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Réponse n' I
1- Le postulat de koch

Robert koch décrivit en 1881 des méthodes d'isolemenf das boctéries eT chompignons pothogènes, en'énonçont un postulot gui précise les étapes successives ouxguelles il doii être.-otirfoit pour poqvoir
étoblir une r€ldïion cqusole e lre une molodie et un microorgonism e. Bien gue ce postulot oii ét é f ormulé
pour des molodies infectieuses de l'homme, il peut ê1re troniposé oux principoles'offections porositaires
des végélaux.

Les étopes du posturot de koch oppriguée ù ro phytopothorogie s'énoncenf cornme suit
1 . L'ogent doit êrre présent chez les plontes molodes, et obsent chez les plontes soines2. L'agent doit pouvoir isoré de prontes morodes et murfiprié sur en curture oxénigue3' Lorsgue I'agenl en culture pure est inoculé à une plonte soine, il doit induire les symptômes

carocférisfigues de lo molodie
4. A portir des plontes oinsi infectées expérimenlalement, on doit pouvoir isoler l,ogent

pothogène.

lof de koch foit oppel à un ensemble de technioues
étection ef l,identificoTion du porosite in sitq. de
des Tissus de l,hôte, de méthodes de production de

, 
, hôte en loborotoire.

Prenière technique

1. PÉporotion de l'inoculum et obten on des plontules

Lo 
.concentrotion de lo suspens_ion sporole est ojusTée por dilution ovec de l'eou distillée stérile afind'obtenir une concentration de 106 microconidies/ml.

L'ogressivité des isolots de FOC a été évaluée suite
sensibilité. Les groines de celte variété sont désin
contehont un mélonge de 2 volumes sol et I volum
heures. Les pofs sont plocés dons le loborofoire et

2. Inoculotion

Les plontules sont inoculées ou stode des deux premières feui lles étalé,es (g jours oprès le semis) à roisonde trois répéti|ions Por isolot et trois plontules por pots. Lo technigue d,inoculotion consiste à déterrersoigneusement les plontules et à plonger le système rocinoi rependant so min dons lo suspension sporole,



ff,i:ît*:;n:,7,,u,,:1,:)ji.^,,:: ::::r!é,ées 
dans des pors en morière ptosrisue conrenonr t5os de

;ï:'#,,:l':l:': jj-:ll:î"^ l:,::y: l:i, -2,vot,ume: 
i"'Ji"i; ;;;;lï il;il * il:; ;;:.; o', n. nr' ;; ;,::;: :,ffii.li'nn';nfnntr rlo< léwrnina a^-l --4=aF-- r | ^plontules témoins sont ns les mêmes conditiions opràs immersion de leurs rocines pendont30 minutes dons A stérile.

Deuxième t

La préparotion eff ectuée selon lo techni que de Jimenez-Gosco et al.,(2001).Lo technigue c socs en plostigues outocrovoble contenonts un mélange de sab|etomisé et ojouté à ,diflé por l'eou distillée,selon ro proportion de g/t/t.Lemélange
esT stérilisé deux foià tzto c pendont 30 min, puis ense mencé por 10 expronts de 5 mrn de

i::::::::::"::^::::::i ,1:::11'::j eFoc,âséesd" ;;'i;;' i;il;;::^.;;:i';ffiiÏl;;
ii:::,*-tjï::ï:lri:::,Y:::-nl':t on des socs tousl", ;j;;';"JirZ'iiià':;i:^';:;Z:;;i::
une colonisotion hornogène du milieu pàr re Foc.

L'inoculun ainsi obtenu est incorporé dons des pots contenont le substrot de culture stérilisé à roisonde 1009 d'inocufum pour 1k9 de substrot. ce derlnier est composé d,un mérange de sobre , tefte er terreau
.selon fes proportions respectivement de l/t/L stérilisé à nilt c penaont Z4h.

Réponse N'Z

::::l:Tït de lo population pothogène est effectuéà parrir des ponties inférieur es de Iigesissus despfontes de pois ch iche présentent des symptômes de frétrissemenr voscuroires de pois chichà, ces portiesont été désinfectées trois fois successives à r'hypochrorite de sodiurn (3%) pendont 3 min, soigneusementrincées pendont frois hinutes à r'eou disti||ée.ie.ir" a t*i.."p.i."r, puis séchées enlre dLux poprersfiltre sfériles. ces tlges ont été 
-ensuite -découpées 

enp"iil r."g^"nL ,"r*"nii^ia-" rongueur àl'oide d'un ciseou suffiscmment frambé. Enfin, iruit r."ôi"ri. dichaque;,;;; âi"i, rurdons desboiTes de Pétri contenont du milieu PDA. Les u"it". a" p?i.i ionlenonî les frogments ont été incubées àl'obscurilé et à 25t3'C antre 5 jusgu,à 15 jours.

Réponse N'3
Pour les technigues classigues, ces méthodes sont laborieuses, longues ef guelguefois inconplètes lorsgueres cdroctérisrigues morFhorooigues sont insuffisontes pour ideitifi"..; 

"il;;pl9;;;ou ii" uo.te.,".On utilise les technigues moliiutoires.

Préporotion des souches o ldentifié en possant por les technigues conventionnelles
- Extraction d,ADN

- Amplificofion de I,ADN por pCR

- Séguençage

- Technigue CTAB

- Technigue SDS.

- Lo technigue phénol/ chloroforme


