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Comparaison de techniques d’identification des
Erwinia et des Pseudomonas responsables de la
pourriture molle

Michel Lacroix’, Lise Vézina', Suzanne Desjardins’ et Carole
Beaulieu?

Recu 1994-07-07; accepté 1994-12-15

Trois méthodes, soit la caractérisation physiologique, I'utilisation de systémes
miniaturisés d’identification (APl 20E, API NFT et Biolog) et I'analyse du profil
électrophorétique des protéines sécrétées, ont été expérimentées afin de
déterminer une technique précise et rapide d’identification des Pseudomonas
et des Erwinia responsables de la pourriture molle. L'analyse des patrons
électrophorétiques des protéines sécrétées est une méthode trés efficace
pour identifier les différentes espéces pectinolytiques de Pseudomonas
fluorescents. Le systeme Biolog reconnait efficacement le P. marginalis et le
P. viridiflava. Le systeme APl NFT est efficace pour l'identification du P.
marginalis, du P. viridiflava et du P. syringae. C’est le systeme API 20E qui s’est
avéré le plus efficace pour l'identification des Erwinia. L'électrophorése des
protéines sécrétées et le systeme API NFT permettent une identification rapide
et efficace des Pseudomonas, tandis que pour les Erwinia, seul le systéme API
20E est performant.

Lacroix, M., L. Vézina, S. Desjardins, and C. Beaulieu. 1995. Comparison of
identification methods for Erwinia and Pseudomonas species causing soft rot
diseases. PHYTOPROTECTION 76 : 27-37.

Three methods, namely physiological characterization, the use of miniaturized
identification systems (APl 20E, APl NFT, and Biolog) and the analysis of the
electrophoretic profile of proteins secreted by the bacteria, were used in order
to determine a precise and quick identification technique for the Pseudomonas
and Erwinia species causing soft rots in several plant species. The analysis of
the electrophoretic profile of the proteins secreted is a very efficient method of
identification for the various pectinolytic species of fluorescent Pseudomonas.
The Biolog system accurately recognizes P. marginalisand P. viridiflava. The AP|
NFT system is efficient for the identification of P. marginalis, P. viridiflavaand P.
syringae. The APl 20E system was found to be the most reliable system for
identifying Erwiniaspecies. The electrophoresis of proteins secreted and the API
NFT system allow a quick and efficient identification of Pseudomonas species,
while for Erwinia species, only the APl 20E system is efficient.

1. Service de phytotechnie de Québec, Ministére de I'Agriculture, des Pécheries et de
I’Alimentation du Québec, Complexe scientifique, 2700, rue Einstein, Sainte-Foy (Québec),
Canada G1P 3ws

2. Département de biologie, Université de Sherbrooke, Sherbrooke {Québec), Canada J1K 2R1
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INTRODUCTION

Le laboratoire de diagnostic du ministére
de I'Agriculture, des Pécheries et de
I’Alimentation du Québec (MAPAQ) recoit
chaque année de nombreuses plantes
cultivées atteintes de la pourriture molle.
Entre 1989 et 1993, la pourriture molle a
été lamaladie bactérienne la plus souvent
diagnostiquée, avec 216 diagnostics
positifs sur 561 échantillons ayant des
symptdémes causés par des bactéries. Les
agents bactériens responsables de la
pourriture molle appartiennenta plusieurs
genres : Erwinia, Pseudomonas, Bacillus,
Clostridium, Flavobacterium, Cytophaga
et Xanthomonas (Liao et Wells 1987a;
Lund 1983). Les bactéries pectinolytiques
des genres Erwiniaet Pseudomonas sont
cependant les plus fréquentes en
Amérigue du Nord (Cappellini et al. 1987;
Ceponis et al. 1985; Gitaitis et al. 1991;
Hildebrand 1989; Liao et Wells 1987b;
Pieczarka et Lorbeer 1975).

Différentes méthodes ont été utilisées
pour identifier les Erwinia et les Pseudo-
monas pectinolytiques: la caractérisation
des bactéries selon des criteres phy-
siologiques (Dickey et Kelman 1988;
Hildebrand et al. 1971; Lelliott et al. 1966),
I'analyse sérologique (Dickey et al. 1984;
Samson et al. 1987), I'hybridation ADN-
ADN (Palleroni 1984), la comparaison
des profils protéiques (Van Zyl et Steyn
1990), le polymorphisme des fragments
de restriction de I'’ADN (RFLP) (Boccara
etal. 1991; Ward et De Boer 1994) et I'am-
plification en chaine par polymérase
(PCR) (Darrasse et al. 1994). Plusieurs de
ces techniques sont laborieuses, col-
teuses ou requiérent de l'équipement
spécialisé. Certaines compagnies offrent
donc aux laboratoires faisant de I'iden-
tification bactérienne de fagon routiniére,
des systémes miniaturisés d’identifica-
tion (APl 20E, AP! NFT, Biolog, etc.) qui
permettent d'évaluer rapidement plu-
sieurs propriétés physiologiques et
biochimiques des bactéries.

Aulaboratoire de diagnosticdu MAPAQ,
les bactéries pectinolytiques des genres
Pseudomonas fluorescents et Erwinia
sont identifiées de fagon routiniére selon
les criteres physiologiques proposés par
Dickey et Kelman (1988), et par Lelliott et
al. (1966). Ce travail compare I'efficacité
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de différents systémes (APl 20E, APl NFT,
Biolog) a identifier les bactéries pecti-
nolytiques des genres Pseudomonas
fluorescents et Erwinia. L'analyse des
profils protéiques est une excellente
méthode pour différencier les sous-
espéces ou les pathovars de différentes
espéces de bactéries phytopathogenes
(Paradis etal. 1994;Van Zyl et Steyn 1990).
Toutefois, comme cette méthode requiert
de nombreuses étapes de manipulation,
telles que lyse des cellules, extraction et
dosage des protéines, électrophorése, lec-
ture etcomparaison des profils électropho-
rétiques, il devient difficile de I'utiliser de
facon routiniére. Nous avons plutot
comparé le profil électrophorétique des
protéines sécrétées par les bactéries de la
pourriture molle. Cette méthode aurait
'avantage d’éliminer les étapes de lyse
cellulaire et d’extraction protéique.

MATERIEL ET METHODES

Isolement des bactéries
pectinolytiques

Les bactéries ont été isolées des tissus
situés immédiatement sous la zone de
pourriture molle. Un morceau de tissu
d’environ 1 cm?® a été prélevé et déposé
dans 2 mL d'eau physiologique (NaCl
0,85 %) pendant 30 min. A l'aide d'une
micropipette, 100 pL de cette eau de
trempage a été prélevée ettransférée dans
des boites de Pétri contenant du milieu
MS (Miller et Schroth 1972) ou du milieu
B de King (King et al. 1954). Les colonies
présentantlescaractéristiques des Erwinia
(colonies orangées ayant une marge
dentelée sur le milieu MS) ou des Pseu-
domonas {colonies produisant une
fluorescence sur le milieu B de King) ont
été purifiées pardes repiquages successifs
sur des milieux de culture. La liste des
bactéries utilisées dans ce travail est
donnée au tableau 1.

Caractérisation physiologique des
bactéries

Les souches de Pseudomonas fluo-
rescents ont été identifiées au niveau de
I'espéce selon les critéres suivants:
production de lévane (Lelliott et al. 1966),
réaction d'oxydase (Lelliott et al. 1966),
activité pectinolytique (Hildebrand 1971),
production d’arginine déshydrolase et
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Tableau 1. Liste des souches bactériennes de Pseudomonas et d'Erwinia utilisées

Souche Identification par des Isolée de Provenance
n° tests physiologiques

51 P. marginalis Brassica oleracea var. italica P.D. Hildebrand
94 P. marginalis Capsicum annuum var. annuum MAPAQ?

95 P. marginalis Capsicum annuum var. annuum MAPAQ

101 P. marginalis Apium graveolens var. dulce MAPAQ

114 P. marginalis Solanum tuberosum MAPAQ

176 P. marginalis Allium cepa MAPAQ

192 P. marginalis Allium cepa MAPAQ

194 P. marginalis Allium cepa MAPAQ

215 P. marginalis Aconitum sp. MAPAQ

221 P. marginalis Aconitum sp. MAPAQ

292 P. marginalis Lactuca sativa MAPAQ

357 P. marginalis Lycopersicon esculentum MAPAQ

58 P. viridiflava Brassica oleracea var. gemmifera P.D. Hildebrand
59 P. viridiflava Brassica oleracea var. gemmifera P.D. Hildebrand
78 P. viridiflava Chrysanthemum sp. J.F. Chauveau
183 P. viridiflava Solanum melongena var. esculentum MAPAQ

97 P. syringae Capsicum annuum var. annuum MAPAQ

135 P. syringae Brassica oleracea var. botrytis MAPAQ

136 P. syringae Brassica oleracea var. botrytis MAPAQ

137 P. syringae Brassica oleracea var. botrytis MAPAQ

57 P. fluorescens Brassica oleracea var. italica P.D. Hildebrand
110 P. fluorescens Feeniculum sp. MAPAQ

115 P. fluorescens Gerbera jamesonii MAPAQ

120 P. fluorescens Brassica oleracea var. capitata MAPAQ

129 P. fluorescens Solanum tuberosum MAPAQ

142 P. fluorescens Brassica campestris var. pekinensis MAPAQ

296 P. fluorescens Lactuca sativa MAPAQ

322 P. fluorescens Cucumis sativus MAPAQ

326 P. fluorescens Cucumis sativus MAPAQ

331 P. fluorescens Cucumis sativus MAPAQ

13 E. carotovora ssp. carotovora Solanum tuberosum ATCC15713

15 E. carotovora ssp. carotovora Daucus carota var. sativus ATCC25206

16 E. carotovora ssp. carotovora Solanum tuberosum ATCC25270
74 E. carotovora ssp. carotovora Solanum tuberosum J.F. Chauveau
130 E. carotovora ssp. carotovora Solanum tuberosum MAPAQ

138 E. carotovora ssp. carotovora Solanum tuberosum MAPAQ

153 E. carotovora ssp. carotovora Solanum tuberosum MAPAQ |
162 E. carotovora ssp. carotovora Schlumbergera sp. MAPAQ

163 E. carotovora ssp. carotovora Schlumbergera sp. MAPAQ

166 E. carotovora ssp. carotovora Schlumbergera sp. MAPAQ

169 E. carotovora ssp. carotovora Schlumbergera sp. MAPAQ

172 E. carotovora ssp. carotovora Lilium sp. MAPAQ

182 E. carotovora ssp. carotovora Euphorbia sp. MAPAQ

226 E. carotovora ssp. carotovora Cucumis sativus MAPAQ

239 E. carotovora ssp. carotovora Solanum tuberosum MAPAQ

375 E. carotovora ssp. carotovora Lactuca sativa MAPAQ

382 E. carotovora ssp. carotovora Solanum tuberosum MAPAQ

413 E. carotovora ssp. carotovora Solanum tuberosum MAPAQ

22 E. carotovora ssp. atroseptica Solanum tuberosum ATCC33260
62 E. carotovora ssp. atroseptica Solanum tuberosum MAPAQ

157 E. carotovora ssp. atroseptica Solanum tuberosum MAPAQ

690 E. carotovora ssp. atroseptica Solanum tuberosum MAPAQ

707 E. carotovora ssp. atroseptica Solanum tuberosum MAPAQ

749 E. carotovora ssp. atroseptica Solanum tuberosum MAPAQ

@ Souche isolée et caractérisée au laboratoire de diagnostic du ministere de I’Agriculture, des
Pécheries et de I’Alimentation du Québec.
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hypersensibilité sur tabac (Lelliott et al.
1966). Pour certaines souches, un test
supplémentaire a été ajouté, laproduction
d’acide a partir de saccharose (Lelliott et
al. 1966).

Lessouchesd’'Erwiniaont étéidentifiées
au niveau de la sous-espéce selon les
criteres suivants: production d'oxydase,
de catalase, de pectinase et d’indole,
réduction du saccharose, production
d'acide a partir d'a-méthyle glucoside,
utilisation du glucose en conditions
anaérobiques et croissance a 36°C. Pour
certaines souches, deux tests supplé-
mentaires ont d( étre faits (production
d’acide a partir de tréhalose et utilisation
du malonate). Tous ces tests ont été
effectués selon les protocoles proposeés
par Dickey et Kelman (1988).

Systémes miniaturisés
d’identification

L'utilisation des systemes APl 20E
{bioMérieux Canada inc., Saint-Laurent
(Québec)], APl NFT [bioMérieux Canada
inc., Saint-Laurent (Québec)] et Biolog
version 3.0 (Biolog inc., Hayward,
Californie) a été faite en suivant les
recommandations des manufacturiers.
Les souches a tester provenaient d'une
culture de 24 h sur du Triptic Soy Agar
(Difco) pour les tests Biolog, et d'une
culture de 24 h sur une gélose nutritive
NGA (nutrient glucose agar) pour les tests
APl 20E et API NFT. Les incubations se
faisaient a 30°C durant 24 h pour les tests
API 20E et Biolog, et durant 48 h pour le
test APl NFT. Chaque souche de
Pseudomonas a été testée trois fois sur
les galeries APl NFT et Biolog, alors que
les souches d’Erwiniaont été testées trois
fois sur les galeries API 20E et Biolog.

Electrophorese des protéines
sécrétées

Les protéines sécrétées ont été obtenues
a partir de cultures liquides de 24 h qui se
sont développées a 26°C dans le milieu
M9 (Maniatis et al. 1982). Les cellules
bactériennes ont été éliminées du sur-
nageant par une centrifugation a 10500 g
pendant 15 min, suivie d'une filtration sur
un filtre de cellulose avec des pores de
0,22 um. Les protéines ontété concentrées
en centrifugeant le surnageant dans un
Centricon-10 (Amicon) a 4 500 g pendant

30

60-90 min, ce qui permettait d'éliminer
les composés de masse moléculaire infé-
rieure a 10 kDa. Un dosage des protéines
a alors été effectué par colorimétrie
(Protein Assay, Biorad) afin d’analyser
des quantités équivalentes de protéines
pour chaque échantillon. Le gel de con-
centration contenait 4% de polyacry-
lamide (pH 6,7) et le gel de séparation
contenait 12 % de polyacrylamide (pH 8,9).
L’électrophorése a été effectuée selon la
meéthode de Laemmli (1970). Les gels ont
été colorés au nitrate d'argent (Hames
1990). Les protéines ont été extraites au
moins trois fois pour chaque souche
bactérienne.

RESULTATS

Caractérisation physiologique

A l'aide de tests physiologiques, 54
souches de Pseudomonas et d’'Erwinia,
dont 44 ont été isolées au laboratoire de
diagnostic, ont été caractérisées. Les 44
souches isolées au laboratoire de diag-
nostic du MAPAQ provenaient toutes
de spécimens de plante différents; 19 de
ces souches appartenaient au genre
Erwinia et les 25 autres appartenaient au
genre Pseudomonas (tableau 1). Les
espéces les plus souvent isolées ant été
I’E. carotovora ssp. carotovora (Jones)
Bergey et al. , le P. fluorescens IVb (Tre-
visan) Migula et le P. marginalis (Brown)
Stevens. Nous avons également identifié
des souches de P. viridiflava (Burkholder)
Dowson et de P. syringae van Hall. Un
seul test physiologique permettait de
distinguer ces deux dernieres espéces,
soit la production d’acide a partir de
saccharose, car le P. syringae produit de
Iacide. De plus, des souches ont été
identifiées comme E. carotovora ssp.
atroseptica (van Hall) Dye. Les souches
166 et 169 produisaient de I'indole, ce qui
caractérise I'E. chrysanthemiBurkholder,
McFadden et Dimock. Cependant, nous
avons classé ces deux souches dans le
groupe des E. carotovorassp. carotovora,
parce que les autres propriétés phy-
siologiques de ces souches, dont la
production d’acide a partir de tréhalose et
I'incapacité a utiliser le malonate, les
apparentaient a I'E. carotovora ssp. caro-
tovora.
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Identification des souches de
Pseudomonas par APl NFT

et Biolog

Le systeme Biolog (version 3) a identifié 9
des 12 souches de P. marginalis(selon les
tests physiologiques) & au moins deux
reprises comme étant le P. marginalis. Le
systeme Biolog afournicette identification
a 25 reprises sur les 36 tests réalisés. Pour
10 des 36 tests effectués, I'identification
la plus probable a été P. corrugata; cepen-
dant la deuxieme identification la plus
probable était alors P. marginalis. Trois
codes API NFT (1557555, 1757555 et
1557455) ont été fréguemment associés a
cessouches; 11des 12souchesontobtenu,
a deux ou trois reprises, un de ces trois
codes les plus fréquents (tableau 2).

Plusieursdessouchesde P. fluorescens
(selon les tests physiologiques) n’ont pu
étre identifiées a I'espéce en utilisant le
systeme Biolog. En effet, dans 40% des
cas, le pourcentage de similarité entre nos
souchesetcellesdelabanquededonnées
était inférieur a 50%. Toutefois, en se
basant surl’identification la plus probable
(que le pourcentage de similarité soit
inférieur ou supérieur a 50%), les
identifications les plus fréquentes pour
les 30 tests réalisés sont P. fluorescens a
11 reprises, P. marginalis a cinq reprises

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

67 kDa - —— eitip W e
51 kD@ = o . =

16 kDa -

et Pseudomonas sp. a quatre reprises.
Lors des essais avec les galeries APl NFT,
24 codes différents ont été obtenus pour
les 30 tests réalisés (tableau 2).

llexiste une excellente correspondance
entrel'utilisation destests physiologiques
et l'utilisation du systéme Biolog pour
identifier le P, viridiflava. Trois des quatre
souchesde P. viridiflavaont été identifiées
commetelles, et ce, atrois reprises. Seule
la souche 78 n’a été identifiée qu’a une
seule reprise comme P. viridiflava. Le
systéme Biolog ne réussit cependant pas
a identifier les souches de P. syringae.
Trois principaux codes APl NFT étaient
associésau P. viridiflava(0457451,0457 441
et0447451). Deuxcodes principaux étaient
associés au P. syringae (0477541 et
0477141) (tableau 2).

Electrophorese des protéines
sécrétées par les souches de
Pseudomonas

Malgré le fait que les souches de Pseudo-
monas se soient développées en milieu
minimal, un nombre relativement impor-
tant de protéines ont été sécrétées dans
le milieu de culture. De 6 a 18 protéines
sécrétées ont été décelées dans les
milieux de culture (fig. 1).

Figure 1. Electrophorése des protéines sécrétées par des souches de Pseudomonas causant la
pourriture molle. P. marginalis: puits 1-5, souches 115, 101, 95, 94 et 51, respectivement;
P. fluorescens: puits 6-12, souches 296, 142, 129, 120, 114, 110 et 57, respectivement; P. syringae:
puits 13 et 14, souches 135 et 97, respectivement; P. viridiflava: puits 15, souche 58. Les chiffres
a gauche de la figure sont des indicateurs de masse moléculaire.
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Tableau 2. Identification des souches de Pseudomonas par caractérisation physiologique et par
les systemes APl NFT et Biolog version 3.0

Identification par des APl NFT Biolog

tests physiologiques code fréquence? identification® fréquence®

P. marginalis 1557555 13/36 P. marginalis 25/36
1757555 8/36 P. corrugata 10/36
1557455 5/36 P. fluorescens 1/36

0557455 2/36
0157555 2/36
0157455 1/36
0157557 1/36
1547455 1/36
1555455 1/36
1557755 1/36
1447475 1/36

P. viridiflava 0457451 6/12 P. viridiflava 10/12
0457441 2/12 P. syringae 1/12
0447451 2/12 Aucune identification 1/12

0450400 1/12
0457551 112

P. syringae 0477541 6/12 Aucune identification 12/12
0477141 3/12
0477551 112

0477553 1/12
0477573 112

P. fluorescens 0157555 5/30 P. fluorescens 11/30
0157557 2/30 P. marginalis 5/30
0157577 2/30 Pseudomonas sp. 4/30
0557455 1/30 P. corrugata 1/30
0157455 1/30 P. putida 1/30
0750457 1/30 Aucune identification 8/30

0150457 1/30
0155457 1/30
5557577 1/30
1056557 1/30
1042445 1/30
1142445 1/30
0342757 1/30
0040457 1/30
0041457 1/30
5757555 1/30
7657555 1/30
7275555 1/30
0762757 1/30
0463757 1/30
0663757 1/30
1557555 1/30
1757555 1/30
15657557 1/30

2 Nombre de fois que le code a été obtenu/nombre de tests réalisés avec les souches d'une
méme espece.

> Le systeme identifie une souche a l'espece lorsque le taux de similarité est supérieur a 50 %.

¢ Nombre de fois que l'identification a été obtenue/nombre de tests réalisés avec les souches
d’'une méme espece.
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