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Réponse n° 1

1- Le postulat de koch
Robert koch décrivit en 1881 des méthodes d'isolement des bactéries et champignons pathogénes, en
* énongant un postulat qui précise les étapes successives auxquelles il doit étre satisfait pour pouvoir
établir une relation causale entre une maladie et un microorganisme. Bien que ce postulat ait été formulé
pour des maladies infectieuses de I'homme, il peut &tre transposé aux principales affections parasitaires
des végétaux.

Les étapes du postulat de koch appliquée 4 la phytopathologie s'énoncent comme suit :

1. L'agent doit &tre présent chez les plantes malades, et absent chez les plantes saines

2. L'agent doit pouvoir isolé de plantes malades et multiplié sur en culture axénique

3. Lorsque I'agent en culture pure est inoculé & une plante saine, il doit induire les symptémes
caractéristiques de la maladie

4. A partir des plantes ainsi infectées expérimentalement, on doit pouvoir isoler l'agent
pathogéne.

La réalisation compléte ou partielle de postulat de koch fait appel & un ensemble de techniques
d'observation (microscopique), nécessaire pour la détection et lidentification du parasite in situ, de
techniques d'isolement de I'agent pathogéne & partir des tissus de 'hdte, de méthodes de production de
linoculum en culture pure et d'inoculation des plantes hdte en laboratoire.

}

Premiére technique
1. Préparation de l'inoculum et obtention des plantules

La concentration de la suspension sporale est ajustée par dilution avec de I'eau distillée stérile afin
d'obtenir une concentration de 10° microconidies/ml.

L'agressivité des isolats de FOC a été évaluée suite a |'inoculation de la variété ILC-482, connue par sa
sensibilité. Les graines de cette variété sont désinfectées et semées dans des pots (3 graines par pot)
contenant un mélange de 2 volumes sol et 1 volume tourbe stérilisés auparavant & 100°C pendant 24
heures. Les pots sont placés dans le laboratoire et arrosés une fois par semaines.

2. Inoculation

Les plantules sont inoculées au stade des deux premiéres feuilles étalées (8 jours aprés le semis) a raison
de trois répétitions par isolat et trois plantules par pots. La technique d'inoculation consiste & déterrer
soigneusement les plantules et & plonger le systéme racinaire pendant 30 min dans la suspension sporale.



Les plantules inoculées sont ensuite transférées dans des pots en mati¢re plastique contenant 150g de
substrat stérilisé (1 volume de tourbe pour 2 volumes de sable) & raison de 3 plantules par pot.
L'incubation des plantules inoculées est effectuée dans les mémes conditions que précédemment. Neuf
plantules témoins sont_main s-dans les mémes conditions apres immersion de leurs racines pendant
A stérile.
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&E‘U'Thyr\'n"ae’ﬁls& é*éﬁfeffecw‘uée selon la technique de Jimenez-Gasco et al., (2001).
ste &mettre da §é {'sacs en plastiques autoclavable contenants un mélange de sable
a-Fdri a® higmidifié par I'eau distillée, selon la proportion de 9/1/1. Le mélange
est stérilisé deux fois tauteclave s 121° C pendant 30 min, puis ensemencé par 10 explants de 5 mm de
diamétre prélevé a partir d'une culture de Foc dgées de 15 jours. Le mélange ensemencé par le Foc est
incubé & 25°C pendant 21 jours. Une agitation des sacs tous les 3jours est effectuée afin de permettre
une colonisation homogéne du miliey par le Foc.

L'inoculum ainsi obtenu est incorporé dans des pots contenant le substrat de culture stérilisé & raison
de 100g d'inoculum pour 1kg de substrat. Ce dernier est composé d'un mélange de sable, terre et terreau
;selon les proportions respectivement de 1/1/1 stérilisé a 121°C pendant 24h.

Réponse N°2

L'isolement de la population pathogéne est effectué a partir des parties inférieures de tiges issus des
plantes de pois chiche présentent des symptomes de flétrissement vasculaires de pois chiche. Ces parties
ont été désinfectées trois fois successives & Ihypochlorite de sodium (3%) pendant 3 min, soigheusement
rincées pendant trois minutes a l'eau distillée stérile a trois reprises, puis séchées entre deux papiers
filtre stériles. Ces tiges ont été ensuite découpées en petits fragments mesurent 5 mm de longueur &
laide d'un ciseau suffisamment flambé. Enfin, huit fragments de chaque tige ont été placés dans des
boites de Pétri contenant du milieu PDA. Les boites de Pétri contenant les fragments ont été incubées &
fobscurité et & 25:3°C entre 5 jusqua 15 jours.

Réponse N°3
Pour les techniques classiques, ces méthodes sont laborieuses, longues et quelquefois incompletes lorsque

les caractéristiques morphologiques sont insuffisantes pour identifier un champignon ou une bactérie.
On utilise les techniques moléculaires. :

Préparation des souches a identifié en passant par les techniques conventionnelles
— Extraction dADN
— Amplification de 'ADN par PCR
— Séquengage

— Technique CTAB
— Technique SDS.
— La technique phénol/chloroforme



