconaet al., 2016 ;
Sahebi et al., 2022 ; Zeng et Sundin, 2014).

A Tlinverse, les régulateurs négatifs connus de la production d’amylovoran comprennent
GrrS/IGrrA, EnvZ/OmpR, la protéase Lon ciblant RcsA, le régulateur global H-NS, sous-
groupes d’ARNs régulés par Hfg OmrAB/Hrs6 et la protéine orpheline AmyR (YbjN) (Figure
17) (Li et al., 2014 ; Wang et al., 2009 ; Wang et al., 2012b ; Wang et al., 2012a ; Zeng et
Sundin, 2014 ; Zhao et al., 2009).

— N
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Figure 17. Une représentation graphique des composants qui contribuent a la régulation de la
biosynthése de ’amylovoran chez E. amylovora (Kharadi et al., 2021).
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1.1.2 Reégulation de la formation du biofilm

La synthése de c-di-GMP par les enzymes diguanylate cyclases (EDCs) est essentielle a la
formation des biofilms chez E. amylovora. Elle peut exercer un impact direct sur ce processus,
notamment en ce qui concerne la colonisation du xyléme de I’héte et la détection de surface
(Kharadi et al., 2022a).

De maniére indirecte, des niveaux élevés de c-di-GMP intracellulaire sont associés a une
augmentation de la production d’EPS tels que la cellulose et I’amylovoran. Ces composants
sont indispensables pour le développement du biofilm tout en inhibant la motilité flagellaire
(Kharadi et al., 2019 ; Kharadi et al., 2022b).

De plus, le c-di-GMP intracellulaire joue un role essentiel dans la biogenese du pilus de type
IV. Ce pilus est nécessaire pour établir le contact initial avec la surface et assurer son ancrage.
Cependant, la détection de la surface est initialement assurée par le filament flagellaire
(FIiC) (Kharadi et al., 2022a)

Egalement, La protéine chaperonne Hfq joue un réle clé dans la régulation du biofilm. Elle agit
a deux niveaux : en contrdlant négativement I’attachement initial aux surfaces solides tout en

régulant positivement I’agrégation cellulaire et la maturation du biofilm ( Zeng et al., 2013).

Ses ARN non codants dépendants (SARN) sont impliqués dans divers stades de formation du
biofilm ( Kharadi & Sundin, 2021). Par exemple, ArcZ impacte la production
d’exopolysaccharides et la formation de biofilm par son interaction avec la protéine régulatrice
sensible a la leucine, Lrp (Schachterle et Sundin, 2019). De plus, RprA favorise la dispersion
du biofilm en régulant positivement la dissociation des biofilms, réduisant ainsi la formation de
biofilm (Figure 18) (Peng et al., 2021).
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Figure 18. Une représentation schématique des composants qui contribuent a la régulation de
la formation du biofilm chez E. amylovora (Kharadi et al., 2021).

3 La lutte

3.1 Pratiques culturales

Les premiéres mesures préventives dans les zones exemptes de feu bactérien consistent a
renforcer les inspections et appliquer strictement les reglements phytosanitaires. La stratégie de
quarantaine la plus efficace repose sur une application rigoureuse qui interdisant I’ importation
de fruits, de semences, de greffons et d’autres parties de plantes de la famille des Rosacées qui
proviennent de tous pays ou le feu bactérien est présent. Le matériel végétal suspect doit étre
détruit, et la plantation ou la conservation des espéces hotes doit étre interdite afin de prévenir
I’établissement et la propagation de la maladie (Duffy et al., 2005 ; van der Zwet et Beer,
1999 ; van der Zwet et Keil, 1979).

Les pratiques culturales jouent un réle essentiel dans la lutte contre les infections au feu
bactérien. Par exemple, éviter de la plantation de pommiers et de poiriers dans le méme verger,
ainsi que I’utilisation de porte-greffes résistants, contribue a la prévention des maladies des
porte-greffes (DuPont et al., 2023b ; van der Zwet et Keil, 1979).
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Dans les régions ou le feu bactérien vient d’apparaitre, les premiers hotes affectés sont souvent
les plantes & croissance vigoureuse et a floraison tardive, comme Cotoneaster salicifolius, La

destruction rapide de ces plantes peut prévenir de nouvelles infections (Duffy et al., 2005).

Lorsque les symptomes du feu bactérien sont visibles dans le verger, la maladie doit étre
éradiquée dés la saison en cours par 1’élimination de tout tissu végétal infecté. Cela implique
de couper les tiges a environ 35 cm sous les symptomes visibles. Les jeunes arbres infectés (de

la premiere a la troisieme année) doivent étre arracheés et détruits (DuPont et al., 2023b).

En été, il est important d’éliminer rapidement et régulierement les branches malades et les fleurs
« queue de rat » pour éviter la progression du pathogene. Un bon élagage et la prévention de la
floraison hors saison peuvent réduire considérablement I’impact du pathogene (van der Zwet
et Keil, 1979).

Si le feu bactérien a été présent lors de la saison précédente, la gestion doit se concentrer sur la
réduction de I’inoculum bactérien avant la floraison. Une taille approfondie des chancres
anciens en hiver et I’application de composés de cuivre peuvent réduire les niveaux d’inoculum.
Au printemps, I’irrigation doit étre évitée pendant la floraison, et les fleurs dans les jeunes

parcelles doivent étre retirées pour limiter les points d’infection (DuPont et al., 2023b).
3.2 Lutte chimique

3.2.1 Cuivre

La bouillie bordelaise (Sulfate de cuivre) fut le premier composé antibactérien a base de cuivre
utilisé en agriculture et reste couramment employée pour la lutte contre les bactéries
phytopathogeénes, y compris E. amylovora. Les composés a base de cuivre représentent un
traitement peu colteux et efficace contre le feu bactérien, en ciblant les bactéries responsables
des chancres hivernants. Les ions de cuivre désactivent les protéines et enzymes essentielles,
perturbant ainsi le métabolisme bactérien et entrainant la mort cellulaire (DuPont et al., 2023b ;
Lamichhane et al., 2018 ; Psallidas et Tsiantos, 2000).

Cependant, en raison de sa phytotoxicite, le cuivre peut également endommager les fruits et le
feuillage, ce qui limite son utilisation sur les plantes de la famille Rosacées aprés le stade de

pointe verte. Les applications effectuées en période de dormance ou au début de la saison,
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notamment au stade de pointe verte apres I’éclatement des bourgeons, sont idéales, car elles
réduisent les populations bactériennes et minimisent le risque de dommages liés a la rouille des
fruits. Toutefois, une application trop précoce peut étre inefficace, car les chancres du feu
bactérien ne deviennent généralement actifs qu’a I’approche de la floraison (DuPont et al.,
2023a).

3.2.2 Antibiotiques

3.2.2.1 La streptomycine

La streptomycine a été le premier antibiotique utilisé en agriculture. Elle a été appliquée pour
la premiere fois en 1955 pour controler et gérer le feu bactérien, et elle reste a ce jour I’un des
antibiotiques les plus utilisés en agriculture. La streptomycine est largement utilisée dans des
pays d’Amérique du nord et en Nouvelle-Zélande. Cependant, elle est interdite dans la plupart
des pays européens, son utilisation est strictement réglementée et autorisée uniguement en cas

d’urgence en Allemagne, en Autriche et en Suisse (Stockwell et Duffy, 2012).

La streptomycine a une action bactéricide, elle se lie de maniére irréversible au ribosome
bactérien, ciblant spécifiquement la sous-unité 30S. Elle bloque la traduction des ARN
messagers, inhibant ainsi la synthése des protéines (McManus et al., 2002 ; Stockwell et
Duffy, 2012).

Grace a son excellente efficacité prouvee a long terme, la streptomycine constitue I’option la
plus économique pour lutter contre le feu bactérien. Cependant, I’utilisation de la streptomycine
présente des inconvénients, notamment son potentiel a favoriser la sélection de pathogenes
bactériens résistants aux antibiotiques dans I’environnement, ce qui peut avoir des effets
néfastes sur la santé humaine. Par ailleurs, deux mécanismes de résistance a la streptomycine
ont été identifiés chez E.amylovora, posant des défis importants a son efficacité (McManus et
al., 2002 ; Stockwell et Duffy, 2012).

3.2.2.2 L’oxytétracycline

L’oxytétracycline est une alternative a la streptomycine, car elle présente un faible risque de
développement de résistance. Cependant, quelques isolats d’E. amylovora résistants a
I’oxytétracycline ont été signalés récemment en Californie (Stockwell et al., 2008 ; Sundin et
al., 2023).
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L’oxytétracycline est bactériostatique, elle empéche la croissance des germes. Pour étre
efficace, elle doit étre appliquée avant les pluies afin d’inhiber le développement d’E.amylovora
sur les stigmates. De plus, I’oxytétracycline est vulnérable a la dégradation par les rayons UV,
et la major partie de son efficacité est perdue un a deux jours apres son application (DuPont et
al., 2023b).

3.2.2.3 Kasugamycine

La kasugamycine est un antibiotique récemment introduit qui cible le ribosome bactérien et
offre une efficacité contre le feu bactérien comparable a celle de la streptomycine, ce qui en fait
une excellente alternative a long terme, car aucune souche résistante n’a été signalée jusqu’a
présent. De plus, cet antibiotique n’est pas utilisé dans les applications en médecine humaine
ou vétérinaire. Cependant, Pour I’utilisation efficace de cet antibiotique, il est important de
prendre en compte sa sensibilité a la lumiére ultraviolette (UV). Une application nocturne et
une réduction du pH peuvent contribuer a prolonger son activité résiduelle (DuPont et al.,
2023b ; McGhee et Sundin, 2011 ; Slack et al., 2021).

3.3 Lutte biologique

La lutte biologique peut étre une stratégie viable contre le feu bactérien en tant qu’alternative
aux approches chimiques, dans le cadre d’un intérét croissant pour des méthodes nouvelles,
efficaces, et respectueuses de I’environnement, particulierement en raison du risque élevé de
phytotoxicité associé aux traitements a base de cuivre ainsi que de la résistance croissante d E.

amylovora et des autres bactéries environnementales aux antibiotiques (Vanneste, 2011).

3.3.1 Bactéries antagonistes

L utilisation de bactéries antagonistes est considérée comme I’une des premiéres méthodes de
lutte biologique contre le feu bactérien. Ces bactéries utilisent divers mécanismes pour réduire
I’incidence de la maladie, tels que la compétition pour les nutriments et I’espace et la
production d’antibiotiques tels que les pantocine A et B, ainsi que la phénazine (Pujol et al.,
2007 ; Sharifazizi et al., 2017 ; Wright et al., 2001 ; Zeller, 2006).
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Ces processus se déroulent principalement a la surface stigmatique, ou la bactérie antagoniste
s’établit et développe une population importante, empéchant ainsi I’établissement et la
croissance épiphytique d’E. amylovora. En réduisant la croissance de la population d’E.
amylovora sur les surfaces stigmatiques, le risque d’infection florale et de dissémination du
pathogene vers les fleurs adjacentes est considérablement diminué (Johnson et Stockwell,
2000).

Plusieurs bactéries ont montré une activité antagoniste, telles que Lactobacillus plantarum,
Rahnella aquatilis, Pantoea vagans, Serratia (Abo-Elyousr et al., 2010 ; Bahadou et al.,
2018 ; Pulawska et al., 2023 ; Rosello et al., 2013). Toutefois, la capacité de Pseudomonas
fluorescens et Pantoea agglomerans a inhiber I’infection florale par E. amylovora a été

largement étudiée (Johnson et Stockwell, 2000).

De nombreuses souches issues de ces especes ont €té développées, commercialisées et
introduites dans la pratique. Parmi les exemples notables figurent BlossomBless (Pantoea
agglomerans P10c), Bloomtime (Pantoea agglomerans E325), BlightBan C9-1 (P. vagans C9-
1), BlightBan A506 (Pseudomonas fluorescens A506, USA) et Serenade (Bacillus subtilis
QST713) (Aldwinckle et al., 2002 ; Pulawska et al., 2023 ; Vanneste, 2000). Ces souches ont
montré des résultats prometteurs dans la lutte contre le feu bactérien, avec des performances

comparables, voire supérieures, a celles de la streptomycine (Pulawska et al., 2023).

3.3.2 Bactériophages

L utilisation des bactériophages représente une approche prometteuse pour la lutte contre le feu
bactérien en raison de leur capacité a infecter et a lyser les cibles bactériennes, y compris les
souches pathogénes résistantes aux antibiotiques ou aux composés cuivreux. Ils ont également
la capacité de se déplacer a travers les tissues végétaux. Parce qu’ils n’infectent que les bactéries
hotes, les bactériophages présentent un avantage important par rapport aux traitements
traditionnels pour prévenir les dysbioses graves. Ainsi, en préservant le microbiome naturel,
I’utilisation des phages protége les organismes bénéfiques ; lorsqu’ils sont utilisés comme
biopesticides, ils doivent étre non transducteurs et extrémement virulents. Les phages tempérés
sont géneralement exclus, car une cellule lysogéniseée devient résistante a une superinfection

par le méme phage (Gayder et al., 2023).
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Les phages ciblant E. amylovora peuvent étre isolés a partir de plantes infectées, ainsi que du
sol et de I’eau environnants. Certains phages ont pu réduire la gravité du feu bactérien jusqu’a
96 %, La majorité d’entre eux appartiennent aux familles Myoviridae et Podoviridae.
Cependant, les phages Myoviridae ont montré une efficacité supérieure pour protéger les fleurs
de pommier contre le feu bactérien par rapport aux phages Podoviridae. Ces phages sont
hautement spécialisés dans le ciblage des hdtes qui produisent de grandes quantités du récepteur
EPS ; cependant, en I’absence d’amylovoran, les cellules bactériennes deviennent résistantes
aux phages (Biosca et al., 2024 ; Pulawska et al., 2023).

L’infection d’E. amylovora par les phages commence par I’adsorption du phage a la surface
bactérienne. Des structures de surface telles que le LPS, la cellulose bactérienne et
I’amylovoran ont été identifiées comme des récepteurs principaux des phages. L’adsorption se

fait via des fibres de queue ou des protéines de pointe de queue (Gayder et al., 2023).

Cependant, I’utilisation des phages sur le terrain est confrontée a plusieurs limites, notamment
leur sensibilité aux facteurs de stress environnementaux tels que les fluctuations de température,
I’lhumidité et les rayons UV, ainsi que leur difficulté & survivre sans leurs bactéries hotes
(Biosca et al., 2024 ; Gayder et al., 2023).

3.4 Sélection pour la résistance au feu bactérien

L’objectif principal des programmes de sélection est d’améliorer la résistance des plantes afin
de limiter les opportunités d’infection par E. amylovora. Cependant, I’amélioration de la
résistance est un processus long et exigeant en ressources. Elle nécessite plusieurs générations
de croisements pour obtenir des variétés résistantes tout en conservant une qualité de fruit
commercialement viable. En plus, a cause de la forte sensibilité de la plupart des cultivars de
pommiers commerciaux, les principales sources de résistance proviennent d’especes sauvages
aux fruits de faible qualité. Cependant, Ces espéeces possédent des génotypes hautement
résistants qui peuvent étre utilisés comme plantes parentales dans les programmes de sélection
(Kellerhals et al., 2017 ; Peil et al., 2009 ; Peil et al., 2021).
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Chapitre 11 : Matériel et Méthodes

Cette étude a été realisée au sein du Laboratoire de Biologie Moléculaire, Génomique et
Bioinformatique (LBMGB) du Département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et
de la Vie, Université Hassiba Benbouali de Chlef (UHBC), ainsi qu'au laboratoire de
bactériologie du Centre de Protection des Végétaux de I'Institut Valencien de Recherches

Agronomiques (IVIA), Valence, Espagne.

1. Matériel biologique et échantillonnage

Durant la période 2016-2021, des échantillons ont été prélevés dans plusieurs régions d’ Algérie,
notamment Chlef, Ain Defla, Blida, Tipaza, Sétif, Constantine et Mila (Figure 19). Les
prélevements ont été réalisés sur des rameaux, des feuilles et des fruits présentant différents
symptdmes caractéristiques du feu bactérien (Figures 20-21), dans des vergers touchés par la

maladie (Figure 22).
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Figure 19. Les zones ou des échantillons ont été prélevés dans cette étude.
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Figure 20. Les parties des arbres infectées par le feu bactérien : A et B. Feuilles de poirier
infecté ; C. Feuilles de pommier ; D. Exsudats sur une poire ; E et F. Grappes de fleurs infectées
; G. Pommes infectées ; H. Poire infectée ; I. Poire momifiée
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Figure 21. Symptémes du feu bactérien sur le tronc dans quelques vergers inspectés : A.
L'écorce présente une fissure sombre et verticale, et le bois de ceeur est visible ; B et C. L'écorce
du tronc affectée par des chancres apparait enfoncée, sombre, fissurée.

Figure 22. Symptémes du feu bactérien sur des vergers infectés : A, verger de pommiers ; B
et C, vergers de poiriers.

Les prélevements ont été réalisés au printemps et en été, périodes favorables a I’expression des

symptomes.

Cing échantillons ont été collectés par verger, en coupant les rameaux de maniere a inclure
environ 10 cm de tissu sain autour de la zone infectée. Les prélevements concernaient
principalement des arbres fruitiers a pépins (pommier, poirier, cognassier, néflier), mais des

échantillons ont également été prélevés sur des arbres a noyaux (amandier, pécher, abricotier).
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Les sécateurs ont été desinfectés aprés chaque utilisation, et des mesures ont été prises pour
prévenir toute contamination croisée lors de la collecte, du transport et du traitement des

échantillons.

Les échantillons ont été placés dans des sacs en papier, puis transportés au laboratoire pour
analyse dans les plus brefs délais, ou conservés a 4 °C pendant une durée maximale d’une

semaine avant l'analyse.

1.1 Traitement des échantillons

Les échantillons de rameaux, de fleurs, de fruits, de feuilles et de pousses ont été rincés avec de
I'eau distillée stérile, puis désinfectés superficiellement a I’aide du coton imbibé d’éthanol a 70
%.

Ensuite, de petits morceaux ont été prélevés a la frontiére entre les tissus sains et nécrotiques,

puis macérés dans une solution saline pendant 30 minutes a température ambiante.

1.2 Isolement des bactéries

Des aliquotes de 50 pl de chaque macérat ont été étalées sur les milieux KB, CCT et levane
(Annexe 1) pour maximiser les chances de récupération d’E. amylovora, ensuite, les boites ont
été incubées a 25 °C pendant 24 & 72 h. Les colonies sur KB ont été observées apres 24-48 h ;
pour les milieux levane et CCT, les colonies ont commencé a étre observées aprés 48 h. Les
colonies ont également été sélectionnées apres 72 h et purifiées pour une caractérisation
ultérieure. Tous les isolats sélectionnés ont été cryoconservés a -80 °C et cultivés de maniere

routiniere sur le milieu KB pendant 48 h.

2. ldentification du pathogéene

2.1 Tests conventionnels

2.11 Test KOH
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La méthode du test KOH 3 % est un test rapide et économique pouvant constituer une
alternative a la coloration de Gram. La potasse dissout la paroi cellulaire des bactéries, facilitant
ainsi I'extraction de I'ADN (Suslow et al., 1982).

Une goutte de KOH a été déposée sur une lame microscopique, puis mélangée avec une colonie
agee de 24 heures cultivée sur le milieu KB. Le test est considéré positif et indique une bactérie
Gram-négative s'il y a formation d’un filament lors du soulévement de I’anse. En revanche, le

test est considéré négatif et indique une bactérie Gram-positive si aucun filament ne se forme.

2.1.2 Test d’oxydase

Le disque d'oxydase est imbibé d’une goutte d’eau distillée, puis une colonie de la culture
bactérienne agée d’environ 24 heures est déposée sur ce disque. Une coloration rose-violette
indique une bactérie oxydase positive, tandis que lI'absence de coloration indique une bactérie

oxydase négative.

2.1.3 Test de fluorescence

Pour différencier E. amylovora des Pseudomonas, on a utilisé le test de fluorescence sous UV.
Ce test repose sur la production de molécules hydrosolubles, comme la pyoverdine, sur le milieu

KB. Ces molécules rendent les colonies fluorescentes sous les rayons UV (King et al., 1954).

Pour réaliser ce test, une colonie suspecte d'étre E. amylovora a été ensemencée sur le milieu

KB, puis incubée pendant 24 heures. Ensuite, la boite est exposée a une lampe UV :

- Si une fluorescence est observée, la colonie est considérée comme Pseudomonas (test

positif).

- En I'absence de fluorescence, la colonie est suspectée d'étre E. amylovora (test négatif).

2.1.4 Test de mise en évidence du métabolisme oxydatif/fermentatif du glucose

Des colonies bactériennes ont été ensemenceées par pigdre centrale sur le milieu Hugh et Leifson
(Annexe I). Un des deux tubes a été recouvert d’une couche d’huile de vaseline stérile et incubé

pendant 24 a 27 heures.
51



Matériel et Méthodes

La bactérie est considerée comme fermentative si les deux milieux virent vers le jaune. Elle est

considérée comme oxydative si le milieu ne change pas de couleur en anaérobiose.

2.1.5 Test d’hypersensibilité

Ce test a été effectué pour détecter 1’activité de la bactérie et induire la réponse hypersensible
(HR) sur une plante non-héte. Une suspension bactérienne a 108 UFC/ml a été injectée dans des
feuilles de géranium (Pélargonium), lesquelles ont ensuite été incubées dans une chambre
humide a 28 °C. La réponse HR a été observée 24 heures aprés 1’inoculation (Bakhshi et al.,
2019).

2.2 ldentification moléculaire des isolats bactériens

L'extraction de I'ADN a été réalisée par un simple choc thermique. Une suspension ajustée a
une DO600 de 0,2 (soit environ 1,5 x 108 UFC/mI) dans 2 ml de PBS a été chauffée a 100°C
pendant 10 minutes, puis refroidie rapidement a 0°C pendant 10 minutes. La suspension a
ensuite été centrifugée a 13 000 rpm pendant 10 minutes. Le culot a été éliminé et le surnageant

contenant I’ADN utilisé pour I’amplification par PCR.

2.2.1 PCR conventionnelle

L'identification moléculaire des souches isolées a été realisée en utilisant les amorces EA71F
et Ea7lR (Tableau 2), désignées par Taylor et al. (2001), qui ciblent une région
chromosomique de 187 pb codant pour une protéine hypothétique. Le mélange de réaction pour
la PCR classique avait un volume de 50 ul et contenait les composants suivants : 5 pl d’ADN,
1x de tampon de réaction Biotools, 1,5 mM de MgClI2, 0,1 mM de dNTPs, 0,1 uM de chaque

amorce et 1 U de Taq polymérase (Biotools).

Les conditions de PCR étaient les suivantes : une dénaturation initiale a 94°C pendant 4
minutes, suivie de 40 cycles composés de dénaturation a 94°C pendant 30 secondes,
d’hybridation a 60°C pendant 30 secondes, et d'extension a 72°C pendant 1 minute. Enfin, une

extension finale a été realisee a 72°C pendant 10 minutes.
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Tableau 2. Liste des amorces utilisées dans cette étude.

Matériel et Méthodes

Amorce Séquence 5'-3' Référence
pPEAT1F CCTGCATAAATCACCGCTGACAGCTCAATG

(Taylor et al., 2001)
pEA71R GCTACCACTGATCGCTCGAA TCAAATCGGC
hpEaF CCGTGGAGACCGATCTTTTA (Gottsberger, 2010)
hpEaR AAGTTTCTCCGCCCTACGAT
hpEaP FAM-TCGTCGAATGCTGCCTCTCT-TAMRA
Ams116F TCCCACATACTGTGAATCATCCA (Pirc et al., 2009)
Ams189R GGGTATTTGCGCTAATTTTATTCG
Ams141T FAM-CCAGAATCTGGCCCGCGTATCCGTAMRA
1.7F CCCCGTGAACAACAGACCACC (Llop et al., 2011)
1.7R AATCTGACAGCCGCAACCCG
AJ75-F CGTATTCACGGC TTCGCAGAT McManus et
AJ76-R ACCCGCCAGGATAGTCGCATA Jones,1995
VNTR4 CCCGGTGCTGC (Hannou et al., 2013)
VNTR5 GCGGCGGCATG
RECAl GGTAAAGGGTCTATCATGCG (Waleron et al., 2002)
RECA2 CCTTCACCATACATAATTTGGA
AJ245 AGCTGGCGGGCACTTCACT (Jones et Geider,
AJ246 CCCCGCACCGTTCAGTTTT 2001)
HRPN1 ATGAGTCTGAATACAAG (Jock et Geider, 2004)
HRPN3c GCTTGCCAAGTGCCATA
groEL-A GAAGTKGCCTCTAAAGCGAAYGA (Mcghee et al., 2002)
groEL-B GCMACRCCACCACCAGCAACC
rpoS5’ ACCTTGCGGTTCTGCCTTG (Santander et al.,,
rpoS3’ GTTCTTCGCGCTATCATTCAC 2014a)
CR1-F1 CGCCGCCACGCTGCCATTT (McGhee et Sundin,
C1-RO TCCAGCGCCTGTAAAGCGGC 2012)
CR1-F2 ATAAACCGCAAGCGATCAACCTGT
CR1-F3 GCTTATACAACTGACAAAATCGTG
CR1RevRpt | CGGTTTATCCCCGCTCACGC
Cr2-F1 GCGGCCAACAGATGCGGAAAG
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Cr2-F2 GTCTGGCGCAAAAACTGGAG
Cr2-F3 CCGCCCTTCTGGTGTTTTGA

Cr2-R2 ACACGTGGTTTCTGAGTCTGGA
C2-R1 TGCGGGGAACACTCGACATCTAAT
CR3-F1 TTTTCGCCGGGTAACAGG

CR3-R1 ATGAGAAGCCCGTGAAGCAAAGTA

2.2.1.1 Electrophorése sur gel d’agarose

Les produits d'amplification obtenus ont été visualisés par électrophorése sur un gel d'agarose
a 1,5 % (p/v) dans un tampon 0,5x TAE, avec un marquage a l'aide de la solution Good View™
(SBS Genetech).

2.2.2 PCR en temps réel

Afin de confirmer les résultats obtenus par PCR classique, deux protocoles différents de PCR

en temps réel (QPCR) ont été utilisés.

Le premier protocole gPCR ciblait le géne amsC en utilisant les amorces Ams116F, Ams189R
et lasonde Ams141T TagMan , (Tableau 2), comme décrit précédemment par Pirc et al.(2009).
Les réactions de qPCR ont été effectuées dans des volumes finaux de 25 pl contenant 5 ul de
suspension bactérienne, 1x de Mastermix (Biotools Quantimix), 0,9 uM d'amorces et 0,2 uM

de sonde.

Le second protocole gPCR, décrit par Gottsberger (2010), ciblait un géne codant pour une
protéine hypothétique en utilisant les amorces hpEaF, hpEaR et la sonde hpEaP (Tableau 2).
La réaction a été effectuée dans un volume final de 20 ul contenant 2 pl d'ADN, 1 x de

Mastermix (Biotools Quantimix), 0,25 uM de chaque amorce et 0,025 uM de sonde.

Les deux réactions ont été réalisées sur un LightCycler 480 sous les conditions thermiques
suivantes : 10 min a 95 °C, suivies de 45 cycles de 15 s de dénaturation a 95 °C, d'hybridation

et d'amplification pendant 1 min a 60 °C.

3. Caractérisation phénotypique
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3.1 Caracteérisation biochimique

Des suspensions cellulaires a 108 UFC/mL ont été inoculées dans les bandelettes commerciales
du systeme API 20 E (bioMérieux) selon les instructions du fabricant, puis incubées a 25 °C
pendant 48 heures. L’activité catalase a également été évaluée par 1’ajout de peroxyde

d'hydrogene aux suspensions bactériennes.

3.2 Test de résistance a la streptomycine

Une suspension bactérienne de 108 UFC a été préparée a partir d’une culture de 48 h. 100 pl de
la suspension ont été étalés sur un milieu Luria Bertani (LB) (Annexe 1) et laissés sécher.
Ensuite, sur ces cultures, des disques de papier filtre stérile ont été imprégnés de streptomycine
a des concentrations de 0, 100 et 250 ppm. Le diametre de chaque zone d'inhibition a été mesuré
apres incubation des plaques pendant 48 heures a 28 °C (Parcey et al., 2020; Tancos et al.,
2016 ; Vézina et Lacroix, 2007).

3.3 Analyse des profils d*acides gras

La composition des acides gras cellulaires des souches a été déterminée apres leur culture sur
de I’agar soja tryptique (TSA) (Annexe ) a 28 °C pendant 24 heures, jusqu’a obtention de la

biomasse.

L’analyse des acides gras a été réalisée a 1’aide d’un chromatographe en phase gazeuse Agilent
6850, couplé au Systeme d’Identification Microbienne MIDI, en suivant la méthode TSBAG et
le protocole recommandé (MIDI, 2008 ; Sasser, 1990).

Afin d’analyser les différences dans le profil des acides gras, un regroupement hiérarchique des
souches a été effectué selon la méthode de Ward, aboutissant a la construction d’un

dendrogramme.

3.4 Analyse de la croissance bactérienne

Pour analyser la cinétique de croissance des souches, des suspensions bactériennes ont été

préparees a partir de cultures de 48 h sur le milieu KB, suspendues dans du PBS et ajustées a 1
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x 10* UFC/ml. Des aliquotes de 20 ul de chaque suspension ont été transférées dans des plaques
a 96 puits contenant 180 puL de milieu LB dilué au 1:10. Au moins trois réplicats ont été réalisés

pour chaque souche.

Les plaques ont été incubées a 25 °C avec agitation pendant 90 h, et la DOgoo a été mesurée

toutes les heures a I’aide d’un lecteur de microplaques Multiskan FC (Thermo Scientific).

La cinétique de croissance a été déterminée a I’aide du package Python AMiGA (Midani et al.,
2021).

3.5 Tests de virulence

Pour évaluer la virulence des isolats, des poires immatures de la variété « Blanquilla », d’un
diamétre d’environ 2 a 3 cm ont été sélectionnées. Aprés un lavage a 1’eau courante, les fruits
ont été désinfectés en les immergeant dans une solution d’eau de Javel & 15 % pendant 20
minutes. IIs ont ensuite été rincés trois fois a 1’eau distillée stérile, puis séchés sur du papier
filtre stérile. Quatre puits de 0,5 cm ont été réalisés sur chaque fruit a 1’aide d’embouts stériles
(Cabrefiga et Montesinos, 2005).

Ensuite, 10 ul de suspensions bactériennes préparées dans un tampon phosphate salin (PBS) et
ajustées a environ 107 UFC/ml ont été inoculées dans les puits, trois fruits étant inoculés par
souche. Les fruits inoculés avec la souche CFBP1430, et ceux traités uniqguement avec du PBS
ont servi de contréles positifs et négatifs, respectivement. Les fruits inoculés ont été placés dans
des plateaux en polystyréne stérilisés, recouverts d’un film plastique pour maintenir une
humidité élevée, puis incubés a 25 °C. Les symptdmes de la maladie ont été observés et notés
pendant une période de sept jours (Barbé et al., 2013 ; Barbé et al., 2022).

3.6 Analyse statistique

Les différences dans les cinétiques de croissance ont été analysées en utilisant le test de Kruskal-
Wallis, suivi d'une analyse post hoc avec des tests de comparaisons multiples étape par étape
pour construire des sous-ensembles homogenes. Ce test a également été utilisé pour évaluer les
differences entre les groupes basées sur I'analyse des acides gras, suivi de comparaisons par

paires.
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L'association potentielle entre les cinétiques de croissance et la virulence a éte évaluée a l'aide

d'un test de corrélation de Spearman.

Les différences dans tous les tests ont été considérées comme statistiquement significatives

pour p <0,05. Ces analyses statistiques ont été réalisées avec SPSS version 21.

Les variations du phenotype en fonction de la composition en acides gras, de la virulence, des
cinétiques de croissance et des caractéristiques biochimiques déterminées par I'analyse API 20
ont été évaluées a l'aide de I'analyse en facteurs multiples (AFM), en utilisant le package R

FactoMineR et R software version 4.3.2.

4. Caractérisation génotypique

4.1 Screening des plasmides

La PCR duplex a été utilisée pour détecter la présence de plasmide ubiquitaire pEA29 et du
plasmide pEI70 en utilisant respectivement les amorces AJ75-AJ76 et 1.7F-1.7R (Tableau 2)
(Llop et al., 2011).

Les réactions de PCR ont été effectuées dans un volume final de 25 pl contenant : 2 pl d'ADN,
1x de tampon de réaction, 1,5 mM de MgClI2, 0,1 mM de dNTPs, 1,4 uM des amorces AJ75-
AJ76, 0,5 UM des amorces 1.7F-1.7R, et 1 U de Taq polymérase (BioTools).

Les conditions d'amplification étaient les suivantes : denaturation initiale & 94 °C pendant 3
minutes, suivie de 40 cycles comprenant : dénaturation a 94 °C pendant 30 secondes,
hybridation a 60 °C pendant 40 secondes, et extension a 72 °C pendant 1 minute, avec une

extension finale & 72 °C pendant 10 minutes.

Les produits d'amplification obtenus ont été visualisés par électrophorése sur un gel d'agarose

a1,2% (p/v), avec un marquage a l'aide de la solution Good View™ (SBS Genetech).

4.2 Caractérisation des loci VNTR
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Pour la caractérisation moléculaire des souches d’E. amylovora, 1’analyse VNTR a été réalisée
en utilisant les amorces VNTR4 et VNTRS (Tableau 2), comme décrit précédemment par
Hannou et al. (2013).

Les réactions de PCR ont été effectuées dans un volume final de 25 pl contenant : 2 ul d’ADN,
1x de tampon de réaction, 1,5 mM de MgClI2, 0,1 mM de dNTPs, 0,2 uM d'une amorce VNTR,
et 1 U de Taq polymérase.

Les conditions thermiques de PCR étaient les suivantes : dénaturation initiale & 94°C pendant
3 minutes, suivie de 40 cycles comprenant : dénaturation a 94 °C pendant 1 minute, hybridation
a 45 °C pendant 1 minute, extension a 65 °C pendant 8 minutes, et une extension finale a 65 °C

pendant 16 minutes.

Les produits d’amplification ont été analysés sur un gel d'agarose a 1 %, coloré avec Good-
View a 80 V, dans un tampon 0,5 X TAE. Les résultats ont ensuite été visualisés avec un

transilluminateur UV et photographiés.

4.3 MLST

Pour caractériser les isolats génétiquement et d'étudier leur potentiel pathogéne, le MLST a été
réalisé sur les isolats confirmés d’étre E. amylovora par I’amplification de séquences partielles
de cing genes (Park et al., 2016 ; Refahi et al., 2017)(Tableau 2) : groEl, recA, rpoS, hrpN et
ams, qui codent respectivement pour la protéine de choc thermique GroEl, la protéine de
recombinaison RecA, le facteur Sigma-38,une protéine sécrétée par le systeme T3 et une
protéine impliquée dans la synthése de I'amylovoran.

4.3.1 Amplification des génes

Le mix de PCR a été préparé dans un volume final de 50 uL, contenant : 6 uL d'ADN, 1x
tampon de réaction, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 uM de chaque amorce (sens-
antisens), 2 U de Taqg polymérase. Ce mélange a été utilisé pour 1I’amplification des différents

genes.

Les conditions de PCR comprenaient une dénaturation initiale a 94 °C pendant 10 minutes,
suivie de 35 cycles : dénaturation a 94 °C pendant 1 minute, hybridation selon la température
d’hybridation propre a chaque gene (Tableau 3), extension a 72 °C pendant 2 minutes, et une

extension finale a 72 °C pendant 10 minutes.
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Les conditions d’amplification par PCR utilisées pour chacun des geénes ciblés dans 1’analyse

MLST sont résumées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 3. Conditions de PCR pour I’amplification des génes utilisés dans I’analyse MLST

d’E. amylovora.

Matériel et Méthodes

Géne ciblé Amorces Température | Taille Référence
utilisées (5'-3") | d’hybridation | approximative
°O attendue du
fragment (pb)
groEL groEL-A/ 60 ~1000 (Mcghee et al.,
groEL-B 2002)
recA RECAL1/ 47 730 (Waleron et
RECA2 al., 2002)
rpoS rpoS5’ / rpoS3” | 58 1109 (Santander et
al., 2014a)
hrpN HRPN1 / 55 1198 (Jock et
HRPN3c Geider, 2004)
ams AJ245 [ AJ246 | 58 519 (Jones et
Geider, 2001)

4.3.2 Purification et séquencage

Les produits d'amplification ont ensuite été visualisés par électrophorése sur gel d'agarose a 1
% dans un tampon 0,5 x TAE. Aprés purification, 5 uL d'’ADN purifié ont été mélangés a 5 puL

de I’amorce directe ou reverse & 5 M, puis séquences par la méthode de Sanger.

4.3.3 Analyse bioinformtique

Les séquences obtenues avec les amorces sens et antisens ont été alignées a 1’aide du logiciel
CodonCode Aligner et comparées aux séquences de la base de données GenBank via BLASTN,

afin de confirmer l'identité des genes amplifiés.

4.3.4 Analyse phylogénétique

Les sequences des souches obtenues ont été concaténées, puis ces séquences ont été utilisées

pour construire l'arbre phylogénétique. Des séquences provenant d'autres souches, issues de
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differentes régions du monde (Annexe 2), ont été incluses dans I'analyse pour comparer les

isolats.

L'analyse phylogénétique a été réalisée a l'aide de la méthode Neighbor-Joining basée sur le
modele a trois paramétres de Tamura (Tamura et al., 2021). Le soutien des nceuds a été évalué

par la méthode bootstrap avec 1000 réplicats, effectuée avec le logiciel MEGA 11

4.4 CRISPR

4.4.1 PCR amplification

L'analyse CRISPR a été effectuée comme décrit précédemment par McGhee et Sundin (2012).

Les paires d'amorces CR1-F1/C1-R0, Cr2-F1/C2-R1 et CR3-F1/CR3-R1 (Tableau 2) ont été
utilisées pour amplifier respectivement les arrays CRISPR 1, CRISPR 2 et CRISPR 3. Les
réactions PCR ont été réalisées dans un volume final de 50 pL. La réaction PCR comportait une
concentration finale de 1X pour le tampon de réaction, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs,
0,4 UM pour chaque amorce, 2,5 U de Taq polymérase ainsi que 3 pL d'’ADN ont été ajoutés

pour chaque réaction.

Les cycles ont été réalisés selon le protocole suivant : une dénaturation initiale a 94°C pendant
5 minutes, suivie de 40 cycles comprenant : une dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, une
hybridation a 58°C (pour CRISPR 1 et 2) ou a 55°C (pour CRISPR 3) pendant 30 secondes, et
une extension a 72°C pendant 4 minutes pour CRISPR 1 et 2, ou 45 secondes pour CRISPR 3.

Une extension finale a été effectuée a 72°C pendant 7 minutes.

4.4.2 Séquencage

10 uL de produit PCR ont ét¢ soumis a une €lectrophorése sur un gel d’agarose a 1%, puis
purifiés a I’aide du mi-PCR Purification Kit (Metabion) selon les recommandations du
fabricant. Les produits purifiés des amplifications de CRISPR 1, CRISPR 2 et CRISPR 3 ont
été séquences par la méthode de Sanger, en utilisant les amorces d’amplification ainsi que les
amorces specifiques CR1-F2, CR1-F3 et CR1RevRpt pour CRISPR 1, et Cr2-F2, Cr2-F3 et
Cr2-R2 pour CRISPR 2.
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4.4.3 Analyse des régions CRISPR

Les séquences obtenues ont été assemblées a I’aide du logiciel CodonCode Aligner (version
10.0.2). L'outil CRISPR Finder a été utilisé pour identifier les répétitions CRISPR et les
espaceurs. Ensuite, une analyse BLASTn a été réalisée afin d'évaluer la similarité des

répétitions directes (DR) avec les séquences disponibles dans la base de données GenBank.
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Chapitre I11. Résultats

1. Collecte des échantillons

Durant la période entre 2016 et 2021, 174 échantillons ont été collectés dans 7 wilayas : Chlef, Ain
Defla, Tipaza, Blida, Sétif, Mila, et Constantine.

2. lIsolement et identification des bactéries

Aprés 48 h, I’isolement primaire des souches d’E. amylovora a été effectué sur un milieu levane. Les

colonies sont rondes, fortement bombées, blanchatres, brillantes, lisses et muqueuses (Figure 23).

Figure 23. Aspect des colonies d’E. amylovora sur le milieu levane

Sur le milieu KB, les colonies apparaissent circulaires, de petite taille, blanchatres a Iégérement
crémeuses et platies (Figure 24A), bien que certaines soient allongées ou légérement bombeées. Elles
présentent également des signes de viscosité, avec une texture muqueuse (Figure 24B).
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Figure 24. Aspect des colonies sur milieu KB.

Sur le milieu CCT, les colonies apparaissent violettes, bombées, brillantes et petites aprés 48 h (Figure

25 A). Aprés 72 h, elles deviennent moyennes et muqueuses (Figure 25B).

Figure 25. Aspect des colonies sur milieu CCT : A. Aspect des colonies sur milieu CCT aprés 48 h;
B. Aspect des colonies sur CCT apres 72 h.

2.1 Test de fluorescence

Les colonies apparaissent sous lumiére UV sans fluorescence visible (Figure 26), ce qui confirme que
les souches d’E. amylovora sont incapables de produire des pigments fluorescents sur le milieu KB.
Cette caractéristique permet de différencier E. amylovora de certaines autres bactéries épiphytes,
notamment Pseudomonas, qui produisent des pigments fluorescents, et fréquemment identifiées grace a

cette propriété sur milieu KB (Figure 26).
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Figure 26. Test de fluorescence sous UV des colonies d’E. amylovora (& gauche) et Pseudomonas (&
droite) contréle positif sur milieu KB.

2.2 Test d’hypersensibilité

Ce test a été réalisé pour démontrer la présence des génes hrp, associés au systeme de sécrétion
de type III (T3SS), responsable de la pathogénicité d’E. amylovora. Il a permis d’observer la
production d’une réaction rapide d’hypersensibilité. Apres 24 heures, une plage nécrotique est
apparue. Les souches suspectes ont induit une réaction d’hypersensibilité dans la zone infiltrée

chez une plante non-hote (Figure 27).

/

Figure 27. Réaction d’hypersensibilité sur plante de géranium : A. Controle négatif ; B.
Réponse hypersensible observée apres 24 heures autour de la zone injectée.
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2.3 ldentification du pathogéne

Au total, 95 souches ont été isolées et purifiées par repiquage successif sur KB. Ces souches
ont montré des caractéristiques classiques des Erwiniaceae. Toutes étaient Gram-négatives,
catalase positives et oxydase négatives. L’analyse de leur métabolisme, qui a révélé un
comportement oxydatif/fermentatif du glucose, a permis de sélectionner un groupe de souches

a analyser plus en profondeur.

2.3.1 Identification moléculaire par PCR conventionnelle

Pour confirmer I’identité des souches isolées, des tests moléculaires ont été réalisés. Les souches
détectées ont ensuite été soumises a des tests PCR. Un produit spécifique de 187 pb a été amplifié avec
succes dans les réactions PCR des 18 souches, correspondant a une séquence de protéine hypothétique.
Ces souches ont toutes été confirmées comme étant E. amylovora par PCR (Figure 28, Tableau 4).

1 2 3 45 6 78 91011121314 1516 17 181920

Figure 28. Analyse par électrophorése en gel d’agarose des produits PCR amplifiés avec les
amorces EA71F et EA71R. 1 : souche de référence CFBP1430, 2-19 : souches EA16, EA22, EA46,
EA52, EA53, EA54, EASS5, EAS7, EA5S8, EAS9, EA61, EA6G8, EAG6, EA63, EA90, EAFL, EAF2,
EAPC, 20 : contrdle négatif, 21 : marqueur de taille 100 pb.

Tableau 4. Origine des souches d’E. amylovora isolées au cours de cette étude.

Souche Hote Cultivar Wilaya Organe | Date de préléevement
EA16 Poirier Santa Maria Mila Fruit 2016
EA22 Poirier Santa Maria Setif Fruit 2016
EA46 | Pommier / Tipaza Rameau 2018
EA52 | Pommier | Golden delicious Chlef Rameau 2018
EA53 Poirier Santa Maria Chlef Rameau 2018
EA54 Poirier Santa Maria Ain Defla | Rameau 2019
EAS55 Poirier Santa Maria Ain Defla | Rameau 2019
EAS57 Poirier Santa Maria Ain Defla | Exsudat 2019
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EA58 Poirier Santa Maria Ain Defla | Rameau 2019
EA59 Poirier Santa Maria Chlef Rameau 2019
EA61 Poirier Santa Maria Ain Defla | Rameau 2019
EAG8 Poirier Santa Maria Ain Defla | Rameau 2019
EA66 | Pommier Anna Ain Defla | Rameau 2019
EA63 Poirier Santa Maria Ain Defla Fruit 2019
EA90 Poirier Santa Maria Blida Fruit 2019
EAF1 Poirier Santa Maria Mila Rameau 2021
EAF2 Poirier Santa Maria Mila Rameau 2021
EAPC Poirier Santa Maria Constantine | Rameau 2021
2.3.2 ldentification moléculaire par PCR en temps réel

Les résultats obtenus par PCR conventionnelle ont été confirmés par deux protocoles de PCR

en temps réel, ciblant la région amsC ainsi que d’autres régions associées a une protéine

hypothétiques (Figure 29).
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Figure 29. Profils d’amplification représentatifs obtenus avec les deux protocoles qPCR. 1 :
Profil obtenu avec les amorces Ams116F, Ams189R, Ams141T. 2 : Profil obtenu avec les
amorces hpEaF, hpEaR, hpEaP.
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3. Caractérisation phénotypique

3.1 Caractérisation biochimique

L’analyse biochimique des souches, réalisée a 1’aide du systtme API 20E, a permis de
caractériser leur profil métabolique. Les résultats ont montré une activité positive pour le test
de Voges-Proskauer, ainsi que la fermentation du glucose, du mannose, du sorbitol, du sucrose
et d’arabinose.

En revanche, aucune activité n’a ¢été détectée pour I’arginine dihydrolase, la lysine
décarboxylase, I’ornithine décarboxylase, le citrate, I’acétoine, I’hydrogeéne sulfuré, I'uréase, la
tryptophan déaminase et la gélatinase. De plus, aucune souche n’a montré de capacité a

fermenter ni le rhamnose ni I’amygdaline.

Toutefois, une diversité métabolique a été observée dans le métabolisme de certains composés,
notamment 1’inositol (33 % des souches positives), le mélibiose (6 %) et la B-galactosidase (44
%).

Ces variations métaboliques ont permis d’obtenir 5 profils biochimiques distincts, associés a

des codes spécifiques.

Le code 0005522 a été le plus fréquemment observé avec 38.89 % des souches. Ensuite, le code
1005522 a été attribué a 33.33 % des souches, suivi du code 0005722 avec 22.22 %, 1005722
avec 11.11 %, et enfin 1005762 avec 5.56 % (Tableau 5).
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Tableau 5. Profil biochimique des souches isolées en Algérie et de la souche CFBP1430, basé sur les résultats du systeme API 20E

(bioMérieux).

Code Souche Test
ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT H.S URE | TDA IND VP GEL | GLU | MAN INO SOR RHA | SUC MEL | AMY | ARA

1005522 CFBP 1430 + - - - - - - - - + - + + - + + - +
1005522 EA16 + - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
0005722 EA22 - - - - - - - - - + - + + + + - + - - +
0005522 EA46 - - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
1005522 EA52 + - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
0005522 EA53 - - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
1005522 EA54 + - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
1005522 EA55 + - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
0005722 EAS7 - - - - - - - - - + - + + + + - + - - +
0005522 EA58 - - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
0005522 EA59 - - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
0005722 EA61 + - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
1005762 EA63 + - - - - - - - - + - + + + + - + + - +
0005522 EA66 - - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
0005522 EA68 - - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
0005722 EA90 - - - - - - - - - + - + + + + - + - - +
1005722 EAF1 + - . - - - - - - + - + + + + - + - - +
0005522 EAF2 - - - - - - - - - + - + + - + - + - - +
1005722 EAPC + . - - - - - - - + - + + + + - + - - +
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3.2 Test de sensibilité a la streptomycine

Toutes les souches ont montré une zone d’inhibition a la streptomycine, a la fois a la concentration
de 250 ppm et de 100 ppm, ce qui indique que les souches sont sensibles a cet antibiotique (Figure

30). Aucune souche résistante n’a été détectée dans cette étude.

Figure 30. Test de sensibilité a la streptomycine montrant des zones d’inhibition des souches d’E.
amylovora a des concentrations de 250 ppm et 100 ppm.

3.3 Analyses des acides gras

La separation des acides gras présents dans chaque souche, en fonction de leur temps de rétention,

obtenue grace a la chromatographie en phase gazeuse (Figure 31). Elle a permis de caractériser
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plus précisément leur profil lipidique. L’analyse a confirmé que toutes les souches examinées

appartiennent a I’espéce E. amylovora, avec une distance euclidienne inférieure a 7.
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Figure 31. Exemple de chromatogramme de 1’analyse des acides gras de la souche E. amylovora
EA22.
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Dix acides gras communs ont été identifiés dans 1’ensemble des souches testées, a savoir : 1’acide
laurique (C12 :0), I’acide myristique (C14 :0), ’acide palmitique (C16:0), ’acide margaric
(C17:0), I’acide cis-9,10-méthylénehexadécanoique (C17:0 cyclo) et I’acide stéarique (C18:0).

Plusieurs acides gras ont été regroupes sous des caractéristiques specifiques, telles que la
caractéristique regroupée 2 (acide p-hydroxymyristique/acide isopalmitique [14 :0 30H/16:1 iso
1), la caractéristique regroupée 3 (acide palmitoléique [16:1 w7c/16:1 w6c]) et la caractéristique

regroupée 8 (acide oléique [18:1 w7¢/18:1 wbc]), ainsi qu’un acide gras encore non identifié

10.928.

L’acide palmitique (C16 :0) était le plus abondant dans toutes les souches testées, avec une
moyenne de 35,98 %, suivi par 1’acide palmitoléique (16:1 w7c¢/16:1 wbc) regroupé sous la

caractéristique 3, représentant 29,1 %.

De faibles quantités d’acide tridécanoique (C13 :0) ont été détectées uniquement dans les souches
EA22 (0,17 %) et EAF2 (0,09 %). Par ailleurs, 1’acide caprique (C10 :0) (0,1 %) et la
caractéristique 7 (18.846/19 :0 cyclo w10c/19w6c) ont été retrouvés exclusivement dans la souche
EA53 (Tableau 6).
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Tableau 6. Profils en acides gras des souches d’E. amylovora testées dans cette étude, selon I’abondance en pourcentage de chaque
acide gras. Code couleur en fonction de 1’abondance des acides gras : blanc, 0 < valeur < 1 ; jaune pale, 1 < valeur <5 ; orange péale, 5

<valeur < 8 ; orange, 8 < valeur < 10 ; orange fonc¢, 10 < valeur < 12 ; rouge pale, 27 < valeur < 31 ; rouge, 31 > valeur.

Acide gras
o 8 5 5 o
Souche s 3 8 §; oo §go
Zygd g 3 o | 298 | £3%
T oo 3 > o L el S T O g
5 S 2588 o 8 o S o s | 858 | €55 g3¢
g = c238 & 3 & S ~ & & g2 823 23
® e S8=g| O = 3 £ 3 S 5| 8§82 | 885 | ©8%
EAPC [ 0 0 0 0.51 0.76 0.77 3.82 5.09 5.37 7.85 9.99
EAF1 | 0 0 0 0.47 0.57 0.75 4.1 4.25 5.28 8.26 10.68
EA55 [ 0 0 0 0.39 0.49 1.13 4.69 5.32 5.49 7.69 8.97
EA22 | 0 0 0.17 0.68 1.54 1.06 2.33 4.67 5.19 8.34 8.6
EA66 | 0 0 0 0.5 0.8 1.21 2.62 5.42 5.57 7.88 9.09
EAL6 [ 0 0 0 0.72 0.86 1.15 2.63 4.89 5.65 8.41 9.03
IVIA 1614 | 0 0 0 0.35 0.37 0.99 3.65 4.05 5.54 8.63 10.07
EA53 1 0.1 0.2 0 0.44 0.72 0.84 4.82 4.17 5.15 8.7 9.3
EA58 1 0 0 0 0.31 0.73 0.87 5.88 4.42 5.12 8.39 9.17
EA59 ] 0 0 0 0.44 0.54 0.9 4.56 5.14 5.32 8.22 9.02
EAF2 1l 0 0 0.09 0.51 0.78 0.7 5.26 4.27 5.24 8.45 9.96
CFBP 1430 1 0 0 0 0.45 0.89 0.98 4.98 4,51 5.53 7.24 10.23
EA46 1l 0 0 0 0.65 0.65 1.04 4.53 5.27 5.54 7.82 10.22
EA61 1l 0 0 0 0.61 0.57 1 4.56 5.12 5.48 8.12 10.55
EA63 1l 0 0 0 0.58 0.64 0.82 49 5.14 5.5 7.85 10.03
EA52 1 0 0 0 0.57 0.68 1.42 4.83 5.49 5.81 7.58 9.99
EA57 1l 0 0 0 0.66 0.7 1.1 4.62 5.31 5.38 8 10.23
EA68 11 0 0 0 0.75 0.58 1.14 452 4.45 5.62 8.44 10.4
EA54 1l 0 0 0 0.57 0.75 0.89 5.72 5.24 5.41 8.08 9.87
EA90 i 0 0 0 0.54 0.71 1.22 5.46 5.52 6.75 8.39 8.95
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3.3.1 Analyse hiérarchique

L’analyse hiérarchique des isolats, réalisée a I’aide de I’algorithme de Ward (Figure 32), a

permis d’identifier trois clusters distincts basés sur les différences quantitatives des acides gras.
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Figure 32. Dendrogramme des souches d’E. amylovora basé sur la composition en acides
gras.
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La séparation des souches repose principalement sur une différence statistiquement
significative dans la quantité de 1’acide gras correspondant a la caracteristique 3 (p < 0,001)
(Tableau 7).
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Toutefois, les clusters Il et Il sont plus proches I’un de I’autre que du cluster I, ce dernier
présentant une teneur relativement plus faible en C17:0 cyclo (3,65) par rapport aux clusters 11
(4,98) et 111 (4,725).

Par ailleurs, des différences significatives ont été observées entre les clusters 11 et Ill
concernant les concentrations d’acide laurique (C12:0), d’acide myristique (C14:0) et d’acide
stéarique (C18:0).

Tableau 7. Comparaison de la composition en acides gras entre les clusters.

Acides gras Composition en acides gras (%) 2
Custer | (n=7) Cluster Il (n=5) Cluster 111 (n=8) Significativité
Inconnu 10.928 1.06(0.77,1.115) 0.87(0.77,0.94) 1.07(0.918; 1.2) 0.104
C12:0 5.49(5.2800, 5.24(5.1350, 5.4250) | 5.52(5.428; 5.763) B 0.042
5.5700) AB A
C14:0 4.89(4.250; 5.320) 4.42(4.220; 4.825) ~ 5.255(5.125; 5.445)8 | 0.047
AB
14:0 30H/16:1iso |l @ 8.26(7.85, 8.41) 8.39(7.73, 8.575) 8.04(7.83; 8.323) 0.463
16:1 w7c/16:1 wéc 30.96(30; 31.22)~ 29.4(28.475; 29.54)B | 27.825(27.43; 28) € <0.0001
C16:0 35.84(35.030; 36.37(35.795; 36.24(35.780; 0.296
36.240) 36.540) 36.525)
C17:0 cyclo 3.65(2.620; 4.100)”  4.98(4.690; 5.570) B 4.725(4.537 ;5.320) 8 0.004
C17:0 0.76(0.49; 0.86) 0.73(0.63; 0.835) 0.665(0.595; 0.708) 0.485
18:1 w7c/18:1 wée 9.09(8.97; 10.07) 9.3(9.095; 10.095) 10.125(9.9; 10.358) 0.301
C18:00 0.5(0.39; 0.68) A8 0.44(0.375; 0.48) A 0.595(0.57; 0.658) B 0.014

Les valeurs de chaque acide gras sont présentées en médianes (Q1 ; Q3). Les valeurs d’une
méme ligne suivies de lettres différentes indiquent une différence statistiquement significative
(p <0,05). Les différences significatives sont indiquées en gras.

3.4 Parametres de croissance

Les courbes de croissance ont été analysées pour déterminer les parameétres de croissance de
chaque souche, de suivre I’évolution de la densité cellulaire au fil du temps et d’évaluer la

cinétique de croissance des souches.

Des différences statistiquement significatives ont été observées dans trois parameétres clés : la
phase de latence (£), le taux de croissance maximal (p) et I’aire sous la courbe (AUC) (p <
0,001).
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3.4.1 Phase de latence

La phase de latence correspond a la période d’adaptation avant que la souche ne commence la
croissance exponentielle. La souche EA54 a la phase de latence la plus courte, avec un temps

médian de 13,83 heures, tandis que la souche EA22 a la phase de latence la plus longue, avec
un temps meédian de 18,34 heures (Figure 33).

lag phase (A)

13

T T T T T T T T T T T
CFBP 1430 EA22 EA B2 l EAS4 l EAST EAED EAG3 EAGS l EAF1 EAPC Viatas2
EA 16 EA 4B EAE3 EABS EA EAGE EASD EAF2 IVIATE14 PMY 6014
Strain

Figure 33. Comparaison de la durée de la phase de latence (L) parmi les souches étudiées.

3.4.2 Taux de croissance maximal (p)
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u Représente la vitesse maximale de croissance pendant la phase exponentielle cela refléte la
rapidité de prolifération. Les taux de croissance maximaux variaient de 0,24 h™ pour la souche
EA66 a 0,13h7t pour la souche EA57 (Figure 34).
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Figure 34. Comparaison du taux de croissance maximal (i) parmi les souches étudiées.

3.4.3 Aire sous la courbe (AUC)

Ce paramétre représente le potentiel de croissance total d’une souche. L’AUC varie
significativement entre les souches, avec EA22 et EAF2 ayant les valeurs les plus faibles (32,76
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et 33,31), tandis que la souche EA54 présente le potentiel de croissance le plus éleve, avec une
valeur de 46,2 (Figure 35).

46 é

T
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CFBP 1430 | EA22 ‘ EA52 EAS54 EAS57 EA59 EA63 EA68 EAF1 EAPC IVIA1892
EA16 EA 46 EAS3 EAS55 EAS8 EA 61 EA66 EA90 EAF2 IVIA1614 PMV 6014

Strain

Figure 35. Comparaison de I’aire sous la courbe (AUC) entre les différentes souches.

3.5 Testde virulence

L’analyse de virulence réalisée sur des poires immatures a montré que toutes les souches
algériennes d’E. amylovora ont provoque de la nécrose et / ou I’exsudation dans un délai de 7
jours apreés I’inoculation (Figure 36). Cependant, ces souches présentent des niveaux de

virulence variables et ont été classées en trois catégories en fonction de I’étendue de la nécrose
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e Virulence élevee (SI = 3). 72,22 % des souches, soit 13 souches (EA16, EA22, EA46,
EA52, EA54, EA58, EAS9, EA61, EA63, EA66, EA90, EAF1 et EAPC) ont provoque
une nécrose qui a progressé depuis le site d’inoculation et a envahi presque tout le
tissu du fruit.

e Virulence moyenne (Sl = 2). 22,22 % des souches : quatre souches (EA53, EA55,
EA57 et EA68) ont induit une nécrose plus limitée.

e Virulence faible (SI = 1). 5,56 % des souches : La souche EAF2 a été la moins

virulente, la nécrose est restée limitée au site d’inoculation.

EA 52 ( SI=3) EA66 (SI=3) EA 58 (SI=3) EA 59 (SI=3) EA 16 (SI=3) EA 61 (SI=3) EAF1 (SI=3)

EA90 (SI=3) EA 22 (SI=3) Y. SI=: EA 63 (SI=3) EA 54 (S1=3) EA 46 (SI=3) EAS7 (S1=2)

w

S
. Positive control
EAS53 (SI=2) EA68 (SI=2) EASS (SI=2) EAF2 (SI=1) IVIA1892 (SI=2) CFBP 1430 (SI=3)

Negative
control
(SI=0)

Figure 36.Symptomes causés par différentes souches d’E. amylovora sur des fruits de poire
immatures apres inoculation.

3.6 Analyse statistique
3.6.1 Correlations entre la virulence et les caractéristiques de croissance

L’analyse statistique a révélé une relation entre la virulence et la cinétique de croissance, ce qui
suggere que les souches les plus virulentes ont tendance a croitre plus rapidement, avec une
corrélation positive significative (r = 0,336, p = 0,006) entre la virulence et le taux de
croissance. Une corrélation négative significative (r = -0,397, p = 0,001) a également eté
observée entre la virulence et la durée de la phase de latence, ce qui suggere que les souches

virulentes ont tendance a avoir une phase de latence plus courte.
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3.6.2 Analyse factorielle multiple

Pour analyser le phénotype global des souches, une AFM a été réalisée.

La premiere dimension, qui explique 25,32 % de la variabilité totale, montre une corrélation
positive notable avec la cinétique de croissance, ainsi qu’une corrélation faible avec la
composition en acides gras et les traits biochimiques. La deuxieme dimension, qui explique
20,09 % de la variabilité, est principalement corrélée avec les caractéristiques de virulence,
avec une association plus faible pour les paramétres liés aux acides gras et aux traits

biochimiques (Figure 37).
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Figure 37. Représentation graphique des associations entre les facteurs et les dimensions de
I’AFM : A. Projection des facteurs sur les deux premieres dimensions, B. Cercle de corrélation.

L’analyse hiérarchique a permis d’identifier cinq phénotypes distincts (Figure 38). Le premier
groupe comprend les souches EAF1, EAF2, EA16, isolées des vergers de la wilaya de Mila,
ainsi la souche EA22, isolée d’un verger a Sétif. La majorité de ces souches (80 %) provient de
I’est de I’ Algérie. La souche EA63 forme un groupe a part. Le groupe 3 regroupe les souches
EA53, EA57, EAS8, EAL9, EA68 et EA90. Le quatrieme groupe regroupe les souches EA46,
EA52, EA54, EA6L ainsi que la souche de réference CFBP1430. Les groupes 3 et 4
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comprennent des souches isolées des régions centre-ouest de 1’ Algérie. Le groupe 5 contient
uniquement les 2 souches EA55 et EAPC.
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Figure 38. Représentation des groupes de souches issus de ’analyse AFM : A. La carte
factorielle illustre la répartition des différents groupes de souches sur les deux premieres
dimensions ; B. Le dendrogramme représente les groupes.

4. Caractérisation génotypique

4.1 Détection des plasmides

Afin de détecter la présence des plasmides pEA29 et pEI70, la souche CFBP1430 a été utilisée
comme contr6le positif pour le plasmide pEAZ29, tandis que la souche IVIA1892 a éte utilisée
pour les deux plasmides. La souche 1614 a servi de contr6le positif pour pEI70, et la souche

6014 a été utilisée comme contrdle négatif pour les deux plasmides.

L’analyse par électrophorese des produits PCR a montré que toutes les souches algériennes ont
généré une bande de 844 pb, ce qui confirme la présence du plasmide pEA29, a I’exception de

la souche EAF2, qui n’a produit aucune bande, indiquant qu’elle ne posséde pas ce plasmide.
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Aucune souche algérienne n’a montré la bande de 523 pb attendue pour le plasmide pEI70, ce

qui confirme qu’aucune souche de notre collection ne posséde ce plasmide (Figure 39).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

844 bp
523 bp

Figure 39. Profils électrophorétiques des produits de PCR multiplex avec les amorces
AJ75/AJT6 et 1.7F-2/1.7R-2 pour la détection des plasmides pEA29 et pEI70 sur gel d’agarose
a 1%. 1 : marqueur de taille 100 pb, 2 : souche de référence CFBP1430, 3: IVIA1892, 4 :
PMV6014, 5: IVIA1614, 6-23 : souches EA16, EA22, EA46, EA52, EAS3, EA54, EASS,
EA57, EA58, EAS9, EA61, EA68, EA66, EA63, EA90, EAFL, EAF2, EAPC, 24 : contrdle
négatif.

4.2 VNTR

L’analyse VNTR n’a montré aucun polymorphisme entre les souches isolées dans cette étude,

ce qui suggere une homogénéité génétique entre elles (Figure 40).

e

Figure 40. Profils de PCR fingerprinting obtenus pour les souches algériennes d’E. amylovora.

4.3 MLST

Les séquences partielles des genes recA, groEL, rpoS, hrpN et ams ont été amplifiées et
séquenceées avec succes pour toutes les souches (Annexe 111).

81



Résultats

Les sequences de chaque gene étaient identiques pour toutes les souches, et aucune mutation

n’a été détectée, ce qui confirme ainsi I’homogénéité démontrée par I’analyse VNTR.

La comparaison de ces géenes avec la base de données GenBank a confirmé que toutes les
souches appartiennent & E. amylovora, avec une identité de 100 % par rapport aux souches de
référence CFBP1430 et ATCC49946, et des identités comprises entre 95,63 % et 100 % par

rapport aux autres séquences déposées dans la base de données GenBank de NCBI.

4.3.1 Analyse phylogénétique

L’arbre phylogénétique construit a partir des fragments concaténés de 4311 pb des cing géenes
de chaque souche (Figure 41), inclue également des séquences d’autres souches déposées dans
GenBank NCBI, a montré que les souches infectant Amygdaloideae sont réparties en quatre
groupes. Les souches algériennes étaient toutes regroupées dans un seul cluster, avec des
souches originaires de différents pays et continents : Biélorussie, Chine, Italie, France,

Allemagne, Corée du Sud, Espagne, Royaume-Uni et Etats-Unis.

Les autres souches américaines ont été réparties dans les trois autres clusters selon leur origine
géographique, avec celles de I’est du pays regroupées dans le cluster 2 et celles de 1’ouest dans

le cluster 3. La souche CA3R se distinguait des autres et formait son propre cluster.

La souche infectant Rubus a été utilisée comme outgroup pour enraciner 1’arbre et s’est révélée

éloignée des autres groupes.
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E-2 Belarus Malus domestica —
Ea%915 China Pyrus sinkiangensis
01SFR-BO Italy Sorbus sp.
ATCC 15580 United Kingdom Unknown
Eal/79Sm Germany Malus sylvestris
TS3128 South }{'urea Pvrus pyrifolia
CFBP1430 France Crataegus sp.
ATCC 49946 New York. USA Malus domestica
EA16 Algeria Pyrus communis
EA22 Algeria Pyrus communis
EA46 Algeria Malus domestica
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Algeria Pyrus communis
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Algeria Pyrus communis s ( luster 1
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MAGFLF 2 Massachusetts, USA Malus domestica p— Cluster 2
CTSTO1-1 Connecticut, USA Malus domestica
CTMFO03-1 Connecticut, USA Pyrus conimunis =
LA092 Washington, USA Pyrus communis e
OR6 Oregon, USA Pyrus communis
33-1 California, USA Malus domestica
-2 California, USA Malus domestica - a =
1-7 Califomia, USA Malus domestica Cluster 3
32-10 California, USA Malus domestica
ORI1 Oregon, USA Pyrus communis
7-3 California, USA Malus domestica —
CA3R lifoia, USA Malus domestica - Cluster 4
ATCC BAA-2158 oias

s. USA Rubus sp :_ R =
Lubus-iniec

0.005

Figure 41. Arbre phylogénétique reconstruit par la méthode du neighbor-joining, basé sur les
séquences concaténées des génes ams, recA, groEL, hrpN et rpoS, des souches algériennes d’E.
amylovora ainsi que d’autres souches.

4.4 CRISPR

Les trois régions CRISPR ont été amplifiées et séquencées avec succes. Apres 1’assemblage,

les séquences ont été visualisées sur le site CrisprCasFinder afin de déterminer les séquences

répétitives et les espaceurs (Figure 42). Un espaceur est considéré comme différent d’un autre

s’1l présente une différence de plus de 5 nucléotides.

L’analyse a révélé la présence de 74 espaceurs (Annexe 1V) au sein des trois régions CRISPR

présents chez les 18 souches d’E. amylovora.
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245 [ GTaTTOCCCGCETRAGCEEERAT ARACCE
288 [ GTaTTOCCCRCaTEAGCEEERATAAACLG
287 [ GTETTOCCOGCETEAGCGEEEATAAACCE [ GATTGROGCATGAGCACTGAAATTGT TCACAGT
428 [ GTaTTOCCCGCETERAGCEEERAT AAACCE
485 [ GTaTTOCCCaCaTeAGCEEERATAAACCE [ ACAAAAGACAACACCCCCCTTACCCCOCCACG
558 [ GTeTTOCCCGOETRAGCGEEEATAAACCE
11 [ GTaTTOCCCGCETERAGCEEERAT AARACLE
872 [ GTaTTOCCCaCaTeAGCEEERATAAACCE || GECEATGAGEEAGRTACGCGRAGCGLLAGGGTA
732 [ GTETTOCCCGOGTEAGCGEGEATAAACCE [ AAAAGCCAACCGOCCGCCORTAATAAACCTGA
794 [ GTaTTOCCCGCETERAGCEEEEATAAACCG [ GTTGCAGAGACT TAAAGATCGTCTGCTAGTTA
855 [0 GTaTTCTCCaCaTeAGCEEERATAAACLE
216 [ GTETTOCCCGOGTEAGCGEEEATAAACCE
377 0 GTaTTOCCCGCATRAGCGEERATAAACCG [ AGATTTGGCGEAAATGT CRECGGAGATECCCT
1828 [ GTaTTOCCCGCaTRAGCEEERATAAACCG [ AAATGTCCTGTGRCTCaRCCCGATGI TRCAAT
1853 [ GTETTOCCCGOGTRAGCGEEGATAAACCG || GAGATCATTCTCATCCCTCATGTTT TOCAGGA
1182 [ GTETTOCCCGCETERAGCEEEEATAAACCA
1221 O GTaTTOCCCGCETRAGCEEERATARACLE
1252 [ GTETTOCCCGCGTEAGCGEEEATAAACCE [ | ACGATTTGCCTGAAACC TCAACGAAGTTCGAC
1343 [0 GTaTTOCCCGCETRAGCEEEEAT AAACCE
1484 [ GTaTTOCCCECETERAGCEEERATAAACLE
1485 [ GTETTOCCCGOGTERAGCGEGGATAAACCG [ COCTCGGARGAGGRECTTTGCGT TGTTACTCAGA
1528 [ GTETTOCCCGCETRAGCEEEEATAAACCGE
1587 [ GTaTTOCCCaCaTERAGCEEEEATAAACCG [ TACATCGAACAATGCCAATTGT TGACETTCTT
1848 [ GTETTOCCCGOGTRAGCGEEGATAAACCE [ | COGCGARAAATCCGCAGT GAGCTGGCAATGAGT
1783 [ GTaTTOCCCGCETTAGCGEEEATAAACCG
1772 [ qTaTTOCCCaCaTaAGCEEEEATAAACCE [ ACTTCGGTGAGAATGTCGAAT TGCCACCAGAT
1321 [ GTaTTOCCCCaTRAGCEEERAT ARACCA
15852 [ GTaTTCCCCGCETRAGCEEEEATAAACCG [ TEAAGCAGCCAGAATCCCATCCGGCCTTTATC
1553 [ GqTaTToCCCaCaTaAGCEEERAT ARACLE
2814 [ GTaTTOCCCaCaTeAGCEEERATARACLG

Figure 42. Recherche des séquences DR et des espaceurs a 1’aide du site CrisprCasFinder. Les
séquences DR sont représentées en jaune et les espaceurs sont affichés en différentes couleurs.

441 CRISPR1

L’analyse de la région CRISPR 1 a révélé la présence de régions répétitives DR de 29 pb (GTG
TTC CCC GCG TGA GCG GGG ATA AAC CG), conservées a 95,78 %. Cependant, toutes
les souches algériennes présentent une mutation a la 15°™ séquence répétitive ou une
substitution C—T a été observée (GTG TTC TCC GCG TGA GCG GGG ATA AAC CG),
cette mutation est absente chez les souches espagnoles IVIA1614, IVIA1892 ainsi que la souche

PMV6014 et la souche de référence CFBP 1430 utilisées pour la comparaison.

L’analyse BLAST de cette région a révélé que seules des souches italiennes présentent cette
mutation.
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Dix-sept souches, ainsi que les souches 1VIA1614, IVIA1892 et PMV6014, possedent 36
espaceurs correspondant 8 CRR1-A ou au motif 4, caractéristique de la souche de référence
CFBP1430, a I’exception de la souche EA54, qui en possede 35 en raison de la suppression de

I’espaceur 22/1014. Cela a conduit a un nouveau motif non référencé auparavant (Figure 43).
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Figure 43. Représentation des espaceurs de la région CRISPR1 des souches de notre collection,
ainsi que des souches de référence ATCC49946.

Les espaceurs CRISPR sont représentés par des cases, avec leur position numérotée en haut des
colonnes. Les espaceurs différant des autres par plus de cing nucléotides ont été attribués a une couleur
spécifique, tandis que les cases blanches indiquent I’absence de 1’espaceur dans le motif. Les espaceurs
ont été numérotés et les motifs nommeés selon la nomenclature présentée par (McGhee et Sundin, 2012 ;
Rezzonico et al., 2011).

442 CRISPR 2

Les DR de cette région sont principalement (conservees a 94.84 %) constituées de la séquence
de 29 pb cette région et identique a celle de CRISPR1 (GTG TTC CCC GCG TAT GCG GGG
ATA AAC CG).

Toutes les souches algériennes ainsi que les souches IVIA1614, 1IVIA1892 et PMV6014
possédent 35 espaceurs correspondant au motif 24/A, comme la souche de référence
CFBP1430. Cependant, une souche, EASS, présente une duplication de I’espaceur 58/2011, ce
qui entraine ainsi un motif différent, connu sous le nom 29/E (Figure 44).

85

ATCC49946
EA54
CFBP1430



Résultats

Spacer LS| =] e T|G|QI= R DD = e en| < D DRSS |[=|q|en|T|S|w|O| >~
(5[3)Mmmmwrﬂ'ﬂ'vvvvﬂ'vwvmmmmmmmm || Do e 8o~ e|8e
S B Bact ach Bach et el A A A L B B I Bl B g el o] I B B B B A
ICR2/ ool =| |||~ |enca| =| | o [oo| || wif <+ ||| | en || =
enles|en| ||| alalalalalaldlalalal = === == = S|S|els|e|e|so|e
ICRR2 = = = = = I ] L E I = = E = I ||| &=
(allsllalislialiiciiailalialislialilisiiaiislialialisliiallialiallalialle] allallialialialilallialilalialilia!
21/b ATC49946
24 /a CFBP1430
29/ UT5P4/EASS

Figure 44. Représentation des espaceurs de la région CRISPR2 des souches étudiées, ainsi
que des souches de référence ATCC49946.

443 CRISPR 3

Larégion CRISPR 3 est plus courte que les régions CRISPR 1 et CRISPR 2. Sa région répétitive
est constituée de séquences de 28 pb (GTT CAC TGC CGT ACA GGC AGC TTA GAA A),
conservées a 77,19 % elle comprend cing espaceurs. L’analyse de cette région n’a révélé aucune

différence entre les souches, toutes présentant le motif 38/ o (Figure 45).
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38/a ATCC49946/CFBP 1430

Figure 45. Représentation des espaceurs de la région CRISPR 3 des souches étudiées, ainsi
que des souches de référence ATCC49946.

4.4.4 Génotype

La combinaison des trois génotypes a révélé qu’au total, trois génotypes ont été détectés
(Figure 46), avec la majorité des souches presentant le genotype CRISSPR (4-24-38/A-a-a).
Cependant, les souches EA54 et EA55 ont montré de nouveaux génotypes qui n’avaient pas eté
détectés préecédemment : (NP-24-38/N-a-a) et (4-29-38/A-e-a), respectivement. Malgré ces

variations, toutes les souches appartiennent au groupe I.
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Figure 46. Les génotypes CRISPR identifiés chez les souches algériennes d’Erwinia
amylovora testées dans cette étude (A-C), comparés aux souches ATCC49946, Eal/79Sm et
TS3128 (D-F).

A. Le génotype le plus courant (4-24-38/A-a-a) identifie dans cette étude, également présent
dans la souche CFBP1430 ; B. Le nouveau génotype (NP-24-38/N-a- o) identifié dans la souche
EA54 ; C. Le nouveau génotype (4- 29-38/A-e-a) identifié dans la souche EA55 ; D. Le
génotype (1-21-38/B-b-a) identifié dans la souche ATCC49946 ; E. Le génotype (5-24-38/D-
a-o) précédemment trouvé dans la souche Eal/79Sm ; F. Le génotype (2-22-38) identifie dans
la souche Coréenne TS3128.
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Discussion
Chapitre 1V. Discussion

Le feu bactérien est la maladie la plus destructrice des arbres fruitiers a pépins. 1l a été détecté
pour la premiére fois en Algérie en 2010 (Laala et al., 2012), depuis lors, il n’a cessé de se
propager dans différentes régions. Plusieurs épidémies ont touche le pays, ce qui représente une

réelle préoccupation pour les arboriculteurs.

Il n’existe que deux études réalisées en Algérie sur E. amylovora. L’¢tude de Tafifet et al.
(2020) a analyseé une collection de souches isolées a partir de vergers situés au centre de
I’ Algérie, mais elle reste limitée en termes de couverture géographique et de résolution. Ainsi,

la diversité et I’origine de E. amylovora en Algérie restent encore a étudier.

Par conséquent, cette étude a été menée afin d’examiner 1’épidémiologie, la diversité
genotypique et phénotypique de ce pathogene. En effet, dix-huit souches ont été isolées
entre 2016 et 2021 a partir de vergers situés dans les wilayas de Chlef, Ain Defla, Tipaza,
Blida, Sétif, Constantine et Mila. Ces souches fournissent des informations
supplémentaires sur I’évolution et la dissémination du pathogéne sur un territoire couvrant

500 km.

La plupart des souches (15/18) ont été isolées du poirier, plus précisément de la variété Santa
Maria. Ces résultats étaient attendus, car le poirier est plus sensible au feu bactérien que le
pommier et les autres hotes (Evans et al., 2008), en particulier la variété Santa Maria, qui est
classée parmi les variétés les plus sensibles a cette maladie (Evrenosoglu et al., 2011 ;
Ristevski et Ristevska, 1996). En outre, souches ont été isolées des vergers d’Ain Defla, qui
est considérée parmi les principales zones de production de poiriers en Algérie (Agrichem,
2019).

L’analyse du profil biochimique a révélé une homogénéité avec quelques variations entre les
souches en termes de dégradation du mélibiose et de I’inositol, ainsi que d’activité B-
galactosidase. Cela est cohérent avec le profil biochimique d’ E. amylovora (EPPO, 2022). Des
variations dans le métabolisme de ces composants ont deja été detectées (Donat et al., 2005 ;
Végh et al., 2017). Le profil 0005522, qui était le plus fréquemment observé, a déja éte

documenté comme étant le profil dominant dans des études précédentes (Paulin et Samson,

89



Discussion

1973 ; Verdonck et al., 1987). Le deuxiéeme profil identifié¢, 1005522, était également le plus

fréquent parmi les souches espagnoles (Donat et al., 2005).

L’analyse de la composition en acides gras représente un critére taxonomique fondamental
(Dickstein et al., 2001). Elle a déja prouvé son utilit¢é comme outil d’identification et de
distinction des souches d’E. amylovora par rapport a d’autres bactéries phytopathogénes
(Geider et al., 2006 ; Lépez et al., 2011). En effet, elle confirme que de toutes les souches
appartiennent a E. amylovora, notamment en raison de la présence de 1’acide gras 14:0 30H
dans chacune d’elles, cet acide est caractéristique du groupe amylovora (Ivanovié et al., 2012).
Cependant, des différences qualitatives ont été observées entre les souches, notamment par la
présence des acides C13:0, C10:0 et C19:0, détectés uniquement avec des quantités minimes
dans la composition de trois souches. Cette présence a déja été signalée dans des études
précédentes (Casano et al., 1988 ; Geider et al., 2006 ; Ivanovi¢ et al., 2012).

Toutefois, les profils en acides gras ont permis de classer les souches en trois groupes. Les
souches isolées de I’est du pays (Constantine, Mila et Sétif) ont été groupées dans le cluster I,
méme si certaines ont été isolées a cinqg ans d’intervalle, sauf la souche EAF2 qui a été classée
en cluster I1. De leur c6té, le cluster I, regroupe uniquement des souches provenant des régions
du centre-ouest de I’ Algérie (Ain Defla, Blida, Chlef et Tipaza). Ainsi, cette analyse a démontré
une capacité de différenciation des souches selon leur origine géographique, ce qui suggere
I’influence de D’origine d’isolement sur le métabolisme lipidique. Ces résultats sont
comparables a ceux observée dans 1’étude d’Ivanovié et al. (2012) sur les souches serbes, qui

ont également été classées selon leur origine géographique.

Une autre caractéristique phénotypique essentielle permettant une différenciation rapide des
souches est la croissance bactérienne (Mendes et al., 2022). Les différences observées dans la
cinétique de croissance entre les souches indiquent qu’elles pourraient avoir des capacités
d’adaptation et de pathogénicité variables lors de I’interaction avec la plante hote. Cette
hypothése est soutenue par la corrélation que nous avons trouvée entre la cinétique de
croissance et la virulence, en accord avec des études antérieures montrant que les souches
bactériennes a croissance rapide et a phase de latence plus courte tendent a étre plus virulentes
et plus adaptées (Arends et al., 2022 ; Lee et al., 2010 ; West et Buckling, 2003). Cela pourrait
étre lié a une production accrue de sidérophores, considérée comme un facteur de virulence,

associée a des taux de croissance éleves (West et Buckling, 2003).
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Nos souches ont montré de légéres variations de virulence, ce qui est cohérent avec plusieurs
¢tudes qui ont rapporté des différences dans des collections de souches d’E. amylovora (Gong
et al., 2025 ; Mann et al., 2013 ; Mendes et al., 2021). Ces variations pourraient étre liées a
des différences génétiques, telles que la présence ou I’absence de certains plasmides,
notamment pEA29 (Llop et al., 2012 ; Singh et Khan, 2019). Ainsi, I’absence de ce plasmide

explique la faible virulence observée chez la souche EAF2.

De plus, des mutations qui affectent le régulateur global Hfq ou I’effecteur AvrRpt2 ont

¢galement été identifiées comme responsables d’une diminution de la virulence (Zeng et al.,

2018 ; Zhao et al., 2006).

Cependant, malgré ces variations génétiques, il a été suggéré que les souches d’E. amylovora
génétiquement homogénes pourraient ajuster I’expression des geénes de virulence ou leur
capacité a provoquer la maladie pour s’adapter a divers hotes végétaux (Gong et al., 2025 ;
Mann et al., 2013 ; Wang et al., 2010).

Bien que I’analyse génétique révele une certaine homogénéité génétique entre nos souches,
I’analyse phénotypique globale a révélé des différences significatives, ceci est en accord avec
les résultats rapportés par Mendes et al. (2022). Plusieurs études ont bien documenté que des
variations phénotypiques peuvent exister au sein des populations génétiquement homogeénes
(Ackermann, 2015 ; Calabrese et al., 2019 ; Spratt et Lane, 2022).

L’AFM a suggéré une possible association entre le phénotype et la région d’isolement, cela
pourrait étre attribué, 1’adaptation aux pressions environnementales évolutives locales qui
peuvent entrainer des fluctuations dans I’expression des genes, influencées par des phénomenes

aléatoires ou des régulations complexes (Raj et al., 2010 ; Weigel et Dersch, 2018).

L’absence de résistance a la streptomycine chez toutes les souches testées indique qu’elles ne
possédent ni mutation chromosomique du géne rpsL, ni les génes strA-strB (McGhee et
Sundin, 2011). Ce résultat est en accord avec des donnees precédentes indiquant que la
résistance a cet antibiotique n’a pas ¢été signalée dans des pays voisins comme le Portugal et
I’Espagne (Donat et al., 2005; Mendes et al., 2022). Elle n’a été rapportée que dans certains
pays, les Etats-Unis, Canada, le Mexique et la Nouvelle-Zélande (Forster et al., 2015; McGhee
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et al., 2010; McGhee et Sundin, 2011). Ainsi, I’origine de ces souches pourrait provenir de

zones ou E. amylovora n’a pas développé de résistance a la streptomycine.

La présence de plasmides est 1’un des facteurs déterminant la diversité géneétique, la virulence
et ’adaptation d’E. amylovora (Llop et al., 2012). Parmi eux, pEA29 est considéré comme le
plus important, car il est presque ubiquitaire. Il a été détecté chez toutes les souches étudiées, a
I’exception de EAF2, il participe a I’infection et a la colonisation des plantes, grace a des genes
impliqués dans le métabolisme de la thiamine, qui favorise la synthése de I’amylovoran et la

formation du biofilm, deux facteurs importants de la virulence (Yuan et al., 2021b).

L’absence du plasmide chez cette souche, associée a un profil lipidique différent de celui des
autres souches de la méme région, pourrait indiquer une origine ou une introduction

indépendante.

Notre étude est la premiere en Algérie qui signale 1’absence de ce plasmide. Cependant, des
souches dépourvues de ce plasmide ont déja été détectées en Egypte, en Iran, en Espagne et en
Allemagne (Mohammadi et al., 2009).

De plus, le plasmide pEI70 peut étre impliqué dans 1’agressivité des souches. Cependant, notre
étude n’a pas détecté sa présence en Algérie, ce qui s’aligne avec d’autres études indiquant qu’il
est principalement présent en Europe (Llop et al., 2011). Ces résultats contribuent ainsi a une

meilleure compréhension de la distribution mondiale de ces plasmides.

La caractérisation génétique par MLST et VNTR a réveélé une forte homogénéité entre nos
souches, ceci n’est pas surprenant puisqu’il est largement connu qu’E. amylovora est une
bactérie génétiqguement homogene (Mann et al., 2013 ; Zeng et al., 2018 ; Zhao et Qi, 2011).
Drailleurs, dans de nombreuses études a travers le monde, notamment au Maroc (Hannou et
al., 2013), en Tunisie (Dardouri et al., 2017), en Iran (Refahi et al., 2017), en Kirghizistan
(Doolotkeldieva et al., 2019), en Serbie (Popovi¢ et al., 2020), en Corée (Song et al., 2021) et
au Portugal (Mendes et al., 2021 ; Mendes et al., 2022), ont également rapporté la présence de
populations trées homogenes, quel que soit le type d’approche utilis¢ notamment 1’analyse

VNTR, I’analyse de séquences multilocus ou le séquencage du génome complet.

Il est important de noter que ces souches ont été isolées a partir de poiriers et de pommiers, a la
sous-famille des Amygdaloideae, ou les souches d’E. amylovora qui les infectent sont

génétiquement plus homogeénes que celles qui infectent les Rubus (Buhlmann et al., 2014 ;
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Mann et al., 2013 ; McGhee et Sundin, 2012 ; Parcey et al., 2020 ; Piqué et al., 2015). Cette
différence peut étre liée a I’environnement des framboisiers, étant plus proches du sol, ils sont
exposés aux micro-organismes et aux phages, ce qui entraine une plus grande variabilité

génetique parmi les souches qui les infectent (Parcey et al., 2022).

D’autre part, I’effet de goulot d’étranglement causé par la culture intensive des pommiers et des
poiriers en Amérique dans les années 1700 est un autre facteur qui peut expliquer cette
homogénéité, puisqu’il a entrainé une réduction de la taille des populations (McGhee et
Sundin, 2012 ; Zeng et al., 2018). De plus, la petite taille relative du génome par rapport a
celle d’autres bactéries phytopathogenes, ainsi que son noyau hautement conservé, contribuent

a cette homogénéité (Mann et al., 2013 ; Sebaihia et al., 2010).

Néanmoins, 1’utilisation de MLST avec les marqueurs groEl, recA, ams, rpoS et hrpN pour la
premiere fois permet une identification taxonomique précise des souches d ’E. amylovora. Elle
s’est également révélée étre un outil efficace pour différencier les souches en fonction de leur
origine géographique. A cet égard, la typologie de I’arbre phylogénétique obtenu est trés
comparable a celles produites par la comparaison des seéquences de pEA29 et du génome entier,
révélant quatre groupes bien définis : largement prévalent, Est des Etats-Unis, Ouest des Etats-
Unis 1 et Ouest des Etats-Unis 2 (Parcey et al., 2020 ; Zeng et al., 2018).

Toutes les souches algériennes appartenaient au cluster 1, ou le groupe largement prévalent, qui
regroupe de nombreuses souches d’E. amylovora étroitement liées isolées dans différentes
régions du monde. Toutefois, au sein de ce clade, le taux de mutation est tres faible, les
différences entre les souches étant soutenues par seulement 4 a 259 SNP (Zeng et al., 2018).
Cela est probablement dii au nombre limité d’événements de dissémination et a la période
relativement courte de moins de 200 ans depuis I’introduction du feu bactérien des Etats-Unis
vers d’autres régions du monde, y compris son introduction récente en Algérie, ainsi qu’une
faible pression de sélection exercée par le nouvel environnement (Parcey et al., 2020 ;
Rezzonico et al., 2024b).

L’analyse CRISPR a révélé une certaine variabilité génétique entre les souches. Parmi les trois
génotypes identifiés, le plus fréquent était (4-24-38/A-a-a), ce qui confirme I’homogénéité des
souches détectée par MLST et VNTR.
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Ce génotype a déja été observe chez des souches isolées dans plusieurs régions
méditerranéennes, notamment en Egypte, ainsi qu’en France, Italie, Espagne et Liban, mais
aussi en Suisse, Allemagne, Pays-Bas, Royaume-Uni et Nouvelle-Zélande (McGhee et
Sundin, 2012 ; Rezzonico et al., 2011).

I se distingue des génotypes identifiés chez d’autres souches du cluster 1 (largement prévalent)
: (1-21-38) pour ATCC49946 des Etats-Unis (Figure 45d), (5-24-38) pour E-2 de Biélorussie
et Eal/79Sm d’ Allemagne (Figure 45e), (2-22-38) pour TS3128 de Corée du Sud (Figure 45f)
(Ham et Park, 2023), ainsi que d’autres génotypes trouvés au Portugal (Mendes et al., 2021),
au Kirghizistan (Doolotkeldieva et al., 2021) et en Géorgie (Gaganidze et al., 2021).

Deux nouveaux génotypes, jusqu’alors jamais décrits, ont été identifiés. La souche EA54
présente une suppression de 1’espaceur 22/1014, ce qui a permis de détecter un motif CR1
inconnu jusqu’a présent et d’identifier un nouveau génotype CRISPR jusque-la non répertorié
(Doolotkeldieva et al., 2019 ; McGhee et Sundin, 2012 ; Mendes et al., 2021 ; Rezzonico et
al., 2011 ; Tancos et Cox, 2016 ; Wallis et al., 2021).

De son c6té, la souche EA55 se distingue par un génotype unique (4-29-38), différent du
génotype connu (4-24-38/A-a-a), en raison de la duplication de I’espaceur 58/2011 dans le
locus CR2. Certaines souches isolées dans 1’Utah (EtatS-UniS), comme UTRJ2, UT5P4 et
UTFer3, présentent un motif CR2 29/e identique a celui de EA55, mais avec un motif CR1
différent, modifié par la suppression de plusieurs espaceurs (McGhee et Sundin, 2012 ;
Rezzonico et al., 2011). Fait notable, le motif 29 observé chez EAS5 n’avait encore jamais été

signalé en dehors de I’ Amérique du Nord.

Etant donné que les souches EA54 et EA55 ont été isolées de la méme zone géographique et de
la méme période, il est probable que les changements observés dans leurs CR1 et CR2 soient
une réponse adaptative a la pression sélective exercée par leur environnement. En effet, le
mécanisme de suppression et de duplication des espaceurs protege la bactérie contre les phages
et les plasmides. Ainsi, le systtme CRISPR fonctionne comme un systéme immunitaire
adaptatif qui favorise la survie des populations bactériennes dans divers environnements, et
renforce leur capacité d’adaptation (Jiang et al., 2013 ; Lopez-Sanchez et al., 2012 ; Stout et
al., 2018).
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L’analyse de la région CRISPR3 n’a révélé aucune variabilité entre les souches algériennes,
toutes présentant le motif 38/a, caractéristique de toutes les souches infectant les
Amygdaloideae rapportées dans la littérature (McGhee et Sundin, 2012 ; Mendes et al., 2021 ;
Rezzonico et al., 2011 ; Tancos et Cox, 2016 ; Wallis et al., 2021). Ce résultat indique que la

région CRISPR3 est généralement conservée.

Kurz et al. (2021) ont utilisé la duplication de I’espaceur CR1 1029 comme un marqueur pour
retracer 1’origine des souches d’E. amylovora a I’une des deux populations présentes en Europe.
Comme les souches algériennes dérivent du génotype ancestral en raison de la présence de
I’espaceur 1029 dupliqué dans le locus CR1, on peut en déduire qu’elles proviennent de la
premiére épidémie qui a touché I’Europe en 1958 et s’est ensuite propagée en Angleterre, en

Espagne et en France.

De maniere notable, toutes les souches algériennes analysées dans cette étude présentent une
mutation constante au niveau du 15° DR de I’ensemble CR 1, indépendamment de 1’année ou du
lieu d’isolement. Egalement, les souches EA54 et EASS5 possédent cette mutation, malgré leurs
génotypes différents. Etant donné la forte conservation des DR (Smits et al., 2017), cela
pourrait indiquer un ancétre commun aux souches algériennes, qui se seraient ensuite propagées

dans différentes régions du pays a la suite d’un ou plusieurs événements d’introduction.

L’analyse des séquences DR-CR1 a I’aide de la base de données NCBI BLAST a montré que
les souches de Trente (Italie) et d’Algérie possédent la méme mutation DR, ce qui indique une
relation étroite entre elles. Cela est en accord avec des recherches précédentes démontrant un
lien entre les souches italiennes et nord-africaines (Albanese et al., 2022 ; Alnaasan et al.,
2017).

En effet, les souches marocaines se sont révélées plus proches des souches italiennes que des
autres souches européennes (Albanese et al., 2022). De plus, Tafifet et al. (2020) ont rapporté
une similarité (haplotype) entre les souches algériennes et slovenes, ces derniéres étant
rapportées comme d’origine italienne (Jock et al., 2013). De plus, une autre étude a suggéré un

ancétre commun entre les souches algériennes et italiennes (Alnaasan et al., 2017).

De plus, nos résultats suggerent que le feu bactérien pourrait avoir été introduit en Algérie
depuis le sud de I’Europe, treés probablement par 1’Italie. Il est particulierement significatif que

I’ Algérie soit devenue la principale destination d’exportation de fruits en provenance de la
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région italienne de Trente (Knowles, 2013), ou des souches présentant la méme mutation que
celles de cette étude ont été découvertes, et ce, durant les premieres années ou le feu bactérien

a commencé a apparaitre en Algérie.

Le feu bactérien peut également étre introduit en Algérie depuis 1I’Europe du Sud ou des pays
tiers par le commerce de plants de pépiniére et d’autres tissus végétaux. Ce facteur joue un role
majeur dans la propagation a longue distance de la maladie (EPPO, 2024 ; Jock et al., 2002).
E. amylovora peut persister dans les tissus internes en tant que bactérie endophyte, sans
présenter de symptdme et passant ainsi inapercue lors des inspections visuelles. Les aerosols et
les oiseaux peuvent également favoriser la dispersion a longue distance des bactéries dans les
pays méditerranéens (Beer, 1979 ; EPPO, 2024).
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Conclusion

Conclusion

Cette étude constitue la premiere analyse phénotypique, génétique et phylogénétique des
souches d’E. amylovora en Algérie, isolées sur une période de cing ans et dans des régions
géographiques couvrant un rayon de 500 km. Elle fournit des informations essentielles sur la
structure, 1’épidémiologie et I’évolution d’E. amylovora, qui affecte la culture des Rosacees en

Algérie.

La caractérisation phénotypique a révélé une possible corrélation entre I’origine géographique
et le profil phénotypique, ainsi que des différences de virulence entre les souches. D’autre part,
la caractérisation génétique a mis en évidence une population homogéne. De plus, ’analyse
phylogénétique a indiqué que ces souches appartiennent au groupe mondialement distribu¢ d’E.

amylovora.

Malgré cette faible diversité génomique, cette étude a également révélé 1’absence du plasmide
PEA29 chez une souche, ce qui constitue une premiere en Algérie. Par ailleurs, 1’analyse

CRISPR a identifié trois génotypes, dont deux nouveaux, ainsi qu’un nouveau motif CR1.

Ces résultats suggeérent que les souches algériennes ont un ancétre commun, introduit
récemment probablement depuis 1’Europe du Sud, plus précisément 1’Italie. Cette introduction
serait liée a un ou plusieurs événements d’introduction a partir de matériel végétal importé. La
bactérie s’est ensuite propagée dans différentes régions du pays, ou les souches ont
progressivement développé certaines variations en réponse aux pressions selectives exercées

par leur environnement.

Nos résultats peuvent contribuer & anticiper de nouvelles introductions du feu bactérien ou
d’autres maladies des plantes et & réduire les risques de futures épidémies. Pour y parvenir, il
est essentiel de renforcer le contréle aux frontiéres du pays et de faire des inspections ciblées
des plantes importées. Egalement, une surveillance continue du feu bactérien, basée sur des
stratégies de détection rapide, précise et précoce avec un accompagnement des producteurs sur
les mesures de prévention, de lutte et sur les modes de propagation de cette maladie, est

importante.

Comme perspective de cette étude, il serait pertinent de :
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Elargir la zone d’étude et le nombre des souches étudiées.

Utiliser des méthodes de séquencage complet du génome et faire une analyse
comparative avec des souches des pays voisins en Europe et en Afrique pour déterminer
avec précision I’origine de ces souches et confirmer 1’hypothese de cette étude.
Utiliser le transcriptome et des approches génomiques avancées pour identifier les
facteurs régulateurs de la virulence afin de mieux comprendre les différences de
pathogénicité observees entre les souches.

L’exploitation des souches de cette collection pour développer des stratégies de lutte

biologique, basées sur I’utilisation des bactériophages et des bactéries antagonistes.
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Annexe I. Milieux de cultures et tampons utilisés

Les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage pendant 20 minutes a 121 °C

1. Milieu King B

Annexes

Composition Quantité
Peptone n°3 209
Glycérol 10 ml
K2HPO4 159
MgS04, 7TH20 159
Agar 159
H>0 11
2. Milieu Levane
Composition Quantité
Extrait de levure 29
Peptone 5¢
Saccharose 50¢
NaCl 159
Agar 15¢g
H20 1l
3. Milieu CCT
Composition | Quantité
lére partie
Extrait de levure 20
Peptone 50
Saccharose 100 g
NaCl 159
Agar 15¢g
Sorbitol 10 g
Niaproof 1,2 ml
Cristal violet 2 ml (solvant éthanol 0,1 %)
H20 1l

Le milieu est autoclavé, puis refroidi a 40 °C avant 1’ajout de la deuxiéme partie, préalablement

stérilisée par filtration

2 -eme parie
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cycloheximide

0,059

nitrate de thallium

2 ml (1% m/v)

4. Milieu de Hugh et leifson

Composition Quantité
Tryptone 29
K2HPO4 03¢
NaCl 59
Bleu de bromothymol 0,03 g
Glucose 109
Agar 39
H>0 11

5. Milieu TSA
Composition Quantité
Peptone tryptique 159
Peptone de soja 59
NaCl 59
Agar 15¢g
H20 1l

6. Milieu Luria Bertani
Composition Quantité
Tryptone 10¢g
Extrait de levure 50
NaCl 59
Agar 15¢g
H>0 11

7. Tampon PBS
Composition Quantité
NaCl 8¢
Naz HPOg4, 12 H,O 2,79
NaH2POq4, 2 H,0 0449
H20 1l
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8. Tampon TAE

Annexes

Composition Quantité
Tris base 242 g
Acide aceétique glacial 57,1 ml
EDTA 100 ml
H20 11
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Annexe I1. Souches utilisées pour la construction de I'arbre phylogénétique.

Annexes

Souche Pays Année Héte BioSample ID Numéro
d’isolement d'accession

E-2 Biélorussie 2007 Malus sp SAMNO08056115 | GCA _002803865.1

EA915 Chine 2021 Pyrus SAMNZ26865293 | GCA 025987825.1
sinkiangensis

TS3238 Corée du Sud 2015 Pyrus SAMN10465495 | GCA 013375015.1
pyrifolia

Eal/79Sm Allemagne 1979 Malus SAMN16790584 | GCA_015650045.1
sylvestris

01SFR-BO Italie 1991 Sorbus sp. SAMEA2272727 | GCA_000367605.1

ATCC 15580 | Royaume-Uni 2020 Unknown SAMN17141014 | GCA 017161565.1

CFBP1430 France 1972 Crataegussp | SAMEA3138297 | GCA_000091565.1

ATCC49946 | New York, USA 1973 Malus SAMEA2272701 | GCA _000027205.1
domestica

RISTBOO01-2 | Rhode Island, USA 2015 Malus SAMNO07461455 | GCA 002732365.1
domestica

VTDMSF02 | Vermont, USA 2015 Malus SAMNO07461456 | GCA 002732125.1
domestica

MAGFLF-2 Massachusetts, USA | 2015 Malus SAMNO07461454 | GCA_002732175.1
domestica

CTSTO01-1 Connecticut, USA 2016 Malus SAMNO07461445 | GCA_002732295.1
domestica

CTMF03-1 Connecticut, USA 2016 Pyrus SAMNO07461444 | GCA 002732315.1
communis

LAQ092 Washington, USA 1988 Pyrus SAMNO07461447 | GCA_002732285.1
communis

ORG6 Oregon, USA Unknown Pyrus SAMNO07461461 | GCA _002732425.1
communis

33-1 Californie, USA 2019 Malus SAMN16550000 | GCA 022811485.1
domestica

1-2 Californie, USA 2019 Malus SAMN16550002 | SAMN16550002.1
domestica

11-7 Californie, USA 2019 Malus SAMN16550004 | GCA 020546585.1
domestica

32-10 Californie, USA 2019 Malus SAMN16550003 | GCA 020546605.1
domestica

OR1 Oregon, USA Unknown Pyrus SAMNO07461460 | GCA_002732445.1
communis

7-3 Californie, USA 2019 Malus SAMN16550001 | GCA 020544325.1
domestica

CAR3 Californie, USA 1995 Malus SAMNO07461443 | GCA _002732335.1
domestica

ATCC BAA- | USA, lllinois 1972 Rubus sp SAMN14229426 | PRIEA52823
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Annexe I11. Numéros d'accession GenBank des séquences partielles des génes recA, groEL,
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rpoS, ams et hrpN ainsi que des séquences des régions CRISPR CR1, CR2 et CR3 pour les
souches de E. amylovora utilisées dans cette étude.

Souch MLST CRISPR
oUehe  IMreca groEL | rpoS ams hrpN CRISPRI | CRISPR2 | CRISPR3
EAL6 | PP841738 | PP841759 | PP841801 | PP841822 | PP841780 | PP841885 | PP841864 | PP841843
EA22 | PP841739 | PP841760 | PP841802 | PP841823 | PP841781 | PP841886 | PP841865 | PP841844
EA46 | PP841740 | PPB41761 | PP841803 | PP8A1824 | PP841782 | PP841887 | PPB41866 | PP841845
EAS2 | PP841741 | PPBA1762 | PP841804 | PP8A1825 | PP841783 | PP841888 | PP841867 | PP841846
EAS3 | PP841742 | PP841763 | PP841805 | PP8A1826 | PP841784 | PP841889 | PPB41868 | PP841847
EAS4 | PP841743 | PPB41764 | PP8A1806 | PP841827 | PP841785 | PP841890 | PP841869 | PP841848
EAS5 | PP841744 | PP8A1765 | PP841807 | PP8A1828 | PP841786 | PP841891 | PP841870 | PP841849
EA57 | PP841745 | PP841766 | PP841808 | PP841829 | PP841787 | PP841892 | PP841871 | PP841850
EAS8 | PP841746 | PP841767 | PP841809 | PP841830 | PP841788 | PP841893 | PP841872 | PP841851
EASO | PP841747 | PP841768 | PP841810 | PP841831 | PP841789 | PP841894 | PPB41873 | PP841852
EAS0 | PP841748 | PP841769 | PP841811 | PP841836 | PP841790 | PP841895 | PP841874 | PP841853
EA6L | PP841749 | PP841770 | PP841812 | PP841832 | PP841791 | PP841896 | PP841875 | PP841854
EA63 | PP841750 | PP841771 | PP841813 | PP841833 | PP841792 | PP841897 | PP841876 | PP841855
EA66 | PP841751 | PP841772 | PP8A1814 | PP8A1834 | PP841793 | PP841898 | PP841877 | PP841856
EA68 | PP841752 | PP841773 | PP841815 | PP8A1835 | PP841794 | PP841899 | PP841878 | PP841857
EAFL | PP841753 | PP841774 | PP8A1816 | PP8A1837 | PP841795 | PP841900 | PP841879 | PP841858
EAF2 | PP841754 | PP841775 | PP841817 | PP841838 | PP841796 | PP841901 | PP841880 | PP841859
EAPC | PP841755 | PP841776 | PP841818 | PP841839 | PP841797 | PP841902 | PP841881 | PP841860
IVIAL614 | PP841756 | PP841777 | PP841819 | PP841840 | PP841798 | PP841903 | PP841882 | PP841861
IVIA1892 | PP841757 | PP841778 | PP841820 | PP841841 | PP841799 | PP841904 | PP841883 | PP841862
PMV6014 | PP841758 | PP841779 | PP841821 | PP841842 | PP841800 | PP841905 | PP841884 | PP841863
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Annexe V1. Séquences des espaceurs CRISPR orientées de l'extrémité 5” vers 3°, identifiés au
dans cette étude.

Numéro de ’espaceur selon Numero de I’espaceur selon Sequence (5° —3")

(McGhee et Sundin, 2012) (Rezzonico et al., 2011)
1 1035 TTATTCATGAGCCTTTTTATCTTCGCGGCATG
2 1034 GTAAATAGCAAAATGATAAATAATTTATCAAT
3 1033 CTATGCAGAAGCGGAGGGCGGCGAGTGATGGA
4 1032 AGCATCTCGGGAACTGTGTTTTTTGTATAAAA
5 1031 AAGATGCTTTGACATTAATTATCTCCATAAAA
6 1030 CAAGCGATCAACCTGTTTTTCAGTAGGTTTAA
7 1029 GATTGCGCATGAGCACTGAAATTGTTCACAGC
9 1028 ACAAAAGACAACACCCCCCTTACCCCCCCACG
10 1027 CAGGTATTTCGGATAGCCGGTTGTCTCGGCGG
11 1026 ACTGAAATTTAAAATCACCGCTAACCCGCCAG
12 1025 GGCGATGAGGGAGTACGCGGAGCGGCAGGGTA
13 1024 AAAAGCCAACCGCCCGCCCGTAATAAACCTGA
14 1023 GTTGCAGAGACTTAAAGATCGTCTGCTAGTTA
15 1021 TAAAGGAGCATGCTTATACAACTGACAAAATC
16 1020 AGATTTGGCGGAAATGTCGGCGGAGATGCCCC
17 1019 AAATGTCCTGTGGCTCGGCCCGATGCTGCAAT
18 1018 GAGATCATTCTCATCCCTCATGTTTTCCAGGA
19 1017 ATTGTAAAATCCTCTCCGCCAAATTTGATTAC
20 1016 AAACTCTCGCATACATGGACGGAATTTAACGA
21 1015 ACGATTTGCCTGAAACCTCAACGAAGTTCGAC
22 1014 CTGATGGCGTCACGAGCCATACGGAATGTGAC
23 1013 CAAAAATTTGCGCATGTCATCTATCTTTTTTT
24 1012 CCCTCGGGGAGGGCTTTGCGTTGTTACTCAGA
25 1011 GTTACGTTGAATGTATCGTTGGATGTGATTAA
26 1010 TACATCGAACAATGCCAATTGTTGACGTTCTT
27 1009 CCGCGAAAATCCGCAGTGAGCTGGCAATGAGC
28 1008 GCTGTCTATCTGGGCTGCCTCTATCCAGCAAT
29 1007 ACTTCGGTGAGAATGTCGAATTGCCACCAGAT
30 1006 TTGAATCAGAGTCTTTCAGGGACGATGTTTTC
31 1005 TGAAGCAGCCAGAATCCCATCCGGCCTTTATC
32 1004 GCTTTTGTACCCTTTACAGTCAACGTACTGCT
33 1003 AGATTGAGATCTTATCAACGGACTCTGACGCC
34 1002 TTTCTTCACACACAACGGTGAGGGCATTGTCT
35 1001 TGATAAAGTAACGTTCCGAATGGCGCGTGATG
36 2037 CCATTTTATGACAGTCTGGCGCAAAAACTGGA
37 2036 GAGATGCACTGGATATACCGACTCCTCACTGA
38 2035 GCTCGGGGGGACATGAGCTTGTACAAAACAGC
39 2034 TTTTTAGCAGCGTGACAGTTATGGAGCCGCTC
40 2033 ATTATAAGGATCACTTGCTAGGGCATTATATA
41 2032 ACTTGACTGTTTATGCAGTGGTTGTATTTCTT
42 2031 ATCGGAACGACTTAGATTAGCGTCCTTGCACAT
43 2030 TAACCGCAACCATCGCCGCGATAAATCCACTG
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44 2029 GTTGATACGGCTGATTACAATAAAATGTCACT
45 2028 TAAAAAATGCCGCCATCGAATCAGCAAAATCG
46 2027 CTGCGGAGCGTCAAACGGGCGTTAACTCTCGA
47 2026 CCCTTCTGGTGTTTTGATTCTCCTAGGTGATT

48 2024 AATGGACGAGATTTCACAGAAAATATCTGTTC
49 2022 CAGATGAGGCTGCAAATTCCAGGCACTTTTTA
50 2021 GATGGTCGTACCGATGTTTGCGAAAGATTCGC
51 2020 ACGGTCAGATGGTGGCGCTGGTTGCGCTGGCA
52 2019 CTGTTTATGAAAAATGCCAACAAACAGGAAGC
53 2018 ATTTTTCAGGAACGGGCCGACACGAAAATTTAT
54 2017 ATATTTACTAGCATTTCCCCATGCTGTATCAC
55 2016 CTGGAGCATGAGACGAAATCGGGGGTAGTGCT
56 2015 CCGGTTCAGGTTTGATAGGTTCTGCCTAACTC
57 2014 TTCGCATACGACAATCTCCCGGCACTGATTAA
58 2011 AGGGTGACGCAACGATTGTTGCAATTCCTAAC
59 2010 CACCAGTGTGTACATTCCAGACTCAGAAACCAC
60 2009 CCTCGAGGTGTTCTAAGCACTCCGGGGCTTTT
61 2008 GACGCTCAAATCAGTGGCGGCGAAACCCGACA
62 2007 CCAGAGGGGATTTAGCAAACGTCATTTCTGAC
63 2006 TCATCTGCGGGTCGGGTAGGCTGCTTACGGGT
64 2005 CAGCTATTCCCCGCATCGGTCAGTACTGCGCT
65 2003 GCCAATGGATTCAGGATTGGAGCCAGAATTTA
66 2002 AAAAAAAGCCTAAAGCTCGAAAGAATAAAAAT
67 2001 ATGATGGCGCTGATAGTTTTATTAGATGTCGA
68 1028 TAAATGGTTGTCCGTTCTTGGCGCAGACGGCT
69 2023 GCTACTACGTGTACGCACAGCCGCTGGCCAGT
70 2004 TGGCCCACAATGGTAAAACCGGCGGCTTTCCA
306 4006 TTTACGTTTGCGTTAACAGTAAGCTCTGCAAC
307 4004 ATCGCACCCCACTGATTGAAGAGCAGCACACT
308 4003 TAGCAATAAATTCGATAGACGCTGATTTGCGT
309 4002 TGGCTTCAATTGCGGTCGGGTGTGATGCATCA
310 4001 GCCAACGTTCACTGTCATTTAGCCACGCTTCCG
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Intraspecific diversity of Erwinia amylovora e
strains from northern Algeria

Lina Talhi', Silvia Barbé?, Inmaculada Navarro-Herrero?, Mohammed Sebaihia'” and Ester Marco-Noales”'

Abstract

Background Fire blight, caused by Erwinia amylovora, is the most destructive bacterial disease affecting plants in
the Rosaceae family, leading to significant economic losses. In Algeria, this disease has been reported since 2010. This
study aimed to investigate the origin of fire blight in Algeria, in order to increase knowledge of the epidemiology of
this serious disease and contribute to its management. A comprehensive characterization of 18 E. amylovora isolates
recovered from northern Algeria between 2016 and 2021 to evaluate their phenotypical and genotypical diversity
was conducted.

Results Phenotypic differences, particularly in growth kinetics, virulence, and fatty acid profiles, allowed
differentiation of strains into five groups, possibly indicating distinct introduction events. Genetic characterization
revealed that only one strain lacked the ubiquitous plasmid pEA29, which is correlated with reduced virulence, while
none harbored the pEI70 plasmid. Phylogenetic analysis using concatenated sequences of the recA, groEL, rpoS, ams,
and hrpN genes grouped Algerian strains with those from a broadly prevalent clade. CRISPR genotyping identified a
novel CR1 pattern and three genotypes, two of them previously unreported.

Conclusions This study represents the first phenotypic, genetic, and phylogenetic investigation of E. amylovora
strains in the region, and provides valuable information on the possible pathways of the introduction of this fire blight
pathogen in northern Africa. The findings suggest one or more introduction events from a common ancestor, likely
originating in northern Italy, followed by dispersal in various regions of Algeria.

Keywords Erwinia amylovora, Fire blight, Diversity, Growth kinetics, Virulence, Fatty acid profile, Plasmids, MLST,
CRISPR

Background

Erwinia amylovora is a gram-negative bacterium that
belongs to the Erwiniaceae family. It is the causative
agent of fire blight, the most destructive disease affecting

*Correspondence: pome fruit trees such as apple, pear, quince or loquat and
Mohammed Sebaihia h 1 d wild pl ithin the R

il other ornamental and wild plants within the Rosaceae
Ester Marco-Noales family [1-3]. It is the first bacterium known to cause phy-
marco_est@gvaes topathogenic disease; it was first reported in the Hudson
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Department of Biology, Faculty of Nature and Life Sciences, University

Valley of New York in 1793 [4] and has since spread to

Hassiba Benbouali of Chlef, Chlef, Algeria many regions around the world [5].
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46113, Spain was Egypt, where it was initially detected in 1964 [6],
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followed by Morocco in 2006 [7], Algeria in 2010 [8], and
Tunisia in 2012 [9]. The incidence of fire blight was lim-
ited to North Africa and did not affect other parts of the
continent.

E. amylovora preferentially enters the host plant
through the nectarthodes present in the nectarial cup,
although it can also enter through wounds or natural
openings [10]. When environmental conditions are favor-
able, the bacterium moves rapidly from the flower to the
pedicel and then to the twig, the main branch, and even
down the trunk, rapidly invading the plant tissues and
leading to blockage of water flow and ooze production,
resulting in progressive necrosis from the upper parts of
the tree to the rootstocks, which can result in the death
of the tree [10]. The disease can spread by various means,
including insects, wind, rain, or infected material, which
can cause the destruction of an orchard in one season. As
a consequence, significant economic losses can occur; in
2007, the Swiss government reported that the economic
damage from fire blight cost $27.5 million [11], while in
the United States, the costs are estimated annually to be
over $100 million [12].

Determining E. amylovora diversity is critical for
understanding the spread and evolution of the pathogen,
as well as developing and implementing effective con-
trol measures. For this purpose, many approaches have
been developed, such as rep-PCR fingerprinting [13],
random amplified polymorphic DNA fragment (RAPD)
[14], amplified fragment length polymorphism (AFLP)
analysis [15], pulsed field gel electrophoresis (PFGE) [16],
clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPR) [17, 18], variable number of tandem repeats
(VNTR) analysis [19] and comparative genome analysis
[20-22]. In recent years, numerous studies have adopted
the CRISPR genotyping method to analyze the popula-
tion structure of E. amylovora across various countries
[3, 23-27], and this technique has been proven to be an
efficient tool for evaluating the genetic diversity of this
bacterium. Additionally, a combination of CRISPR and
multilocus sequence typing (MLST) may provide further
insights into the evolutionary and ecological pathways
of these isolates [19], while phenotypic characterization
may reveal more information about the evolution and
adaptation of the pathogen to its environment [21, 28].

In Algeria, fire blight symptoms were first identified
in many pear orchards across many provinces located
in the north-central region (Algiers, Blida, Tipaza and
Boumerdes), where the disease affected 284 commercial
orchards in 2010 [8]. The presence of E. amylovora was
confirmed in 2011 [29], although it is suspected that the
disease may have been present earlier and that favorable
weather conditions contributed to its occurrence [8].
Today, the disease has spread throughout the country
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and affects many apple- and pear-growing regions, which
has become a major threat to the agricultural sector.

The aim of this research was to examine the genetic
and phenotypic diversity of a collection of E. amylovora
strains isolated between 2016 and 2021 from several
provinces in the northwestern, northeastern, and north-
central regions of Algeria. In addition, the relation-
ship between these strains and other strains has been
investigated to determine the possible origin of their
introduction.

Results

Isolates

Colonies with a morphology similar to that of E. amylov-
ora were isolated from seven provinces (Chlef, Ain Defla,
Tipaza, Blida, Sétif, Mila and Constantine) where pear
and apple plants with symptoms compatible with the fire
blight of Rosaceae have been reported (Fig. 1).

The disease was reported for the first time in five of
these seven locations (Chlef, Ain Defla, Sétif, Mila and
Constantine). Then, 18 colonies were selected from the
three culture media tested, which were representative of
the different locations and host plants. All of them, listed
in Table 1, were identified as E. amylovora by conven-
tional [30] and real-time PCR [31, 32].

Characterization of phenotypic traits

The biochemical characterization revealed that all the
strains were: positive for catalase and Voges-Proskauer
activity, glucose, mannose, sorbitol, sucrose, and arabi-
nose fermentation; and negative for arginine dihydrolase,
lysine decarboxylase, ornithine decarboxylase, citrate,
acetoin and hydrogen sulfide production, urease, trypto-
phan deaminase and gelatinase. None of them were able
to ferment rhamnose or amygdalin, but they differed in
the metabolism of inositol (33% positive), melibiose (6%)
and B-galactosidase (44%) (Additional file 1).

Analysis of the cellular fatty acid composition revealed
that all strains examined were identified as E. amylovora,
with percentages ranging between 98.41 and 99.77%.
These analyses revealed that ten different fatty acids
were present in all the strains tested (lauric acid C12:0,
myristic acid C14:0, palmitic acid C16:0, margaric acid
C17:0, cis-9,10-methylenehexadecanoic acid C17:0 cyclo,
stearic acid C18:0, and “summed feature 2’, consisting of
B-hydroxymyristic acid/isopalmitic acid [14:0 30H/16:1
iso I]; “summed feature 3”, consisting of palmitoleic
acid [16:1 w7c/16:1 wéc]; “summed feature 8’, consist-
ing of oleic acid [18:1 w7¢/18:1 wéc]; and the unknown
fatty acid 10.928). The most abundant fatty acid in all
the tested strains was palmitic acid C16:0 (at an aver-
age percentage of 35.98%), followed by “Summed Fea-
ture 3, which consists of 16:1 w7c/16:1 wéc palmitoleic
acid (29.1%). On the other hand, traces of 0.17 and 0.09%
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Fig. 1 Locations of the orchards of pear and apple trees in different provinces of Algeria from which the 18 Erwinia amylovora strains used in this study
were isolated. Dashed areas denote locations where fire blight was previously (prior to this study) reported. The map was edited using QGIS

tridecanoic acid C13:0 were found only in strains EA22
and EAF2, respectively, and 0.1% of capric acid C10:0 and
the “Summed Feature 7, consisting of 18.846/19:0 cyclo
w10c/19wéc, were found only in strain EA53 (Table 2).
The dendrogram of relatedness between the isolates
determined by applying cluster analysis using Ward’s
algorithm (Fig. 2) led to the identification of three dis-
tinct clusters based on quantitative fatty acid differences
(Table 3). A significant difference in the amount of the
fatty acid “summed feature 3” (P<0.001) among the three
groups was the main reason for separating the strains
into clusters. For the 10 fatty acids as a whole, there was

a greater difference (in 40% of the acids) between clusters
II and III than between each of these clusters and clus-
ter I (20%), with significant differences also in the content
of lauric acid C12:0, myristic acid C14:0 and stearic acid
C18:0. In fact, cluster I was similar to cluster II and clus-
ter III by 80% in both cases, the difference between them
being, in addition to the already mentioned acid that jus-
tifies the division into three groups, the lower content of
cis-9,10-methylenehexadecanoic acid C17:0 cyclo (3.65).
The growth curves were used to calculate the growth
parameters for each strain (Additional file 2). Signifi-
cantly different values were observed for the lag phase

Annexes
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Table 1 Erwinia amylovora strains isolated from apple and pear trees in different Algerian locations, and the reference strains used in

this study

Strain Host Cultivar Location Plant organ Date of sampling
EA16 Pear Santa Maria Mila Fruit 2016
EA22 Pear Santa Maria Sétif Fruit 2016
EA46 Apple Unknown Tipaza Twig 2018
EA52 Apple Golden delicious Chlef Twig 2018
EA53 Pear Santa Maria Chlef Twig 2018
EA54 Pear Santa Maria Ain Defla Twig 2019
EAS5 Pear Santa Maria Ain Defla Twig 2019
EA57 Pear Santa Maria Ain Defla Exudate 2019
EA58 Pear Santa Maria Ain Defla Twig 2019
EA59 Pear Santa Maria Chlef Twig 2019
EA61 Pear Santa Maria Ain Defla Twig 2019
EA68 Pear Santa Maria Ain Defla Twig 2019
EA66 Apple Anna Ain Defla Twig 2019
EAG3 Pear Santa Maria Ain Defla Fruit 2019
EA90 Pear Santa Maria Blida Fruit 2019
EAF1 Pear Santa Maria Mila Twig 2021
EAF2 Pear Santa Maria Mila Twig 2021
EAPC Pear Santa Maria Constantine Twig 2021
CFBP1430 Crataegus sp. France/Lille = 1972
IVIA1614 Crataegus sp. - Spain/Segovia - 1996
IVIA1892 Pear Spain/Guadalajara - 1998
PMV6014 Crataegus sp. France/Lille

(A), maximum growth rate (u), and area under the curve
(AUC) (P<0.001). A thorough breakdown of these find-
ings from the homogeneous subset analysis is available in
Additional file 3.

For the length of the lag phase (£), strain EA54 entered
the exponential phase the earliest, with a median time of
13.83 h, while strain EA22 entered the exponential phase
the latest, with a median time of 18.344 h (Fig. 3a). The
maximum growth rates exhibited notable variations,
ranging from 0.240 h™* for strain EA66 to 0.131 h™* for
strain EA57 (Fig. 3b). The growth potentials (AUCs) of
strains EA22 and EAF2 were the lowest at 32.769 and
33.311, respectively, whereas that of strain EA54 was the
highest at 46.2 (Fig. 3c).

Pathogenicity assays

Pathogenicity tests revealed that all the Algerian E. amy-
lovora strains were able to induce necrosis and ooze on
inoculated immature pear fruits no later than 7 days
after inoculation (Fig. 4). No symptoms were observed
in the negative control fruits inoculated with sterile buf-
fer. Interestingly, the isolates showed different degrees
of severity [33]. Strains EA16, EA22, EA46, EA52, EA54,
EA58, EA59, EA61, EA63, EA66, EA90, EAF1, and EAPC
were the most virulent, with an SI of 3, showing necrosis
extending from the point of inoculation through almost
all the fruit tissue, while strains EA53, EA55, EA57, and
EA68 showed medium virulence (SI=2) with a lesser
extent of necrosis. Strain EAF2 was the least aggressive

(SI=1), as necrosis did not extend beyond the inoculation
site.

A comprehensive multifactorial analysis (MFA) was
conducted to explore the overall phenotype of strains
based on fatty acids, growth kinetics, biochemical traits,
and virulence (Fig. 5). In terms of strain clustering
(Fig. 5a), five distinct groups emerged from hierarchical
clustering analysis. The first phenotype cluster, indicated
in black, consisted of strains EAF1, EAF2, EA22, EA1S6,
and EA66, with a majority (80%) isolated from the east-
ern region of Algeria. Notably, strain EA22 appeared rel-
atively distant from the other individuals of this cluster.
The second cluster included only one strain, EA63. Clus-
ter 3 comprised strains EA53, EA57, EA58, EA59, EA68,
and EA90. Cluster 4, in blue, featured the reference strain
CFBP1430 alongside EA46, EA52, EA54, and EA61. Clus-
ters 3 and 4 contained only strains from the central-west-
ern regions of Algeria. The final cluster comprised two
strains, EA55 and EAPC. The first dimension, explaining
25.32% of the total variability, demonstrated a notable
positive correlation with growth kinetics, with a compar-
atively weaker association observed with fatty acid com-
position and biochemical traits. In contrast, the second
dimension (20.09% variability) was primarily defined by
virulence traits, while fatty acid and biochemical charac-
teristics exhibited less explanatory power (Fig. 5b-c).

Statistical analysis revealed a significant positive corre-
lation (r=0.336, P=0.006) between virulence and growth
rate and a significant negative correlation (r = -0.397,

Annexes
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Fig. 2 Dendrogram of cluster analysis of fatty acid compositions of the Algerian Erwinia amylovora strains assayed in this study using Ward's method

P=0.001) between virulence and the length of the lag
phase \.

Genotypic characterization

Regarding the plasmid content, all the Algerian strains,
except for strain EAF2, were carriers of the plasmid
PEA29. In contrast, the plasmid pEI70 was not detected
in any of the strains. With respect to the VNTR analysis
the Algerian strains exhibited the same pattern as the ref-
erence strain CFBP1430.

For MLST, the 4311 bp fragments of each isolate result-
ing from the concatenation of the five housekeeping
genes (recA, ams, groEL, hrpN and rpoS) showed identi-
cal sequences between all of them, with 100% similarity
to CFBP1430 and ATCC49946 (Additional file 4).

The phylogenetic tree constructed from the concat-
enated sequences of the strains analyzed in this study
and the sequences of other strains deposited in the NCBI
database (Additional file 5, Fig. 6) indicated that the Spi-
raeoideae-infecting E. amylovora strains could be divided
into four separate clusters. According to this tree, the
Algerian strains are related to those of different origins:
Belarus, China, Italy, France, Germany, South Korea,
Spain, and the United Kingdom. Only one USA strain
was grouped into cluster 1, while all other USA strains
were grouped into the other clusters, with those from the
eastern part of the country grouped on one side (cluster
2) and those from the western part grouped on the other
(cluster 3). The CA3R strain differed from the others and
formed its own cluster.
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Table 3 Differences in fatty acid composition between the clusters

Page 7 of 16

Fatty acids Fatty acids composition (%)

Cluster | (n=7) Clusterll (n=5) Cluster lll (n=8) Significance
Unknown 10.928 1.06 (0.77;1.115) 087 (0.77;094) 1.07 (0.918;1.2) 0.104
Lauric acid (C12:0) 549 (5.2800; 5.5700)*% 524 (5.1350;54250* 552(5428;5763)%  0.042
Myristic acid (C14:0) 489(4250;5320)"%  442(4.220;4825)"  5255(5.125;5.445)%  0.047
Summed in feature 2: B-hydroxymyristic acid/14-methylpen-  8.26 (7.85; 841) 839 (7.73;8575) 804 (7.83;8.323) 0463
tadecenoic acid (14:0 30H/16:1 iso I)
Summed in feature 3: Palmitoleic acid (16:1 w7¢/16:1 wéc) 30.96 (30;31.22) 294 (28475;29.54) %  27.825(2743;28) € <0.0001
Palmitic acid (C16:0) 35.84 (35.030;36.240)  36.37 (35.795;36.540) 36.24 (35.780; 36.525) 0.296
cis-9,10-methylenehexadecanoic acid (C17:0 cyclo) 3.65(2.620;4.100) * 4,98 (4.690; 5570) 4725 (4537,53200®  0.004
Margaric acid (C17:0) 0.76 (0.49; 0.86) 0.73 (0.63; 0.835) 0.665 (0.595; 0.708) 0485
Summed in feature 8: Oleic acid (18:1 w7¢/18:1 wéc) 9.09(8.97;1007) 9.3 (9.095; 10.095) 10.125(9.9; 10.358) 0.301
Stearic acid (C18:00) 0.5(0.39;0.68) ° 044 (0.375;048)* 0.595 (0.57;0.658) © 0.014

2 The value of each fatty acid is the median (Q1; Q3). Values in the same row followed by different letters are significantly different (°< 0.05). Significant differences

are highlighted in bold
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Fig. 3 Kinetic parameters obtained from the growth curves of the Erwinia amylovora strains tested in this study: (a) latency phase (A); (b) maximum
growth rate () estimated for the exponential period; and () growth potential obtained by calculating the area under each curve (AUC)

A total of 74 individual spacers were identified among
the 18 strains analyzed in this work within the three
CRISPR arrays present in E. amylovora (Additional file
6), with distinct spacers being considered when the
changes were greater than 5 nucleotides. These distinc-
tive CRISPR spacers were numbered consecutively in a
3’-to-5 orientation with four digits, where the first digit
denotes the affiliation to the equivalent CRR. Analysis
of the three CRISPR regions of the E. amylovora strains
isolated from Algeria revealed that the CRISPR 1 and
CRISPR 2 arrays have 29 nt long direct repeat regions
(DRs), similar to those present in CFBP1430. However, all
Algerian strains had one single nucleotide in the 15th DR
of the CR1 locus, with one inversion from C to T (GTG
TTC TCC GCG TGA GCG GGG ATA AAC CG), which
was not present in the reference strains used for compar-
ison in the study (IVIA1614, PMV6014, IVIA1892).

With respect to the CRISPR results, the analysis of the
CRISPR 1 sequences revealed that all the Algerian strains
displayed 36 spacers corresponding to CRR1 A or pattern
4 [17, 18], except for strain EA54, which showed a new
pattern (NP) due to the absence of the 22/1014 spacer

(CTG ATG GCG TCA CGA GCC ATA CGG AAT GTG
AC). For the CRISPR 2 sequences of the different Alge-
rian strains, all but one (EA55) had 35 spacers matching
the 24/a pattern. However, strain EA55 had a different
pattern, known as pattern 29/e, resulting from the dupli-
cation of spacer 58/2011. CRISPR 3 sequencing revealed
no distinction between the strains, as all of them exhib-
ited this pattern (38/a). A total of three genotypes were
found (Fig. 7). While most strains belonged to genotype
4, 24, 38/A a a (Fig. 7a), two new genotypes have been
identified: (NP, 24, 38/n a «) for strain EA54 (Fig. 7b) and
(4, 29, 38/A e a) for EA55 (Fig. 7c), although all strains
belonged to group I [17].

Discussion

Algeria experienced a severe outbreak of fire blight
in 2010 in Blida province, where it affected 400 ha of
orchards throughout 2011 [8]. Despite the implementa-
tion of phytosanitary quarantine measures, which have
led to the eradication of infected trees [29], the disease
continues to spread and affect the main pome fruit-
producing regions. In fact, numerous outbreaks have
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Fig. 4 Symptoms induced by the Algerian tested Erwinia amylovora strains on immature pear fruits of cv. Blanquilla 7 days after inoculation. The severity

index (SI) scale is shown in brackets [78]

occurred, which have become a real concern for produc-
ers. Moreover, the epidemiology of the pathogen in these
areas remains poorly understood, making outbreak man-
agement difficult.

Previous information available on the E. amylovora
populations in Algeria is limited to the small region
where the disease first occurred, and little is known about
the extent and distribution of the pathogen in other areas
of the country [8, 33]. To understand the epidemiology of
fire blight in Algeria, in the present study, we performed
a phenotypic and genotypic characterization of strains of
E. amylovora isolated from apple and pear tree samples
collected between 2016 and 2021 in the northern grow-
ing regions of the country within a radius of approxi-
mately 500 km.

Eighteen strains of E. amylovora were isolated from
Chlef, Ain Defla, Tipaza, Blida, Sétif, Mila, and Constan-
tine. Notably, Tipaza and Blida, which are located in the
center of the country’s northern production area, serve as
the primary epicenters for the dissemination of fire blight
to other regions. However, fire blight has expanded to the
western region, including Chlef. The areas located in the
easternmost northern zone, Constantine, Mila and Sétif,
are the areas where the disease has most recently been
detected. This strain selection may provide more insight
into the dissemination and evolution of the pathogen
across a wide geographic region.

The biochemical characterization of the 18 selected
strains was consistent with that described for E. amy-
lovora [34]. Only some variability was observed in the
metabolism of inositol, melibiose and (-galactosidase.
This confirms the high degree of homogeneity of this spe-
cies, which has already been revealed in previous studies
[35].

Fatty acid analysis revealed that this method is a valu-
able tool for identifying E. amylovora strains and distin-
guishing them from other bacterial species, as indicated
in previous work [36, 37]. The majority of fatty acids
detected in Algerian strains were similar to those found
in strains from other countries [37-39]. Nevertheless,
significant variations in the fatty acid profiles allowed
the strains to be classified into three clusters. The most
abundant profile was that of cluster 3, which, however,
was found only in strains from the central-western areas
(Ain Defla, Blida, Chlef and Tipaza). Although cluster 3
was the most abundant cluster, strains from the eastern
area (Constantine, Mila and Sétif), except for EAF2, were
grouped in cluster I, even strains that were isolated 5
years apart. These results, comparable to those obtained
with Serbian strains [39], suggest possible geographical
differentiation, which could even be related to indepen-
dent events of pathogen introduction in Algeria.

Differences in the growth kinetics of some of the strains
may reflect a greater or lesser advantage in space and
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resource utilization, which may translate into differential
aggressiveness in their interaction with the host plant.
In fact, we found a correlation between growth kinet-
ics and the severity index, in line with previous studies
showing that bacterial strains with higher growth rates
and shorter latency phases tend to be more virulent and
adaptable [40-42].

As previously observed in different strains of E. amy-
lovora belonging to the Spiraeoideae-infecting group [20,
27, 43], the isolates in this study also exhibited slight dif-
ferences in virulence. Genetic variations, such as differ-
ences in plasmid or nucleotide content within a single
plasmid [44, 45] or mutations in certain genes [21, 46],
have been reported to lead to differences in virulence. In
this sense, genotypic characterization of plasmid content
in E. amylovora is important because plasmids are related
to virulence as well as diversity and fitness [44]. The plas-
mid pEA29 plays a role in the pathogenesis and coloni-
zation of host tissues because it carries genes encoding
thiamine metabolism, which is required for amylovoran
production and biofilm formation and is considered an

essential virulence factor [47]. The only Algerian strain
lacking this plasmid is EAF2, which has the lowest viru-
lence. The presence of natural strains lacking this plasmid
is unusual and has been described in Egypt, Iran, Spain
and Germany [48]. Therefore, this is the first time that an
E. amylovora strain without the pEA29 plasmid has been
described in Algeria, which could also be an indication
related to independent introduction of the pathogen.
This same strain, EAF2, has a fatty acid profile different
from that of the other strains from the same geographical
area. None of the Algerian strains have the pEI70 plas-
mid, which, although it seems to play a role in aggressive-
ness, is currently limited to a few European strains [49].
The MFA revealed differences between the phenotypes
of the strains, a finding that has been confirmed in other
studies with strains from other countries [28]. Indeed,
phenotypic heterogeneity within genetically homoge-
neous populations is widely recognized [50-52]. The
MFA showed a possible association between the pheno-
type and the region of isolation, which could be due to
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Fig. 6 Phylogenetic tree of Algerian tested Erwinia amylovora strains (in bold) according to the concatenated sequences of the recA, ams, grofL, hrpN, and
rpoS genes by using neighbor-joining reconstruction based on a Tamura 3-parameter model and bootstrap analysis (1000 replicates)

various introduction events and/or adaptations due to
evolutionary pressure from the environment [53].

The high homogeneity of Algerian strains according
to VN'TR and MLST is not surprising, as it is a common
feature in the genetic characterization of E. amylovora
populations. Indeed, studies conducted in other coun-
tries such as Morocco [54], Tunisia [55], Iran [56], Serbia
[57], Korea [58] and Portugal [28], using various tech-
niques such as VNTR, multi locus sequence analysis, and
whole-genome sequencing, also reveal strongly homo-
geneous populations, a fact attributed to the bottleneck
event due to intensive cultivation of apple and pear trees
in America in 1700s that led to the reduction of popula-
tion size [18], and the relatively small genome comparing
to other phytopathogenic bacteria with a highly con-
served core [20, 59].

Nevertheless, the use of the MLST scheme with groEl,
recA, ams, rpoS, and hrpN markers not only allows accu-
rate taxonomic identification of E. amylovora strains but
is also a good tool for differentiating strains according to

their geographical origin. In this regard, the typology of
the resulting phylogenetic tree was very similar to those
produced by comparison of pEA29 sequences and the
whole genome [21, 22], with four well-defined clusters:
broad prevalence, eastern US, western US 1, and western
US 2. All Algerian strains were part of the widely preva-
lent clade 1, which is composed of many closely related
E. amylovora strains isolated from different parts of the
world. However, within this clade, differences between
strains are supported by only 4-259 SNPs [21], indicat-
ing a very low mutation rate, probably due to the limited
time frame of less than 200 years of introduction of fire
blight from the USA to other parts of the world and the
low selective pressure exerted by the new environment
[22].

CRISPR analysis was the most discriminatory, as it
revealed some genetic diversity among the strains. Three
genotypes were identified, with (4, 24, 38/Aaa) being
the most abundant (Fig. 7a). This genotype was previ-
ously reported for strains isolated from other areas of
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Fig. 7 Patterns/genotypes from CRISPR arrays CRISPR 1, CRISPR 2, and CRISPR 3 found in the Algerian Erwinia amylovora strains tested in this study (a-c),

compared to the reference strain ATCC49946, Eal/79Sm, and TS3128 (d-f)

(a) The most common genotype (4, 24, 38/A a a) found in this study, also present in strain CFBP1430; (b) The new genotype (NP, 24, 38/naa) identified in
strain EA54; (c) The new genotype (4, 29, 38/Aea) identified in strain EASS; (d) genotype (1, 21, 38/Bba) found in strain ATCC49946; (e) genotype (5, 24, 38/
Daay) previously found in strain Ea1/795m; (f) genotype (2, 22, 38) found in the Korean strain 753128

CRISPR spacers are represented by boxes, with the spacer positions numbered at the top of the columns. Spacers that differed from others by more than
5 nucleotides were given a specific color, while white boxes indicate the absence of the spacer within the pattern/genotype. The spacers were numbered,
and the patterns or genotypes were named according to the nomenclature presented by [17, 18]

the Mediterranean region, such as Egypt, France, Italy,
Spain and Lebanon [17, 18]. Within the widely prevalent
cluster 1, this genotype differs from those reported for
other strains in the clade: (1, 21, 38) for ATCC49946 USA
(Fig. 7d), (5, 24, 38) for E-2 from Belarus and Eal/79Sm
from Germany(Fig. 7e); (2, 22, 38) for TS3128 from South
Korea(Fig. 7f); [60]; and others for strains from Portugal
[27], Kyrgyzstan [3] and Georgia [61].

Notably, two new previously undescribed genotypes
have been identified. On the one hand, that of the strain
EA54 on the CR1 array was due to the deletion of the
22/1014 spacer [17, 18, 23, 27, 62, 63]. On the other hand,
that of strain EA55 on the CR2 array (4, 29, 38/Aeq) dif-
fered from the previously identified genotype (4, 24, 38/
Aaa). In this case, the difference was due to the dupli-
cation of the 58/2011 spacer. The UTR]2, UT5P4, and
UTFer3 strains isolated from Utah (USA) share a similar
29/e pattern with our strain named EA55 [17, 18], and, in

fact, pattern 29 has not previously been reported outside
the USA. The two strains EA54 and EA55 were isolated
in the same area and the same year, together with others
in the largest group of isolates. Within this group, there is
some heterogeneity in the fatty acid profile. Differences
between strains in this group could be the result of selec-
tive pressure on isolates competing for the same niche,
since pressure can lead to misalignment during DNA
replication [64]. Spontaneous mutations in the CRISPR
system may be an adaptive mechanism for bacterial
population survival under a wide variety of conditions,
allowing a subpopulation to acquire beneficial plasmids
or other genetic elements that increase their fitness [65].
The presence of the duplicate CRISPR spacer 1029
has been used as a marker to trace the origin of E. amy-
lovora strains [24]. Since all Algerian strains are derived
from the ancestral genotype due to the presence of the
duplicated spacer 1029 within the CR1 array, it can be
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concluded that the strains present in Algeria could be
linked back to the first outbreak that affected Europe in
1958 and spread to several countries, including England,
Spain, Italy and France [19]. Interestingly, all Algerian
strains examined in this study had a consistent muta-
tion in the 15th DR of the CR1 array, regardless of year
or place of isolation. Despite their different genotypes,
strains EA54 and EA55 also exhibited this mutation.
Given that the DRs are highly conserved [66], this could
indicate a common ancestor to the Algerian strains,
which, through one or more introduction events, would
have since spread to different areas of the country. Com-
parison of the CR1 sequences with those deposited in the
NCBI database revealed that strains from Trento (Italy)
share the same DR mutation as Algerian strains, sug-
gesting a close relationship between them, in line with
previous studies showing a relationship between Italian
and North African strains [67, 68]. A recent study using
whole genome sequencing placed strains from Morocco
and Italy in the same clade, separated from European
strains [67]. Another study reported similar haplotypes
between strains from Algeria and Slovenian strains origi-
nating from Italy [33, 69]. A shared ancestor between the
Algerian and Italian strains has been suggested previously
[68]. Our results also seem to indicate that fire blight
could have been introduced into Algeria from southern
Europe, most likely via Italy. It is noteworthy that Alge-
ria has emerged as Italy’s largest export market for fruit
from the Italian province of Trento [70], the site where
strains with the same mutation as the strains in this study
were isolated. The trade of nursery stock and other plant
tissues, where E. amylovora may stay as an endophytic
bacterium in internal tissues, remaining asymptomatic
and thus undetectable during visual inspections, plays
a key role in the dissemination of the disease over long
distances. In Mediterranean countries, aerosols may help
carry the bacteria over long distances [16, 71]. Birds also
may contribute to the spread as well, by carrying the
pathogen on their feet for up to 8 days, which can intro-
duce it to new regions [72].

Conclusions

In conclusion, this study provides the first phenotypic,
genetic and phylogenetic analysis of E. amylovora strains
from Algeria. The results indicate that the E. amylovora
strains from northern Algeria have a homogeneous struc-
ture despite being isolated over a 5-year time period and
from distant geographical regions. Nevertheless, pheno-
typic and genotypic analysis revealed some heterogeneity
between strains, which provides insight into the diver-
sity, epidemiology and possible evolution of this patho-
gen. MLST and CRISPR analysis revealed the presence of
two new genotypes derived from an ancestral genotype,
suggesting that Italy could be the source of introduction
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of the fire blight pathogen in Algeria. This knowledge
can help to predict and prevent future outbreaks and to
improve quarantine measures by applying stricter border
controls and inspections for the import of plants, espe-
cially asymptomatic ones, in a more targeted manner,
resulting in more accurate disease management.

Methods

Sampling and strain isolation

From April 2016 to July 2021, samples of twigs, leaves,
and fruits with incipient symptoms of fire blight were
collected from pears and apple trees in orchards located
in different geographical regions of Algeria. Small pieces
were cut from the margin between healthy and necrotic
tissues, crushed in sterile bags with phosphate-buffered
saline (PBS: 0.36% NaCl, 0.018% NaH,PO, 2 H,0, 0.12%
Na,HPO, 12 H,0; 10 mM, pH 7.2) at a ratio of 0.1 g in
4.5 ml, and macerated for 30 min at room temperature
[34]. Aliquots of 50 ul of each macerate were plated on
King’s B (KB), CCT and nutrient agar sucrose (NSA)
media and incubated at 25 °C for 24—-72 h [34]. Colonies
on KB were observed under UV radiation, and nonfluo-
rescent, creamy white, circular, and domed colonies were
selected and purified. Smooth and mucous colonies on
NSA and CCT media were also selected after 72 h and
purified for further characterization. All the isolates
selected were cryo-conserved at -80 °C and routinely
grown on KB media for 48 h.

Identification of bacterial isolates

Colonies with the appearance of E. amylovora were iden-
tified by several real-time and conventional PCR pro-
tocols with different chromosomal targets [30-32]. To
prepare the DNA template, a suspension adjusted to an
ODygy, of 0.2 (approximately 1.5x10° CFU/ml) in 2 ml of
PBS was heated to 100 °C for 10 min. Conventional PCR,
which amplifies a chromosomal region of 187 bp from a
gene that encodes a hypothetical protein from E. amylov-
ora [30], was carried out on a Veriti Dx Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific). The amplification products
obtained were visualized through 1.5% (w/v) agarose
gel electrophoresis in 0.5x TAE buffer (40 mM Tris, 20
mM NaOAc, 1 mM EDTA, pH 8/HOAc) with Good
View™ staining (SBS Genetech). The real-time PCR pro-
tocols targeting a hypothetical protein-coding gene and
the amsC gene [31, 32] were performed on a Lightcycler
480 II thermocycler (Roche). In all tests, the E. amylovora
strain CFBP1430 was used as a positive control, and ster-
ile water was used as a negative control.

Phenotypic characterization

Biochemical tests were performed by inoculating com-
mercial strips of the API system 20E (bioMérieux)
according to the manufacturer’s instructions, with cell
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suspensions adjusted to an ODgy, of 0.2. The incuba-
tion temperature was 25 °C, and the results were reg-
istered after 48 h. The catalase activity was also tested
by the addition of hydrogen peroxide to the bacterial
suspensions.

The composition of the cellular fatty acids of the strains
was determined at the facility of the CECT, University of
Valencia (Valencia, Spain), following the protocol rec-
ommended by the MIDI Microbial Identification Sys-
tem [73]. The cellular content of fatty acids was obtained
using an Agilent 6850 gas chromatograph with the
MIDI Microbial Identification System using the TSBA6
method. The strains were cultured on tryptic soy agar
(TSA) at 28 °C for 24 h until the biomass was obtained
[74]. A dendrogram based on differences in the fatty acid
profiles was generated by hierarchical clustering using
Ward’s method.

To analyze the growth kinetics of the strains, 20 pl
aliquots of each fresh bacterial suspension adjusted to
1x10* CFU/mL in PBS were transferred to 96-well plates
containing 180 pL of 1:10 LB medium. The plates were
incubated at 25 °C with shaking for 90 h, and the ODg,
was measured every 1 h on a Multiskan FC microplate
photometer reader (Thermo Scientific). At least three
replicates per strain were performed. Growth kinet-
ics were determined using the AMiIGA cross-platform
Python package [75].

Pathogenicity assays

To confirm the pathogenicity of all the isolates, imma-
ture pear fruits, cv. Blanquilla, approximately 2-3 c¢m in
diameter were used [76]. They were subsequently washed
with tap water, superficially sterilized by immersing them
in a 15% sodium hypochlorite solution for 20 min, rinsed
3 times with sterile distilled water and subsequently dried
on sterile filter paper. Four 0.5 mm wounds were made
on each disinfected immature fruit with sterile tips (three
pears per strain). Then, 10 pl of bacterial suspensions in
PBS adjusted to approximately 10’7 CFU/ml were depos-
ited in the wounds [77]. The inoculated fruits were placed
in previously disinfected polystyrene trays, covered with
plastic bags to maintain high humidity, and incubated
at 25 °C. The development of disease symptoms was
observed and evaluated until the seventh day [78]. Imma-
ture fruits inoculated with strain CFBP1430 and inocu-
lated only with PBS were used as positive and negative
controls, respectively.

Genotypic characterization

The presence of the ubiquitous plasmid pEA29 and
plasmid pEI70 was screened by multiplex PCR with the
primers AJ75-AJ76 and 1.7F-1.7R, respectively [49].
The amplification products obtained were visualized
by 1.2% (w/v) agarose gel electrophoresis in 0.5x TAE
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buffer using a 1 kb DNA ladder as a weight marker (New
England Biolabs) after staining with GoodView nucleic
acid stain (SBS Genetech) and visualization with a UV
transilluminator.

For further molecular characterization, the VNTR
technique was performed using the primers VNTR 4 and
VNTR 5 [54]. The PCR products were analyzed on a 1%
agarose gel and visualized under the same conditions as
those described above. Additionally, MLST analysis of
all E. amylovora isolates was performed by the amplifica-
tion of partial sequences from five housekeeping genes
[56, 79], namely, groEl [80], recA [81], rpoS [82], hrpN
[83] and ams [84], which encode the GroEl heat shock
protein, RecA recombination protein, Sigma factor-38,
T3-secreted proteins and proteins involved in the synthe-
sis of amylovoran, respectively. PCR was performed by
adjusting the amplification conditions to 50 pl of master
mix containing 2 U of Taq DNA polymerase (Biotools),
0.2 mM dNTPs, 2 mM MgCl, and 0.4 uM of each primer.
The mixed samples were subjected to an initial denatur-
ation step at 94 °C for 10 min, followed by 35 cycles of
denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 60 °C for
30 s (groEL), 47 °C for 1 min (recA), 58 °C for 30 s (rpoS),
55 °C for 30 s (hrpN), and 58 °C for 45 s (ams), extension
at 72 °C for 2 min, and a final extension step consisting
of 72 °C for 10 min. The amplification products obtained
were visualized by 1% (w/v) agarose gel electrophoresis in
0.5x TAE buffer. Then, the PCR products were purified
and sequenced using the Sanger sequencing procedure.
The sequences generated were compared against those in
GenBank using BLASTn. The phylogenetic analyses with
all concatenated sequences were performed using the
neighbor-joining method based on the Tamura 3-param-
eter model, and the support for the nodes was evaluated
through 1000 bootstrap replicates using MEGA 11 [85].

Moreover, amplification of the CRISPR arrays was per-
formed using the primers and PCR protocol described
previously [18]. Briefly, the primer pairs CR1-F1/C1-R0,
Cr2-F1/C2-R1, and CR3-F1/CR3-R1 were used to
amplify the CRISPR 1, CRISPR 2, and CRISPR 3 arrays,
respectively. All PCR products were purified using a
mi-PCR Purification Kit (Metabion) according to the
manufacturer’s instructions. Purified PCR products for
CRISPR 1 and CRISPR 2 were sequenced using the addi-
tional primers CR1-F2, CR1-F3, and CR1RevRpt and
Cr2-F2, Cr2-F3, and Cr2-R2, respectively, in combination
with the amplification forward and reverse primers. The
sequences generated were assembled and aligned using
the Codon Code Aligner software V10.0.2, and CRISPR
repeats and spacers were searched by the CRISPR Finder
tool [86].
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Statistical analysis

The Kruskal-Wallis test was used to analyze the differ-
ences in growth kinetics, followed by post hoc analysis
using stepwise step-down multiple comparison tests to
construct homogeneous subsets. This test was also used
to evaluate the differences between groups based on fatty
acid analysis followed by pairwise comparison.

A Spearman correlation test was applied to assess the
potential association between growth kinetics and viru-
lence. Differences in all tests were considered statistically
significant at P<0.05.

Multiple factor analysis (MFA) was employed to assess
variations in the phenotype based on fatty acid composi-
tion, virulence, growth kinetics, and biochemical charac-
teristics (as determined by API 20 analysis) using the R
package FactoMineR [87].

The statistical analyses were performed using SPSS v 21
[88] and R software v 4.3.2 [89].
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