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CARACTERISATION EN BIOVARS D'ISOLATS
MAROCAINS D'AGROBACTERIUM ISSUS DE
TUMEURS RACINAIRES DES ROSACEES
FRUITIERES

A. BENJAMA I et S. DAOLJD 2

RESUME

Cette étude poræ sur la carctérisation et le contrôle du pouvoir pathogène de 103
isolats d'Agtobactririm à partir d'une synthèse des æsts différents proposés dans la
littérature. Quarante"quatre souches d'Agrobacærinm ont pu êue alors identifiées
dont 22 sont patho!ènes. [æs résultats montrent que les ntmeun à Crown-gall dc
l'amandier, du prunier et du pêcher de la égion de Meknès, Maroc, @ntiennent des
Agrobacædum pathogènes ou non pathogènes ; le biovar 2 (26 souches dont 14
pathogènes) s'y trouve plus fréquemment que le biovar I (14 souchcs dont I
pathggènes).

[Jne gammcde plantes indicatrices : ûomate, toumesol, tabac permet de évélcr
une pruportion d'agènts pathogènes plus élevée que l'inoculation d'une seule espèce
vêgétale.
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SUMMARY

Biovar caracterization of moroccan Agrocacterium isolates originating

from root tumors on deciduous fruit trees. Determination of the physiological

characærsof Agrobacterium andways ofæsting forpathogenicityvary fromauthor

toauthor.Il was lhereforenecessary foracombination of æstsobe followed in this

study. 44 strains of Agrobacterium wene identified, 22 of which arc pathogenic. It

has ùeen shown, among the pathogenic and non-pathogenic strains in tumqs of

almond, plum and peach, Ûrat biovar 2 (26 srains) occuç3 more frequenty than

biovar I (14 strains) in the Meknès 8r€4.
lVhen used Ogether to check pathogenicity test-plants like Somato, sunflower

urd lobacco revealed more pathogenic bacæria than a single test planC

crown-gall - atmond. plum' peach' biovar

I- INTRODUCTION

La galle du collet ou Crown-gall des rosacées fruitières sévit au lvlarcc.
Llmportance et la épartition de cette maladie a été Mià décrite @enjama et al.,
l9E7). La égion de Meknès avec plus de 50 % de la production arboricole nationale
est la plus ouchée. Les pépinières sont les principaux foyers de la maladie où le
nombre de plants atteints de tumeurs prcvoquées par Agrobacterium peut atæindre
n % .

La taxonomie d'Agrobacterium a fait l'objet de beaucoup de controverses.
Différens auteus utilisent des appellations différentes. Allen & Holding (1974),
mentionnent Agrobacærium tumefaciens qui est synonyme d'A. radiobacter d'apès
Keane et al. ( I 970), \ilhiæ ( I 972), Kenæn et al. ( I 973), Holmes & Roberts ( I 98 I ).
Ces derniers rejettent l'appellation A. radiobacter si A. tumefaciens est retenu
commeespèce-type.

La nomenclature d'Agrobacterium était confuse, car basée sur le pouvoir
patrogène qui est transférable de bactérie en bactérie (Ken & Brisbane, (1983).
D'après ces mêmes auteurs, Agrobacærium provoque deux maladies : la galle du
collet (Crown-gall) et la galle cheveluc (HaÛ-root). Les trois espèces d'Arobacte-
rium (.{. tumefaciens, A. rhizogenes, A. rubi) prcvoquent le Crown-gall si elles
portentleplasmideTi alors que seulementles deux premières espèces 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 depathovarau sensde Kerretal. (1978), ni de variétécomme lepréconisent
Keane et al. (1970), New &Ken (1972), Kerr & Panagopoulos (1977), Panagopou-
los et al. (1978), mais de biovar d'après Kersrers et De Iæy (1984).

Ces différenæs approches témoignent de la complexité du genre Agrobacterium
et de son hétérogénéité. [,es différents auteurs n'épousent pas souvent le même
schéma d'identification ce qui laisse un dote sur la nomenclature à utiliser.
Dans cette étude, il a été ænu compte de cette variabilité d'approche en adoptant les
tests physiologiques communs uûlisés par Keane et al. (1970), whiæ (1972), Kerr
(1974), Ken & panagopoulos (1977), Dhanvantari (1978), Spiers (1979), Schaad
(1980),Miller&Vruggink(1981), Bazzi&Rosciglione(1982),Knaufetal. (1982),
Kersters & De Iæy (1984) (tableau l). La caractérisation des isolats d'Agrobacæ-
rium en biovar est accompagnée du test de leur pouvoir pathogène sur plantes
indicarices et I'appellaton de la souche pathogène sera conforme à ce[e proposée
par Kersters & De Ley (1984).

tr. MATERIELS ET METHODES

l. Souchesbactériennes
Lbriginc dès souches bactériennes et leurs hôtes respoctifs figurent dans le

Tableau II. Elles sont isolées de tumeun jeunes po(ées par les racines d'arbres âgés
de6à8ans.

: t  l . t ^ ) o t /  ' , r
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Tableau I:
Synthèsc dee caractères physiologiques utilisés pour I'identification des

biovars d'Agrobacterium

Caractère Biovar I Biovar 2 Biovar 3

3- Cétolactose
Citrate de Na
NaCl-z%
Oxydase
T" max.
de croissance
Erythriol
Malonaæ
L+Tartrate

+
+
v

+

+
+

37:c

+

V

29" C
+
+
+

32:c

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

2. Testsphysiologiques
Tous les tests sont réalisés au laboratoire à 20" C.

* Prcduction 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 chlorurc de sodium
Le milieu de base est I'Agar nuritif (Nutrient broth 8g, gélose 15 g psar lire d'eau

distilléé) auquel on ajoute NaCl2To.Lacroissance éventuelle estobservée jusqu'à
5 j d'incubation.

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

* Température maximale de croissance
Les ensemencements bactériens sont placés à l'étuve à 27 ,29,37 ,39o C pendant

10j.

* Utilisation différentielle des sources de carbonne
Le milieu d'Ayersetal. (1919) est utilisé comme milieu debase auquel on ajouæ

après autoclavage une solution stérilisée par filFation d'érythritol, glucose, saccha-
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rose, malonatc ou L (+) urraæ pour obtenir une concentration finale dc 0,1 %.
Lbbservation de lacroissancebactérienne se faitchaquej pendantunc scrnaihe.

3. Pouvoir pathogène sur plantes indicatrices
Des tranches de carotæ sont inoculées par dépôt d'une suspension dense (fO

UactérieVml) sur I'anneau vasculaire, puis maintenlrcs en chambre humide à la

æm$ruuc de 25o C (Art & Schroth, l95E). On noc lc dévclopperrcnt dcs
cxcroissrnces ap,ràs 14 j.

Dcs jeunes planbs dg toùrncsl, tomatÊ ct tabæ sont utilisécs au srdc 3.4
feuilles. Des gouræs (120 ml) dc suspension bactéricrup dc l0 boct&icq/ml sont
déposéÊs à 4 niveaux différcno sur la tigc blessée p{alablanent à l'akb dnrp
aiguilb,àraison dc6planæsprsouchc.Lcsjcurcsphnæs sontplæécscnchambrc
climuiséc à 25" C et 70 % dtumidité rolstive. Lcs ésultats appeaissclrt ur bout de
l0 j pour b tounrcsol, 15 J pour la omatc ct 30 j pour ls i.bæ. Si la bæt&ic es
pathogùrc, une tunreur sc développe au niveau de la blcs$rc.

4. Inoculation de lblancboc cn vue dc lfrnaly:c dc opincc
Quelqucs souches dAgrobætcrium pothogènes du biovar 2 sont inæulécs sur

Kalanclpc tttbiflora&lam&namanièrcqucsrntomatc,tournesoletlrbæ.Unsfois
les tumeurs bien développées, elles soltt envoyécs à l'institut de mbrobiologic
d'Orsay en we de l'analyse des opincs.
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Tableau II :
Origine des souches d'Agrobacterium

Plante hôte No T[meur No Souche Pays Dale Foumie par

Prunusamygdalus AT68 Grèce 196il Gaûe[
(amandieramer) l2l 121.7 - 121.9 - l2l.l9

121.20 - 121.22 - 121.23 Maroc
l2l.n - 121.35 - 121.39 (Azrou) 1986
t21.62-12t.66-t2t.6t
r 2 l . 7 t - 1 2 l . E 4 - t 2 t . E 5
t2r .86- t2 r .87- t21 .90

136 136.4 Maroc
(Meknes) l9E6

Prunus domestica
(myrobolan) 72 72,18 Maroc

(Meknès) l9E4
lVz lm.9 Maroc

(Metnès) l9E5
103 103.2 - 103.3 - 103.16 - Maroc

ro3.lt- 103.21 - rôr.go (tvternès) l9B5
103.31 - 103.36

134 134.2 - 134.10 - 134.13 Maroc
(Meknès) 1986

135 135.5 Maroc
(Meknès) 1986

Prunus persicae
(missour) l4l  l4l . l  -  141.5 - l4l . l0 Maroc

l4 l . l l  -  l4 l . l2 -  14 l .13*  (Aaou)  1987
142 142.5 - 142.7 - 142.E Maroc 1987

(Azrou) 1987

(*) l4l.l3 :2746CFBP Collection française de bactéries phytoparhogènes, INRA, Angers, France
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trI. RESULTATS

1. Caractérisation des isolats d'Agrobacterium en biovar
Parmi 103 isolats étudiés, seules 44 souches répondent aux caræt&isiques

d'Agrobacærium : aspect des colonies à I'isolement, Grarn-, non fluqescent,
oxydatif. Elles sont classées en 3 biovars (Iableau tII) : 15 souches (dont 9
pathogènes) en biovar l, 26 souches (dont 14 pathogènesln biovar 2 ; un biovar
inærmédiaire, répondant aux caractères des 2 biovars, a été appelé biovar l-2 ; il
comprend 3 souches non pathogènes.

2. Test du pouvoir pathogène des isolats dfAgrobacterium
Sur 44 souches bactériennes, seutes 14 donnent des urmeurs sru fanches de

carotte. Sur tabac, l0 souches sont pathogènes, 17 sur ournesol et 2l sur tomab.
Seulcment 7 souches répondentpositivement sur les 3 planæs (Iableau ID.

3. Analyse des tumeurs sur Kalanchoe
Les souches inoculées stn Kalanclwe tubiflora ontdonné des tumeurs caracté-

ristiques soit avec des petites racines sur touûes les tumeurs soit des bourgeons
(Iableau V). Ces tumeurs analysées sont à Nopaline.

TV. DISCUSSION

La caracérisation physiologique des Agrobacterium montne que la populuion
bactérienne marocaine estvariée ethéérogène.lebiovar2 estdominantparrapport
au biovar I comme cbst le cas en Australie (New & Kert,1972); en Grèce
@anagopoulos & Psallidas, 1973) ; aux Etats Unis (Anderson & Moore, 1979) eten
France (Lopez, 1978). Cette hétérogénéité semble indépendante de I'origine de la
souche puisqu'on trouve les biovars indifféremment sur prunier, amandier ou
pêcher.

Le test du pouvoir pathogène des souches dâgrobacterium nécessiæ plus d'une
espèce végéole indicatrice pour vérifier le pouvoir tumorigène. La omaæ et le
ournesol donnent des réponses positives pour loutes les souches pathogènes æstées
(tableau IV). La carotte et le tabac donnentdes résultats resfictifs. Il ap'prait donc
que le test sur carotte en boîte de Petri ou l'inoculæion de plants de tâbac ne sont pas
fiables. Dans notre expérience, cbst le æst dinoculation sur tomate qui donne la
réponselapluslarge(21 souchespositives),puisleûournesol(lTsouchespositives).
L'utilisation couplée de ces 2 planles-æst permet une plus grande sécuriÉ pour la
détection des souches pathogènes.
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Tablcau III:
Classilication en biovar des {4 souches d'Agrobacterium

Biovar N" de souche dAgrobæterium Total

PtlngèrF I At6t-Z.lt- lcB.30. l(B3r
1(B36 121.62 -- l2l.6E -l4l.l-
l4l5 9 Qî, C.)

Nmpathogùr 1V3.2- l2l.l9- nln- 86.4-
l4l. lo- 142.5 6 (t4%,

Fuhogùr2 192.9-lû3.l6lql.l& lql.2l-
l2l. l- l2l.E5- 121.90- 134.13-
135.5- l4l. l l- 14l.l2- 14l.13-
142.7- t42.t t482%)

Nonpathogène 193.3-121.7-121.9-121.35-
12t.39- t2t.6- r2l.7t- t2t.E4-
l2l.8G 121.87- 134.2- 134.t0 t2Q1%)

Nmpathogène l-2 l2l.20-l2l.X2-121.23 3QC")

Tableau W:
Réactions comparées de tomate, tournesol et tabac aux

différentes souches d'Agrobacterium

Souches bactériennes Pathogénicité sur
tomate tournesol tabac otal

Ar 680- 72. l8- 103.21 o- 134. 13"-
135.5 . - l4 l . l2 r ._ l42 .Er  +  +  +  +

Agrohctcriun 102.9- 103. I Et- 1U3.36- 121.62. -
Puhogèrr l4l.l- 141.11- l4l.l3.- 142.7* + + - t

103.30- l2 l . l ' - l2 l . t5+  +  -  +  3

l2 l .68 t -121.90-141.5  +  -  -  3

i3o . l6 - lm3 l  -  +  -  2

Agrobacterùnt lû3.2- 103.3- 121.7- 121.9- l2t.l9-
non pathogène 121.20- 121.22- 121.23- 12t27-

t21.35- t2t.39- t2t.6- t2t.7t - 2l
t2t.84- t2t.E6- t2t.87- 134.2-
134.10- 136.4- t4t.lo- t42.5
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Tableau V:
Inocuhtion desKabnchoc tubifloraet analysc des opines

PtrrÊhôtê Biovr' No lqrûe Ré$ltrrrg|r
Kalsdræ'

Analyrcdcr
Ogiræs $

P.domccice

P.rmygdalur

P.domesics

P. pcrsica

l2l. l
12r.6t
l2l.t5
t2t.90

t34.13
135.5
141.5

l4 l . l  I
t4t.l2
t{t.7
ta.E

2
2
2

2

2
2

2
2

2
2
2
2

w2.9
l(B.l6
l(B2t

+BR
+
+BR

+BR

+BR
+BR

+ R
+ R
+

+ R
+ R
+ R
+ R

N

N

N

N
N

N
N
t

N
N
N
N

. - Test réalisé elr Kalarchæ tubiflora se[cr Parlus et al. 1989.
N-TunreuratralysélàNopalinc;B-lbmeuravecbourgecrs;R-Tumerrravecracines.
tt -AnalyeeréaliséepctelGroupedereclærctreinteractionsmicroorganismes-plantes (Armicklttit)'

Université Paris XI. Insibt de microbiologie, 9l '105-Orsay.

Enfin, notons qu'on peut trouver I'agent pathogène A grobacterium (biovar I et

biovar 2) et un Agrobacterium non pathogène au niveau de la même tumeur : par

exemple lessouches l2l (Tableaux II, III,IV). Ceci montrelavariabilité des souches

au niveau du même site d'infection comme précédemment observé par Anderson &

Moore (1979) et Nesme et al. (1987).

Les agents pathogènesAgro bacteriumsont des souches à Nopaline et sont donc

sensibles à laK 84. Ceci nous permetd'envisageréventuellementlaluttebiologique
dans notre pays.

Dans des travaux futurs, I'accent æra mis sur l'étude sérologique des souches

d'Agrobacterium envue de leur détection en pépinière au Maroc, sur l'énrde de la

seniibitité uatiétale des différentes espèces fruitières vis-à-vis de I'agent pathogène

et sur l'évaluation des possibilités de la lutte biologique et chimique'
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