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RESUME

Dix huit souches de Pseudomonas savastanoi pv savastanoi ont &té
comparées pour leur production d'Acide Indole Acétique (AIA) sur trois milieux
liquides incubés & 26°C. Les quantités d'AIA produites ont été mesurées au
spectrophotometre a 530 nm, aprés traitement du surnageant au réactif de
Salkowski. Ces mesures, relevés a 24, 48, 72 et 96 h, ont montré que la
production maximale d'AIA se situe 3 72 h. Les quantités d'AIA produites
régressent & 96 h. Les souches de Pseudomonas savastanoi trés agressives sur
olivier produisent peu d'AlA et vice-versa.

MOTS CLES : Pseudomonas savastanoi, Acide Indole Acétique durée,
d'incubation, olivier, température.

SUMMARY

Eighteen strains of Pseudomonas savastanoi pv savastanoi, which were
grown on tree liquid medium at 26°C, have been compared for their AIA
production.

The produced quantities of AIA have been measured by spectrophotometer
530 nm after 24, 48, 72 and 96 hours of inocubation. The higher production of
AIA were occured at 72 hours for the majority of strains. This quantities decrease
at 96 hours.

This study showed that the most aggressive strains of bacteria on olive trees
produced lower quantitites of AIA and vice-versa.
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INTRODUCTION

La tuberculose est la maladie bactérienne de l'olivier qui est tres fréquente
dans le bassin méditerranéen et en Californie aux Etats Unis. Les excroissances
sur olivier sont connues depuis le temps du philosophe grec Theophratus (300
ans A.J.) (SURICO, 1988). La bactérie a été isolée pour la premiére fois en Italie
par SAVASTANO (1908), décrite par SMITH (1911) et incluse plus tard dans
le genre Pseudomonas (STEVENS, 1913). Elle a €t incluse dans la
nomenclature de YOUNG et al.. (1978) et a été redenommé récemment par
GARDAN et al., (1992) comme Pseudomonas savastasnoi pv. savastanoi.

Au Maroc, cette bactérie a été isolée et identifiée (BENJAMA, 1989). La
maladie est répandue dans toutes les oliveraies du pays et la vari€té la plus
atteinte est la Meslala (BENJAMA, 1988 ; BENJAMA et al., 1992 ; BENJAMA
et al., 1993).

La bactérie induit des tumeurs sur l'olivier (QOlea europea L.) et le Laurier
rose (Nerium oleander L.). Elle est aussi pathogéne sur Fréne (Fraxinus
excelsior L.), Troene (Ligustrum japonicum Thunbi), Jasmin (Jasminus spp.),
Forsythia (Forsythia intermedia Zab). et Phillyrea sp. (BRADBURY, 1986).

Peu de publications relatent le mécanisme par lequel la bactérie induit la
maladie. Durant ces vingt dernieres années, l'accent a €t€ mis sur les genes
impliqués dans la production des dérivés indoliques par Ps. syr. pv. savasianoi
en liaison avec les facteurs intervenant dans 1'expression des symptomes.

Les échanges de métabolites entre I'hdte et le pathogéne jouent un grand rOle
dans les interactions hote-parasitt (MARLOW & KOSUGE, 1972). Comme le
pathogene envahit les tissus de I'hote, il prend les constituants de I'hdte et les
utilise comme éléments nutritifs et produit de 1'Acide Indole Acétique (MAGIE,
1963 ; WILSON, 1985).

BELTRA (1961) rapporte déja que les tumeurs contiennent des
concentrations élevées d'une substance de croissance et montre que la bactérie
l'accumule- aussi en milieu de culture contenant le tryptophane. Cette substance
est identifiée comme étant I'Acide Indole 3 Acétique (AIA) par MAGIE &
WILSON (1962) qui affirment son implication dans le processus de formation
de la tumeur. Le L-tryptophane est converti en indol acétamide par
tryptophane-2-monooxygénase puis en AIA par une indole acétamide hydrolase
(WILSON & MAGIE, 1963 ; KOSUG™S e al., 1966). La syntheése de FAIA est
régulée particllement par le "Feed back inhibition” (MOYED, 1960 ;
SOMERVILLE & YANOFSKY, 1965).

En milieu de culture, 'accumulation de I'AIA produit par les souches de Ps.
savast. pv. savastanoi (SMIDT & KOSUGE, 1978 ; SURICO et al., 1984) et de
cytokinines (SURICO et al., 1975 ; SURICO er al., 1984) sont impliqués dans la
formation des tumeurs de la tuberculose : I'AIA est responsable de la vitesse de
multiplicatin des bactéries et les cytokinines de 12 croissance en volume des
tumeurs.
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Ce travail a pour but d'étudier l'influence du milieu de culture et du temps
d'incubation sur la production d'AIA par les souches de Pseudomonas savastanoi
isolées au Maroc comparées avec des souches étrangeres.

MATERIEL ET METHODES

Souches utilisées

Tableau I : origine des souches de Ps. savastanoi,

plante hote pays numéro de souches
Olivier Maroc 66-7, 67-217, 66-57, 27-49, 67-74,
73-29, 87-30, 87-6, 67-68.
Olivier Tunisie 71
Laurier rose Algérie 2088 *
Laurier rose France 2084 *,2092 *
Laurier rose Grece T12.5* —
Phyllerea Algérie T51.1*
Myrtus Syrie U58.1*
Fréne Pays bas 2174 *
Jasmin Grece 1751 *
Autres 2746 *
(Agrofacterium).
(Ps. syringae type)

* CFBP : Collection Frangaise des Bactéries Phytopathog&nes
Méthodes utilisées

milieux utilisés : On cultive les souches bactériennes dans trois milieux
liquides différents :

* King B (KB) : Proteose peptone 20g, glycérol 10g, K2HPo4 1,5g, MgSo4
1,5g par litre eau distillée stérile (KING et al., 1954).

* Levure Peptone Glucose (LPG) : Levure 0,3%, Peptone 0,5% et glucose
0,5%

* Eau Peptonée Nitratée (EPN) : Eau Peptonée Nitratée 0,1%

Dosage de L'AIA : La concentration bactérienne de départ est d'environ 10
ufc (unité formant colonie)/mL.
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Les milieux sont mis en agitation continue 2 26°C pendant 24, 48, 72 et 96
heures a lobscurité totale. Trois répétitions sont effectuées pour chaque
traitement. Apres centrifugation (5000 g pendant 10 mn), on mélange 1,5 mL du
surnageant avec 3 mL du réactif de SALKOWSKI (60 mL de H2SO4 pur, 100m]
d'eau distillée et de 3 ml de FeC13 1,5 M) et on laisse incuber pendant 30 mn.

Ensuite on observe les résultats au spectrophotométre a 530 mn. La quantité
d'AlA en pg/mL a été mesurée par rapport a une gamme étalon établie avec de
FAIA pur. La méthode statistique utilisée est celle de DUNCAN pour la
comparaison des moyennes.

Inoculation de jeunes oliviers : des suspensions bactériennes de 5.103, 5.105,
5.102 et 5.109 b/mL sont inoculées sur six variétés d'olivier agées de 2 ans avec
3 répétitions par plant. Des blessures des entre-nocuds du rameau sont
effectuées au scalpel et un coton imbibé avec la suspension bactérienne est
dépos¢ sur la blessure. Le tout est recouvert avec un papier parafilm pendant 3
Jours. Les blessures sont espacées de 10 cm. Le systéme de notation est basé sur
la durée d'apparition des symptdmes (pendant 3 mois) et sur l'intensité de la
maladie établie selon I'échelle suivante :

0 = pas de symptdme ; 1 = points tumorigénes sur la blessure ; 2 = anneau de
tumeur autour de la blessure ; 3 = formation de tumeur sur toute la blessure).

RESULTATS

Influence du milieu de culture dans la production de I'AIA

Un échantillon de souches a été expérimenté sur les 3 milieux liquides et il
s'est avéré que seul le milieu de culture a base de King B permet la plus grande
production de I'AIA par les souches de Ps. savastanoi (tableau II). Le milieu de
KB a été donc choist pour le reste de I'étude.

Tableau II : Production de L'AIA (en pug/mL) suivant le milieu de culture
pour quelques souches de Ps. savst. pv. savastanoi’ aprés 24
heures d'incubation.

souches KB LPG EPN
(R) (r) ()
66.7 0,522 0,383 0,218
73.29 0,639 0414 0,170
U58.1 0,942 0,757 0,205
2088 0,125r 0,195] 0,102
71 0,074 j 0,057 0,030

R : réaction Rouge
J :réaction jaune
r :réaction rosatre
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Le tableau III résume les moyennes de trois répétitions des doses d'AlA en
pg/mL produites par les différentes souches bactériennes.

Tableau HI : Quantité d'AIA (ug/mL) produites par les différentes
souches de Pseudomonas aprés 24 a 96 heures d'incubation.

temps 24h 48 h 72h 96 h
souches

Classe I Us8.1 1.47 79 11.45 7.03
2084 2.82 6.7 10.45 8.2

66.7 0.76 5.7 10.13 7.89

87.6 1.15 4.1 6.95 9.1

1751 1.16 3.96 6.76 3.48

67.77 0.88 3.86 5.75 6.83

1392 1.57 391 5.73 49

87.30 0.99 3.99 5.73 8.14

73.29 1 5.3 5.6 10.2

66.57 1.35 4.49 5.54 7.17
67.74 1 3.17 5.37 6.6

67.68 1 3.1 5.34 42

Classe 11 2092 2 3.5 4.56 6.75
T51.2 0.46 2.5 3.87 3.39

67.27 0.84 1.64 2.72 35

Classe III 2088 1.8 3.96 1.71 4.82
T12.5 248 1.72 1.16 0.79

Temoin 2746 0.075 0.09 0.95 1.2
71 0.11 0.77 0.54 0.73

2174 0.08 0 04 0.12

Aprés 24 heures d'incubation, la concentration de produits indoliques se situe
entre 0,5 pg/mL et 3 pg/mL selon les souches (Fig. 1a). La souche type de Ps.
syringae CFBP 1392 produit des quantités impotantes (1,57 pg/mL) par rapport
aux souches de Ps. savastanoi.

Apres 48 heures d'incubation, la synthese de produits indoliques devient de
plus en plus variable entre les souches et a sensiblement augmenté par rapport
aux concentrations obtenues a 24 h. La souche type de Ps. syringae a produit une
concentration de 3,91 ug/mL. La plus haute concentration en AIA se situe a 7.9
pg/mL pour la souche U58.1 (fig. 1b), isolée de Myrius sp.
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Fig. 1a : Doses d'AIA de Ps. savastanoi a 24 heures2088
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Doses d'AIA de Ps. savastanoi A 72 heures 2088

Fig. 1c
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Fig. 2 a : Analyse statistique a 24 heures par le test de Duncan des doses
d'AIA produites par les souches de Ps. savastanoi

DOSAOA 24 H
02 s s 8 S§ S 8 S5 S S 8 S 8 S S £ S NS NS NS NS 276
M & § & 8 8 85 S5 § § 5 5 85 § S & 5 NS NS Ne 217
0 s $ $ 8§ & $ S§ S 5 5 S § $ S S 8§ N N 71
o4 8 8 8 S 8 8 S S € 8 % % 3 S S § NS T
4 € 8§ S & € 8§ S S 8§ § S S $ S $ N5 esy
4 § 8 $ S 8 S NS NS NS NS NS NS NS NS NS gr27
92 6§ $ § § 5§ S NS NS NS NS NS NS NS NS 6777
42 § $.5 S S§ S NS NS NS NS NS NS NS 87.30
A3 S $ 8 8 S NS NS. NS NS NS NS NS 6774
3§ § S S S NS NS NS NS HS MS T3
M4 § S § S NS NS NS NS NS NS 668
M 8§ § § 5 NS NS NS N5 NS 2088
44§ § S S NS NS NS NS €768
A5 8 8 $§ S NS NS NS 86
A5 S § $ 8 NS NS S
8 S 3 S NS NS oaS7
8 5 8§ NS 4san
2 s s 8 w2
2 s 8
33 N ms%
38 204

(S : signicative. NS : non signicative).

Fig. 2 b : Analyse statistique a 72 heures par le test de Duncan des doses
d'AIA produites par les souches de Ps. savastanoi
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Fig. 2 ¢ : Analyse statistique a 45 heures par le test de Duncan des doses
d'AIA produites par les souches de Ps. savastanoi
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Fig. 2 d: Analyse statistique a 96 heures par le test de Duncan des doses
d'AIA produites par les souches de Ps. savastanoi
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Apres 72 heures d'incubation, on remarque une stabilisation de la synthese de
produits indoliques. La plus haute concentration se situe a 11,45 pg/mL pour la
souche U58.1, suivie de 10,45 pg/mL avec la souche 2084 et de 10,18 pug/mL
avec la souche 66.7. Pour les autres souches il y a une stabilisation entre les
valeurs de 4 pug/mL et 7 pg/mL.

La souche type de Ps. syringae induit la synthése d'AIA a une concentration
de 5,73 ug/mL, et donc se situe aussi dans la fourchette des doses de la plupart
des souches de Ps. savastanoi (fig. 1c).

Apres 96 heures d'incubation, on constate une régression de la synthese de
ces produits indoliques pour la plupart des souches de Ps. savastanoi y compris
la souche type de Ps. syringae alors qu'il y a toujours synthése des indoles par
les souches isolées au Maroc (fig. 1d).

La souche d’Agrobacterium (2746) testée 2 titre comparatif a une production
négligeable et est considérée comme témoin négatif.

Il faut noter que la souche tunisienne (71) de Ps. savastanoi d'olivier, et celle
hollandaise de fréne (2174) n'ont pas produit d'indoles quelques soit le temps
d'incubation.

L'analyse statistique des données a montré qua 24h., il y a une différence
hautement significative (3 1%) entre les souches (fig. 2a) qui diminue
sensiblement 4 48h. (fig. 2b). A 72 h., cette différence n'est plus significative
(fig. 2¢), ce qui démontre qu'il n'y a pas de différence entre les concentrations.
Autrement dit, l'optimum de synthése de 'AIA pour la plupart des souches se
situent plutdt a 72 h. d'incubation qu'a 48 h.

On peut donc considérer 3 classes de souches : la classe I avec une forte
production d'AIA, la classe II avec une production moyenne et la classe I avec
une faible production (tableau III). Le seuil a partir duquel les souches
commencent a produire de I'AIA est de 3 pg/mL. Les souches 71, 2174 et 2746

sont considérées comme témoins négatifs (couleur jaune).
DISCUSSIONS

La synthese de 'AIA est déja mesurable aprés 24 heures d'incubation mais
d'une maniére trés variable entre les différentes souches de Pseudomonas
savastanoi. La concentration des produits indoliques angmente 3 48 h. pour se
stabiliser a 72 h. et diminuer 4 96 h. Cette quantité de produits synthétisés varie
d'une souche a l'autre.

Un autre fait marquant, c'est que la souche type de Ps. syringae produit aussi
de I'AIA en quantité suffisamment comparable a celle de Ps. savastanoi, cect a
été confirmé par Fett et al. (1987) pour d'autres souches de Ps. syr. pv syringae.

Le test du pouvoir pathogéne des souches marocaines a montré que la 87.6,
67.77 et 66.57 sont plus agressives sur 6 variétés (Frantoio, Ascolana dura,
Manzanille, Dahbia et gordale) que la 67.27, 67.74 et 74.29 (BENJAMA, sous
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presse). Ces souches produisent des produits indoliques d'une fagon variable. La
souche 66.7 a une agressivité plus faible quelque soit la variété. Elle est peu
pathogene et possede une synthese d'AIA élevée par rapport aux autres souches
isolées au Maroc et reputées trés pathogenes. Par contre la souche 71 non
pathogene induit une synthese nulle. Ceci laisse supposer que la pathogenicité
des souches de Ps. savastonoi n'est pas liée 2 la quantité d'ATA synthétisée mais
plutbt & des facteurs génétiques inhérants A la souche bactérienne. MILLER
(1961), THIMANN (1963) et TORREY (1950) supposent que des cytokinines
sont impliquées en méme temps que I'AIA dans la prolifération des tumeurs.

La synthese d'AIA n'est qu'un processus du métabolisme du tryptophane
permettant la mise en place d'une niche écologique favorable 2 la muitiplication
des bactéries et leur prolifération et a la désorganisation du métabolisme
biochimique des cellules végétales.

Le volume d'une tumeur n'est pas forcemment li€ A la quantité d'AIA
produite par la souche pathogene en question.
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