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Résumé &mdash; Une comparaison entre plants sains et plants spontanément atteints de crown gall a été effectuée dans
un dispositif expérimental de comparaison de clones de peupliers grisards (obtenus par croisements contrôlés entre
Populus tremula et P alba). Les arbres présentant des tumeurs au collet sont plus petits que les arbres sains (- 18%)
alors que la présence de tumeurs limitées aux racines n’a pas d’effet significatif. La fréquence des plants atteints de
crown gall a été notée chez 31 clones de grisards lors de plusieurs campagnes de production dans la même pépi-
nière. En dépit d’importantes variations annuelles et clonales, certaines familles d’hybrides sont toujours moins at-
teintes que d’autres, suggérant l’existence d’une base génétique de résistance au crown gall exploitable en sélection.
En outre, une étude épidémiologique a montré la présence de la même population caractéristique d’Agrobacterium tu-
mefaciens pathogène dans plusieurs pépinières de grisards. Ceci indique que les agrobactéries à l’origine de la
contagion du crown gall chez les peupliers Leuce sont probablement transportées de pépinière en pépinière par les
plantes elles-mêmes. La diffusion de grisards porteurs de bactéries pathogènes latentes fait courir un grave risque
épidémiologique aux pépinières forestières car les plasmides Ti en cause peuvent potentiellement infecter de nom-
breuses essences forestières. La sélection de clones résistant au crown gall doit, de ce fait, être accompagnée de
mesures prophylactiques sévères visant à limiter la diffusion des plants porteurs sains.

crown gall / Agrobacterium tumefaciens / Populus tremula x Populus alba / test variétal / bouturage de ra-
cines / sensibilité au champ

Summary &mdash; Importance of crown gall in hybrids of Populus tremula x P alba in forest tree nursery. Crown-
galled and crown-gall free plants of Leuce poplar (Populus tremula x P alba) were observed to be spontaneously con-
taminated by Agrobacterium tumefaciens in experimental plots primarly designed to compare agronomic properties of
poplar clones. This offered a rare possibility for the survey of clonal responses to spontaneous attacks of crown gall in
the field, with the aim of serving as basic reference for breeding purposes. This study took into account the vigour and
aspect of the plant, the crown gall frequency of the clone and an estimation of the epidemiological risks in nurseries.
Regarding the effect of crown gall on shoot size, 2-yr-old poplars harbouring crown galls were statistically shorter than
apparently healthy plants growing in the same plot (table I). Regarding the effect of size and location of galls on shoot
growth inhibition, even small galls (< 2 cm in diameter) reduced relative shoot lengths (- 8%), but the biggest growth
inhibitions were recorded with the largest galls (- 19% with galls > 5 cm). The location of the galls at the crown in-
stead of on the roots had a significant effect : trees with crown-located galls were 18% shorter than healthy trees,
while root-located galls had no significant effect (table II). Regarding clonal and family effect of spontaneous crown
gall frequencies, the frequencies of crown-galled plants of 31 clones belonging to 7 breeding families were recorded
over a period of several years in a single nursery (table III). In spite of significant annual and clonal variations, some
hybrid families were constantly less crown-galled than others, indicating a possible genetic basis for selection of re-
sistant poplars. Regarding the epidemiological survey, the pathogenic population of A tumefaciens, already described
in a single poplar tree nursery (Nesme et al, 1987) was looked for in galls originating from several other nurseries.
This showed the constant occurrence of the same pathogenic population of agrobacteria in every Leuce poplar nur-
sery. This indicates that agrobacteria, which mediates crown-gall contagion in Leuce poplars were mainly carried from
nursery to nursery by poplar plants themselves. Therefore, selection of crown gall-resistant poplar clones must be
combined with severe prophylactic measures to limit the diffusion of contaminated plants carrying latent pathogenic
agrobacteria.

crown gall / Agrobacterium tumefaciens / Populus tremula x Populus alba / varietal tests / root cuttings / field
susceptibility



INTRODUCTION

Le crown gall est une bactériose majeure cau-
sée par Agrobacterium radiobacter pathovar tu-
mefaciens (Smith & Townsend) Conn, bactérie
qui peut potentiellement infecter la plupart des
espèces forestières feuillues ou conifères (De
Cleene et De Ley, 1976). La maladie se traduit
par la présence de tumeurs globuleuses au col-
let ou sur les racines. Plus rarement, on peut
observer également des tumeurs sur les parties
aériennes de peupliers de la section Leuce (Do-
chinger, 1969). Le pouvoir pathogène d’Agrobac-
terium est presque entièrement porté par un

plasmide d’environ 210 kb appelé plasmide-Ti,
ou pTi, dont la présence détermine la forme pa-
thogène d’Agrobacterium radiobacter (Van Lare-
becke et al, 1974). Agrobacterium radiobacter
est, au demeurant, une bactérie sacrophyte du
sol (Moore et Cooksey, 1981; Kersters et De

Ley, 1984). Une littérature abondante et précise
(synthèse par Ream, 1989) décrit la cascade
des interactions entre la bactérie et la plante qui
conduit au phénotype tumoral.

Le programme d’amélioration des peupliers de
la section Leuce, développé par l’Institut national
de la recherche agronomique, a pour but d’obte-
nir un matériel potentiellement adapté à la refo-
restation des sols hydromorphes (Lemoine,
1973). De nombreux clones ont ainsi été sélec-
tionnés, issus de croisements entre P tremula, P
alba, P tremuloides et P grandidentata. Les hy-
brides obtenus sont appelés «grisards», par ana-
logie avec les hybrides spontanés P x canes-
cens Sm. Le crown gall, qui est une maladie
majeure des pépinières fruitières et ornemen-
tales et de la vigne (Moore et Cooksey, 1981), a
récemment pris une extension considérable
chez les peupliers appartenant à la section
Leuce (Nesme et al, 1987). Les premières atta-
ques de crown gall chez les grisards, en France,
ont été observées dans la pépinière de l’INRA
d’Orléans où sont effectuées les premières multi-
plications, puis, au fur et à mesure de la propa-
gation des clones, dans les pépinières de l’INRA,
du CEMAGREF et de l’État, où sont installés des
dispositifs expérimentaux. Le problème est relati-
vement nouveau dans les pépinières forestières.
Il est probablement lié à la tendance actuelle à
privilégier des stratégies d’amélioration fondées
sur la sélection clonale pour certaines espèces
comme les peupliers et les merisiers. La prise en
compte de la sensibilité au crown gall des es-
sences forestières en cours d’amélioration est
une nécessité, particulièrement si leur multiplica-

tion se fait par voie végétative en pépinière. En
effet, l’importance des problèmes causés par le
crown gall dans les programmes californiens
d’amélioration a pu conduire, par exemple, à
l’abandon de Juglans regia, jugé trop sensible,
au profit de J californica ou J hindsii (Wilson et
Ogawa, 1979).

La littérature donne peu de renseignements
exploitables sur l’importance des effets néfastes
causés par le crown gall (baisse de vigueur, fré-
quence de la maladie, importance de la conta-
gion) ni sur les différences variétables de sensi-
bilité consécutives à des contaminations

spontanées. Ce dernier point est cependant capi-
tal pour évaluer la qualité des tests de sensibilité
par infection artificielle qui devront être ultérieu-
rement proposés pour comparer les nouveaux
hybrides. L’observation de l’effet des attaques
spontanées de crown gall dans des dispositifs
expérimentaux, destinés à l’origine à comparer
les qualités agronomiques respectives des
clones de grisards, offre l’avantage de permettre
la mesure réelle des différences variétales au

champ.
Dans le but de servir de référence aux travaux

de sélection, une étude a été entreprise pour
évaluer l’importance des attaques spontanées de
crown gall chez les grisards. Ce travail prend en
compte : la vigueur et l’aspect à l’échelle des
plants, la fréquence des attaques à l’échelle des
clones et l’estimation des risques épidémiologi-
ques à l’échelle de la pépinière.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Matériel

Matériel végétal

Les clones de peupliers grisards utilisés dans cette
étude ont été obtenus par multiplication végétative des
hybrides de Populus alba et de P tremula (familles
706, 708, 709, 710, 712, 717) ou de P alba et de P tre-
muloides (familles 808 et 812) obtenus par M Lemoine
en 1958 et 1959 à l’INRA de Nancy (Lemoine, 1973).

Pépinières

L’étude de l’effet du crown gall a été réalisée à partir
de l’observation d’attaques spontanées de crown gall
dans la pépinière administrative de Peyrat-le-Château
(Haute-Vienne). Cette pépinière n’a jamais connu
d’antécédent de crown gall avant la plantation des gri-
sards. L’étude des populations pathogènes, souches



d’Agrobacterium et type de plasmide-Ti, présentes
dans les tumeurs de grisards a été conduite dans les
pépinières de Peyrat-le-Château, du CEMAGREF à
Nogent-sur-Vernisson (Loiret), de l’INRA à Nantes

(Loire-Atlantique) et à Angers (Maine-et-Loire).

Méthodes

Bouturage de racines

La propagation des clones est assurée par bouturage
de racines selon la méthode de Janson (1967) adap-
tée par Lemoine (1979) et améliorée par le CEMA-
GREF. Les plants utilisés pour la confection des bou-
tures sont arrachés au printemps, leur système
racinaire est scrupuleusement inspecté et tout plant
porteur de tumeur est éliminé. Les racines des plants
sains sont habillées à 20 cm du collet et les chutes
sont sectionnées en morceaux d’environ 8 cm de long
et 7 mm de diamètre, et installées dans des mottes
«Fertiss» (Chaperon, 1985). Les boutures sont éle-
vées en serre jusqu’à l’apparition de racines, puis repi-
quées en pépinière au cours de l’été, après une phase
d’acclimatation sous ombrière. Les plants sont recepés
à la fin de l’hiver et arrachés après une nouvelle année
de végétation. Les plants apparemment sains sont uti-
lisés dans des reboisements expérimentaux et leurs
racines fournissent de nouvelles boutures.

Étude morphométrique des plants

Cette étude a été effectuée dans un dispositif expéri-
mental portant sur une partie des boutures racinées
obtenues en 1985 et repiquées dans un essai permet-
tant de comparer 12 clones dans 4 blocs complets
équilibrés. On a choisi de mesurer les paramètres sui-
vants : la longueur des tiges des plants sains et des
plants atteints, la taille et la localisation des tumeurs
chez les plants malades, et la fréquence des plants at-
teints par clone et par famille. Les tumeurs ont été me-
surées dans leur plus grand diamètre, puis excisées et
plongées dans une éprouvette d’eau pour mesurer leur
volume. Ceci a permis d’établir une péréquation entre
diamètre et volume des tumeurs, et de disposer d’une
mesure dans les cas de tumeurs fortement nécrosées
ou très déformées. Trois classes de taille de tumeur
ont été arbitrairement distinguées : petite tumeur : dia-
mètre < 2 cm, volume < 8 cm3; tumeur moyenne : dia-
mètre de 2 à 5 cm, volume de 8 à 50 cm3; grosse tu-
meur : diamètre > 5 cm, volume > 50 cm3 (remarque :
il n’y avait pas de tumeur ayant une taille entre 50 et
70 cm3). Les analyses de variance ont été effectuées
après normalisation des pourcentages (p) par la for-
mule arc sin&jadnr;p. Les moyennes ont été reconverties en
pourcentage par la formule inverse.

Étude bactériologique des tumeurs

L’isolement et l’identification des bactéries présentes
dans les tumeurs ont été réalisés avec les milieux sé-

lectifs et les tests biochimiques précédemment décrits
(Nesme et al, 1987). Le sérotypage des isolats a été
réalisé par immunofluorescence sur des cultures

pures avec la méthode et les sérums élaborés contre
les souches 2177, 2516, 2517, 2519 précédemment
décrits (Nesme et al, 1987). La détection des cellules
d’Agrobacterium a été également réalisée par immu-
nofluorescence sur des fragments de tumeurs. Ceux-
ci ont été broyés dans une suspension de polyvinylpo-
lypirolidone, PVPP (Sigma) à 1% (p/v) pour éliminer
l’autofluorescence sous UV des composés phénoli-
ques contenus dans les tissus végétaux.

Type opinique des plasmides-Ti

Le type opinique des isolats a été déterminé par crois-
sance des isolats sur le milieu salin minimum de

Monod, additionné d’octopine, de nopaline, de man-
nopine ou d’acide mannopinique (Sigma) à 1 g/l
comme seule source de carbone et d’azote (Petit et
al, 1978). Nous avons vérifié que les croissances obs-
ervées sur milieux enrichis en opine sont nettement
différentes des croissances résiduelles sur un milieu
témoin dépourvu d’opine. La détection des opines
dans les tumeurs a été aimablement réalisée par A

Petit, à l’Université d’Orsay, par électrophorèse sur
papier à haute tension (pH 1,9; 4 000 V; 10 min; pa-
pier Watman 3M) (Petit et al, 1986).

Pouvoir pathogène des isolats

Le pouvoir pathogène des isolats a été testé par ino-
culation de la partie subterminale non-lignifiée de
tiges de jeunes plants de tomate, kalanchoë et tabac,
au stade 4 à 6 feuilles, avec un cure-dent préalable-
ment trempé dans une colonie âgée de 24 à 48 h (3 à
4 inoculations par plante et 3 plantes par souche).

RÉSULTATS

Effet du crown gall sur la taille des tiges

Après 2 ans de culture en pépinière, les plants
de grisards du dispositif de 1985 ont été arra-
chés et examinés. Près de 12,5% (144/1 156)
portaient des tumeurs dont seulement 1/4 (36/
144) était visible avant l’arrachage. Les tumeurs
étaient situées sur les racines ou au collet. Dans
ce dernier cas, la tumeur provoquait fréquem-
ment une croissance plagiotrope des tiges (don-
nées non montrées).

L’analyse de variance a montré que les 2 fac-
teurs contrôlés - le clone et la présence ou non
de tumeur- avaient tous 2 un effet très significa-
tif sur la longueur moyenne des tiges (P = 10-4).
L’interaction des 2 facteurs n’était pas significa-



tive (P = 0,1). La taille moyenne des plants at-
teints de crown gall était toujours inférieure à
celle des plants sains, variant de - 1 % à - 40%
suivant le clone considéré (tableau I).

En pondérant la variable longueur de la tige
des individus d’un clone donné par la longueur
moyenne des plants sains du même clone (ie
taille relative), il a été possible de s’affranchir
des différences de taille entre clones. La réduc-
tion relative de taille des plants atteints de crown
gall, tous clones confondus, a été observée en
fonction de deux facteurs contrôlés : 1) la taille
des tumeurs : petites, moyennes ou grosses; 2)
la localisation des tumeurs soit au collet (et
éventuellement sur les racines), soit uniquement
sur les racines (tableau II). Les petites tumeurs
ont diminué significativement la taille des plantes
(- 8%) mais moins que les tumeurs moyennes
ou grosses (respectivement - 15% et - 19%). La
présence d’une tumeur au collet a significative-
ment inhibé la croissance des tiges, mais si les
tumeurs étaient situées uniquement sur les ra-
cines, la longueur des tiges n’était pas significati-
vement affectée.

Fréquence du crown gall par clone

Le pourcentage de plants de grisards atteints de
crown gall a été noté chaque année, pour cha-

que clone, dans la production normale de la pé-
pinière de Peyrat-le-Château. Lorsque l’on com-
pare les 2 campagnes de production qui compor-
taient la totalité des 31 clones de P tremula x P
alba en expérimentation, on constate (tableau III)
que le pourcentage de crown gall global (tous
clones confondus) a varié significativement (P =
0,001) de 20% à 8,2% d’une campagne de bou-
turage à l’autre.

À l’échelle du clone, il y avait une importante
variation, comme le montre par exemple le clone
709-27 et le clone 712-7. Le pourcentage de
plants atteints de crown gall chez le clone 709-
27 était de 44% lors de la campagne 1982-84 et

3,3% lors de celle de 1984-86 (tableau III). Le
clone 712-7 était relativement peu affecté en
1982-84 et 1984-86 (respectivement 0% et 3%,
tableau III) mais fut atteint à 47% dans le disposi-
tif de pépinière de 1985-87 (à partir des données
présentées dans le tableau I).
À l’échelle de la famille qui groupe des clones

frères, issus des mêmes parents, l’analyse de
variance n’a pas révélé d’interaction significative
(P = 0,09) entre famille et campagne de boutu-
rage, alors que l’effet du regroupement par fa-
mille est fortement significatif (P = 10-4). Ainsi,
les familles 710 et 712 étaient systématiquement
moins affectées par le crown gall que les familles
706, 708 ou 709. Ce comportement global des
familles 710 et 712, comparativement aux fa-
milles 706, 708 et 709, a été vérifié lors d’autres
campagnes de bouturages non présentées ici,
portant sur un nombre plus restreint de clones.



On a noté que la disposition des plantes dans
les dispositifs expérimentaux n’avait pas d’effet
significatif sur les fréquences de crown gall.

Identification de l’agent pathogène

Les tumeurs de grisards en provenance des pé-
pinières de Peyrat-le-Château, Nogent-sur-
Vernisson, Nantes et Angers contenaient de la
nopaline et la majorité présentait une réaction
sérologique positive à un ou plusieurs des sé-
rums anti-2177, anti-2516, anti-2517 et, plus ra-
rement, anti-2519, montrant la présence pro-
bable dans toutes les pépinières de bactéries
appartenant aux sérogroupes 1 a, 1 b, 1 c ou 2ac

hébergeant un plasmide-Ti à nopaline. Pour
confirmer ce résultat, 50 isolats d’Agrobacterium
ont été réalisés à partir de tumeurs de grisards
cultivés dans le dispositif étudié dans le tableau
I, et dans les pépinières de Nogent-sur-
Vernisson, Nantes et Angers. Tous ces isolats
étaient pathogènes, donnant des tumeurs à la
fois chez la tomate, le tabac ou le Kalanchoë.
Les isolats pathogènes étaient tous capables
d’utiliser la nopaline comme seule source de car-
bone et d’azote. Des mutants capables de cata-
boliser l’octopine de façon constitutive ont été
obtenus à partir des isolats pathogènes. Aucun
isolat n’était capable de croître aux dépens de la
mannopine ou de l’acide mannopinique. Les iso-
lats pathogènes appartenaient majoritairement
(80%) à un des sérogroupes d’Agrobacterium 1 a
ou 1b (biotype 1), les autres isolats se répartis-
sant en bactéries appartenant au sérogroupe 1 c

(biotypes 1) ou à des sérogroupes indéfinis. Les
isolats pathogènes non sérotypés appartenaient
tous au biotype 2.

DISCUSSION

Dans la littérature, les pertes économiques cau-
sées par le crown gall sont en général le résultat
de bilans globaux basés sur le manque à gagner
des exploitations agricoles. Ces pertes sont sou-
vent très importantes (138 milliards de dollars en
1974 dans le monde, pour les seuls arbres frui-
tiers à noyaux; El-Fiki et Giles, 1981) et justifient
pleinement les mesures prophylactiques mises
en oeuvre. En revanche, peu de données sont
disponibles permettant de préciser en termes
biologiques l’effet néfaste du crown gall. Ces
données biologiques, telles que les pertes de vi-
gueur ou la fréquence de la maladie chez une
variété donnée, permettraient d’établir un classe-
ment relatif des plantes vis-à-vis de leur sensibi-
lité au champ, préliminaire indispensable à la
mise au point d’un test de comparaison des sen-
sibilités variétales par une méthode de contami-



nation artificielle contrôlée. L’absence de don-
nées biologiques est en grande partie due au fait
que l’observation de plantes spontanément atta-
quées par une maladie peut rarement être com-
parée à des témoins sains, et que la population
pathogène en cause n’est pas connue précisé-
ment. L’existence d’attaques de crown gall dans
des dispositifs expérimentaux destinés à compa-
rer les qualités agronomiques de nombreux
clones d’une espèce a permis d’une part de
comparer statistiquement plants sains et plants
porteurs de tumeur, et, d’autre part, de classer
les différents clones testés dans les dispositifs
en fonction de leur réaction à des attaques natu-
relles de crown gall.

Effet du crown gall au niveau
des plants de grisard

Comparé à des plants ne présentant pas de tu-
meur, l’effet inhibiteur du crown gall sur la crois-
sance des tiges est maximal et significatif uni-
quement lorsque les tumeurs se sont

développées au niveau du collet (tableau II).
Ceci suggère que l’inhibition de croissance est
due à une perturbation du système vasculaire au
niveau du collet qui limite les échanges trophi-
ques entre parties aériennes et racinaires. De
plus, le port plagiotrope est en lui-même un dé-
faut technologique important et les plants at-

teints de crown gall au collet ne peuvent être ni
plantés ni commercialisés. La perturbation des
échanges trophiques a moins de conséquences
lorsque la tumeur se développe sur une racine,
et la vigueur des plants est alors moins affectée
(tableau II). Ceci n’implique pas que les plants
présentant du crown gall exclusivement sur les
racines puissent être utilisés sans risque. En
effet, chez les peupliers, comme chez les autres
espèces, les tumeurs évoluent dans le temps, se
nécrosent, et sont le lieu de pénétration et de
multiplication de nombreux parasites secon-

daires entraînant la détérioration du bois. Les
arbres atteints de crown gall au niveau du sys-
tème racinaire sont alors beaucoup plus sujets
au chablis lors des tempêtes (Moore et Cooksey,
1981 ).

Fréquence des attaques de crown gall
au niveau de l’hybride
ou de la famille d’hybrides

Bien que les observations conduites dans la pré-
sente étude soient causées par des attaques

spontanées, nous avons pu contrôler la plupart
des paramètres comme dans un plan d’expé-
rience classique. En effet, les observations ont

permis de dégager les effets propres aux plantes
des effets de terrain, et l’étude épidémiologique
a permis de déterminer a posteriori le génotype
du pathogène. Cependant, la dose d’inoculum

apportée à chaque arbre par ce moyen n’est pas
contrôlée. Il est probable, toutefois, que l’élimina-
tion systématique des tumeurs, principaux réser-
voirs d’agrobactéries pathogènes, explique en
partie la diminution des attaques de crown gall
entre les 2 campagnes de bouturage présentées
dans le tableau III. En effet, à la suite de la fré-

quence catastrophique du crown gall observée à
l’issue de la campagne 1982-84, le tri des plants
destinés à fournir les boutures de la campagne
1984-86 a été beaucoup plus sévère. La pré-
sence de tumeurs, même de très petite taille,
conduisit systématiquement à l’élimination des

plantes atteintes. Le pourcentage est alors passé
de 20% en 1982-84 à 8% en 1984-86. On peut
également supposer que c’est l’hétérogénéité de
la contamination des racines qui cause les diffé-
rences d’attaques de crown gall, parfois impor-
tantes, observées chez un même clone d’une

campagne de bouturage à l’autre (cf 712-7 entre
les tableaux I et III).

Malgré l’importante variabilité du pourcentage
parfois enregistré chez un clone donné, il existe
un net effet familial. Les clones des familles 710

et 712 sont, en moyenne, moins atteints par le
crown gall que les clones appartenant aux fa-
milles 706, 708 ou 709 (tableau III). Ceci

confirme des observations précédentes chez

d’autres familles de grisards (Nesme et al, 1987).
Le classement relatif des familles en fonction de
leur sensibilité au crown gall reste pratiquement
inchangé d’une campagne de bouturage à

l’autre. Ceci suggère que la fréquence des atta-
ques de crown gall est en partie contrôlée généti-
quement par la plante. Comme les familles 706,
708, 709, 710 et 712 correspondent à la fécon-
dation de 5 clones femelles (respectivement
5820, 5821, 5813, 5814 et 5815) par le pollen
d’un unique clone mâle (5872), les clones fe-

melles 5814 et 5815 de P alba montrent des po-
tentialités de transmission de la résistance au
crown gall plus importantes que les clones 5820,
5821 et 5813. La nature et le niveau d’action des

propriétés de résistance au crown gall ne peu-
vent pas être précisées dans cette étude. En
effet, les conditions de l’étude ne permettent pas
de distinguer si la résistance opère au stade de
la phase de latence des bactéries dans la rhizos-



phère, au stade de la contamination (blessure)
ou, plus tardivement, lors du développement de
la tumeur après l’infection. Néanmoins, l’exis-
tence d’une base génétique de résistance au
crown gall est une voie qui devrait permettre de
s’acheminer vers la sélection de grisards résis-
tants ou tolérants au crown gall.

Risque épidémiologique au niveau
de la pépinière

Le risque le plus important lié à l’utilisation de

plants atteints de crown gall est surtout d’ordre
épidémiologique. En effet, à chaque campagne
de bouturage, environ 14% des plants de gri-
sards sont atteints (tableaux I et III, de même
que Nesme et al, 1987) malgré le tri et l’élimina-
tion de tous les plants portant des tumeurs. Ceci
indique qu’il y a, outre les tumeurs, un autre ré-
servoir d’Agrobacterium pathogènes, le sol ou la
plante, qui est à la base des manifestations ré-
currentes de crown gall chez les peupliers Leuce.
L’identification des réservoirs d’inoculum réelle-
ment à la source des contagions doit prendre en
compte des marqueurs propres aux bactéries, le
sérotype par exemple, mais aussi des marqueurs
propres aux plasmides pathogènes, comme leur
type opinique. En effet, les sérums utilisés ne

permettent pas de détecter la présence d’un

plasmide-Ti dans une souche d’Agrobacterium
(Nesme et al, 1990), et le plasmide Ti étant

conjugatif (Kerr, 1971; Genetello et al, 1977), il

peut potentiellement être transmis à tout Agro-
bacterium saprophyte du sol de sérotype indéfini.
Nous avons alors cherché simultanément des cri-
tères de caractérisation des souches et des plas-
mides dans les populations pathogènes pré-
sentes dans les tumeurs. La population
pathogène présente dans la pépinière d’origine
des hybrides, INRA d’Orléans, était constituée de
4 souches dominantes 2177, 2516, 2517 et

2519, correspondant respectivement aux 4 séro-
groupes 1a, 1b, 1 c et 2ac. Toutes hébergeaient
un plasmide-Ti à nopaline (Nesme et al, 1987).
Dans les différentes pépinières de multiplication
des grisards, les pathogènes sont aussi majoritai-
rement du type 1a, 1b, 1 c ou, plus rarement, 2ac,
et les propriétés de catabolisme des opines de
tous les isolats pathogènes sont typiques d’Agro-
bactérium hébergeant un plasmide-Ti à nopaline
(Petit et Tempé, 1975, 1978). Ces propriétés sé-
rologiques et opiniques des isolats confirment

l’analyse du contenu opinique et sérologique des
tumeurs. Les attaques spontanées de crown gall

chez les grisards sont donc causées dans toutes
les pépinières par la même population patho-
gène composée des souches 2177, 2516, 2517
et 2519. L’identité sérologique et plasmidique
des pathogènes entre la pépinière d’origine et
les pépinières de multiplication montre que la

population pathogène est unique (bien que com-
plexe) et a probablement accompagné les

plantes lors de leur dissémination de pépinière
en pépinière. Le mode de multiplication des gri-
sards, par bouturage de racines, est un facteur
favorable à ce type de contagion, puisque Agro-
bacterium est un bactérie tellurique et même rhi-
zosphérique (Starkey, 1931, cité par Moore et
Cooksey, 1981) qui peut vivre et être véhiculée
dans les particules de sol adhérant aux racines.

Notre étude a montré que le crown gall des
grisards est essentiellement dû à la présence
d’Agrobacterium pathogènes latents à la surface
des racines de plants apparemment sains utili-
sés pour le bouturage. De ce fait, le tri et l’élimi-
nation des plants présentant des tumeurs n’ont
qu’une portée prophylactique limitée, même s’ils
permettent de diminuer une grande partie de la
source d’inoculum représentée par les tumeurs
elles-mêmes. Le risque épidémiologique est très
élevé car dans les pépinières forestières autre-
fois indemnes de crown gall, on a observé,
après introduction de grisards malades, des cas
de contamination chez d’autres espèces. Dans
sa pépinière de Nogent-sur-Vernisson, le CE-
MAGREF a constaté en particulier la présence
de crown gall sur radis fourrager (culture d’asso-
lement), sur merisier et sur un clone de peuplier
(P x euramericana cv «C.56.50.53») apparte-
nant à une autre section que la section Leuce,
pourtant réputée résistante au crown gall (résul-
tats non publiés). De plus, en testant des
souches en provenances de peuplier Leuce

d’Orléans, Morris et al (1989) ont montré que
ces souches étaient pathogènes chez divers co-
nifères. Il n’est donc pas exclu que la contagion
s’étende à d’autres essences forestières
feuillues ou conifères. C’est pourquoi, face à ce
risque, le CEMAGREF a mis fin à la production
de plants de grisards dans les pépinières admi-
nistratives.

La prophylaxie du crown gall des grisards doit
prendre la voie de la sélection de clones suffi-
samment résistants pour éviter l’explosion du
phénomène contagieux. Mais il faudrait surtout
ne plus utiliser de matériel végétal provenant de
pépinières atteintes de crown gall. La culture in
vitro, bien adaptée à la multiplication des gri-
sards, permettrait de garantir la qualité sanitaire



des plants ainsi produits. Pour éviter le phéno-
mène de recontamination au stade de la pépi-
nière, une méthode efficace d’indexation des
sols et des substrats de culture se révèle mainte-
nant indispensable.
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