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Résumé

Trente et une souches d’Agrobacterium sp., dont 13 du biovar 1 et 22 du biovar 2, ont été
testées in vitro pour leur sensiblité & la bacteriocine produite par la souche non pathogéne
du biovar 2, I’Agrobacterium radiobacter var. radiobacter, souche 84 de Kerr. Le test de sen-
sibilité est réalisé a 3 températures : 20°C, 26°C et 30°C, et 3 temps : 24 heures, 48 heures
et 72 heures d’incubation de la souche K, Les souches du biovar 1 (90%) se sont montrées
plus sensibles que celles du biovar 2 (45%) a la K, Le plus grand nombre de souches sen-
sibles est obtenu a 26°C aprés 48 heures ou 72 heures d’incubation de la souches 84 de Kerr.
Les conclusions sur 24 heures ne sont pas fiables. Ce résultat est trés important & prendre en
considération pour décider de la lutte biologique en plein champs.

Mots clés. Agrobacterium, biovar, Ky,, inhibition, antagonist, température, temps

Abstract : Influence of the temperature and time of incubation in vitro
of antagonist Agrobacterium radiobacter (strain Kg,) in controling

crown-gall of fruit trees caused by Agrobacterium sp.

Thirteen strains of biovar 1 and 22 of biovar 2 of Agrobacterium were tested for their sensi-
tivity to bacteriocin produced by Agrobacterium radiobacter biovar 2 Kerr’s strain 84 in
vitro. Incubation of non pathogenic strain K,, in this test was done at three temperature
20°C, 26°C, 30°C, and three periods 24, 48, 72 hours. Biovar 1 strains were more sensitive
than biovar 2 strains. Ninet’s per cent of biovar 1 strains were sensitive but only 45% of bio-
var 2 strains were sensitive to K, strain. The sensitivity to K, was greater when the incubation
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of strain K, was carried out at 26°C for 48h or 78 h. but less sensitivity with 24 h. incuba-
tion. The time incubation is a start point to decide the opportunity of biological control in the

field.

Key words : Agrobacterium, biovar, K,,, inhibition, antagonism, temperature, time
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Introduction

La galle du collet ou “Crown-gall” est une maladie bactérienne qui affecte de nombreuses es-
péces végétales. L’ agent causal est une bactérie nommée Agrobacterium radiobacter var. tu-
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mefaciens (9). Actuellement, la plupart des auteurs considérent que le genre Agrobacterium
ne renferme qu’une seule espece subdivisée en deux variétés : A. radiobacter var. tumefaciens
(variété pathogéne) et A. radiobacter var. radiobacter (variété non pathogeéne). La variété tu-
mefaciens pathogene differe de la variété radiobacter non pathogéne par la présence dans sa
cellule d’un plasmide Ti (tumor inducing). Ce plasmide est formé d’ ADN qui est le support
d’un certain nombre de caractéres dont le pouvoir d’induction des tumeurs (13, 14).

Jusqu’a ces dernigres années, malgré de nombreuses recherches, aucune méthode de lutte contre
le “crown-gall” ne permettait d’assurer une protection satisfaisante (3, 5). De nombreux es-
poirs sont nés lorsque New et Kerr (8), ont montré qu’un A. radiobacter var. radiobacter 4
non pathogene isolé du sol (souche 84) était capable d’empécher la formation des tumeurs pro-
voquées par le pathogene Agrobacterium radiobacter var. tumefaciens.

Des expérimentations en serre in vivo et au champ mise en place dans plusieurs pays comme
I’ Australie, 1a Nouvelle Zélande, I’ Afrique du Sud, le Canada, les Etats-Unis, I Angleterre,
la France, la Gréce, la Hongrie et I’Italie, sont venues confirmer les travaux de Kerr concer-
nant I'efficacité de la souche 84 dans la lutte contre le Crown-gall. Dans certains pays, le Crown-
gall sur vigne et sur pécher n’est pas control€ par la souche non pathogéne Kg, (6).11 s’avere
donc que la lutte biologique au champ doit &tre précédée par une étude in vitro afin de
connaitre les facteurs de réussite de I’antagoniste. Ensuite, cette lutte pourra étre menée au
champ moyennant des essais préliminaires tout en tenant compte des facteurs climatiques et
édaphiques, des techniques d’inoculation de la plante hote et de la souche pathogene existante
dans le milieu naturel.

Le but de ce travail est de :

3 determiner I'influence de la temperatures et du temps 2 la production et I’ expression de la
bacteriocine 84 in vitro.

0 déterminer la sensibilité des isolats locaux d’Agrobacterium 2 la bacteriocine 84 produite
par A. radiobacter var. radiobacter (4) sur milieu gélosé,

J déterminer la sensibilité des biovars 1 et 2.

Matériels et méthodes

Souches bactériennes

Les souches bactériennes sont isolées a partir des tumeurs développées sur les racines se-
condaires de quelques rosacees fruiti¢res : Amandier (Prunus amygdalus); Pécher (Prunus per-
sica) et Prunier (Prunus domestica) (tableau 1).

Trente cing souches d’Agrobacterium radiobacter var. tumefaciens sont utilisées dans cet
essai. L identification des biovars et le pouvoir pathogéne se font selon les caractéres decrits
dans Benjama et Daoud (2). La souche antagoniste utilisée tout au long de cette étude est la
souche K., de Kerr (A. radiobacter var. radiobacter).
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Tableaul. Origine des souche d'Agrobacterium radiobacter var. tumefaciens testées contre

la K,
Ne°des souches Plantes hotes Biovar Lieu echantillonnage
141.5 Prunus persica 1 Azrou
141.9b2 Prunus persica 1 Azrou
121.2 Prunus persica 1 Azrou
208.4 Prunus persica 1 D.Chlihat
209.3 Prunus persica i D.Chlihat
211.6 Prunus persica 1 D.Chlihat
72.18 Prunus domestica 1 Chlihat
103.30 Prunus domestica 1 Meknes
103.36 Prunus domestica 1 Meknes
204.11 Prunus domestica 1 Azrou
121.68 Prunus amygdalus 1 Azrou
AT68 Prunus avium 1 Souche anglaise*
AT82-43 -- 1 Souche frangaise*
102.8 Prunus domestica 2 Meknes
102.9 Prunus domestica 2 Meknes
103.16 Prunus domestica 2 Meknes
103.21 Prunus domestica 2 Meknes
204.8 Prunus domestica 2 Azrou
121.1 Prunus amygdalus 2 Azrou
121.85 Prunus amygdalus 2 Azrou
121.90 Prunus amygdalus 2 Azrou
2142 Prunus amygdalus 2 Azrou
2144 Prunus amygdalus 2 Azrou
214.5 Prunus amygdalus 2 Azrou
214.16 Prunus amygdalus 2 Azrou
142.7 Prunus persica 2 Azrou
142.8 Prunus persica 2 Azrou
141.11 Prunus persica 2 Azrou
141.12 Prunus persica 2 Azrou
201.5 Prunus persica 2 Azrou
201.12 Prunus persica 2 Azrou
203.27 Prunus persica 2 Azrou
208.3 Prunus persica 2 D. Chlihat
208.7 Prunus persica 2 D. Chlihat

*Collection de I'TNRA-Angers-France
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Milieu de culture de la souche K,

Le milieu de culture utilisé pour ce test d’antagonisme est le Yeast Mannitol Agar( (YM.A.)
(10) qui permet la production et la diffusion de la bacteriocine produite par la souche K,,. II
a été préferé au milieu de stonier (12) pour la qualité visuelle de I’inhibition en boite de pétri.

Technique d’antagonisme

Une goutte (0,1 mi) de Ia suspension bactérienne de K, (108 bactéries /ml d’EDS) est déposée
au centre d’une bofte contenant le milieu YMA et laissée sécher stérilement. Les boites sont
incubées a 3 températures (20°C, 26°C et 30°C) et a 3 temps (24h, 48h et 72h). Aprés ces temps
d’incubation, la souche K, est soumise a du chloroforme pendant 30 minutes pour inhiber
son activité. La culture de la souche K, est essuyée de la surface du milieu avec un coton sté-
rile imbibé d’eau distillée stérile. Ensuite 3 ml de YMA stérile (a 8 g d’agar noble dans 1000
ml d’eau distillée stérile) contenant 1 ml de la souche pathogéne concentrée a 108 bactéries
/ml est étalée a la surface de la boite puis laissée sécher stérilement.

Les boftes sont ensyite remises en incubation & 28°C pendant 3 jours a I’issu desquels on me-
sure le dtametre d’inhibition selon 4 degrés de sensibilité.

Notation du degré de sensibilité

On mesure-le degré de sensibilité des souches correspond au diamétre d’inhibition de la
souche en question selon I’échelle ci-apres :

Les souches présentant un diameétre d’inhibition :
2 3 cm sont dites tres sensibles
2 £ 3 moyennement sensibles
1 £2 peu sensibles
0 <1 trés peu sensibles
0 non sensibles

Résultats

Facteurs influencant la sensibilité a la bacteriocine

La sensibilité des souches d’Agrobacterium tumefaciens ala K;, dépend notamment de la tem-
pérature et le temps d’incubation (tableau 2 ) et le biovar (tableau 3).
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Tableau 2. Nombre des souches d’Agrobacterium radiobacter var. tumefaciens sensibles a
la K, en fonction de la température et du temps d’incubation.

Temps d’incubation

Température d’incubation 24 heures 48 heures 72 heures
20°C 0 5 4

26°C 9 14 14

30°C 7 9 9

Tableau 3. Pourcentage de souches d’Agrobacterium radiobacter var. tumefaciens sensibles
ala K,, aprés 48 heures d’incubation.

Temps et températures d’incubation

20°C 26°C 30°C
Agrobacterium radiobacter
var. tumefaciens
Biovar 1 38,46% - 69,23% 30,76%
Biovar 2 0% 22,72% 22,72%

Influence de la température

L’examen de la figure 1 et 2 permet de constater que la température de 26°C permet 2 la plu-
part des souches de manifester leur sensibilité a la K;,. Par contre 2 20°C, cette sensibilité est
trés faible (tableau 2). Le biovar 1 est plus sensible a la K, que le biovar 2 (tableau 3).
D’autres part, il ressort de ces figures 1 et 2, qu’a 20°C, qu’il n’est pas intéressant d’incuber
la K, quelque soit la durée du temps d’incubation.

Influence du temps d'incubation de la K,

Les figures 1 et 2 montrent que le maximum de sensibilité est obtenu avec un temps d’incu-
bation de 48 heures. Ils permet la manifestation des sensibilités de la plupart des souches. Ce-
pendant, la combinaison 26°C et 48 heures est idéale pour avoir des résultats fiables.

Variation de la sensibilité des souches pathogénes a la Ky, en fonction des biovars

Les figures 1 et 2 permettent de dégager les remarques suivantes :

O Les souches du biovar 1 sont plus sensibles a la K, que celles du biovar 2, quelque soit la
température d’incubation choisie.

[ Les meilleurs résultats sont obtenus & 26°C aussi bien au sein du blovar 1 qu’au sein du
biovar 2. .

O Les souches du biovar 2 sont plus sensibles a la K, a 30°C, qu‘a 20°C. A cette tempéra-
- ture (20°C/48 h. et 72h.), seules quelques souches du biovar 1 sont sensxbles

L’ analyse de ces résultats permet de comprendre I'importance de la temperature dans laréus-
site du test de sensiblité des souches pathogénes a la K,, produite in vitro par la souche
d’Agrobacterium radiobacter var. radiobacter de Kerr (Kg,).
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Degré de sensibilité des souches pathogénes 3,

On constate dans le tableau 2 et 3 que dans les mémes conditions expérimentales, la réponse
des souches pathogénes sensibles a la K, peut varier d’une souche a I’autre.

Les souches d’Agrobacterium pathogénes testées pour leur sensibilité a 1a K, sont classées
selon leur degré de sensibilité dans le tableau 4. On constate que sur les 35 souches testées,
9 sont moyennement 2 trés sensibles a la souche antagoniste, 11 souches sont trés peu sen-
sibles a peu sensibles alors que 15 souches ne sont pas sensibles.
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Tableau 4. Degré de sensibilité des souches pathogénes d’Agrobacterium radiobacter var.

tumefaciens
Classe Souches pathogenes
Biovar | Biovar 2 Total

Tres sensible 5 1 6
Moyennement sensibles 1 2 3
Peu sensibles 3 6 9
Tres peu sensibles 2 0 2
Non sensibles 3 12 15

Discussion

Pour le test de sensibilité 2 la Ky, de 35 souches d’Agrobacterium pathogenes, 3 parametres
ont été pris en considération : le temps d’incubation, la température et le biovar. Le choix du
milieu de culture a été fait sur la base des travaux de Speirs (10).

Le nombre de souches pathogénes sensibles obtenu a 20°C est nettement inférieur a celui ob-
tenu 2 26°C ou a 30°C. Ce qui veut dire que la K, n’est pas efficace 20 °C. Le plus grand
nombre de souches sensibles a la K, est obtenu & 26°C, apres 48 heures ou 72 heures d’in-
cubation. Beaulieu et al. (1) trouvent des résultats semblables 2 27°C aprés 2 ou 3 jours d’in-
cubation de la K,,. Cette température permettrait donc une meilleure production et la diffu-
sion de 1’agrocine par la K, et donc une meilleure caractérisation du pouvoir antagoniste de
la souche Agrobacterium radiobacter var. radiobacter d’ une part et une meilleure caractéri-
sation de la sensibilité de la population d’Agrobacterium a tester.

La température d’incubation de la K, a aussi un effet sur le degré de sensibilité des souches
pathogeénes. On remarque que le degré de sensibilité d’une souche sensible a I’agrocine varie
d’une température 2 I’autre. La production de la bactriocine est meilleure & 26°C. Cette pro-
duction est faible 2 20 °C et est probablement affectée a des températures élevées comme 30°C.

Le troisi®me paramétre est le temps d’incubation de la K. Le meilleur temps d’incubation
est de 48 heures et donc il faut en tenir compte dans une lutte biologique appropriée. La plu-
part des auteurs ont obtenu les mémes résultats en incubant la souche antagoniste pendant au
moins 48H. (1, 7, 10). Il est indispensable de connaitre la sensibilité de la population indigéne
a la kg, in vitro pour pouvoir decider de son utilisation au champs. Le test in vitro n’est
qu’un outil d’information sur les boivars existant dans le sols et leur degré de sensibilté. Les
résultats sont meilleurs et le pourcentage de réponses des souches est plus élevé a 48 ou 72
heures qu’a 24 heures.

Le dernier paramétre considéré est celui du biovar. Le tableau 3 illustre bien I'influence du
biovar sur la sensibilité des souches pathogénes ala K,,. Le biovar 1 s’avere plus sensible que
le biovar 2 4 la souche antagoniste.Ces résultats sont assez proches de ceux obtenus par Speirs
(10) qui trouve 90% des souches du biovar 1 sensibles 4 I’agrocine produite par la souche an-
tagoniste in vitro. Ce test d’antagonisme a montré une grande variabilité de la sensibilité des
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souches du biovar 1. La méme constatation a été faite par Schroth et Moller (11) entre le bio-
var 1 et 2.

Conclusion

Ce travail a permis de tirer plusieurs enseignements dans |’utilisation de la K, Chaque la-
boratoire doit tenir compte de ces facteurs (température, temps d’incubation et biovar) pour
conclure sur la sensibilité de la population des Agrobacterium étudiés. La meilleure combi-
naison du test de sensibilté des souches d’Agrobacterium in vitro est 26°C/48heures pour le
biovar 1 et 2, et 30°C/48 ou 72 heures pour le biovar 2.

Le test de sensibilité a la K, de quelques souches pathogenes d’Agrobacterium du biovar 1
et du biovar 2 effectué au cours de ce travail a montré que la plupart (57%) des Agrobacte-
rium tumefaciens sont sensibles a la souche antagoniste isolée par Kerr en 1972. Ce qui laisse
penser a la possibilité de I'utilisation de la souche antagoniste K, pour la lutte biologique contre
le Crown-gall au champ. Cependant ce traitement doit tenir compte des facteurs influengant
la sensibilité des souches pathogenes a savoir, la température, le biovar et la variabilité de la
souche antagoniste une fois au champ.

D’aprés ce travail, le traitement du Crown-gall serait intéressant i réaliser 4 deux périodes cor-
respondant 2 26°C et 30°C respectivement contre le biovar 1 et 2. Donc on peut avancer que
les périodes printanicre et pré-éstivale (mars-avril) seraient les meilleurs moments pour une
lutte biologique au champ.
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