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RESUME

Cette étude porte sur la carctérisation et le contréle du pouvoir pathogene de 103
isolats d'Agrobactrium  partir d'une synthese des tests différents proposés dans la
littérature. Quarante-quatre souches d'Agrobacterium ont pu étre alors identifiées
dont 22 sont pathogenes. Les résultats montrent que les tumeurs & Crown-gall de
I'amandier, du prunier et du p&cher de la région de Meknes, Maroc, contiennent des
Agrobacterium pathog&nes ou non pathogenes ; le biovar 2 (26 souches dont 14
pathogenes) s'y trouve plus fréquemment que le biovar 1 (14 souches dont 8
pathog&nes). '

Une gamme de plantes indicatrices : tomate, tournesol, tabac permet de révéler
une proportion d'agents pathogenes plus élevée que I'inoculation d'une seule espice
végétale.

crown-gall - amandier - prunier - pécher - biovar
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SUMMARY

Biovar caracterization of moroccan Agrocacterium isolates originating
from root tumors on deciduous fruit trees. Determination of the physiological
characters of Agrobacterium and ways of testing for pathogenicity vary from author
to author. Il was therefore necessary for acombination of tests to be followed in this
study. 44 strains of Agrobacterium were identified, 22 of which are pathogenic. It
has been shown, among the pathogenic and non-pathogenic strains in tumors of
almond, plum and peach, that biovar 2 (26 strains) occurs more frequently than
biovar 1 (14 strains) in the Mekn?s area.

When used together to check pathogenicity test-plants like tomato, sunflower
and tobacco revealed more pathogenic bacteria than a single test plant.

crown-gall - almond - plum - peach - biovar

I- INTRODUCTION

La galle du collet ou Crown-gall des rosacées fruititres sévit au Maroc.
L'importance et la répartition de cette maladie a été déja décrite (Benjama et al.,
1987). Larégion de Mekngs avec plus de 50 % de la production arboricole nationale
est la plus touchée. Les pépinitres sont les principaux foyers de la maladie ou le
nombre de plants atteints de tumeurs provoquées par Agrobacterium peut atteindre
90 %.

La taxonomie d'Agrobacterium a fait I'objet de beaucoup de controverses.
Différents auteurs utilisent des appellations différentes. Allen & Holding (1974),
mentionnent Agrobacterium tumefaciens qui est synonyme d'A. radiobacter d'aprs
Keane etal. (1970), White (1972), Kersterset al. (1973), Holmes & Roberts (1981).
Ces demiers rejettent l'appellation A. radiobacter si A. tumefaciens est retenu
comme esptce-type.

La nomenclature d'Agrobacterium était confuse, car basée sur le pouvoir
pathogene qui est transférable de bactérie en bactérie (Kerr & Brisbane, (1983).
D'aprés ces mémes auteurs, Agrobacterium provoque deux maladies : la galle du
collet (Crown-gall) et la galle chevelue (Hairy-root). Les trois espces d'Arobacte-
rium (A. tumefaciens, A. rhizogenes, A. rubi) provoquent le Crown-gall si elles
portent le plasmide Ti alors que seulement les deux premidres especes donneraient
le Hairy-root si elles portent le plasmide Ri.



Ce qui frappe, dans I'analyse de Kerr & Brisbane (1983) c'est qu'il n'est plus
question de pathovar au sensde Kerretal. (1978), ni de variété comme le préconisent
Keaneetal. (1970), New & Kerr (1972), Kerr & Panagopoulos (1977), Panagopou-
los et al. (1978), mais de biovar d'apres Kersters et De Ley (1984).

Ces différentes approches témoignent de la complexité du genre Agrobacterium

et de son hétérogénéité. Les différents auteurs n’épousent pas souvent le méme
schéma d'identification ce qui laisse un dote sur la nomenclature 2 utiliser.
Dans cette étude, il a été tenu compte de cette variabilité d'approche en adoptant les
tests physiologiques communs utilisés par Keane et al. (1970), white (1972), Kerr
(1974), Kerr & panagopoulos (1977), Dhanvantari (1978), Spiers (1979), Schaad
(1980), Miller & Vruggink (1981), Bazzi & Rosciglione (1982), Knaufetal. (1982),
Kersters & De Ley (1984) (Tableau 1). La caractérisation des isolats d'Agrobacte-
rium en biovar est accompagnée du test de leur pouvoir pathogdne sur plantes
indicatrices et 'appellation de la souche pathogene sera conforme 2 celle proposée
par Kersters & De Ley (1984).

II- MATERIELS ET METHODES

1. Souches bactériennes
L'origine des souches bactériennes et leurs hétes respectifs figurent dans le
Tableau II. Elles sont isolées de tumeurs jeunes portées par les racines d'arbres agés
de 6 8 ans.

“Ioa A of i
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Tableau I :
Synthese des caractéres physiologiques utilisés pour 'identification des
biovars d'Agrobacterium

Caractere Biovar 1 Biovar 2 Biovar 3
3- Cétolactose + - -
Citrate de Na - + +
NaCL 2 % + - +
Oxydase + \'/ \'/
T° max.
de croissance 37°C 29°C 32°C
Erythriol - + -
Malonate - + -
L+Tartrate - + -

V : Variable ; + : réaction positive ; - : réaction négative.

2. Tests physiologiques
Tous les tests sont réalisés au laboratoire a 20° C.

* Production du 3-cétolactose

La méthode de Bemaerts & De Ley (1963) permet de distinguer les souches du
biovar, d'Agrobacterium qui sont positives de celles du biovar 2 qui sont négatives

* Utilisation du citrate de sodium sur milieu de Simmons (1926).

* Tolérance au chlorure de sodium
Lemilieu de base est1'A gar nutritif (Nutrient broth 8g, gélose 15 g psar litre d'eau
distillé€) auquel on ajoute NaCl 2 %. La croissance éventuelle est observée jusqu'a
5 j d'incubation.

* Recherche de I'oxydase par 1a méthode de Kovacs (1956).

* Température maximale de croissance
Les ensemencements bactériens sont placés a I'étuve 2 27, 29, 37, 39° C pendant
10j.

* Utilisation différentielle des sources de carbonne
Le milieu d'Ayers et al. (1919) est utilisé comme milicu de base auquel on ajoute
apres autoclavage une solution stérilisée par filtration d'érythritol, glucose, saccha-
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rose, malonate ou L (+) tartrate pour obtenir une concentration finale de 0,1 %.
L'observation de 1a croissance bactérienne se fait chaque j pendant une semaine.

3. Pouvoir pathogéne sur plantes indicatrices
Des tranches de carotte sont inoculées par dép6t d'une suspension dense (10
bactéries/ml) sur I'anneau vasculaire, puis maintenues en chambre humide & la

température de 25° C (Ark & Schroth, 1958). On note le développement des
excroissances aprés 14 j.

Des jeunes plantes de tournesol, tomate et tabac sont utilisées au stade 3-4
feuilles. Des gouttes (1/20 ml) de suspension bactérienne de 10 bactéries/ml sont
déposées & 4 niveaux différents sur la tige blessée préalablement a l'aide d'une
aiguille, Araison de 6 plantes par souche. Les jeunes plantes sont placées enchambre
climatisée & 25° C et 70 % d’'humidité relative. Les résultats apparaissent au bout de
10 j pour le tournesol, 15 J pour la tomate et 30 j pour le tabac. Si la bactérie est
pathogene, une tumeur se développe au niveau de la blessure.

4. Inoculation de Kalanchoe en vue de I'analyse des opines
Quelques souches d'Agrobacterium pathogtnes du biovar 2 sont inoculées sur
Kalanchoe tubiflora de la méme manitre que sur tomate, tournesol et tabac. Une fois
les tumeurs bien développées, elles sont envoyées & l'institut de microbiologie
d'Orsay en vue de 'analyse des opines.



Tableau II :
Origine des souches d'Agrobacterium

Plante hote N° Tumeur N° Souche Pays Date Foumnie par

Prunus amygdalus AT68 Grace 1967 Garrett
(amandier amer) 121 121.7-121.9-121.19

121.20-121.22 - 121.23 Maroc
121.27-121.35-121.39  (Azrou) 1986
121.62 - 121.66 - 121.68

121.71 - 121.84 - 121.85

121.86 - 121.87 - 121.90

136 136.4 Maroc
(Meknes) 1986
Prunus domestica
(myrobolan) 72 72,18 Maroc
(Meknes) 1984
102 102.9 Maroc
(Meknds) 1985
103 103.2-103.3-103.16 - Maroc
103.18 - 103.21 - 103.30 (Meknds) 1985
103.31 - 103.36
134 134.2-134,.10-134.13 Maroc
(Meknds) 1986
135 1355 Maroc
Meknes) 1986
Prunus persicae
(missour) 141 141.1 - 141.5 - 141.10 Maroc

141.11 - 141.12 - 141.13* (Azrou) 1987
142 142.5 - 142.7 - 142.8 Maroc 1987
(Azrou) 1987

(*) 141.13 : 2746 CFBP Collection frangaise de bactéries phytopathogenes, INRA, Angers, France
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III- RESULTATS

1. Caractérisation des isolats d'Agrobacterium en biovar
Parmi 103 isolats étudiés, seules 44 souches répondent aux caractéristiques
d'Agrobacterium : aspect des colonies 2 l'isolement, Gram-, non fluorescent,
oxydatif. Elles sont classées en 3 biovars (Tableau III) : 15 souches (dont 9
pathogenes) en biovar 1, 26 souches (dont 14 pathogénes)en biovar 2 ; un biovar
intermédiaire, répondant aux caracteres des 2 biovars, a ét€ appelé biovar 1-2 ; il
comprend 3 souches non pathogenes.

2. Test du pouvoir pathogéne des isolats d'Agrobacterium
Sur 44 souches bactériennes, scules 14 donnent des tumeurs sur tranches de
carotte. Sur tabac, 10 souches sont pathogénes, 17 sur tournesol et 21 sur tomate.
Seuicment 7 souches répondent positivement sur les 3 plantes (Tableau IV).

3. Analyse des tumeurs sur Kalanchoe

Les souches inoculées sur Kalanchoe tubiflora ont donné des tumeurs caracté-
ristiques soit avec des petites racines sur toutes les tumeurs soit des bourgeons
(Tableau V). Ces tumeurs analysées sont 2 Nopaline.

IV- DISCUSSION

La caractérisation physiologique des Agrobacterium montre que la population
bactérienne marocaine est variée et hétérogene. le biovar 2 est dominant par rapport
au biovar 1 comme c'est le cas en Australic (New & Kerr, 1972) ; en Gréce
(Panagopoulos & Psallidas, 1973) ; aux Etats Unis (Anderson & Moore, 1979) eten
France (Lopez, 1978). Cette hétérogénéité semble indépendante de l'origine de 1a
souche puisqu'on trouve les biovars indifféremment sur prunier, amandier ou
pécher.

Le test du pouvoir pathogne des souches d'Agrobacterium nécessite plus d'une
espice végétale indicatrice pour vérifier le pouvoir tumorigéne. La tomate et le
tournesol donnent des réponses positives pour toutes les souches pathogenes testées
(Tableau IV). Lacarotte et le tabac donnent des résultats restrictifs. Il apparait donc
que le test sur carotte en boite de Petri ou I'inoculation de plants de tabac ne sont pas
fiables. Dans notre expérience, c'est le test d'inoculation sur tomate qui donne la
réponse la pluslarge (21 souches positives), puis le tournesol (17 souches positives).
L'utilisation couplée de ces 2 plantes-test permet une plus grande sécurité pour la
détection des souches pathogenes.
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Tableau INI :
Classification en biovar des 44 souches d'Agrobacterium
Biovar N¢ de souche d'Agrobacterium Total

Pathogene 1 A168- 72.18- 103.30- 10331

103.36- 121.62 -- 121.68 -141.1-

1415 9 (20 %)
Non pathogne 103.2- 121.19- 121.27- 136.4-

141.10- 142.5 6 (14%)
Pathog2ne 2 102.9- 103.16- 103.18- 103.21-

121.1- 121.85- 121.90- 134.13-
135.5- 141.11- 141.12- 141.13-

142.7- 142.8 14 32 %)
Non pathogéne 103.3- 121.7- 121.9- 121.35-

121.39- 121.66- 121.71- 121.84-

121.86- 121.87-134.2- 134.10 12 27 %)
Non pathogene 1-2 121.20- 121.22- 121.23 3(7%)

Tableau IV :
' Réactions comparées de tomate, tournesol et tabac aux
différentes souches d'Agrobacterium

Souches bactériennes Pathogénicité sur
tomate tournesol tabac total

At 68°- 72.18- 103.21°- 134.13°-

135.5%- 141.12%*- 142.8* + + + +
Agrobacterium  102.9- 103.18*- 103.36- 121.62*-
Pathogine 141.1- 141.11- 141.13%. 1427+ + + - 8
103.30- 121.1°- 121.85* + - + 3
121.68*- 121.90- 141.5 + - - 3
130.16- 103.31 - + - 2

Agrobacterium  103.2- 103.3- 121.7- 121.9- 121.19-

non pathogéne  121.20- 121.22- 121.23- 121.27-
121.35- 121.39- 121.66- 121.71 - - - 21
121.84- 121.86- 121.87- 134.2-
134.10- 136.4- 141.10- 142.5

+ : Présence de tumeur; - : Pasde tumeur; * : souches ayant donné des tumeurs surtranches de carott.



Tableau V :
Inoculation des Kalanchoe tubifiora et analyse des opines
Plante hote Biovar N° souche Résultats sur Analyse des
. Kalanchoe * Opines **
P.domestica 2 102.9 +BR N
2 103.16 +
2 103.21 +BR N
P.amygdalus 2 121.1 +BR N
- 121.68
2 121.85 +BR N
2 121.90 +BR N
P.domestica 2 134.13 +R N
2 135.5 +R N
141.5 + L
P. persica 2 141.11 +R N
2 141.12 +R N
2 141.7 +R N
2 142.8 +R N

* _ Test réalisé sur Kalanchoa tubiflora selon Paulus et al. 1989.

N - Tumeur analysée  Nopaline ; B - Tumeur avec bourgeons ; R - Tumeur avec racines.

*+_ Analyse réalisée parle : Groupe de recherche interactions micro-organismes-plantes (Annick Petit).
Université Paris XI. Institut de microbiologie, 91 405-Orsay.

Enfin, notons qu'on peut trouver 'agent pathogene Agrobacterium (biovar 1 et
biovar 2) et un Agrobacterium non pathogene au niveau de la méme tumeur : par
exemple les souches 121 (Tableaux I, 111, IV). Ceci montre la variabilité des souches
au niveau du méme site d'infection comme précédemment observé par Anderson &
Moore (1979) et Nesme et al. (1987).

Les agents pathogénes Agrobacterium sont des souches Nopaline et sont donc
sensibles 2 1aK 84. Cecinous permet d'envisager éventuellement lalutte biologique
dans notre pays.

Dans des travaux futurs, l'accent sera mis sur 1'étude sérologique des souches
d'Agrobacterium en vue de leur détection en pépini¢re au Maroc, sur I'étude de la
sensibilité variétale des différentes especes fruitidres vis-a-vis de 'agent pathogene
et sur I'évaluation des possibilités de la lutte biologique et chimique.
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