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Résumé
L' identification de I'Agrobacterium peut se faire soit par les méthodes classiques à savoir les
caractères biochimiques, sérologiques et le test du pouvoir pathogène sur plantes indicatrices.

L'utilisation de la chromatographie en phase gazeuse est une méthode récente qui date des
années 1990. Elle a été utilisée au Maroc pour la caractérisation des Agrobacterium isolés
à partir des sols, tumeurs et plantes de pépinières sans symptômes. Une collection a donc été
réqlisée en utilisant des milieux spécifiques englobant 35 souches de la collection du labo-
ratoire de phytobactériologie, T souches de référence isolées d'Allemagne, France et Grèce,
l9 souches récentes isolées de tumeurs de pommier et pêche4 et 23 souches isolées de plants
de pépinières sans symptômes à partir du pommier, pêche4 prunie4 abricotie6 amandier et
rosie4 et à partir des sols d'amandier et abricotier. Le chromatographe, acquis dans Ie cadre
de la GTZ, est programmé et étalonné pour identffier les Agrobacterium suivant des profils
étalons du biovar I, 2 et 3.

La méthode permet d'identifier 82 échantillons à lafois en une nuit. Elle a permis d'identi-

fier les Agrobacterium de collection de référence et ceux isolés à partir des plants sans symp-
tômes. C'est une technique fiable et répétitive. Cependant, elle ne permet pas de distinguer
les Agrobacterium pathogènes de ceux non pathogènes. Le passage par les inoculations de
plantes indicatrices est obligatoire.

Cette technique est très valable dans un programme d'amélioration variétale pour Ie dépis-
tage des Agrobacterium. D'autres techniques d'accompagnement tel que le dépistage par les
techniques de biologie moléculaire à savoir l'identification des pTi des Agrobacterium pour-
rait être complémentaire.

Ce travail retrace l'itinéraire technique et Ia méthodologie à suivre pour l'identification des
Agrobacterium.

Mots cfés : Agrobacterium, isolement, chromatographie, profil, acides gras, biovar
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Abstract : Detection of Rosaceae Agrobacterium by Gas
chromatography in Morocco : advantages and disadvantages
Agrobacterium may be identified using classic metltods such as biochem.ical or serological
characters, and by ltathogenic power of indicative plants.

Gas chromatography vt,cts used to characherize Agrobacterium isolatedfront soil, tumours or
tree nurseries without symptoms. Use of specific culture mediums has pennitted to realize a
collectiort covering 35 strains of bacteriology lab collection, T strains isolatedfront Ger-
man\,, France and Greece, l9 recent strains isolatedfrom apple, peach, plum., apricot, almond

and tose trees and from almond and apricot tree soils. The chromatograph acquired by GTZ,
is prog,rammed anrl calibrated to identify Agrobacterium according to stqndard prof,les of "bio-

var"  l ,2  and 3.

This technic is applied in plant breeding programme to detect the Ag,robacterium. However,

it does not distinguish pathogenic from non pathogenic Agrobacterium. Thus, inoculations of

indicative plants are necessary. Other complementary technics such as molecular biologlt may

be used.

Key words : Agrobacterium, isolation, gas chromatography, profil, biovar.
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lntroduction

L'agent pathogène du crown-gall, Agrobacteriunt tumefacier?s, est un agent habitant le sol. Il
induit des tumeurs sur les racines et collets des espèces dicotylédones. L'habileté à induire la
tumeur réside dans le large plasmide appelé Tumor-inducing (Ti) (Watson et al., 1975) à par-
tir duquel une partie est transférée au génome des cellules végétales infèctées (Chilton et a/.,
1977).

L'identif ication de I 'agent est basée surtout sur les tests biochimiques qui divisent l 'Agro-
bacterium en trois biovars : biovar 1 et 2 inféodés aux rosacées fiuitières (Krieg & Holt,
1984 ; Bien et al., l99O), et le biovar 3 inféodé exclusivement à la vigne (Loubser, 1978 ; Sûle,
1978 ; Burr & Katz, 1983). Seuls les biovars I et 2 possèdent les 2 fbrmes pathogène et non
pathogène. Le biovar 3 est peuplé exclusivement d'agents pathogènes spécifiques à la vigne.
Le test du pouvoir pathogène reste le seul recourt pour distinguer 1' Agrobacteriaz pathogène.

Les milieux sélectifs ont été aussi développés pour isoler spécifiquement chaque biovar (Bris-
bane & Kerr, 1983). I ls sont très uti les, d'autant plus qu'on a aflaire à un agent qui vit parmi
toute une flore du sol.

Au Maroc, cette maladie est très connue chez les arboriculteurs et principalement les pépi-
niéristes. L'agent a été isolé et identifié de différentes espèces fruitières (Benjama et Schlu-
ter, 1978) (Benjama, Daoud 1989). Seule la technique de contrôle visuel à I'arrachage des plants
e st actuellement de rigueur par les services de la protection des végétaux. Un travail sur la re-
cherche de sérums spécifiques de l'agent pathogène réalisé au niveau de notre laboratoire dans
faperspect ived 'unprogrammededépistagedel 'Agrobacter ium n 'apasdonnélesrésul tats
souhaités (Benjama et al., 1996).

Dans cette même perspective, la GTZ (Convention GTZ n' 84.2070.5) nous a proposé d'es-
sayer la chromatographie en phase gazeuse qui a donné d'excellents résultats sur vigne en Al-
lemagne (Bien et al., 1990 ; Jùger et al., 1989a et b). Un programme sur 2 ans a été établi et
réalisé au laboratoire à Marrakech (Benjama, 1992).
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Matériel et méthodes

Matériel végétal et sol
Des plants âgés de 2 ans sont échantillonnés des pépinières de la région de Marrakech (ta-
bleau I ) qui serviront à la détection directe d' Agrobacterium (Pommier : Malus pimula - Poi-
rier '. Pirus communis - Rosier : Rosa sp. - Amandier : Prunus amygdalus - Prunier : Prunus
domestica - Abricotier : Prunus armeniaca - Cognassier : Cydonia vulgaris ).

Tableau 1. Origine des échantillons et des espèces végétales

no échantillon zone d'échantillonnage espèce végétale

463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476

GhmaçOuahi

Ghmat-ldar

SODEA-Man

Soll - SODEA
Sol2 - Ghmat-Ouahi

Mulus pimula

Rosa sp.

Prunus armeniaca

Prunus amygdalus

Prunus persica

Cyclonia vulgaris

Malw pimula

Prunus clomestica

Prunus armeniaca

Pirus communis

Malus pimula

Prunus amygdalus

Prunus armeniaca

Prunus amygclalus

Prunus armeniaca

Matériel bactérien
Le matériel bactérien qui a servit à l'étude chromatographique est composé de souches d'Agro-
bacterium de référence rarnené d'Allemagne par Mr. Jâger (tableau 2), de la collection ma-
rocaine (tableau 3) et de nouvelles souches bactériennes isolées à partir des tumeurs de pê-
cher et d'amandier issus de plantation de Chlihat et Azrou du moyen atlas (tableau 4) et à partir
de plants sans symptômes de pépinières de la région de Marrakech (tableau 5).
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Thbleau 2. Souches de référence d'Agrobacterium (Jâger)

n" souche origine plante hôte date

BVI
BV2
BV3
A. rubi

Allemagne

Vitis vignifera

Rubus

Tableau 3. Collection marocaine d' A g robacte rium

no souche origine plante hôte date

7 2 . t 8

103.  l6

103. I  8

t03.21

103.36

121.1
t z r . r0
t21 .20

121.27

121.87

121.90

l 34. l0

135.5
136.4

1 4 1 . t
141.2

1 4 1 . 5

141.9

1 4 1 . 1 0

141.12

141.13

142.5

142.7
r93.t6

193.67

Chlihat

Ouadghiri

Meknès

Ouadghiri

Azrou

Chlihat

Prunus domestica

Prunus amygdalus

Prunus domestica

Prunus persica

3114t84
totl/85

u7t86

Inlt86

5nt87

23t6t88
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201.t2

203.27

208.3

208.41

208.42

208.43

209.3

214.2

214.4

2 t 4 . t 6

At68

At82143

Azrou

Chlihat

Azrou

Grèce

France

Prunus amygdalus

25/U89

7t3t89

7/3t89

1967

201r0t93AsrRhi 24,9-91 CNPB-Aneers

Thbleau 4. Nouvelles souches d'Agrobacterium isolées des tumeurs

no souche origine plante hôte date

226.5

22'�7.2

227.4

229.9

229.20

229.23

229.26
229.29

229.30

230.3

230.rr
230.r3
230.19

230.37

230.49

321.1

32r .3

321.5

321.6

Azrou

Chlihat

9n2t9l
101v92

22t2t92

8/4t92

25tu92

Prunus persica

Prunus amygdalus
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Tableau 5. Souches bactériennes isolées à partir de plants de pépinières

no souche ongrne plante hôte date

463.2

464.1

461.1

461.2

468

470.1

470.2

4'70.3

470.4

470.5

4'70,6

4'70.'7

410.8

4 7 3 . 1

474.1

474.2

414.3

475.1
47\ )

416.1

476.2

R l 0

N90

Ghmat-Ouahi, Man.

Ghmat-Idar, Marr.

Ghmat-Ouahi, Marr.

Ghmat-Idar, Man.

Sodea, Marr.

Ghmat-Ouahi

Ghmat-Ouahi

Malus pimula

Rosa sp.

Prunus persica

Prunus persica

Cydonict vulgaris

:,*:,^ 
domestic'

Malus pintula

:,'u:,u' 
antvgdcttus

:,'u:,ut 
armeniaca

Sol amandier

Sol abricotier

Racines abric.

9/6/92

Milieux de culture utilisés
- TSBA : milieu composé de trypsine soja et agar à raison de 30 g/litre à pH 7, utilisé comme
milièu usuel de culture bactérienne.

- Milieux spécifiques : Un milieu de base de Brisbane & Kerr (1983) additionné à ti'oid d'un
ml de sélénite de sodium (à | 7o) filtré. et d'un ml d'actidione (à2 7o) filtré, on ajoute soit
le L-arabitol Q.0a glD et le cristal violet à 0.1 Vo (2 ml) pour sélectionner les Agrobacterium
du biovar I (mil ieu violet) ; soit I 'erythritol (3.05 g/l) et le vert de malachite à0.1 7o (5ml/l)
pour sélectionner les Agrobacterium du biovar 2 (couleur verdâtre). Pour sélectionner le bio-
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var 3, on ajoute du sodium tartrate (5.75gll) et le rouge de congo à 1Vo (2.5m1/l) (couleur sau-

mon).

Méthodes de préparation des souches bactériennes pour I'extraction
des acides gras

A partir des souches bactériennes pures : Elle sont mises en culture sur TSBA pendant 72

heures à 28 "C + I 'C. On récolte 100 mg de culture bactérienne par tube stérile (très propre

ct brillant) et on démarre la préparation des acides gras. Le prélèvement de la culture bacté-

rienne doit être fait dans la partie inférieure de la culture car plus jeune et moins adhérente

au milieu.

A partir des plants : On coupe le plant à sa base ct on enlève toutes les protubérances de la

tige. Ensuite, on le divise en partie apicale, médiane et basale au niveau du greffàge. On les

épluche à l 'aide d'une meleuse électrique (fig. I ) (Jâger et aL., 1989 b), qui permet d'avoir des
tissus très flns et friables (sciures iïaîches). Ces sciures sont directement récupérées dans un
morticr f lambé préalablement à l 'alcool 95, et écrasées au pilon. On prélève 0.2 ml du jus

qu'on étale sur les milieux violet (du biovar I ) et verdâtre (du biovar 2) pour les rosacées fiui-
t ières et saumon (du biovar 3) pour ia vigne. Les boîtes sont incubées 72 heures à 28'C + 1'C.
Lcs bactéries typiques d'Ag,robacteriurn sont prélevées, purifiées et cultivées sur milieu TSBA

ocndant 72 heures à 2l 'C. ensuite on démarre la méthode d'extraction.

Figure l. Epluchage de l 'écorce du plant avec la meleuse électrique + mor-
tiers et pik-rns flambés a I 'alcool

Méthode d'extraction des acides gras

a) réactifs à préparer :

û Réactif I de saponification (45 g NaOH+ 150 ml methyl alcool)

D Réactif 2 de méthylation (325 ml Hcl 6N+275 methyl alcool)

O Réactif 3 de solvant (200 ml Hexane+200 ml Ether)
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û Réactif 4 de lavage (10.8 g NaOH+900 ml eau distillée)

b) étapes d'extraction : les étapes de I'extraction des acides gras sont décrites sur le schéma
de Miller & Berger (1985) (fig.2).
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Description de I'appareil de chromatographie utilisé
L'appareil est formé d'une pompe à air (2.1 bars, 30 psi), d'une boureille à H2 qualité supé-
rieure (30 psi), de trois filtres (un à air et deux à gaz), d'un autosystem et auto-sampleç d'un
intégrateur (computer) et d'une imprimante (fig.3). Une fois les échantiltons à analyser sont
prêts en flacons scellés, on les dispose sur la rampe ronde du chromatographe (fig.4). on re-
porte les données sur intégrateur et on met en marche I'auto-system, pendant la nuit. Ce chro-
matographe peut traiter 68 échantillons en une seule analyse en 24 heures.
Après, on analyse les profils d'acides gras sortis sur imprimante et on les compare avec des
profils étalons (souches de référence du tableau 2) de biovars bactériens.
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Figure 3. Description ric I 'appreil de chromatographie

Figure 4 : Râmpe avec les 68 ampoules scellées Conlenant
Ies extraits d'acides gras à analyser

Paramètre de mise en marche de l'appareil

Il est évident que la mise en marche de la technique suit une procédure scrupuleusement pré-

parée à I 'avance telle que le nettoyage de la colonne au méthanol, la vérif ication des circuits

de gaz et filtres, la vérification et la flxation des paramètres du système (Benjama, 1992):

t Canier gas : H2 ultrapure

3 Pression de la colonne : 15 psi

C Split ratto : I/25

3 Split vent'. 42-4'7 ml/sec.

3 FID Hydrogen : 40-45 ml/min

fl FID Air : 420-410 ml/sec.

ûTempéra tu re  1 :170 "C

I s o t i m e l : 0 m i n

Rate I : 5'C/Sec.

DTempérature2:230'C

; ' l . c l t u i  t . s  c . r ù )  ]

l

l
aeEclo'co'er 

I

l
ailott swtch 

]
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I so t ime2 :0m in

Rate 2 : 30"C/Sec.

O Température3 :270oC

Iso t ime33 :2m in

Rate 3 : 0oC/Sec

fl Injecteur à 250"C

D Détecteur à 300'C

Résultats et discussion

Analyse des chromatogrammes des souches d'Agrobacterium de
référence

les profils standards d'acides gras des souches de référence (biovar 1,2 et3) du tableau 2 sont
reportés sur les figures 5, 6 et 7. Les trois biovars possèdent des pics Pl,P2 et P4 caractéris-
tique du genre Agrobacteium. On peut différencier le biovar2 par la présence de plusieurs
pics (quatre à cinq) qui apparaissent pendant les 2 à 3 premières minutes du temps de réten-
tion entre les deux pics Pl et P2 qui apparaissent aux temps de rétention respectifs de 1.8 et
2.9 etla présence d'un pic P3, alors qu'ils sont absents pour le biovar I et 3.

Entre le biovar I et 3, la différenciation peut être faite d'abord par le pic 6 qui est plus représenté
chezle biovarl et le pic 5 qui est présent chezle biovar3 et absent chez le biovar l�

Selon ces profils et par superposition avec les mêmes valeurs, on vérifie I'identité des souches
pures de la collection du laboratoire du tableau 3, des souches isolées par les procédés usuels
à partir des tumeurs du tableau 4 et les souches isolees directement des plants de pépinières
sans symptômes sur milieux spécifiques du tableau 5.
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Analyse des souches pures d'Agrobacterium

L'analyse de la collection des souches pures d'Agrobacterium du tableau 3, identifiées par

les tests physiologiques usuels et du pouvoir pathogène (Benjama, Daoud 1989), sont soumises
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test chromatographique. Cette technique a confirmé I'identité des Agrobacterium et leurs
biovars (tableau 6)( fig.8 et fig.9). Cependant, elle n'a pu identifier d'autres souches (42 Vo)
même si celles-ci sont considérées comme pathogènes vu les tumeurs qu'elles produisent

sur plantes indicatrices (tomate, datura et kalanchoë).

La fiabilité de la technique est donc mise en cause et peut être imputée à la qualité de I'ex-
traction des acides gras. Une répétition de cette extraction s'impose au moins trois fois.

8 1

figurcii:Sr Exemple',.de'soùffibl,4,l,l ayant lê:prcfit
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Tâbleau 6. Caractérisations de la collection d'Agrobacterium par chromatographie en phase
gazeuse

no de souche nombre biovar Vo

83

72.18 * - 103.36* - l2l. l0 - 121.20 - 136.4 - 141.1*
141.5* - 141.9* - l4l. l0- 208.42-208.43 - A168* -

At82143*.

36t 3

l4 l .13 *  -  103.16* -121.1* - t21.2 ' t  -121.87 -142.7* -

193.16* - 203.27*
22

103.18 *-  t03.21* -  121.90* -  135.5* -  134.10 -

141 .2 - t4t.t2* - 193.67* - 201 .12* - 208.3* -208.41

209.3* - 214.2 * - 2t4.4 * - 214.16

ni** 42

* souches produisant des tumeurs sur plantes indicatrices.
** non identifiées par chromatographie malgré leur pathogénicité.

Analyse des souches isolées à partir des tumeurs.

Les souches isolées à partir des tumeurs de racines de pêcher (échantillons 226,227,229,230)
et d'amandier (échantillon 321) (tableau 4) et identihées par les critères molphologiques à sa-
voir des colonies blanches, bombées, lisses et brillantes à contour régulier et de I à 2mm de
diamètre; et les tests préliminaires à savoir le Gram négatif, le King b (1954) négatif et le mé-
tabolisme oxydatif ou inerte sur milieu Hugh et Leifson (1953) sont identifiées directement
par chromatographie.

Il ressort du tableau 7 que le biovar 2 est plus important que le biovar 1 d'une part, et d'autre
part, on trouve les deux biovars au niveau de la même tumeur chezle pêcher alors qu'on n'a
trouvé que le biovar 2 chez I'amandier (fig.10). Cependant, on ne peut pas situer la (ou les)
souche (s) pathogène (s). L inoculation des plantes indicatrices s'impose. Le chromatographe
n'a pu identifier 3 souches qui sont considérées comme Agrobacteriunr vu les tests physio-
logiques conformes. On peut imputer encore une fois cette défaillance à I'extraction des
acides gras. Cependant le pourcentage des indéterminées (16 7o) est inférieure au précédant
concernant les souches pures (tableau 6) car elles sont fraîchement isolées.

Thbleau 7. Souches d'Agrobacteriumpar biovar

no de souche

1 5

nombre biovar Vo

226.5 -227.2-229.23 - 230.n -230.t3 - 26
227.4-229.2-229.20
229.26-229.29-230.t9
230.37 -230.49 -321.1

321.3 - 321.5 -

l t 58

*: indéterminé

id* l 6229.30-230.3-321.6
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Analyse des souches isolées de plants de pépinières

Les souches isolées sur milieu sélectif du biovar 1 et du biovar 2 selon Brisbane and Kerr
(1983) ; suivanr le caractère morphologique des colonies décrit dans le paragraphe précédent
(3.3) ; à partir de plants sans symptômes issus des pépinières privées (Ouahi et ldar) et pu-

bliques (SODEA) de Manakech ont montré la présence d'Agrobacterium (tableau 8). Cependant
le biovar 1 est plus représenté dans la popul ation d' Agrobacteiunt. Il faut remarquer que cette
population n'a pas subi les tests physiologiques mais clonée directement à partir des milieux
spécifiques car c'est le but de la technique selon les auteurs (Bien et al., l99O ; Jâger et al',
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| 989 a et b). Les chromatogrammes conformes à ceux du biovar I et 2 sont considérés comme
Agrobacteriuræ biovar I (tig. I l) et biovar 2 (fJiig. 12). Les colonies ayant l'aspect morpho-
logique d'Agrobacterium et dont les profils d'acides gras sont non confbrmes à ces deux chro-
matogrammes sont considérées comme négatif's et donc éliminées. Cependant, on ne peut pas
parler d'agents pathogènes.

D'autre paft, on constate quel'Agrobacteriunt est isolé aussi bien de la partie aérienne du plant
(apicale, intermédiaire et basale), et au niveau du sol de la rhizosphère (cas de sol d'abrico-
tier de Ouahi).

Tableau 8. Souches d'Agrobacterium identifiées par biovar

85

souches nombre
467 .l i - 470.2 a - 470.3 i- 470.4 b 9
470.5 | - 474.3 i - 475.1 i - 475.2b
476.2 s

biovar Vo

1 4 7

464 .1b -475 .3b -476 .2s t 6
N 9 0 - R l O -  4 7 0 . 6 b - 4 ' 7 0 . 7  e - 4 7 0 . 8 b  7
4 7 3 . 1 b - 4 7 6 . 1 s -
- : isolement négatif (pas Agrobacterium)
i : isolement à partir de la zone intermédiaire du plant

a:  "  apicale
b:  "  basale
g: " degreftàg
s : " sol de la rhizosphère

Une synthèse des pépinières montre que toutes les pépinières hébergent l'Agrobacteriunt
d'une manière très aléatoire (tableau 9). Si I'abricotier par exemple est épargné chez Ouahi
et Idar, il ne I'est pas à la SODEA. Par contre, le sol planté par I'abricotier est contaminé chez
Ouahi. Donc i l n'y a pas de règle absolue, néanmoins, les rosacées à pépins (pommier et poi-
rier) sont indemnes.

Tableau 9. Synthèse des espèces par pépinières hébergeant l'Agrobacteriunt

pépinière plante hôte présence A g ro bact e r i unt

3 t

Ouahi pommier (463) non
abricotier (465) non
racines abricotier (R l0) non
amandier (466) non
rosier (464) oui (82)
prunier (470) oui (Bl)
sol abricotier (4'14.2) oui (Bl)
pêcher (467)
cognassier (468)
poirier (472)
abricotier (47 I )

o u i  ( B l )
non
non
non

Sodea

sol amandier 476.l l  non

pommier (473)
amandier (474)
abricotier (475)

non
o u i  ( B l )
ou i  (B l  e t  82)



86 Al Awarnia l0l - Juin 2000

t ? - t

L ? . C

t 6 . 5

ôl
u' È



Al Awamia 101- Juin 2000 87

\o

À
c

t

o

f?
t)
È
o
I

O r
. i '

o o
j . ;



88 Al Awamia 101 - Juin 2000

Conclusion

Vu les résultats de ce travail, on peut conclure que la chromatographie en phase gazeuse est
un instrument très uti le dans I ' identif ication des souches bactériennes pour plusieurs
raisons :

- Elle permet f identification de 82 souches en même temps et en une seule nuit. Ce qui per-
met de gagner beaucoup de temps par rapport aux méthodes usuelles utilisées (Caractérisa-
tion morphologique et biologique). Cependant, les critères fixés par la méthode doivent être
définis et étalonnées avec précision.

- C'est une méthode précise. Elle permet en plus le stockage des données sur disque dur ou
sur disquette et leur utilisation à tout moment.

- La méthode d'extraction des acides gras demande un matériel et des produits chimiques ap
propriés et surtout des conditions de travail (température et bouteille d'H2 et d'hexane) ap-
propriés. L'extraction une fois faite, I'extrait est scellé en ampoules et peut être traité à tout
moment.

Cependant, les inconvénients de cette technique dans I'identification des Agrobacterium res-
tent majeurs :

- La technique ne distingue pas entre l'agent Agrobacterium pathogène et non pathogène car
la population d'Agrobacterium des rosacées fruitières possède cette situation pour les deux
biovars I et 2, alors que le biovar 3 de la vigne est à100 7o pathogène.

- Cette technique sera plus utile dans un schéma de sélection variétale car l'échantillonnage
se fera par fignée, et analysé. Si l'échantillon héberge l'Agrobacterium, on peut considérer que

la lignée est atteinte. Cependant, on ne peut pas parler d'agent pathogène sauf si, on inocule
des plantes indicatrices.

La méthode de dépistage des plants de pépinières au niveau national est très difficile à réali-

ser sinon impossible car il faut analyser systématiquement chaque plant qui sera détruit suite

à sa manipulation. En plus l'épidémiologie est diffîcile à étudier car on ne connaît pas I'ori-
gine des boutures et des portes greffes tout venant saufchez les entreprises plus structurées

telle que la SODEA.

- Le dépistage del'Agrobacterium dans le sol est aussi difficile car la distribution de I'agent

bactérien est aléatoire.
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