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RESUME 
Les rhizobactéries phytobénifiques constituent une source microbienne largement étudiée pour 

sa valorisation et son exploitation dans des pratiques agroécologiques. Ces agents biologiques 

peuvent réduire les maladies des cultures par l’induction des réponses défensives chez la plante 

hôte, connues par la résistance systémique induite (ISR). Dans notre étude, nous nous sommes 

intéressés aux aspects de bioprotection des plantes vis-à-vis de certains agents biotiques et 

abiotiques. Un essai préliminaire a été réalisé afin d’étudier le potentiel de Pseudomonas 

fluorescens PF15 et Pseudomonas putida PP27 pour protéger les plants de tomate vis-à-vis de la 

fusariose vasculaire. L’expérimentation in situ a été réalisée en deux systèmes : split root pour 

l’induction de la résistance systémique et non split root pour le biocontrôle. Les effets bénéfiques 

des rhizobactéries ont été démontrés par le ralentissement de l’évolution et du développement de 

la maladie. Des taux de bioprotection considérables sont notés, notamment en système split root. 

Ces taux se révèlent particulièrement importants en réduction de la sévérité (37,17 % à 71,88 %) 

ainsi que des niveaux d’infection (7,41 % à 35,83 %).   

Une deuxième étude a été effectuée dans le but de comprendre l'effet de Pseudomonas 

fluorescens N21.4 et ses dérivés effecteurs sur la protection de la tomate contre Xanthomonas 

campestris et d’analyser l’interrelation possible entre la croissance, la protection, la photosynthèse 

et le métabolome. N21.4 et ses dérivés bioeffecteurs ont montré une suppression significative de 

la maladie (40 %-60 %) et ont stimulé la croissance (17 %-40 %). La stimulation des réactions de 

défense chez la tomate a été associée à une augmentation transitoire de l’activité des enzymes 

antioxydantes. La souche N21.4 a amélioré l’activité photosynthétique. Le transcriptome des 

protéines PR1, PR2 et PR3 (PRs, pathogenesis related) n’a pas révélé une différence significative. 

Les rhizobactéries phytobénifiques (Rhizobium léguminosarum, Sinorhizobium meliloti 

Pseudomonas fluorescens PF.64 et Pseudomonas fluorescens BB.10) ont induit une tolérance et 

des changements sur le phénotype et l’architecture racinaire d’Arabidopsis thaliana (Col-0) vis-à-

vis du stress salin (120 mM). Les plantes bactérisées et stréssées par le chlorure de sodium ont pu 

survivre et ont présenté une symptomatologie atténuée par rapport aux plants traités uniquement 

avec NaCl, avec une mortalité très élevée (100 %). Ces bactéries bénéfiques n’ont pas stimulé la 

croissance dans la situation sans stress, mais leurs effets ont été plus apparents dans l’induction de 

la tolérance vis-à-vis du stress salin.  

Mots clés : Pseudomonas spp. fluorescents, Rhizobium spp., Bioprotection, Induction de la 

résistance systémique, Phytostimulation.  
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  هلخص

انًُطمت انًلاصمت نجزوس انُببث حغبهى فٍ انىلبَت يٍ الأيشاض  انًخلائًت فٍ حعبَشهب  فٍ انُبفعتبعط انبكخُشَب 

أو انًكبفحت انحُىَت انًببششة ظذ /انُببث و نذي انطبُعُت انذفبعُت انُببحُت  بخطبُمبث يحبفظت نهبُئت، و رنك  بخحفُض انمذساث

وانًكبفحت انبُىنىجُت  انطبُعُت انجهبصَت انذفبعُت انمذساثَشُػ هى إظهبس يفعىل ث انخجشبُت انغشض يٍ انذساعت .انطفُهُبث

 بغُىدويىَبط فهىسصَظ  ( انُبفعتنذي َببث انطًبغى ظذ يشض انزبىل انفشحغُهٍ  ، ورنك ببعخخذاو علانخٍُ يٍ انبكخُشَب 

حىلُف انًُى انفطشٌ ورنك ببخخلاف انغلالاث  ثش اَجببٍ فٍأانُخبئج انًخبشَت الأونُت أظهشث  . بىحُذا  بغُىدويىَبط  و  

 جزوس يمغىيت: يُذاَُت أجشَج فٍ َظبيٍُ الانخجشبت .  %47.13انًغزَت، يع حثبُػ كحذ ألصً  انبكخُشَت و الأوعبغ

ثبس يفُذة نخطبُك أولذ أظهشث انُخبئج . انبُىنىجُت يٍ اجم انًكبفحت   غُش يمغىيت جزوس نهخُشُػ انًمبويت انطبُعُت  و

نمذ عجهج َغب حًبَت حُىَت يهًىعت و خبصت فٍ َظبو جزوس . بخببغؤ ظهىس وحطىس انًشض ورنك  انُبفعتانبكخُشَب 

ببنًمبسَت يع  (% 71.88 إنً % 37.17)هزِ انُغب هٍ راث أهًُت خبصت فٍ انحذ يٍ شذة خطىسة انًشض . يمغىيت

 ببلإظبفت إنً هزِ اِثبس الاَجببُت  فٍ  انًكبفحت انحُىَت وححفُض انًمبويت .(%35.83 انً % 7.41 )ِيغخىَبث  ظهىس

 . صَبدة فٍ انكخهت انحُىَت وححغٍُ  فٍ انجىاَب انفغُىنىجُت وانبُىكًُُبئُت انُبفعت حمك نبكخُشَباانطبُعُت، حطبُك 

صاَثىيىَبط نحًبَت انطًبغى ظذ   بغُىدويىَبط فهىسصَظ N21.4 نمذ أجشَج انذساعت انثبَُت نفهى حأثُش

أظهشث انُخبئج  لًع .  انطبُعُت وانخشكُب انعىئٍ انذفبعُت بخحفُض انمذساث  وفهى انعلالت بٍُ انًُى وانحًبَتكبيبغخشَظ

َببث  انطبُعُت فٍ انذفبعُت انمذساثَشُػ  يفعىل ث واسحبػ.  %40 -%17   وححفُض انًُى %60  -% 40بُغبت  انًشض

حغُج انخشكُب   N21.4  بغُىدويىَبط فهىسصَظ انطًبغى يع صَبدة عببشة فٍ َشبغ الأَضًَبث انًعبدة نلأكغذة

 . , PR1   ,2PR  PR3 انبشوحُُبث   َشبغ عهٍ حأثش نى انعىئٍ و

   سَضوبُىو نُغىيُُىعبسوو، عُُىسهُضوبُىو يُهُهىحٍ E64 , بغُىدويىَبط فهىسصَظ    ةانُبفع انبكخشَب

  ظذ  أسابُذوبغُظ ثبنُبَب  انجزسَت نُببث   حغُش فٍ انًُػ انظبهشٌ و انبُُت  أظهشث     BB10  بغُىدويىَبط فهىسصَظ

 انًشظُت بٍُ اوساق اسجىاَُت إنً   الأعشاض ةانُبفعببنبكخُشَب  أبذث انُببحبث انًعبنجت. ) يهًُىل120(الإجهبد انًهحٍ

 انبكخُشَب انًفُذة نى ححفض.  %100 أظهشث َغبت انىفُبث,انًعبنجت فمػ بكهىسَذ انصىدَىو  صفشاء وانزبىل فٍ حٍُ انُببحبث

  يع انحث عهً انبمبء عهً لُذ انحُبة ,انًهحٍ ونكٍ كبٌ انخأثُش ألىي ظذ الإجهبد انًهحٍ  انًُى فٍ انىظع بذوٌ إجهبد

 .%100   حصم إنً    بُغبت

  

   

، ححفُض انذفبعبث انطبُعُت، انًكبفحت انبُىنىجُت و ححغٍُ ًَى  سَضوبُىو, بغُىدويىَبط فهىسصَظ : انكهًبث انًفخبحُت 

 .انُببث

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Beneficial rhizobacteria  form a microbial source widely studied for its valorization and its 

exploitation in agroecological practices. These biological agents can reduce crop diseases by 

inducing defensive responses in the host plant, known by induced systemic resistance (ISR). In 

our study, we were interested in the bioprotection of plants against biotic and abiotic stress. A 

preliminary experiment was carried out to investigate the potential of Pseudomonas fluorescens 

PF15 and Pseudomonas putida PP27 to protect tomato plants against vascular Fusarium wilt. In 

situ experiment were carried out in two systems: split root for the systemic induced resistance   

and no split root for biocontrol. The beneficial effects of rhizobacteria have been demonstrated 

with a slowing disease evolution. A significant rates of bioprotection are noted, especially in the 

split root system. These rates are particularly important in reducing the Mckinney indice (severity) 

(37.17% to 71.88%) and the levels of infection (7.41% to 35.83%).  

A second study was carried out in order to understand the effect of Pseudomonas fluorescens 

N21.4 and its effector to protect tomato plants against Xanthomonas campestris and to understand 

the interrelation between growth, protection, photosynthesis, metabolome and trascriptome.  

N21.4 and its bioeffector showed a significant disease suppression (40% -60%) and stimulated 

growth (17% -40%). ISR in tomato plants has been associated with a transient increase in the 

activity of antioxidant enzymes. P. fluorescens N21.4 improved photosynthetic activity. The 

transcriptome of the proteins PRs (pathogenesis related) PR1, PR2 and PR3 did not reveal a 

significant difference. 

Application of rhizobacteria (Rhizobium leguminosarum, Sinorhizobium meliloti, 

Pseudomonas fluorescens PF.64 and Pseudomonas fluorescens BB.10) induced a change in 

phenotype and root architecture of Arabidopsis thaliana (Col-0) under salinity stress 120 mM. 

Plants treated with rhizobacteria and sodium chloride showed symptoms between purple, 

yellowing and wilting, whereas plants treated with NaCl alone could not survive. These beneficial 

bacteria did not stimulate growth under no stress situation, but their effect was stronger against 

salt stress with induction of tolerance (100%). 

Keywords : Pseudomonas spp. fluorescents, Rhizobium spp., Bioprotection,  Systemic Induced 

Resistance, Phytostimulation.  
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 INTRODUCTION  

Dans leur environnement, les plantes sont fréquemment soumises à des agressions 

causées par des organismes pathogènes et/ou par des pressions environnementale et 

écologique pouvant nuire à leur croissance. Ces menaces biotiques et abiotiques causent 

d’importantes pertes de récolte en quantité et en qualité qui peuvent aller jusqu’à 50 %  

(Hammami et al., 2015). Face à une telle situation, l’utilisation des intrants chimiques a 

toujours constitué la principale stratégie dans la gestion des productions agricoles. 

L’application abusive et répétée de ces matières actives, après tant d’années, a provoqué des 

problèmes écologiques, tout en favorisant le développement de formes résistantes chez les 

agents pathogènes;  sans omettre les problèmes liés à la santé humaine par l’accumulation des 

molécules chimiques dans les produits alimentaires (Nakkeeran et al., 2005; El Guilli et al., 

2009 ; Zakir et al., 2016). Outre leurs coûts relativement élevés, les produits chimiques ne 

sont pas très spécifiques dans la plupart des cas, ils peuvent avoir des effets négatifs sur les 

composantes biotiques et même abiotiques. Globalement, à l’échelle mondiale malgré les 

bonnes volontés appelant et même exigeant la diminution des intrants chimiques en 

agriculture, le volume de ces produits ne cesse d’augmenter dans la balance commerciale 

(Muthamilarasan et Prasad, 2013 ;  Piertese et al., 2014 ; Zakir et al., 2016).  

Les enjeux d’avenir de l’agriculture s’efforcent à répondre aux objectifs de la 

production qualitative et quantitative, dans le respect des exigences du développement 

durable. L’intensification des pratiques agricoles est de plus en plus remise en cause, que ce 

soit pour des raisons socio-économiques, sanitaires ou environnementales. L’agrochimie ne 

permet plus de résoudre tous les problèmes phytosanitaires. La protection de la fertilité et de 

la durabilité des sols cultivés, est un enjeu majeur au niveau mondial. En effet, les terres 

cultivées s’appauvrissent et se fragilisent donc, le défi à relever est complexe. 

Au cours de leur évolution, les plantes ont développé des moyens efficaces et adaptés 

pour faire face à ces stress abiotiques et/ou biotiques. Les plantes possèdent une capacité 

d’adaptation et  un réseau immunitaire inné complexe pour se défendre contre  les  pathogènes  

et limiter leurs  accès aux éléments nutritifs et l’envahissement de leurs structures internes. 

Certains microorganismes, ou leurs molécules actives, stimulent l’induction des réactions de 

défense des plantes et induisent leur tolérance, ce qui constitue une stratégie prometteuse dans 

la gestion des maladies infectieuses et physiologiques des cultures  (Jakab et al., 2001; Göhre 

et al., 2014).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hammami%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26417353
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Il est à souligner que les microorganismes phytobénéfiques, par leurs actions directes ou 

via leurs molécules actives, peuvent protéger et stimuler les capacités défensives des  plantes. 

Deux principaux mécanismes ont été identifiés. Les mécanismes directs sont : la production 

des molécules stimulatrices de la croissance des plantes et l'amélioration de l’assimilation des 

éléments nutritifs. Les effets indirects consistent à lutter contre les agents pathogènes en 

interagissant directement avec les plantes, en induisant les mécanismes de résistance du 

végétal, ce qui  réduit l’intensité de la maladie.  

Dans le contexte d’une production durable des agroecosystèmes, la stratégie de 

l’exploitation biotechnologique des populations microbiennes naturelles, autochtones ou 

introduites, agissant dans le microbiome des racines sont utilisées pour stimuler les capacités 

défensives naturelles des plantes et d’interférer avec les mécanismes employés par les 

bioagresseurs. Des microorganismes sélectionnés comme les PGPRs (Plants Growth 

Promoting Rhizobacteria) spécifiquement, les Pseudomonas fluorescents, les Rhizobium et 

autres champignons antagonistes peuvent sensibiliser la plante entière pour renforcer sa 

défense naturelle contre une large gamme d'agents pathogènes, par l’induction de sa 

résistance systémique  (Induced Systemic Resistance, ISR) (van Loon et al., 1998; Pieterse et 

al., 2000, 2001, 2014). La compréhension des manifestations physiologiques, des 

changements métaboliques et des mécanismes moléculaires accompagnant et/ou déclenchant 

les systèmes de défense chez les plantes, pour contourner les agressions des agents 

phytopathogènes a ouvert de nouvelles voies dans la gestion des stratégies de contrôle pour 

une agriculture durable et plus respectueuse de l’environnement, même si de nombreux 

aspects restent encore peu élucidés. 

L’objectif de nos travaux est d’étudier les réactions de réponse de deux plantes (arabette 

et tomate) après leur bactérisation par des PGPRs (Pseudomonas spp. fluorescents et 

Rhizobium spp.) au stress biotique et abiotique. 

Initialement, un essai préliminaire a été réalisé au niveau du 
 
Laboratoire de Protection 

et de Valorisation de Ressources Agro-Biologiques, Faculté SNV. Université Saad Dahleb, 

Blida 1.  L’objectif de cet essai est  d’exploiter les potentialités de deux  souches locales de 

PGPRs (Pseudomonas fluorescens PF15 et Pseudomonas putida PP27), sur l’induction de la 

résistance systémique et la stimulation de la croissance chez les plants de tomate vis-à-vis de 

la fusariose vasculaire (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici).  
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Afin de comprendre plus profondément l’interaction PGPRs-Plante dans l’aspect de 

l’induction de la résistance systémique, un  essai a été accompli  au niveau du laboratoire de 

biotechnologie de la rhizosphère de l’Université San Pablo CEU, Madrid, Espagne. Nous 

avons étudié l’effet de Pseudomonas fluorescens N21.4 et ses dérivés bioeffecteurs  sur 

l’élicitation des réponses de défense de la tomate afin d’examiner la corrélation entre la  

physiologique, le métabolome et le transcriptome.   

Nous nous somme intéressé  également à l’étude de l’effet des PGPRs vis-à-vis du 

stress abiotique. Pour cela, une  expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire de 

l’évolution moléculaire d’Arabidopsis thaliana de l’université de Cologne (Allemagne). 

L’objectif est de  tester l’effet des rhizobacteries (Rhizobium léguminosarum, Sinorhizobium 

meliloti,  Pseudomonas fluorescens  PF.64,  Pseudomonas fluorescens BB.10) sur 

Arabidopsis thaliana (Col-0) vis-à-vis  du stress salin. 
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1. Mécanismes de défense chez les plantes  

Tout au long de leur co-évolution, les plantes et les microorganismes pathogènes ont 

développé des relations complexes résultant d'un échange constant d'informations 

moléculaires. Les agents pathogènes ont élaboré toute une gamme de stratégies offensives 

pour parasiter les plantes et en contrepartie, les plantes ont déployé un arsenal défensif 

similaire, à bien des égards aux défenses immunitaires animales (Klarzynski et Fritig, 2001).  

Certains mécanismes de défense sont constitutifs alors que d’autres sont induits. A cause de 

l’adaptation des agents pathogènes aux structures passives de défense, les plantes ont  

développé  une diversité de molécules bioactives, nouvelles et différentes pour se proteger des 

organismes nuisibles (Arnason et Bernard, 2010).  

 

1.1.Défenses passives 

Pour accéder aux nutriments ou à la machinerie  cellulaire de  l'hôte végétal,  les agents 

pathogènes doivent d'abord rompre les barrières naturelles des plantes qui constituent  des 

défenses structurelles pré-invasives. Ces barrières peuvent être physiques (la cuticule, la paroi 

cellulaire, l'ouverture stomatique ou les lenticelles) ou chimique (y compris les composés 

inhibiteurs ou des composés stimulants  nécessaires au développement des agents pathogènes. 

La cuticule et l'épaisseur de la paroi cellulaire peuvent influencer la résistance à certains 

agents pathogènes (van Kan,  2006 ; Mendgen et  Deising, 1996). 

Certains types de résistance « plantes adultes» pourraient être associés à une capacité 

réduite d'agents pathogènes de pénétrer par des parois cellulaires plus épaisses et plus dures. 

Certains pathogènes comme Puccinia graminis n'infectent que les jeunes feuilles de Barbarea 

vulgaris, avec des cuticules minces et les tubes germinatifs émergeant des basidiospores ne 

pénètrent pas par les cuticules des feuilles matures. L’âge de la plante au moment de 

l’infection influence grandement l’importance de l’invasion et des dégâts causés (Corbaz, 

1998 ; 1990). 

Les exsudats sur les surfaces des plantes ou des composés dans les cellules végétales 

peuvent stimuler ou inhiber le développement des agents pathogènes. Les plantes qui ne 

sécrètent pas certains stimulateurs de la germination des fructifications et des formes 

pathogènes peuvent etre résistants (Howell et al., 1976).  
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1.2. Défenses actives 

1.2.1. Renforcement de la paroi 

Les modifications de la paroi cellulaire végétale est un important mécanisme de défense 

qui intervient dans la réponse de défense des plantes et constitue un obstacle efficace contre 

les agents pathogènes (Hancock et al., 2002 ; Heil et Bostock, 2002 ; Christian et Somerville, 

2009).   

Le renforcement de la paroi cellulaire implique l'accumulation des composés 

phénoliques, des ROS et des  dépôts de callose au niveau des sites de pénétration, rendant la 

paroi cellulaire moins vulnérable à la dégradation. Le callose est un polymère β-(1,3)-glucane 

de haut poids moléculaire qui est habituellement associé avec des composés phénoliques, des 

polysaccharides, des protéines antimicrobiennes et avec des appositions de paroi cellulaire, 

appelées papilles, qui sont proposées comme des barrières efficaces qui sont induites aux sites 

d'attaque des pathogènes (Ton et al., 2004). Les dépôts formés sont riches en papilles, ce qui 

épaissit la paroi cellulaire des plantes, qui sont  composés essentiellement de callose (β-1,3 

glucane), impliqués dans plusieurs processus fondamentaux du développement des plantes. 

Les papilles ne peuvent pas arrêter complètement les pathogènes, mais peuvent ralentir 

l'invasion de l’agent pathogène (Christian et Somerville, 2009). 

 

1.2.2. Espèces réactives d’oxygène  

La stimulation du métabolisme oxydatif dans les cellules végétales est une forme de 

défense induite à la suite des attaques par les agents pathogènes. La production des espèces 

réactives d’oxygène (ROS : reactive oxygen species) est l'une des réponses les plus précoces 

des cellules végétales après la reconnaissance des pathogènes et est impliquée dans le 

renforcement de la paroi cellulaire via la réticulation des glycoprotéines, la signalisation de 

défense et l'induction de la réponse hypersensible (Levine et al., 1994 ; Torres et al., 2006 ; 

Liu et al., 2010). Les ROS présentent une toxicité directe vis-à-vis des pathogènes que sur les 

cellules végétales. L’inhibition du pathogène par ces espèces est possible, notamment lorsque  

la concentration endogène des ROS est avoisinante à la dose létale de l’agent pathogène 

(Lepoivre, 2003).  
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1.2.3. Phytoalexines  

Les phytoalexines sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire 

(Macheix et al., 2005), présentant une activité antimicrobienne nette et sont synthétisées à la 

suite d’une attaque par un agent pathogène (Heil et Bostock, 2002 ; Mert-Türk, 2002 ; 

Macheix et al., 2005 ; Flors et Nonell, 2006). Les propriétés antimicrobiennes des 

phytoalexines suggèrent qu'elles sont importantes dans la défense des plantes. Le rôle de ces 

composés dans la défense a été révélé à travers plusieurs approches expérimentales : le niveau 

des phytoalexines par rapport à la cessation de la croissance des agents pathogènes, la 

quantification des phytoalexines au niveau du site de l'infection et la relation de la virulence 

du pathogène à la tolérance des phytoalexines (Mert-Türk, 2002).  

Parmi les phytoalexines phénoliques on trouve : les coumarines, les ptérocarpanes et les 

stilbenes. La nature des phytoalexines produites par la plante est généralement caractéristique 

de l’espèce végétale indépendamment de l’agent pathogène inducteur (Macheix et al., 2005). 

Ces métabolites représentent un moyen très économique pour se défendre, du fait que le 

carbone et les ressources énergétiques ne sont renvoyés vers la synthèse des phytoalexines, 

que lors d’une attaque par des agents pathogènes (Flors et Nonell, 2006). 

 

1.2.4.  Protéines PRs (Pathogenesis-Related) 

Plusieurs protéines sont impliquées dans la stratégie de défense des plantes. Les 

protéines PRs constituent un groupe induit par différents stimuli (Tableau 1). Ces protéines 

occupent un rôle important dans la résistance des plantes et leur adaptation aux stress (Edreva 

et al., 2005). Elles s’accumulent dans les tissus des plantes à la suite d’une attaque par les 

pathogènes (Lepoivre, 2003 ; Gomez-Ariza et al., 2007).  

Les protéines PRs ont été signalées initialement chez les feuilles de tabac infectées par 

le virus de la mosaïque. Le groupe de ces protéines comprend des enzymes hydrolytiques : les 

protéines PR-2 (la glucanase) et PR-3 (la chitinase) (Ding et al., 2001 ; Elvira et al., 2008). 

Ainsi que d’autres types comme : PR-5 (osmotin-like protein) et PR-16 (germin-like protein) 

(Elvira et al., 2008).  

 

 

 

http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Philippe+Lepoivre%22
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Tableau 1: Famille des protéines PRs (pathogenesis-related proteins) (van Loon et al., 

2006). 

 

 

2. Types de Résistances des plantes 

2.1. Résistance non hôte (Reconnaissance non-spécifique) 

Plusieurs déterminants génétiques (éliciteurs ou effecteurs) chez les pathogènes ou chez 

les plantes peuvent influencer la nature de leur interaction (Prell et Day, 2001). Il a été montré 

que les plantes répondent similairement qu’au animaux et possèdent une résistance basale, 

une composante du système immunitaire inné, qui leur permet de se défendre contre les 

organismes pathogènes (Szatmari et al., 2006 ; Wiesel et al., 2014).  

Bien que l'immunité adaptative soit spécifique chez les vertébrés, la réponse 

immunitaire innée semble avoir des origines très anciennes. Les caractéristiques communes 

de l'immunité innée chez les mammiferes et les plantes sont présentées comme des similarités 

au niveau des récepteurs (Microbe Associated Molecules), le processus de signalisation 

(mitogen-associated protein kinase) et la production de peptides antimicrobiens (Fig. 1) 

(Ausubel et al., 2005). 
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Les récepteurs  TLRs  (animal) et les récepteurs  kinases (plante) sont similaires dans la structure globale comme 

le sont tous les récepteurs transmembranaires au niveau de la partie C-terminal LRRs (Leucine-Rich Repeats). 

Cependant, les domaines cytoplasmiques ne sont pas conservés. Chez les plantes et les animaux,  les récepteurs 

extracellulaires reconnaissent des déterminants microbiens hautement conservés (microbe-associated molecular) 

comme les  flagellines bacteriens (Ausubel et al., 2005). 

Figure 1 : Les récepteurs PRRs (pattern recognition receptor) extracellulaire et 

intracellulaire chez les plantes et les animaux. 

 

La résistance totale d'une espèce végétale vis-à-vis de toutes les souches d'une espèce 

pathogène est désignée par la résistance non hôte (Holub et Cooper, 2004 ; Muthamilarasan et 

Prasad, 2013; Wiesel et al., 2014). Cette résistance décrit l'immunité entière d'une plante vis-

à-vis des espèces pathogènes non adaptées (Lipka et al., 2005). La résistance non hôte 

constitue la forme la plus durable, qui est exprimée chez les plantes vis-à-vis de la majorité 

des micro-organismes potentiellement pathogènes (Mysore et Ryu, 2003 ; Nürnberger et al., 

2004 ; Nürnberger et Lipka, 2005). Dans ce cas, les agents pathogènes ne réussissent jamais à 

établir l’envahissement de la plante et l’expression de la maladie (Prell et Day, 2001; Holub et 

Cooper, 2004). La résistance non-hôte pourrait être due, entre autre à l’inefficacité 

d’effecteurs du pathogène (Jones et Dangl, 2006 ; Zellerhoff et al., 2010).  

La résistance non-spécifique de l’hôte est basée sur la reconnaissance d’éliciteurs 

généraux communs pour de nombreux agents pathogènes (Keen, 1975 ; Ingle et al., 2006). 

Cette reconnaissance consiste en la perception des molécules microbiennes conservées 

dénommées Pathogen ou Microbe-Associated Molecular Patterns (PAMPs/MAMPs). Bien 

que les immunologistes utilisent couramment le terme PAMP mais le terme MAMP est 

considéré comme plus précis, car ils ne sont pas réservés seulement aux agents pathogènes 

(Ausubel, 2005). Les MAMPs sont constitutivement présents chez les microorganismes par ce 



PARTIE I                                                                                                     SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

21 

 

qu’ils sont considérés comme principaux composants structuraux des cellules microbiennes et 

de la motilité bactérienne (Egusa et al., 2009). 

Les MAMPs comprennent, chez les bactéries : la flagelline, les lipopolysaccharides 

(Ingle et al., 2006 ; Mishina et Zeier, 2007) et le facteur d’élongation Tu (EF-Tu) (Ingle et al., 

2006). Chez les champignons : La chitine, β-glucane et l’ergostérol (Ingle et al., 2006). Ces 

éleciteurs sont reconnus par des récepteurs spécifiques : Pattern-Recognition Receptors 

(PRR). Le manque de perception des PAMPs chez les plantes conduit à leur sensibilité aux 

parasites, ce qui démontre l'importance de la reconnaissance des PAMPs dans l’induction de 

la résistance contre les agents pathogènes (Schwessinger et Zipfel, 2008 ; Zipfel, 2008). Cette 

reconnaissance conduit à des événements de signalisation déclenchant les capacités 

défensives innées (Chisholm et al., 2006; Ingle et al., 2006; Schwessinger et Zipfel, 2008 ; 

Zipfel, 2008). L’efficacité de cette immunité réside dans la systémisation et la circulation de 

la résistance (Van Wees et al., 2008). 

Le modèle en Zig-zag illustre le système immunitaire des plantes selon Jones et Dangl, 

(2006). En phase (1), la plante détecte les éliciteurs M/PAMPs par les récepteurs PRR, ce qui 

déclenche la PTI (PAMP triggered Immunity), la résistance basale. En phase (2), les agents 

pathogènes délivrent des effecteurs qui interfèrent avec la PTI, il en résulte une 

sensibilité : ETS (Effector triggered sensitivity) et le développement de la maladie. En phase 

(3), un effecteur est reconnu par une protéine de résistance, activant alors une résistance 

spécifique : ETI (Effector triggered Immunity). En phase (4), des races de l’agent pathogène 

ayant modifiées leurs effecteurs et/ou acquis de nouveaux effecteurs, permettant d’annuler 

l’ETI, ce qui mène au développement de la maladie (ETS). En phase (5), de nouvelles 

protéines de résistance pourront reconnaitre les nouveaux effecteurs, entrainant alors à 

nouveau l’induction de l’ETI (Fig. 2). 

Le terme éliciteur a été utilisé pour décrire toute molécule capable d’induire la 

production des phytoalexines (Keen, 1975), puis il a été étendu à l’ensemble des molécules 

qui induisent les réactions de défense chez les plantes (Montesano et al., 2003). Les éliciteurs 

peuvent avoir une origine microbienne (éliciteurs exogènes), des constituants de surface 

cellulaire ou des molécules sécrétées, ou bien peuvent provenir de la dégradation de la paroi 

cellulaire végétale sous l’action des enzymes hydrolytiques de l’agent pathogène (éliciteurs 

endogènes) (Fig. 3) (Montesano et al., 2003).  
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Figure 2 : Modèle en Zig-zag illustrant le système immunitaire des plantes (Jones et 

Dangl, 2006). 

 

 

A) Les éliciteurs généraux (non spécifiques) sont impliqués dans l’immunité innée (primaire). Ils comprennent 

les  Microbe-Associated Molecular Patterns (MAMPs) issus de micro-organismes non pathogènes, Damage-

Associated Molecular Patterns (DAMPs) issus des surfaces des plantes suite à l’action de l’envahisseur et 

Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) issus des micro-organismes pathogènes. B) Les éliciteurs 

spécifiques (ou effecteurs) sont issus des pathogènes spécifiques et agissent uniquement chez les cultivars de 
plantes possédant le gène de résistance correspondant. Les effecteurs conduisent typiquement à l’immunité innée 

secondaire après une perception dépendante de récepteur intracellulaire (Henry et al., 2012). 

Figure 3 : Eliciteurs des plantes. 

(5) 
(3) 

(2) 

(1) 

(4) 
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La notion d’éliciteur a ensuite évolué vers celle de PAMPs (Pathogen Associated 

Molecular Pattern) (Medzhitov et Janeway, 1997). Le terme PAMP a été introduit pour 

décrire des motifs présents dans des molécules d’origine microbienne, capables de déclencher 

les réactions de défense de la plante. De telles molécules sont souvent indispensables à la 

pathogénicité et à la survie de l’agent pathogène (McGuinness et al., 2003). Les PAMPs, 

actuellement connus, sont de nature polysaccharidique et sont représentés respectivement par 

les oligomères de β-glucanes communs aux parois végétales et fongiques, les oligomères de 

chitine ou de chitosan présents dans les parois des champignons et des insectes et enfin, les 

oligogalacturonates des parois végétales (Shibuya et Minami, 2001). Ces éliciteurs 

appartiennent à plusieurs familles chimiques : protéines, glycoprotéines, glycanes et  lipides 

(Tableau 2) (Ebel et Cosio, 1994). 

Plusieurs PAMPs  de nature protéiques ont été identifiés d’où le plus connu d’entre eux 

est un peptide de 22 acides aminés (flg22) contenu dans la flagelline, protéine majeure 

constituant les flagelles des bactéries (Zipfel et al., 2008). Cette protéine est reconnue chez les 

plantes par un récepteur like-kinase (RLK) appelé FLS2 (flagellin-sensing locus2) (Gomez-

Gomez et Boller, 2002). FLS2 est une protéine transmembranaire avec un domaine protéine 

kinase intracytoplasmique et un domaine LRR (Leucine Rich Repeat) extracytoplasmique  

(Fig. 4) (Gomez-Gomez et Boller, 2002).  

Indirectement, les plantes peuvent également détecter la présence d'agents pathogènes 

par la perception de composés endogènes qui sont libérés à partir de leurs barrières 

structurelles ou d'autres macromolécules par des enzymes lytiques produites par l'envahisseur 

ou par l'hôte lui-même. Ces molécules, appelées DAMPs (Damage-Associated Molecular 

Patterns) apparaissent généralement dans l’apoplaste et peuvent donc avoir le même effet que 

les PAMPs et jouent le rôle de signal afin d’induire l’immunité innée. Par exemple, les 

oligogalacturonides sont libérés par des enzymes microbiennes reconnues par le récepteur de 

WAK1 (D'Ovidio et al., 2004). L’émission de ces signaux endogènes permet aux cellules 

blessées de communiquer et favorisent la systémisation du signal. De même, le peptide 23-

AtPep1 est libéré par des précurseurs de protéines en réponse à la blessure et déclenche une 

réponse immunitaire innée chez Arabidopsis via la reconnaissance par le récepteur PEPR1 

(Yamaguchi et al., 2006).  
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2.2. Résistance hôte  (Reconnaissance spécifique)  

Durant la coévolution entre les plantes et les microbes, les agents pathogènes ont acquis 

la capacité de surmonter la résistance non-hôte par l’injection des protéines effectrices dans 

les cellules végétales, ce qui annule la PTI (PAMP-triggered immunity) et favorise la 

croissance des pathogènes et le développement de la maladie (Chisholm et al., 2006 ; Göhre 

et Robatzek, 2008).  

 

 

La flagelline bactérienne (flg22) et EF-Tu sont reconnus par les récepteurs LRR-RLK FLS2 et EFR 

respectivement. La xylanase est reconnue par les RLP LeEIX1 et LeEIX2. Le récepteur de la chitine chez le riz 

est une protéine transmembranaire CeBiP contenant 2 domaines. Chez Arabidopsis, le LRR-RLK CERK1 

reconnait  la chitine PRRs (D’après Zipfel, 2008). 

Figure 4 : Perception des PAMPs chez les plantes par des récepteurs. 

 

Les effecteurs ciblent les composants spécifiques de la régulation du système 

immunitaire basal (Ingle et al., 2006). Les protéines effectrices sont injectées dans l’apoplaste 

ou directement dans le cytoplasme des cellules de la plante hôte, menant à une réaction dite : 

Effector-Triggered Susceptibility (ETS) (Chisholm et al., 2006 ; Göhre et Robatzek, 2008). 

Lorsque les parasites sont capables de franchir les barrières de la reconnaissance non 

spécifique (Prell et Day, 2001), et en réponse à la sécrétion  des protéines effectrices, certains 

cultivars ont développé des protéines de résistance (R) (Chisholm et al., 2006 ; Ingle et al., 

2006). Ces protéines reconnaissent des effecteurs particuliers, conduisant à un autre type 

d’immunité : effector-triggered immunity (ETI) (Figs. 2, 5) (Chisholm et al., 2006). Il s’agit 

d’une reconnaissance spécifique entre les produits du gène de résistance (R) dominant chez la 

plante hôte et les produits du gène d’avirulence (Avr) dominant chez le pathogène (Lauge et 
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al., 1998 ; Mahé et al., 2009), d’où le concept « gène pour gène » de Flor . Il s’agit du 

deuxième niveau de reconnaissance chez les plantes, lorsque les parasites sont capables de 

franchir les barrières de la reconnaissance non-spécifique. Elle est liée à la détection 

spécifique de certaines races, appartenant à une espèce pathogène, par certaines variétés, 

appartenant à une espèce de plante hôte. Selon Flor la résistance spécifique de race et de 

cultivar ne dépend en général que d’un seul gène dans chaque partenaire (Flor, 1955 et 1971). 

La  reconnaissance Avr-R conduit à une réaction d’hypersensibilité (RH) au niveau du 

site d’infection, ce qui isole le pathogène des autres parties de la plante hôte (Durand-Tardif et 

Pelletier, 2003 ; Lauge et al., 1998 ; Mahé et al., 2009). La RH est une forme de mort 

cellulaire programmée génétiquement, mise en place de façon très rapide ; cette réaction 

limite la zone infectée par l’agent pathogène. Deux rôles sont attribués à cette réponse de 

défense. D’une part, la mort des cellules végétales entourant l’agent pathogène perturbera 

considérablement le développement de ce dernier. En effet, celui ci se retrouve dans un milieu 

dépourvu d’éléments nutritifs, au pH et à une hygrométrie défavorables, et contenant des 

composés toxiques libérés suite à la mort des cellules. Cependant, ces conditions sont 

favorables à l’invasion par certains agents pathogènes nécrotrophes comme Botrytis. D’autre 

part, la RH joue un rôle de signal d’alarme, en informant les autres parties de la plante de 

l’attaque. Ce signal généré lors de la RH se propage à l’ensemble de la plante, permettant  la 

mise en place de la défense systémique (Govrin et Levine, 2002). 

La RH  donne lieu à une cascade de signaux, activant une résistance générale et non 

spécifique chez la plante hôte dite systémique, c’est la résistance systémique acquise 

(Systemic Aquired Resistance, SAR) (Durrant et Dong, 2004). Cette résistance permet à la 

plante de stimuler ses propres mécanismes de défense et est généralement activée à la suite 

d’une infection primaire par un agent pathogène nécrotrophe (Lepoivre, 2003).  

Le concept de la SAR, en raison de son importance a été largement étudié afin de 

développer la résistance des plantes cultivées aux maladies fongiques, bactériennes et virales 

(Percival, 2001 ; Pieterse, 2014). La résistance hôte peut activer des mécanismes de défense 

hautement spécifiques vis-à-vis de l’agent pathogène. Il s’agit du deuxième niveau de 

reconnaissance chez les plantes. Elle est liée à la détection spécifique de races pathogènes par 

de variétés des plantes hôtes, c’est la résistance spécifique race/cultivar (Prell et Day, 2001).  
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Tableau 2 : Origine et nature des éliciteurs (Ebel et Cosio, 1994). 

Origine Eliciteur (composants) Efficace contre Effects sur plantes 

Plantes Oligogalacturonides Botrytis cinerea, Blumeria graminis Plusieurs 

Milsana Botrytis cinerea, Leveillula taurica Concombre, tomate 

Eliciteur peptide 1 Cochliobolis heterostrophus,  

Colletotrichum graminicola 

Maïs 

Carrageenans Scierotina scierotiorum A thaliana, tabac 

Fucans TMV Tabac 

Uvans Plusieurs Plusieurs 

Laminrine Erwinia carotovora, Plasmopara viticola, 
Botrytis cinerea, Fusarium solani 

Tabac 

Bacteries 

 

Harpine Xanthomonas oryzae Riz 

Lipopeptides Botrytis cinerea Tomate 

Dilethyisulfide Cochliobolus heterostrophus 

Botrytis cinerea 

Mais, tabac 

Pseudobactine Botrytis cinerea, Erwinia, 

carotovora 

plusieurs 

Oomycetes Cryptogeine Phytophtora parasitica, 
Sclerotinia sclerotiorum 

Tabac 

Acide Eicosapentaenoicque Phytophtora infestans Pomme de terre 

Pep-13 Phytophtora spp. Pomme de terre 

INF1 Phytophthora infestans Tabac 

Champigons B –glucane Plusieurs Plusieurs 

Chitosane Plusieurs Plusieurs 

Chitine Plusieurs Plusieurs 

Ergosterol Botrytis cinerea Tabac 

Xylanases , peptaibole,               

cerato-platanine 

Pseudomonas syringae, Botrytis cinerea 

Colletotrichum graminicola 

A thaliana, maïs 
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Les gènes d’avirulence codent pour des protéines qui possèdent une activité élicitrice 

spécifique aux cultivars de plantes qui possèdent les récepteurs race-spécifique 

correspondants (Montesano et al., 2003). Les protéines d’avirulence peuvent être considérées 

comme des effecteurs en raison de leur rôle dans le pouvoir pathogène des microorganismes 

(Gohre et Robatzek, 2008). De nombreux gènes d’avirulence ont été isolés chez les 

champignons, les bactéries, les virus et les oomycètes. Dans le cas des bactéries, ils sont actifs 

directement dans le cytoplasme des cellules végétales grâce au système de sécrétion de      

type III (Espinosa et Alfano, 2004). Dans le cas des champignons, elles sont majoritairement 

secrétées de façon extracellulaire (Nimchuk et al., 2000). 

 

A. La reconnaissance des PAMPs par les récepteurs végétaux (partie extra-cellulaire) (RLK, receptor-like 

kinase) déclenche la résistance basale ou PTI (PAMP-Triggered Immunity). Celle-ci implique l’activation de la 

cascade MAP kinases  (Mitogen activated proteins) et une reprogrammation transcriptionnelle. 

B. Les bactéries phytopathogènes utilisent le système de sécrétion de type III pour libérer leurs effecteurs dans la 

cellule hôte ; menant à une situation de sensibilité. 

C. Les protéines de résistance perçoivent les effecteurs dans la cellule et activent la résistance spécifique ou ETI 

(Effector-Triggered Immunity) (Chisholm et al., 2006). 

Figure 5 : Modèle de mise en évidence de la résistance des plantes face aux bactéries.  

A B C 
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2.3. Résistance systémique induite  

La résistance induite par les PGPRs peut être considérée comme une "vaccination" 

systémique qui réduit la sensibilité des plantes aux pathogènes (Kloepper et al., 2004; Ongena 

et Thonart, 2006 ; Bakker et al., 2007; Rudrappa et al., 2010). Elle a été vérifiée par 

l’inoculation du pathogène et des PGPRs spatialement séparés. Par exemple, les bactéries au 

niveau des racines et le pathogène sur les feuilles, ou par l'utilisation des systèmes racinaires 

en split, afin d’éviter toute interaction physique entre les deux agents (Bakker et al., 2007. 

Benchabane et al., 2000 ; Boukerma, 2012). L’ISR a été mise en évidence chez l’œillet 

(Dianthus caryophyllus), après la colonisation racinaire avec Pseudomonas fluorescens 

WCS417, les plants d'œillet ont développé une résistance contre Fusarium oxysporum f. sp. 

dianthi. Cette résistance systémique a été illustrée contre les champignons, les bactéries et les 

virus chez  plusieurs plantes (van Loon et al., 1998 ). 

La résistance systémique induite est phénotypiquement similaire à la résistance 

systémique acquise (van Loon et al., 1998 ; van Wees et al., 1999 ; Jourdan et al., 2008), tout 

comme dans le cas de la SAR, les réactions de défense de l’ISR permettent de mieux se 

défendre vis-à-vis d'une agression ultérieure. L’activation simultanée de la SAR et de l’ISR 

offre une capacité défensive renforcée en comparaison à chaque type de résistance unique 

(van Wees et al., 2000). Ces deux types de résistances induites sont efficaces contre un large 

spectre d’agents pathogènes (Ton et al., 2001, 2002 ; Yan et al., 2002). L’expression 

phénotypique de l’ISR peut être divisée en quatre étapes principales (Jurdan et al., 2008).  

 

 La perception par la plante des molécules bactériennes responsables de l’élicitation de 

l’ISR ; 

 La transmission du signal nécessaire à la systémisation du phénomène chez la plante ; 

 La mise en alerte (priming) de la plante au niveau systémique, qui dans la plupart des 

cas n’est pas accompagnée de grandes modifications de l’activité transcriptionnelle 

avant l’attaque du pathogène ; 

 Lors de l’agression par l’agent pathogène, l’expression du ou des mécanisme (s) de 

défense, permettant de limiter voire d’inhiber la pénétration du pathogène dans les tissus 

de l’hôte végétal. 
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2.3.1. Déterminants bactériens  

L’induction de la résistance systémique par les PGPRs est basée sur la reconnaissance 

spécifique entre des éliciteurs rhizobactériens et la plante (Pieterse et al., 2001 ; van Loon et 

al., 2008). Ces rhizobactéries possèdent une diversité de molécules élicitrices de l’ISR ; si un 

déterminant ne parvient pas à provoquer la résistance systémique, ou n'est pas produit selon 

certaines conditions, d'autres caractères peuvent être efficaces. Dans de tels cas, ces divers 

déterminants peuvent être différemment régulés (Bakker et al., 2007). Les molécules 

élicitrices de la résistance peuvent être soit des composants de la surface cellulaire 

bactérienne, soit des métabolites excrétés par les PGPRs  (van der Ent et al., 2009a). 

Globalement, les determinants bacteriens sont classés on des composants de la surface 

cellulaire et  des métabolites excrétés. 

  

2.3.1.1.Lipopolysaccharides  

Les lipopolysaccharides (LPS) des bactéries à Gram négatif sont des molécules clés, 

jouant de multiples rôles dans les interactions plantes-microbes. La perception des LPS par les 

cellules végétales déclenche les réactions de défense ou la mise en alerte des plantes 

(Molinaro et al., 2009). Chez A. thaliana, les LPS des Pseudomonas spp. fluorescents 

semblent être impliqués dans l’induction de la résistance systémique vis-à-vis de 

Pseudomonas. syringae pv. tomato (Bakker et al., 2003 ; Meziane et al., 2005). Le rôle de ces 

déterminants bactériens a été mis en évidence chez les plantes d’œillet traitées avec des 

cellules soit viables, soit tuées par la chaleur ou encore avec des LPS isolés de P. fluorescens 

WCS417, après l'inoculation avec Fusarium spp. Une accumulation importante des 

phytoalexines a été détectée par rapport aux plantes témoins (Reitz et al., 2000). 

 

2.3.1.2. Flagelles  

Les flagelles sont des structures rigides, constitués par la flagilline, responsables de la 

mobilité bactérienne (Baudry et Brézellec, 2006). Les flagelles de P. putida WCS358 sont 

impliqués dans la stimulation des capacités défensives végétale. Leur rôle a été étudié chez 

l’arabette, le haricot, la tomate en appliquant des flagelles isolés et en utilisant des mutants 

immobiles (Meziane et al., 2005). La reconnaissance de la flagelline chez les plantes se 

réalise via le récepteur : flagelline-sensitive 2. Cette reconnaissance est spécifique, par 
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exemple Arabidopsis WS-0 est insensible à la flagelline des Pseudomonas (Gómez-Gómez et 

al., 1999).  

   

2.3.1.3.  Antibiotiques   

En plus de leur rôle antimicrobien, les antibiotiques favorisent le déclenchement de la 

résistance systémique (Maurhofer et al., 1992 ; Fernando et al., 2005). Chez Arabidopsis, 

l’ISR vis-à-vis de P. syringae pv. tomato dépend du DAPG produit par P. fluorescens Q2-87 

(Weller et al., 2004). L'importance de cet antibiotique dans la stimulation des réactions de 

défense a été mise en évidence par des mutants qui ne peuvent pas synthétiser le DAPG et ont 

montré leur incapacité à provoquer l’ISR (Iavicoli et al., 2003 ; Weller et al., 2004). 

L’ISR peut être déclenchée en réponse à la perception de 2,4-diacetylphloroglucinol 

(PHL) (Iavicoli et al., 2003) et de l’acide cyanhydrique (HCN) (Jacques et al., 1993). Ongena 

et ses collaborateurs ont montré que les lipopeptides, les surfactines et les fengycines peuvent 

être impliqués dans l’élicitation de l’ISR (Ongena et al., 2007).  

 

2.3.1.4. Substances volatiles  

L’exposition des plantules d’Arabidopsis à un mélange de composés organiques 

volatiles de Bacillus spp. a réduit significativent la gravité de la maladie causée par Erwinia 

carotovora subsp. carotovora par rapport aux plants témoins. L'exposition à ces composés 

pendant moins de quatre heurs a été suffisante pour activer l’ISR (Ryu et al., 2004). 

 

2.3.1.5. Sidérophores  

Chez de nombreux Pseudomonas, en plus de leur rôle dans la chélation du fer (Meyer et 

Abdallah, 1978; Alka et  Murali, 2008), les sidérophores sont impliqués dans l’induction de la 

résistance systémique. L’action de ces métabolites dans l’ISR a été signalée chez P. putida 

WCS358, avec une bioprotection significative d’Eucalyptus urophylla vis-à-vis du 

flétrissement bactérien (Ralstonia solanacearum) (Ran et al., 2005). 
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2.3.2. Voies de signalisation et systémisation de la résistance 

Les éliciteurs des PGPRs ressemblent aux PAMPs d’origine bactérienne (van Loon et 

Bakker, 2006). De fortes homologies existent entre le mécanisme de perception des 

M/PAMPs, dérivés des pathogènes qui déclenchent la résistance basale (M/PAMP-triggered 

immunity) et le mécanisme de perception des éliciteurs rhizobactériens. Ceci suggère que les 

PGPRs sont également reconnus par un système immunitaire similaire (van der Ent et al., 

2009a).  

La reconnaissance entre la plante et un micro-organisme ou l’un de ses composants 

enclenche la production d’une cascade de signaux et de messagers chimiques, qui à leur tour 

régulent les modifications de l’expression des gènes de défense (Klarzynski et Fritig, 2001). 

Ces modifications conduisent à l’expression d’une résistance systémique après avoir perçu un 

éliciteur au niveau local (Heil
  
et Walters, 2009). La première réponse de cette reconnaissance 

est un ensemble de flux d'ions à travers la membrane plasmique et la production d'espèces 

réactives d'oxygène, suivie par l'activation séquentielle des gènes et l'accumulation de 

produits de défense (Jabs et al., 1997).  

Selon l’étude Bordiec, (2010),  Burkholderia phytofirmans PsJN est capable de 

coloniser le système racinaire de la vigne. Tout d’abord, le contact des cellules de la vigne 

avec cette bactérie induit une alcalinisation du milieu, la libération des espèces réactives 

oxygénées et azotées, une expression des gènes de défense et l’accumulation de composés 

phénoliques. Les résultats obtenus démontrent que cette bactérie est perçue par les cellules de 

la vigne, engendrant une stimulation des réactions de défense. Par ailleurs, l’interaction entre 

la souche PsJN et la vigne confère à la plante une protection vis-à-vis de certains stress.  

La reconnaissance de la flagelline flg22- FLS2 induit plusieurs réponses cellulaires 

comme l’alcanilisation du milieu extracellulaire, la production d’éthylène chez la tomate et le 

riz (Felix et al., 1999), l’activation d’une cascade de MAPK  (Mitogen Activated Protein 

Kinase) (Asai et al., 2002), et finalement l’induction rapide de la transcription de 1100 gènes 

chez A. thaliana (Zipfel et al., 2004). FLS2 fait partie de la famille des PRR (Pattern 

Recognizing Receptor) des plantes qui comprend actuellement quatre autres récepteurs 

connus. EFR, un autre récepeur LRR-RLK (Leucine Rich Repeat – Receptor Like Kinase) 

reconnaît le PAMP bactérien (EF-Tu) (Zipfel et al., 2006). Ces PRRs sont localisés au niveau 

de la membrane plasmique et sont susceptibles d’activer des cascades de signalisation 

impliquant des flux de Ca
2+

 et des MAPK qui induisent à leur tour des réactions de défense 

(Jones et Dangl, 2006). 

http://www.pnas.org/search?author1=Thorsten+Jabs&sortspec=date&submit=Submit
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2.3.2.1. Flux ioniques 

La perception d’un éliciteur par les cellules végétales entraîne une dépolarisation 

membranaire rapide et transitoire, c’est un ensemble de flux d'ions à travers la membrane 

plasmique : influx de H
+
 et de Ca

2+
 (Kadota et al., 2004). Cet influx a été également observé 

chez le tabac après avoir perçu d’éliciteurs de P. putida WCS358 et de P. fluorescens 

WCS417 (van Loon et al., 2008). De même, il a été signalé un efflux de Cl
-
 (Kikuyama

 
 et al., 

1997 ; Kadota et al., 2004) et de k
+
 (Bolwell et al., 1997 ; 2002). 

 

2.3.2.2. Espèces réactives d’oxygène  

Les plantes génèrent des espèces réactives d’oxygène (Reactive oxygen species, ROS)  

qui sont considérées comme des régulateurs clés de la croissance et du développement (Shetty 

et al., 2009). Ces espèces sont aussi produites au cours de l’interaction hôte-pathogène et 

participent dans les voies de signalisation des réactions de défense (Hancock et al., 2002 ; 

Shetty et al., 2009). Les espèces réactives les plus importantes sont : l'oxygène singulet (
1
O2), 

le radical hydroxyperoxyl (HO2), l'anion superoxyde (O
-
2), le peroxyde d'hydrogène (H2O2) et 

le radical hydroxyle (OH
-
) (Shetty et al., 2009). La production des ROS a été observée dans 

une suspension cellulaire de tabac à la suite de la reconnaissance d’éliciteurs de Pseudomonas 

spp. fluorescents (Van Loon et al., 2008).  

Les ROS sont synthétisées avec un niveau contrôlé qui mène à une réponse définie 

comme l’activation des protéines kinases et la régulation de l’expression des gènes. Ces 

espèces jouent un rôle clé dans l'orchestration de la résistance localisée (HR) (Hancock et al., 

2002).  

 

2.3.2.3. Phosphorylation et déphosphorylation 

Le processus de phosphorylation et de déphosphorylation est un mécanisme commun de 

la transduction du signal chez les plantes qui relie la perception des signaux extracellulaires  

avec leurs réponses définitives. Les Mitogen-Activated Protéines kinase (MAPKs) constituent 

l’un des principaux systèmes de phosphorylation, que les plantes utilisent pour résister aux 

stress biotiques et abiotiques. Ce système est composé de plusieurs classes de kinase, ayant 

chacune un rôle différent dans la transduction du signal (Cvetkovska et al., 2005).  

http://pcp.oxfordjournals.org/search?author1=Munehiro+Kikuyama&sortspec=date&submit=Submit
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En cas d’un stimulus, Les MAPKs sont activés par les ROS qui sont impliquées dans 

l’activation de l’expression des gènes de défense. Une faible fonction des MAPK conduit à 

une régulation négative de la résistance aux agents pathogènes (Zhang et Klessig, 2001 ; 

Zhang et al., 2007). 

 

2.3.2.4. Signalisation hormonale 

Les mécanismes de défense des plantes sont contrôlés par un réseau complexe des voies 

de signalisation, impliquant plusieurs régulateurs (Bruce et Pickett, 2007). Trois molécules 

signales clés sont responsables dans l’induction de la résistance chez les plantes : l'acide 

salicylique (AS), l'acide jasmonique (AJ) et l'éthylène (ET) (Pieterse et van Loon, 1999 ; Ton 

et al., 2001, 2002 ; Kunkel et Brooks, 2002 ; Pieterse et van Loon, 2007 ;  Jalloul et al.,2009). 

Ces molécules sont impliquées dans deux principales voies de signalisation de défense contre 

les pathogènes : une voie AS-dépendante et une voie AS-indépendante, qui nécessite l’AJ et 

l’ET (Fig. 6). Ces voies fonctionnent de manière dépendante et sont influencées l’une par 

l’autre dans un réseau complexe d'interactions (Kunkel et Brooks, 2002).  

L’interconnexion et la coordination entre ces voies de signalisation sont des éléments 

clés pour une expression optimisée de la résistance des plantes (Jalloul et al., 2009). Les deux 

voies de signalisation, que ce soit dépendante ou indépendante de l’acide salicylique, 

confèrent une grande régulation potentielle pour l'activation de multiples mécanismes de 

résistance (Pieterse et van Loon, 1999). Les mécanismes de ces voies ne sont pas assez clairs 

et il reste encore beaucoup à comprendre et à illustrer. 

Concernant la potentialisation des gènes, van Wees et ses collaborateurs (1999) ont testé 

l’expression des gènes connus liés à la défense  chez Arabidopsis : les gènes de réponse à 

l’AS (PR-1, PR-2, et PR-5), le gène induit par l’ET (Hel), les gènes de réponse à l’ET et l’AJ 

(ChiB et Pdf1.2) et les gènes induits par l’AJ (Atvsp, LOX1, Lox2, PAL1, et PIN2). L'infection 

par le pathogène virulent P. syringae pv. tomato DC3000 induit l'expression de la plupart des 

gènes testés. Le déclenchement de la SAR par la même souche avirulente du pathogène induit 

l’expression des gènes inductibles par l’AS. L’ISR ne potentialise qu’un seul gène induit par 

l’acide jasmonique. Les autres gènes sensibles à l’AJ n’ont pas été potentialisés, ce qui 

suggère que l’ISR n’active que certains gènes spécifiques. 

Chez Arabidopsis l’expression de l’ISR par Pseudomonas fluorescens WCS417r exige 

l’existence d’un locus désigné ISR1 (Pieterse et al., 2001). L’analyse des feuilles 
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d’Arabidopsis après la colonisation des racines avec P. fluorescens WCS417r, montre une 

amélioration de la capacité à convertir le précurseur de l'éthylène (1-aminocyclopropane-1-

carboxylate) en l'éthylène. Cette amélioration mène à une expression potentialisée des gènes 

sensibles à l’éthylène (Pdf1.2 et Hel) (Hase et al., 2003). 

 

2.3.2.4.1. Voie dépendante de l’acide salicylique  

L’acide salicylique est un régulateur clé de la SAR, l’induction de cette résistance 

nécessite l’accumulation de l’AS (Ton et al., 2001, 2002 ; Yan et al., 2002). L'importance de 

cette accumulation a été démontrée par l’utilisation des plantes transgéniques NahG, qui 

expriment le gène salicylate hydroxylase nahG bactérien, rendant les plantes incapables 

d'accumuler l’AS. Dans ce cas, les plantes NahG ne peuvent pas déclencher la SAR (Gaffney 

et al., 1993 ; Ryals et al., 1996). L’application exogène de l’AS, ou d’un de ses analogues : 

BTH (benzothiadiazole) ou INA (2,6- acide dichloroisonicotinique) conduit à l’induction de 

la SAR. De même, l’utilisation des mutants qui ne peuvent pas synthétiser l’AS : sid1 et sid2 

à confirmer l’indispensabilité de l’AS pour la stimulation de la SAR (Wildermuth et al., 

2001). Cette résistance n'est pas efficace contre tous les pathogènes, par exemple, elle n’est 

pas significative contre Botrytis cinerea ou Alternaria alternata (Ryals et al., 1996). 

  

2.3.2.4.2. Voie indépendante de l’acide salicylique  

La recherche sur les voies de signalisation de défense qui sont activées par les PGPRs a 

révélé que l’AJ et l' ET sont des acteurs primordiaux qui pilotent l’ISR. Le rôle de ces 

molécules a été démontré chez Arabidopsis thaliana  avec P. fluorescens (Pozo et al., 2008 ; 

Ton et al., 2001, 2002 ; Yan et al., 2002 ; Van der Ent et al., 2009b) et chez le riz 

(Vleesschauwer et al., 2008). Certaines rhizobactéries peuvent activer la voie de l’AS-

dépendante en produisant de l’AS sur la surface racinaire (Pieterse et al., 2001), ce qui 

augmente l’efficacité de l’ISR (Lepoivre, 2003 ; Bakker et al., 2007). L’analyse du niveau 

local et systémique de l’acide jasmonique et de l'éthylène a démontré que l’ISR n'est pas 

associée à un changement de la teneur de ces molécules signales, ce qui indique que l’ISR 

n’induit pas la synthèse de ces phytohormones (Pieterse et al., 2000). Plusieurs études 

suggèrent que le rôle de l’AJ et l’ET dans l’ISR est basé sur une sensibilité accrue à ces 

hormones, plutôt que sur une augmentation de leur production (Pieterse et al., 2001 ; 

Verhagen et al., 2004 ; Tuzun et Bent, 2006). Il a été montré que Pseudomonas fluorescens 

WCS417r est incapable d’éliciter l’ISR chez les mutants d’Arabidopsis de réponse à l’AJ : 

http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Sadik+Tuzun%22
http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Sadik+Tuzun%22
http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Sadik+Tuzun%22
http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Elizabeth+Bent%22
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jar1 (jasmonic acid resistant1), eds8 (enhanced disease susceptibility) et coi1 (coronatine 

insensitive1) (Pieterse et al., 1998 ; Ton et al., 2002 ; Pozo et al., 2008) et des mutants de 

réponse à l’ET : etr1 (ethylene response 1) et ein2 (ethylene insensitive 2) (Pieterse et al., 

1998). L’ISR est stimulée chez les plantes NahG, montrant  que ce phénomène est 

indépendant de l'AS (Pieterse et al., 2001).  

 

2.3.2.5. NPR1 (Non-Expressor of Pathogenesis-Related Genes1) 

Les NPR1 sont des cofacteurs responsables de la reprogrammation transcriptionnelle du 

génome végétal induite par les phytopathogènes (Shearer et al., 2009). Les NPR1 activent la 

transcription des protéines de défense PRs (Pathogenesis-Related) (Cao et al., 1994). La 

surexpression de ces protéines renforce la résistance des plantes aux maladies (Friedrich et al., 

2001). Il a été constaté que l’ISR exige les NPR1, qui sont impliqués dans la perception de 

plus d’un signal (Pieterse et al., 2001). De même pour la SAR mais leur rôle n’est pas 

identique (van Wees et al., 2000), ce qui suggère que les NPR1 sont nécessaires dans la 

régulation et la connexion entre les voies des défenses induites (Fig. 6) (Dong, 2004 ; Pieterse 

et van Loon, 2007 ; Pieterse et al., 2009). L’action des NPR1 est liée à une régulation dans le 

noyau pour l’expression de la SAR (Dong, 2004), par contre, le rôle de ces protéines dans la 

voie de signalisation dépendante de l’AJ et l’ET est attribué à une fonction cytosolique (Stein 

et al., 2008). Toutefois, le mécanisme moléculaire exacte par lequel les NPR1 exercent leur 

rôle dans la voie AJ/ET reste à élucider (Van der Ent et al., 2009b). 

 

2.3.3.  Priming (Mise en alerte) 

Une caractéristique commune de la résistance systémique élicitée par les rhizobactéries 

est le priming : la potentialisation des réponses de défense (Fig. 7) (Conrath et al., 2002 ; 

Goellner et Conrath, 2008 ; Pavlo et al., 2010 ; Tonelli et al., 2011). Priming est un état 

physiologique qui permet aux plantes d’exprimer plus rapidement et efficacement leurs 

propres réactions de défense et d’économiser leur énergie (Beckers et Conrath, 2007 ; Ton et 

al., 2009 ; Van der Ent et al., 2009b ; Pavlo et al., 2010). Cet aspect a été associé à différentes 

formes de résistances aux situations de stress rencontrées (Figs. 7, 8)  (Bruce et Pickett, 2007 ; 

Ton et al., 2009). La mise en alerte peut se déclencher à la suite d’une attaque par un 

pathogène nécrotrophe ou encore par un traitement avec des composants naturels ou 

synthétiques. Bien que ce phénomène soit connu depuis des années, il n’a été  valorisé et 
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étudié  que tardivement par rapport aux autre mécanismes (Beckers et Conrath, 2007 ; van der 

Ent et al., 2009b ; Pavlo et al., 2010).  

 

 

Figure  6 : Voies de transduction du signal de la SAR et de l’ISR. 

 

 

A : Mise en état d’alerte  (Priming), B : Exposition secondaire à un stress biotique ou abiotique, C : 

Potentialisation des réponses de défense. Chez les plantes, le traitement avec l’acide salicylique, le BABA (acide 
ß-aminobutyrique), l’INA (acide 2,6-dichloroisonicotinique) ou le BTH (acibenzolar-S-méthyl) prépare les 

cellules à réagir plus rapidement et plus efficacement aux agressions ultérieures (Conrath et al., 2002). 

Figure 7 : Phénomène de potentialisation chez les plantes.  
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La ligne verte représente le niveau et la vitesse des réactions des plantes qui ont été sensibilisées et la ligne bleue 

représente  le niveau des réactions des plantes qui ne sont pas sensibilisées. TCA : acide tricarboxylique, ROS : 

Reactive oxygen species, JA: acide Jasmonique,  AS : Acide salicylique, PRs : Proteins Pathogenesis-Related. 

Figure 8 : Les différentes étapes du priming. 

 

Priming est déclenché par un stimulus, au cours de ce phénomène, les niveaux de divers 

métabolites, des enzymes, des hormones et d'autres molécules primaires et secondaires sont 

légèrement modifiées, mettant la plante dans un état de veille (Fig. 8). Dans un état de stress 

(challenge), la plante rentre dans un état post-challenge au cours de laquelle les réactions 

appropriées pour lutter contre un stress donné sont rapidement induites. L’état 

transgénérationnelle potentialisé se trouve chez les plantes produites à partir de graines issues 

des plantes parentales qui ont subit un priming et sont donc en mesure de réagir plus 

rapidement en cas d’un stress (Balmer et al., 2015). 

Les réactions de défense de l’ISR sont exprimées uniquement sous l’effet d’une attaque 

par des agents pathogènes, renforçant le niveau de résistance aux envahisseurs rencontrés 

(Van der Ent et al., 2009b). Le priming peut expliquer l’absence des changements de 

l’expression des gènes de défense en absence du pathogène chez les plantes bactérisées 

(Pieterse et al., 2001). Cette caractéristique chez les plantes indique une certaine capacité de 

mémoire (Bruce et al., 2007).  

Ton et ses collaborateurs suggèrent que les facteurs de transcription jouent un rôle 

important dans la régulation et le fonctionnement du priming. L'induction de la mise en alerte 
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des plantes peut déclencher une accumulation accrue de ces facteurs. On peut supposer que 

ces facteurs de transcription restent inactifs jusqu'à ce que la plante sera exposée à un agent 

pathogène, parce que les mécanismes de défense ne sont pas directement exprimer lors de 

l'induction de ce phénomène (Ton et al., 2009). L'exposition à un agent inducteur peut activer 

un ou un ensemble de gènes, des modifications au niveau des métabolites de signalisation ou 

des facteurs de transcription, ou encore des changements épigénétiques pourraient jouer un 

rôle dans la mise en alerte, en permettant des changements à long terme dans l’expression des 

gènes (Bruce et al., 2007). 

La stimulation des réactions de défense entraîne une vaste reprogrammation de la 

transcription chez la plante. Les changements dans l'expression des gènes contribuent à la 

résistance aux pathogènes ; des réponses spécifiques de la défense doivent être activées 

immédiatement après l'infection (Bent et Mackey, 2007; Jones et Dangl, 2006). Quelques 

études ont montré que des mécanismes, comme la méthylation de l'ADN et le remodelage de 

la chromatine sont impliqués dans la régulation épigénétiques et peuvent avoir des effets 

durables sur l’expression des gènes de l’immunité végétale (Alvarez et al., 2010). La 

méthylation de l’ADN est l'un des principaux mécanismes de fonctionnement de régulation 

épigénétique des processus allant de la réponse aux signaux environnementaux à la 

coordination du développement chez les plantes (Feinberg, 2007).  

Le caractère ou le fonctionnement d'une cellule est défini par ses protéines, qui sont le 

résultat de l'expression des gènes spécifiques. Les déterminants primordiaux de profils 

d'expression des gènes sont les facteurs de transcription en se liant à l'ADN, qui choisissent 

l’activation ou la répression de la transcription des gènes par la reconnaissance de la séquence  

de l'ADN dans leurs promoteurs. L'interaction de ces facteurs avec leurs séquences 

apparentées déclenche une chaîne d'événements, impliquant souvent des changements dans la 

structure de la chromatine, qui mène à l'assemblage d'un complexe de transcription actif 

(Cosma et al., 1999). 

Dans la dernière décennie, des études suggèrent que les conditions de stress 

environnementaux peuvent causer des adaptations efficaces dans les descendants de la plante. 

L’adaptation au stress acquis peut passer à la prochaine génération, l'état de  stress  doit être 

mémorisé dans une forme qui est propagée à travers les divisions mitotique et méiotiques, 

même lorsque le stress n’est plus présent (Piertese et al., 2014). 
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3. Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPRs)   

La lutte biologique contre les maladies des plantes fait souvent appel aux communautés 

bactériennes du sol, particulièrement celles adaptées aux rhizosphères (rhizobactéries) 

(Leinhos, 1994 ; Zahir et al., 2004 ; Ryu et al., 2007 ; Suty, 2010 ; Piertese et al., 2014). Ces 

rhizobactéries sont regroupée sous le nom Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPRs) 

(Kloepper et Schroth, 1978 ; Kloepper et al., 1980), pour désigner les rhizobactéries 

phytostimulatrices de la croissance des plantes. 

Les PGPRs sont caractérisées par une capacité d'adaptation physiologique et 

métabolique polyvalente (Sturz et Christie, 2003), formant un groupe hétérogène de bactéries 

bénéfiques au niveau de la rhizosphère (Soltani, 2010). Ces rhizobactéries varient selon leur 

degré de proximité à la racine et l'intimité de l'association. En général, elles peuvent être 

séparées en PGPRs extracellulaires, existant dans la rhizosphère ou dans l’espace 

intercellulaire du cortex racinaire (bactéries non symbiotiques) et des PGPRs intracellulaires, 

qui pénètrent dans les cellules racinaires, généralement sont spécialisées dans la nodulation 

(bactéries symbiotiques) (Gray et Smith, 2004). Les genres reconnus comme PGPRs sont 

surtout : Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium (Fernando et al., 2005), Serratia (Liu et al., 

1995), Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter et Klebsiella (Caballero-

Mellado et al., 2004). L’installation des PGPRs dans la rhizosphère  est influencée par les 

substances libérées par les racines des plantes (Figs. 9,10) (Prescott et al., 2003 ; Sturz et 

Christie, 2003). Ces rhizobactéries non seulement augmentent en nombre lorsque ces 

éléments nutritifs deviennent disponibles mais leur assemblage et leur fonction changent aussi 

(Prescott et al., 2003). Selon Somers et al., (2004), les PGPRs peuvent être classées selon 

leurs actions phytoenifiques comme biofertilisants, phytostimulateurs, biopesticides. Ces 

rhizobactéries forment d’importants rhizoremediateurs, en dégradant les composés 

xénobiotiques dans les sols contaminés (Jacobsen, 1997).  

 

3.1. Groupe de Pseudomonas fluorescents  

Les Pseudomonas sont parmi les bactéries les plus rencontrées dans la rhizosphère 

(Misko et Germida, 2002), sont des bacilles à Gram négatif de 0,5-1,3 µm de diamètre 

(Eyquem et al., 2000). Le genre Pseudomonas a été décrit en 1894 (Migula, 1894), englobe 

des bactéries ubiquitaires possédant une grande diversité, incluant des espèces saprophytes et 

parasites (Lefrère et Rouger, 2000 ; Choudhary et al., 2009). Ces bactéries se caractérisent par 

un métabolisme aérobie strict, certaines souches ont une respiration anaérobie avec le nitrate 

http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Andr%C3%A9+Eyquem%22
http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Andr%C3%A9+Eyquem%22
http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Jean-Jacques+Lefr%C3%A8re%22
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comme accepteur terminal d'électrons et/ou l'arginine. Les pseudomonads sont mobiles grâce 

à un ou plusieurs flagelles polaires (Eyquem et al.,  2000 ; Haas et Défago, 2005), sont 

rarement immobiles et sont non sporulés. La plupart des Pseudomonas se cultivent à 30 °C et 

se caractérisent par une croissance lente à 4 °C (Eyquem et al., 2000). 

 

 

A : Micrographie électronique à balayage d'une microcolonie de Pseudomonas fluorescens WCS365 sur la 

racine de la tomate (Chin-A-Woeng et al., 1997 ; 2000). B : Analyse microscopie confocale à balayage de la 

colonisation des racines de tomate par P. fluorescens WCS365, qui exprime des protéines autofluorescentes. 

Deux dérivées de WCS365 exprimant soit la protéine fluorescente bleu-vert (cellules rouges) ou la protéine 

fluorescente jaune (cellules vertes) ; le chevauchement des couleurs rouge et vert est indiqué en jaune 
(Bloemberg, 2000).  

Figure 9 : Colonisation des racines par Pseudomonas fluorescens WCS365. 

 

 

 

Figure 10 : Interactions entre les PGPRs, la plante, le pathogène et le sol (Haas et et 

Défago, 2005). 

A 

 

B 

 

http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Andr%C3%A9+Eyquem%22
http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Luc+Montagnier%22
http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Andr%C3%A9+Eyquem%22
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Différents critères ont été utilisés pour l’élaboration d'un système de classification des 

espèces de Pseudomonas. Ces bactéries ont été caractérisées phénotypiquement, en se basant 

sur  plusieurs caractéristiques : la morphologie, la pigmentation, les caractères biochimiques 

et physiologiques et les exigences nutritionnelles (Jonhson et Palleroni, 1989 ; Palleroni, 

1993). Pour élucider la réelle classification de ces peusdomonads, il est important de les 

caractériser génotypiquement (De Ley et De Vos, 1984). En 1973 Palleroni distingue cinq 

groupes par hybridation ARN/ADN. Les études taxonomiques se sont ensuite succédées en 

utilisant l’hybridation ADN/ADN et le séquençage de l’ARNr 16S afin d’aboutir à de 

profonds remaniements créant de nouvelles espèces et de nouveaux genres (Eyquem et al., 

2000 ). Ces bactéries appartiennent à la sous-classe gamma Proteobacteria, à la famille des 

Pseudmonaceae et au genre Pseudomonas. Le genre Pseudomonas stricto sensu correspond 

au groupe I d’homologie d’ARNr de Palleroni qui englobe toutes les espèces fluorescentes 

(Palleroni, 1983, 1993).  

Les Pseudomonas spp. fluorescents ont été étudiés depuis des décennies pour leurs 

effets bénéfiques sur la stimulation de la croissance et la suppression efficace de quelques 

maladies telluriques des plantes (Bakker et al., 2007). Ces rhizobactéries possèdent de 

nombreuses caractéristiques qui permettent leur utilisation dans la protection des cultures 

agricoles (Weller, 2007). 

Les pseudomonas montrent de multiples propriétés : l’utilisation efficace des exsudats 

racinaires, la colonisation et la multiplication dans la rhizosphère, la spermosphère et à 

l’intérieur des cellules végétales (Weller et al., 2002). La diversité métabolique des 

Pseudomonas spp. fluorescents confère à ces bactéries une plasticité importante pour 

s’adapter à de différents environnements (Latour et Lemanceau, 1997 ; Misko et Germida, 

2002), favorisant leur utilisation comme biofertilisants, phytostimulateurs et agents de lutte 

biologique (Misko et Germida, 2002). Ces rhizobactéries fluorescentes sont devenues un 

modèle important pour les études écologiques de la rhizosphère et l'analyse du métabolisme 

secondaire bactérien (Couillerot et al., 2009 ; 2011). 

Traditionnellement, les mécanismes d'action des PGPRs sont regroupés en mécanismes 

directs et indirects (Iqbal et al., 2008 ; Khakipour et al., 2008 ; Lugtenberg et Kamilova, 

2009). Bien que la différence entre les deux n'est pas toujours évidente. En général, les 

mécanismes indirects se produisent en dehors de la plante, tandis que les mécanismes directs 

interagissent avec la plante et affectent directement son métabolisme (Iqbal et al., 2008). 

http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Andr%C3%A9+Eyquem%22
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Les mécanismes directs sont : la production des molécules stimulatrices (substances 

volatiles et phytohormones), l'amélioration de l’assimilation des éléments nutritifs (libération 

du phosphate et d’oligo-éléments à partir de source insoluble, la fixation non-symbiotique de 

l'azote et la stimulation de la formation des symbioses) et l’induction des mécanismes de 

résistance aux maladies.  

Les effets indirects consistent à lutter contre les agents pathogènes en interagissant 

directement avec ces derniers, ce qui réduit l’intensité de la maladie (Fig. 10)  (Jacobsen, 

1997). Durant la colonisation du système racinaire des plantes, les Pseudomonas fluorescents 

peuvent agir sur les phytopathogènes par leurs actions antagonistes en produisant des 

substances antimicrobiennes (Haas et Défago, 2005) et des enzymes lytiques des parois des 

champignons (Diby et al., 2005a ; Siddiqui, 2003 ; Siddiqui et al., 2005).   

 

3.1.1. Interaction PGPRs-pathogènes 

L'utilisation des antagonistes microbiens contre les parasites des plantes dans les 

productions agricoles a été proposée comme une solution alternative aux produits chimiques 

(Fernando et al., 2005). L’antagonisme a été mis en évidence par Kloepper et al., (1980), qui 

ont montré que P. fluorescens et P. putida exercent un effet inhibitetur vis-à-vis des 

champignons et des bactéries telluriques. Ces rhizobactéries ont présenté une forte 

colonisation des racines de plusieurs plantes et une augmentation significative de leur 

rendement (Kloepper et al., 1980).  

Plusieurs souches de Pseudomonas spp. fluorescents ont été signalées par leur effet 

antagoniste (Lepoivre, 2003 ; Kwak et al., 2011). L’antagonisme peut résulter d'un ou de 

plusieurs mécanismes en fonction de l’antagoniste impliqué (Whipps, 2001), en faisant 

intervenir divers métabolites, qui peuvent affecter les pathogènes par des actions d’antibiose 

et/ou de parasitisme et/ou de compétition trophique. 

 

3.1.1.1. Compétition trophique et spatiale  

La colonisation des systèmes racinaires par Pseudomonas spp. fluorescents implique un 

chimiotactisme envers les exsudats racinaires, une adsorption sur les racines et enfin une 

compétition pour les substances nutritives (Jacques et al., 1993). Les pseudomonas se 

caractérisent par une capacité élevée à extraire le fer du sol pour leurs besoins nutritionnels 

(Latour et Lemanceau, 1997 ; Whipps, 2001). Dans des conditions de carence en fer, ces 
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bactéries synthétisent des sidérophores (pyoverdine et pyochiline), qui chélatent le fer ; ces 

molécules sont aussi nécessaires à la croissance. Cette chélation réduit la disponibilité des 

ions ferriques pour les agents pathogènes, ce qui inhibe aussi leur croissance (Bloemberg et 

Lugtenberg, 2001 ; Persello-Cartieaux et al., 2003; Suty, 2010). La réduction de la maladie 

peut être le résultat d’une colonisation importante des racines ou des sites de l’infection par 

ces rhizoactéries bénéfiques, ce qui réduit l’espace nécessaire à la croissance du pathogène 

(Jacques et al., 1993 ; Suty, 2010). Ces caractéristiques expliquent leur aptitude à s’installer 

en nombre et durablement sur et à proximité des racines (Latour et Lemanceau, 1997). 

 

3.1.1.2. Métabolites antimicrobiens  

Les pseudomonas phytobénifiques excrétent des molécules qui inhibent la croissance 

des phytopathogènes : les antibiotiques (Jacques et al., 1993). Ces métabolites sont capables 

d’interférer avec la germination, la croissance mycélienne, la physiologie cellulaire et/ou la 

sporulation des agents phytopathogènes (Lepoivre, 2003). Plusieurs antibiotiques sont 

synthétisés par les Pseudomonas, tels que l'acide phénazine-1-carboxyclique, 

2,4diacetylphoroglucinol (DAPG), oomycine, pyoluteorine, pyrrolnitrine, kanosamine, 

zwittermycine-A et pantocine …etc (Fernando et al., 2005). 

Les Pseudomonas fluorescents produisent d’autres métabolites, de nature volatile qui 

peuvent interférer avec la croissance des phytopathogènes, il s’agit de l’acide cyanhydrique 

(HCN) (Jacques et al., 1993), un métabolite essenciel dans le biocontrôle par les 

pseudomonas (Weller, 2007 ; De Coste et al., 2010).  

 

3.1.2. Interaction PGPRs-plantes  

Les Pseudomonas peuvent renforcer la résistance des plantes, en induisant leurs 

capacités défensives naturelles, ce qui confère à l’hôte une meilleure tolérance vis-à-vis des 

attaques ultérieures par les agents pathogènes (Bakker et al., 2007). Les Pseudomonas 

fluorescents sont capables de synthétiser différents métabolites secondaires, qui peuvent 

influencer positivement la croissance des plantes et sont impliqués également dans les 

relations de reconnaissance entre ces bactéries et les plantes (Sturz et Christie, 2003 ; Zahir et 

al., 2004).  
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3.1.2.1. Phytohormones  

Les Pseudomonas fluorescents peuvent stimuler la croissance des plantes en produisant 

de l'acide indole 3-acétique (AIA) (Patten et Glick, 2002),  qui constitue une hormone 

primordiale pour le développement des plantes et l'une des principales raisons de 

l’augmentation du rendement (Khakipour et al., 2008). De même, la production des 

cytokinines par les Pseudomonas a été signalée par plusieurs auteurs (Arkhipova et al., 2005; 

Karadeniz et al., 2006; Aslantas et al., 2007).  

 

Les Pseudomonas produisent de l’ACC désaminase (1-aminocyclopropane-1-

carboxylate) qui hydrolyse le précurseur de synthèse de l’éthylène (Rifat et al., 2010). A cet 

effet, la quantité de l’éthylène produite par la plante est réduite, ce qui favorise l'élongation 

des racines (Penrose et al., 2001 ; Rifat et al., 2010). 

 

3.1.2.2. Vitamines  

La stimulation de la croissance des plants de Trifolium est due à la sécrétion de 

vitamines B par Pseudomonas sp. 267 (Derylo et Skorupska, 1993). La synthèse de vitamines 

par les Pseudomonas spp. fluorescents est affectée par la nature de la source de carbone, le pH 

et la température (Marek-Kozaczuk et Skorupska, 2001).  

 

3.1.2.3. Assimilations phosphatée et azotée 

Pseudomonas fluorescents peuvent solubiliser le phosphore (Rosas et al., 2006 ; Park et 

al., 2009). La solubilisation du phosphore par ces rhizobactéries peut être due à l'excrétion de 

protons (en assimilant l'ammonium) et la production d'acides organiques (Park et al., 2009). Il 

a été constaté une absorption significative du phosphore et de l’azote par les plants du poivron 

noir bactérisés par les Pseudomonas fluoresens (Diby et al., 2005b). Ces effets stimulent la 

croissance (Jacques et al., 1993 ; Sturz et Christie, 2003 ; Zahir et al., 2004) et augmente le 

rendement des cultures (Rodríguez et Fraga, 1999). 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Park%20KH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Park%20KH%22%5BAuthor%5D
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3.1.2.4.  Stimulation des réactions de défense  

L’induction de la résistance systémique (ISR) chez les plantes a été remarquée par 

l’augmentation transitoire de la teneur en certaines enzymes. Parmi ces enzymes : la 

phénylalanine ammonia-lyase (PAL), la peroxidase (PO) et la polyphénol oxydase (PPO) 

(Umamaheswari et al., 2009 ; Liang et al., 2011). La PAL est l'une des enzymes jouant un 

rôle important au cours du développement de la défense (Song et Wang, 2008), enzyme clé de 

la voie phénylpropanoïdes conduisant à l'accumulation des phytoalexines (Rosa et al., 2005). 

L'augmentation ou la diminution de l'activité de la PAL est bien corrélée avec le degré de 

résistance de la tomate ainsi que la teneur totale en phénol (Umesha, 2006).  

Les PO sont de nature glycoprotéine, se trouvent dans les vacuoles (Passardi et al., 

2005). Ces enzymes sont surexprimées afin de limiter la propagation de l’infection en créant 

des obstacles structurels (Passardi et al., 2005) : la formation de la lignine, la subérine et la 

réticulation des composants de la paroi cellulaire et elles sont impliquées dans la synthèse des 

phytoalexines (Almagro et al., 2009). Ces enzymes peuvent générer un environnement 

hautement toxique en produisant massivement les ROS et les espèces réactives azotées 

(Passardi et al., 2005). Les PPO sont impliquées dans la résistance aux maladies par 

l’hydroxylization des monophénols en quinones qui sont souvent plus toxiques pour les 

micro-organismes (Tableau 3) (Gandia-Herrero et al., 2005). 

Les rhizobactéries bénéfiques peuvent induire ou renforcer différentes réactions de 

défense chez les plantes, le type de ces mécanismes est dépendant de la souche bactérienne et 

le génotype inoculé ; de leur interaction (Tableau 3). 

 

3.2.  Régulation du métabolisme secondaire 

Les effets bénéfiques des Pseudomonas spp. fluorescents sur la plante et 

l’environnement sont associés à la production des métabolites secondaires (antibiotiques, 

sidérophores, phytohormones) dont la synthèse est influencée par le métabolisme basal 

(Latour et Lemanceau, 1997). Les facteurs environnementaux : la température, le pH et 

l’humidité affectent la production des substances antimicrobiennes (Shanahan et al., 1992a ; 

Georgakopoulos et al., 1994) et des sidérophores (Ravel et Cornelis, 2003 ; Varma et 

Chincholkar, 2007). Le rôle de ces substances dans la lutte biologique reste à élucider dans les 

conditions naturelles de l'environnement, selon les aspects fonctionnels des communautés 

rhizobactériennes (Fernando et al., 2005).  

http://www.google.com/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Ajit+Varma%22
http://www.google.com/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22S.+B.+Chincholkar%22
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Dans leurs actions phytostimulatrice et de biocontrôle, les Pseudomonas fluorescents 

forment des microcolonies qui constituent un biofilm sur les sites préférés des exsudats 

racinaires (Choudhary et Johria, 2009). Ces microcolonies communiquent les unes avec les 

autres selon le processus biologique : quorum sensing (QS) et agissent de manière coordonnée 

(Choudhary et Johria, 2009 ; Babalola, 2010). Le QS est un mécanisme de communication 

entre les cellules, il est utilisé par de nombreuses bactéries afin de réguler leur densité de 

population et  l'expression des gènes (Miller et Bassler, 2001; Miller  et al., 2008 ; Keller et 

Surette, 2006). 

 

Tableau 3 : Mécanismes de défense stimulés par Pseudomonas fluorescents chez les plantes. 

Pseudomonas spp. Fluorescents Hôtes/pathogènes Mécanismes de défense Références 

P. fluorescens CHA0 

P. aeruginosa 7NSK2 

Vigne (Vitis vinifera) / 

Botrytis cinerea 

ROS et phytoalexines Verhagen et al., 

(2010) 

 

P. fluorescens WCS417r Arabidopsis thaliana / 

Hyaloperonospora 

arabidopsis 

Callose Van der Ent et al., 

(2009a) 

 

P. fluorescens PF10 Banane (Musa sp) / F. 

oxysporum f. sp cubense 

PAL, PO, chitinase, β 1-3 

glucanase et composés 

phénoliques 

Thangavelu et al., 

(2003) 

P. corrugata 13 

P. aureofaciens 63-28 

Concombre (Cucumis 

sativus) / Pythium 

aphanidermatum 

PAL, PO et PPO Chen et al., 2000) 

 

P. putida BTP1 

 

Concombre (Cucumis 

sativus) / Pythium 

aphanidermatum 

Composés phénoliques, 

phytoalexine et d’autres 

Ongena et al., 

(2000) 

Pseudomona spp. Thé (Camellia sinensis) / 

Exobasidium vexans 

PO, PPO, PO, chitinase et 

composés phénoliques 

Saravanakumar et 

al., (2007) 

P. fluorescens Pf1 Vigne (Vitis vinifera) / 

Uncinula necator 

PO, PPO et chitinase 

 

Sendhilve et al., 

(2007) 

 

Chez les bactéries à Gram négatif, le QS implique la production des N-acyl homoserines 

lactones (AHL) (Steindler et al., 2008). Les AHL sont des molécules autoinductrices qui 

s'accumulent dans le milieu extracellulaire, lorsque le nombre de ces molécules atteint un 
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seuil de concentration critique (le quorum), la réponse se déclenche en menant à l'expression 

des gènes (Sharma et al., 2003 ; 2007). La régulation par le QS joue un rôle primordial dans la 

physiologie et le développement des bactéries (Miller et Bassler, 2001). Ce phénomène 

contrôle plusieurs phénotypes dans l’interaction plantes-bactéries-pathogènes (Von Bodman 

et al., 2003) ; il contrôle également les phénotypes liés aux PGPRs : la production des 

composés antimicrobiens, l'induction de résistance systémique chez les plantes (Liu et al., 

2008 ; Girard et al., 2006) et la production des sidérophores (Cornelis, 2008).  

 

3.2.1.  Métabolites antimicrobiens et enzymes extracellulaires 

Le contrôle de l'expression des gènes est un mécanisme essentiel pour la modulation de 

la production des métabolites secondaires (Schnider et al., 1995). Des activateurs et des 

répresseurs spécifiques sont nécessaires pour la régulation de la transcription des gènes des 

métabolites de biocontrôle (Delany et al., 2000). Chez P. fluorescens, l’expression de          

2,4-diacetylphloroglucinol (PHL) et la pyoluteorine est contrôlée positivement par les 

régulateurs de transcription PhlF et PltR respectivement (Brodhagen et al., 2004; Maurhofer 

et al., 2004). Les gènes responsables de la synthèse des antibiotiques sont très conservés chez 

les Pseudomonas (Fernando et al., 2005).  

Chez plusieurs souches de Pseudomonas, l’expréssion des gènes impliqués dans la 

biosynthèse des métabolites secondaires et des enzymes extracellulaires est positivement 

régulée par la protéine kinase GacS et un régulateur de réponse GacA (Fig. 11) (Heeb et Haas, 

2001). GacS est une protéine transmembranaire typique qui répond aux stimuli 

environnementaux par une autophosphorylation des acides aminés, qui se transfère de GacS à 

l’acide aminé de GacA (Corbell et Lopper 1995 ; Aarons et al., 2000 ; Heeb et Haas, 2001). 

Le régulateur GacA contient un motif de liaison à l'ADN, qui peut activer ou réprimer les 

gènes directement par la liaison au promoteur du gène cible (Aarons et al., 2000). Le système 

GacS/GacA est impliqué dans la régulation post transcriptionnelle des métabolites 

extracellulaires de lutte biologique (Haas et al., 2002), au niveau de l’initiation de la 

traduction (Blumer et al., 1999). L’implication du système GacS/GacA dans la transduction 

du signal a été vérifiée par l’utilisation des mutants gacS/gacA, chez P. fluorescens Pf-5 

(Hassan et al., 2010) et chez P. fluorescens F113 (Delany, 1999). Ces mutants expriment 

faiblement ou même ne peuvent pas synthétiser le PHL, l’HCN et les exoproteases ; leurs 

actions en biocontrôle sont fortement diminuées dans plusieurs pathosystèmes (Haas et al., 

2002).  
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3.2.2.  Sidérophores  

Les sidérophores sont des métabolites essentiels pour la régulation du fer (Fallahzadeh-

Mamaghani et al., 2009). Ces molécules sont des transporteurs des ions ferriques à l’interieur 

des cellules microbiènnes. Les Pyoverdines sont des sidérophores complexes, produites par 

les Pseudomonas fluorescents (Ravel et Cornelis, 2003 ; Cornelis et al., 2008) ; elles sont 

composées par un chromophore dihydroxyquinoline fluorescent associé à un peptide de 

longueur et de composition variables (Figs. 11, 12) (Ravel et Cornelis, 2003).  

Les pyoverdines des Pseudomonas fluorescents ont une forte affinité pour le Fe
3 +

, elles 

chélatent et transportent ces ions ferriques à travers la membrane bactérienne externe via un 

transporteur (Meyer et Hornsperger, 1978). Par la suite,  Fe 
3 +

 est réduit en Fe 
2+ 

dans le 

cytoplasme 
 
(Simeoni et al., 1987).  

 

 

Activation de la kinase sensor GacS par des signaux inconnus qui déclenchent la phosphorylation (H [His]→ D 

[Asp]→ H [His] dans GacS→ D [Asp] dans GacA, ce qui active GacA). La phosphorylation de GacA contrôle 

positivement la transcription d’ARN régulateurs comme RsmZ qui va séquestrer avec les répresseurs de la 

traduction comme RsmA, ce qui rend le RBS (ribosome binding site) accessible à la traduction de hcn, apr et phl 

et donc la biosynthèse de HCN, protease alkaline et PHL respectivement.  

Figure 11 : Voie de transduction du signal du système GacS/GacA chez P. fluorescens 

CHA0 (Haas et al., 2002).  
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Divers mécanismes sont utilisés par les bactéries pour émettre la signalisation des 

conditions extracytoplasmiques de l’environnement vers le cytoplasme. Ces mécanismes  

activent les facteurs sigma extracytoplasmiques (extra cytoplasmic sigma factors, ECF δ), qui 

mobilisent l'ARN polymérase à des gènes spécifiques afin d'exprimer des protéines 

appropriées en réponse à l’environnement (Brooks et Buchanan, 2008). Ces facteurs sigma 

sont de petites protéines de régulation, une composante essentielle de l’ARN polymérase, qui 

détermine la sélectivité des polymérases pour les promoteurs (Heimann, 2003). La régulation 

de la production de la pyoverdine et la chélation du fer dépend de deux facteurs 

extracytoplasmiques sigma : PvdS et FpvI (Ravel et Cornelis, 2003). L’expression des gènes 

pvdS et fpvI est contrôlée par le répresseur transcriptionnel Fur (Vasil et Ochsner, 1999 ; 

Redly et Poole, 2003), c’est une protéine régulatrice de la chélation des ions ferriques, son 

action est dépendante de Fe 
2+

 (Delany et al., 2001). 

La capacité des Pseudomonas spp. à produire les sédirophores est dépendante de la 

teneur en fer et le type de source de carbone dans le milieu (Djibaoui et  Bensoltane, 2005). 

Dans des conditions d’excès de fer, P. aeruginosa réprime la transcription des gènes de 

facteurs sigma extracytoplasmiques (Ravel et Cornelis, 2003; Visca et al., 2007). Dans ces 

conditions le répresseur Fur se lie à une région très conservée (Fur box), se situe en amont des 

gènes de régulation du fer, ce qui bloque la transcription. Par contre, en cas d’une carence en 

fer, le répresseur Fur est détaché et les gènes sont transcrits (De Lorenzo et al., 1988; Prince 

et al., 1993 ; Hunt et al., 1994).  

Selon certaines études, la régulation de la synthèse des sidérophores n’implique pas le 

système GacS/GacA. Chez P. fluorescens Pf-5, la production des siderophores et d’autres 

aspects d’homéostasie du fer sont significativement élevés chez les mutants gacA que dans le 

type sauvage (Hassan et al., 2010). Egalement, chez P. fluorescens PfG32R, les mutants gacS 

ou gacA peuvent synthétiser des sidérophores (Alit-Susanta et al.,  2006). 
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Le chromophore dihydroxyquinoline est représenté dans sa forme d'acide carboxylique en lignes vertes. Les acides aminés sont en violet et les lignes rouges montrent le 

squelette peptidique. 

Figure 12 : Structures chimiques de la pyoverdine de Pseudomonas putida (PP) et de Pseudomonas fluorescens (PF) (Ravel et Cornelis, 

2003). 
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3.2. Groupe de Rhizobium 

Les microorganismes du sol, spécifiquement  les Rhizobium sont capables de coloniser 

la rhizosphère, d'infecter les légumineuses et peuvent fixer biologiquement l'azote par le 

processus de la symbiose (Coutinho et al., 2008; Deshwal et al., 2013). Les rhizobia 

appartiennent à la famille des Rhizobiaceae ; sont des bactéries à Gram négatif, strictement 

aérobies,   bâtonnets de 0,6 à 0,9 µm de largeur et de 1,2 à 3 µm de longueur et non sporulants 

(Jordan, 1984). Ce sont des bactéries mobiles grâce à un flagelle polaire ou subpolaire ou des 

flagelles péritriches (Werner, 1992). Leur croissance est optimale à une température de 28 °C 

et un pH entre 6 et 7 (Burton, 1985). 

Les Rhizobium peuvent vivre sur des résidus végétaux (saprophytes) ou entièrement 

chez les plantes (endophytes) ou  comme des rhizobactéries. Ces bactéries sont classées sur la 

base de leur capacité à noduler un groupe spécifique de plantes hôtes. Les sept espèces 

identifiées selon les plantes hôtes sont: (1) Sinorhizobium meliloti/luzerne cultivée, (2) 

Rhizobium trifolii/trèfle, (3) Rhizobium legumenosarum/pois, (4) Rhizobium phaseoli/haricot, 

(5) Rhizobium lupini/lupin, (6) Bradyrhizobium japonicum/soja  (7) Rhizobium sp/cornille, 

(Fred et al., 2007).   

L’établissement de la symbiose débute par l’infection bactérienne et qui se termine par 

la formation d’un nodule qui forme un organe spécialisé, encore appelé nodosité, à l’intérieur 

duquel la bactérie se différencie en bactéroïde capable de fixer l’azote atmosphérique. La 

fixation biologique de l'azote par les Rhizobium permet la conversion de l'azote élémentaire 

en forme d'ammoniac (NH4 +) et nitrate (NO3-) disponible pour plantes (Chen et al., 1988 ).  

Le fonctionnement de la symbiose est sous le contrôle génétique de chacun des deux 

partenaires (Rosenberg, 1997). En effet, les rhizobia et les racines du futur hôte établissent  

une interaction sous forme de message chimique entre les deux partenaires. La symbiose 

implique la formation d’un complexe de dialogue moléculaire, necessitant des facteurs Nod 

synthétisés par la bactérie et des flavonoïdes libérés par les racines des légumineuses, afin que 

les deux partenaires symbiotiques puissent se reconnaître et initier la nodulation (Fig. 13) 

(Oldroyd, 2013). Les rhizobia infectent typiquement les hôtes par le biais des poils racinaires ; 

les étapes d’une symbiose effective exige : (1) la multiplication des rhizobia, la colonisation 

de la rhizosphère et la fixation aux cellules épidermiques et aux poils absorbants, (2) la 

courbure caractéristique des poils absorbants, l’invasion par les bactéries et la formation d’un 

cordon d’infection, (3) l’initiation du nodule et son développement dans le cortex de la racine 
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et (5) le déversement des bactéries du cordon d’infection et la différenciation des cellules 

spécialisées dans la fixation de l’azote (Hopkins, 2003). 

  

 

Figure 13: Processus de la nodulation (Laranjoa  et al., 2014). 

 

4. Stress biotique et abiotique 

Dans la nature, les plantes sont simultanément exposées aux stress biotique  et abiotique  

qui limitent les rendements des cultures. Les  plantes sous stress  présentent des réponses 

physiologique,  métabolique et moléculaire adaptées. Dans notre travail, nous nous somme 

intéressés à analyser deux maladies infectieuses (la fusariose vasculaire et la gale bactérienne) 

et une maladie physiologique. Les interactions compatibles entre  Xanthomonas campestris 

pv. vesicatoria , Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici et la  tomate (Solanum lycopersicum)  

représente des  modèles actuels pour analyser l’interaction compatible (Büttner et Bonas,  

2010 ; Xin  et  He,  2013).   

 

4.1. Fusariose Vasculaire 

Les fusariums sont des champignons telluriques qui se trouvent dans la plupart des sols, 

notamment cultivés et font partie de la microflore rhizosphérique. La plupart sont 

saprophytes, alors que certains sont bien connus par leur effet néfaste (Fravel et al., 2003).   

Les souches pathogènes de Fusarium oxysporum sont responsables de la pourriture des 
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racines et le flétrissement de plusieurs espèces végétales (Inoue et al., 2002 ; Fravel et al., 

2003 ; Berrocal-Lobo et  Molina, 2007 ), y compris les cultures herbacées, ligneuses et 

ornementales (Aboul-Soud et al., 2003).   

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc) Snyder & Hans (FOL) est l’agent 

responsable du flétrissement vasculaire des cultures de tomate (Lycopersicon esculentum L.)  

à travers le monde (Snyder et Hansen, 1940). FOL a été caractérisé pour la première fois en 

1895 en Angleterre par Massee. Les souches pathogènes de ce champignon causent 

d’importantes pertes économiques (Aboul-Soud et al., 2003 ; Ohara et al., 2004). Au moins 

32 pays avaient signalé la maladie, qui est particulièrement grave dans les pays à climat 

chaud. Cette maladie a souvent détruit des cultures entières des tomates cultivées (Etebarian, 

1992 ; 2002).  

Le flétrissement fusarien de la tomate est causé par trois races de FOL, connues et 

nommées dans l’ordre de leur découverte (race 1, race 2, et race 3), qui se distinguent par leur 

pathogénicité différentielle aux cultivars de tomate (Elias  et Schneider, 1991 ; Mes et al., 

1999). Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici colonise les tissus vasculaires de la tomate en 

pénétrant directement par les racines (Inoue et al., 2002). Les chlamydospores de ce 

champignon se conservent très longtemps et souvent très profondément dans le sol ; leur 

germination peut être déclenchée par les exsudats racinaires de la tomate (Kamilova et al., 

2008). Potentiellement, les nutriments utiles dans ces exsudats racinaires peuvent contenir des 

acides organiques : dont le principal est l’acide succinique, l'acide citrique, malique et 

lactique. Dans ces rhizodépositions, on retrouve également en faible concentration : le 

glucose, le xylose, le fructose ainsi que les acides aminés (Lugtenberg et al., 2001). Les 

composants phénoliques font partie des exsudats racinaires, qui semblent être impliqués dans 

l'inhibition que dans la stimulation de la croissance mycélienne (Steinkellner et al., 2008).  

Après la germination des spores de FOL, les tubes germinatifs se développent pour 

envahir le système racinaire ; à l’intérieur de la racine ce champignon se développe à travers 

le xylème, conduisant au flétrissement ensuite à la mort de la plante (Cranshaw et al., 1998). 

Chez la tomate les blessures favorisent et régularisent l’infection. Les températures de 

l’agressivité peuvent être différentes selon les couples hôte-parasite : 30 °C pour                    

F. oxysporum f. sp. lycopersici et 18-20 °C pour F. oxysporum f. sp. melonis (Messiaen et al., 

1991). 

F. oxysporum f. sp. lycopersici provoque divers symptômes (Messiaen et al., 1991 ; 

Blancard et al., 2009). Il affecte les jeunes plantes où il occasionne un ralentissement de 

http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Whitney+Cranshaw%22&source=gbs_metadata_r&cad=10
http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Charles-Marie+Messiaen%22
http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Charles-Marie+Messiaen%22
http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Dominique+Blancard%22
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croissance, le flétrissement et le jaunissement des feuilles basses et les tissus vasculaires 

seront fortement brunis. Bien que souvent les plantules finissent par se dessécher et mourir. 

Sur les plantes adultes se sont les vieilles feuilles qui expriment les premiers symptômes et 

quelques folioles présentent des chloroses sectorielles. Par la suite, le jaunissement gagne 

l’ensemble du limbe et s’étende à d’autres folioles situées sur le même coté des feuilles. Les 

pétioles et la tige présentent également un jaunissement longitudinal qui s’amplifié 

progressivement et donne naissance à une lésion nécrotique affectant un seul coté de la tige 

sur plusieurs centimètres. Une coupe réalisée sur la tige permet de dégager les vaisseaux et de 

constater qu’ils ont une teinte brune très marquée, la moelle ne semble pas affectée (Fig. 14) 

(Blancard et al., 2009).  

 

 

1 : Chloroses sectorielles ; le jaunissement semble se diffuser à partir de nervures dont certaines brunissent 

légèrement.  2 : La chlorose unilatérale est typique d’une maladie vasculaire. 3 : Jaunissement de plusieurs 
folioles situées sur un même coté de la feuille. 4 : Le jaunissement gagne progressivement plusieurs pétioles 

situés sur un coté du rachis foliaire (Blancard, 2009). 

Figure 14 : Symptômes causés par FOL. 

 

 

2 

4 
3 

 

1 

http://www.google.com/search?hl=fr&tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Dominique+Blancard%22
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4.2.  Gale bactérienne  

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria  (Doidge), est l'agent causal de la gale 

bactérienne de la tomate  (Lycopersicon esculentum Mill.) ; est l'une des maladies les plus 

graves de cette plante  (Scott et coll, 1989;  Uys et al., 1996). La capacité de cet agent 

pathogène de causer la maladie dépend d’un système de sécrétion de type 3 (T3SS).  Cet 

appareil de sécrétion injecte une série de protéines effectrices de type 3 (T3E) directement 

dans le cytosol de la cellule hôte, où elles agissent en tant que facteur  de virulence modulant 

les processus cellulaires et supprimant les réponses de défense de l'hôte (Feng  et Zhou, 

2012).   

Les bactéries de X.campestris pénètrent à travers les stomates sur les surfaces des 

feuilles et à travers les plaies sur les feuilles et les fruits. L'humidité relativement élevée 

favorise l'infection et le développement de la maladie. Le développement des symptômes est 

retardé ou éliminé lorsque l'humidité est faible pendant plusieurs jours après l'infection (AL-

Saleh et al., 2011). 

L’agent pathogène bactérien peut produire des lésions sur toutes les parties aériennes de 

la plante (feuilles, tiges, fleurs et fruits) (Fig. 15). Les symptômes initiaux apparaissent sur les 

feuilles : sont de petites lésions sombres, circulaires irrégulières, qui peuvent être entourées 

d'un halo jaune. Les lésions ont tendance à se concentrer sur les bords des feuilles et la pointe 

et peuvent augmenter de taille à un diamètre de 3-5 mm. Les feuilles infectées peuvent 

présenter une apparence brûlée. Lorsque les taches sont nombreuses, le feuillage devient 

jaune et finit par fletrir, conduisant à la défoliation de la partie inférieure de la plante (AL-

Saleh et al., 2011 ;  Kyeon et al., 2016). 

 

 

A. Spots sur les feuilles de tomate. B.  Plants de tomate montrant une défoliation et des spots sur le fruit. 

Figure  15: Symptômes de la gale bactérienne sur tomate. 

A B 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kyeon%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27721693
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4.3. Stress salin  

La salinité est l'un des facteurs les plus graves qui limitent la productivité des cultures 

agricoles dans les régions arides et semi-arides en influençant leur croissance et leur 

rendement (Munns et Tester, 2008). La salinité influence la croissance des plantes en affectant 

l'absorption de l'eau, ce qui cause une toxicité ionique. En diminuant le potentiel osmotique  

et le potentiel hydrique du sol, l'accès des plantes à l’eau est réduit (Bernstein, 1975). 

Afin de maintenir l'absorption de l’eau à partir d'un sol salin, les plantes doivent 

s'adapter osmotiquement. Cela se fait soit en compartimentant les sels dans le tissu végétal, 

soit en synthétisant des solutés organiques. Les plantes tolérantes à la salinité possèdent une 

grande capacité à stocker des concentrations élevées de sel dans le tissu végétal sans affecter 

les processus cellulaires et sont connues sous le nom d'halophytes. Les plantes qui 

synthétisent des solutés organiques sont connues sous le nom de glycophytes, et elles essaient 

d'empêcher l'absorption excessive des sels, car leur capacité à tolérer des concentrations 

élevées est faibles. Dans la plupart des cas, les glycophytes ont tendance d’être sensibles à la 

salinité (Bernstein, 1975, Marschner, 1995, Orcutt et Nilsen 2000). 

La salinité élevée est toxique, entraînant une inhibition de nombreux processus 

physiologique et biochimique. Elle peut causer un stress hydrique, une toxicité ionique,  des  

troubles nutritionnels, un stress oxydatif, une altération des processus métaboliques, une 

désorganisation de la membrane et une réduction de la division cellulaire. Ces effets réduisent 

la croissance, le développement et la survie des plantes. Les plantes sensibles ou tolérantes à 

la salinité diffèrent dans la vitesse à laquelle le sel atteint des niveaux toxiques dans les 

feuilles. Les délais sont des jours, des semaines ou des mois, selon l'espèce et le niveau de 

salinité (Munns, 1993, 2002). 

La plupart des plantes utilisent une combinaison de stratégies pour tolérer les conditions 

salines (Chhipa et Lal, 1995). Même avec un ajustement osmotique complet, une réduction de 

la croissance peut se produire en raison des exigences métaboliques de maintenir l'ajustement 

osmotique (Bernstein, 1975 ; Marschner, 1995).  Une gamme de symptômes a été décrite, des 

chloroses sur les pointes des feuilles les plus âgées peuvent se développer et des nécroses, 

suivie par  la mort de la plante (Eaton, 1966 ; Krishnamurthy et al., 1987 ; Grundon, 1987, 

Marschner, 1995 ; Orcutt et Nilsen 2000 ; Xu et al., 2000).   

Les mécanismes de contrôle génétique de la tolérance au stress salin  chez les plantes 

n'ont pas encore été complètement compris en raison de leur complexité. Il existe en fait 
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plusieurs gènes contrôlant la tolérance à la salinité dont leur effet dépend  fortement de leurs 

conditions environnementales (Allen et Stine, 1994 ; Munns, 2002). La tolérance à la salinité  

peut être  évaluée comme étant le pourcentage de production de biomasse dans les conditions 

salines par rapport aux conditions de contrôle sur une période de temps prolongée ou en terme 

de survie (Munns, 2002). Différents mécanismes d'adaptation peuvent être impliqués dans 

l’acclimatation à la salinité. La tolérance à de salinité peut augmenter ou diminuer selon les 

espèces végétales et / ou les facteurs environnementaux (Howat, 2000, Marschner, 1986).   
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EXPERIMENTATION 1 : INDUCTION DE LA RESISTANCE SYSTEMIQUE CHEZ LA 

TOMATE VIS-A-VIS DE LA FUSARIOSE VASCULAIRE  

 

Les essais de cette expérimentation ont été réalisés au niveau du 
 
Laboratoire de Protection 

et de Valorisation de Ressources Agro-Biologiques (Faculté SNV, Université Saad Dahleb, 

Blida1), durant les années 2012-2013. Il s’agit de mettre en évidence, à travers des essais 

préliminaires et de confirmation des processus de l’induction de la résistance systémique,  qui 

ont été entamés  dans des travaux précédents (Benchabene et al., 2000 ; Boukerma, 2012). 

  

1. Microorganismes  

Deux souches locales de PGPRs ont été utilisées, Pseudomonas fluorescens PF15 et  

Pseudomonas putida PP27. PF15 et PP27 sont issues du Laboratoire de Protection et de 

Valorisation de Ressources Agro-Biologiques de l'Université de Blida 1. Ces souches  ont fait 

l’objet de différents travaux antérieurs, ayant permis leur sélection sur la base de leurs 

potentialités  d’antagonisme et de phytostimulation (Benchabane, 2000 ; Boukerma, 2012).  

La souche fongique utilisée pour la stimulation des réponses de défense chez la tomate est 

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), issue de la Mycothèque de l'Université Catholique 

de Louvain (MUCL), Belgique. Cette forme est responsable du flétrissement vasculaire de la 

tomate (Duyvesteijn et al., 2005 ; Michielse et al., 2009).  

 

2.  Antagonisme in vitro 

Un essai préliminaire d’antagonisme in vitro a été réalisé afin de vérifier et d’évaluer des 

actions antagonistes chez les deux souches rhizobactériennes. L’activité antagoniste vis-à-vis de 

FOL a été étudiée sur trois milieux  nutritifs : 

 Milieu PDA : favorable au développement de FOL ; 

 Milieu King B : favorable au développement des Pseudomonas fluorescents ; 

 Milieu mixte équilibré, composé de parts égales des deux premiers milieux (King B + PDA).  
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L’essai d’antagonisme in vitro consiste à mettre au centre d’une boite de Pétri un disque 

gélosé de FOL (5 mm de diamètre), issue d’une culture de 7 jours sur milieu PDA (Annexe 1).  

Quatre disques de papier filtre (5 mm de diamètre) stérile imbibés de crème bactérienne d’une 

culture de 24 h sur milieu King B (Annexe 1) ont été déposés sur la périphérie à une distance 

approximativement de 2,8 cm du centre de la boite de Petri (Fig. 16). Le but de cet essai est de 

vérifier la capacité des Pseudomonas spp. fluorescents à réduire la croissance mycélienne. Après 

7 jours d’incubation à 25 °C, les mensurations des diamètres de croissance de FOL ont été 

effectuées afin d’évaluer les effets de l’activité inhibitrice des PGPRs testés. 

 

3. Essai d’induction de la résistance systémique 

3.1. Conditions d’expérimentation 

L’étude a été effectuée avec la variété Marmande de tomate, plante hôte de Fusarium 

oxysporum f. sp. lycopersici. Le choix de cette variété  s’est basé sur sa sensibilité à ce 

pathogène. Une désinfection de la semence a été réalisée, selon Messiaen et al., (1991), en 

trempant les graines de tomate dans l’hypochlorite de sodium à 1% pendant 10 min.   

Le sol utilisé dans notre expérimentation a été prélevé au niveau de la station 

expérimentale du département de biotechnologie de l'université de Blida1. Il a été séché et tamisé 

afin d’éliminer les éléments grossiers et d’assurer une granulométrie homogène. Pour inhiber la 

PF15 ou PP27  

 

PF15 ou PP27  

 
PF15 ou PP27  

 

PF15 ou PP27  

 

FOL 

Figure 16: Essai d’antagonisme in vitro entre Pseudomonas spp. et Fusarium (FOL). 

 

http://www.google.com/search?hl=fr&client=firefox-a&rls=org.mozilla:fr:official&tbs=bks:1&q=inauthor:%22Charles-Marie+Messiaen%22&sa=X&psj=1&ei=-QFHTfjJC8P1sgaQ2MHHDg&ved=0CEEQ9Ag
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microflore native, le sol a été désinfecté à l’étuve (1 h à 120 °C) selon la méthode adoptée par 

 Gauissou et al. (1998).  

L’expérimentation a été réalisée sous serre en polycarbonate, aérée par des fenêtres 

latérales et chauffée par des radiateurs. Le semis a été réalisé dans des pots marron en plastique 

de 11,5 cm de hauteur et de 12 cm de diamètre, d’une contenance de 600 g. Les pots ont été 

désinfectés par l’hypochlorite de sodium (1 %) et leur fond a été recouvert d'une couche de 

gravier de 1 cm d'épaisseur, pour assurer un bon drainage, et remplis par le substrat désinfecté 

(2/3 sol + 1/3 tourbe). Le semis a été réalisé avec trois graines par pot.  

 

3.2. Dispositif expérimental  

Le dispositif expérimental adopté est en trois blocs aléatoires complets (blocs 1, 2 et 3). 

Chaque bloc est composé des quatorze traitements étudiés où chaque traitement est représenté 

par dix plants par bloc, soit 30 plants par traitement. Ce dispositif a été réalisé en deux systèmes : 

split root et non split root (classique). La distribution des traitements au sein des trois blocs a été 

effectuée aléatoirement (Fig. 17).  

 

3.2.1.  Système split root  

Le type split root, est une méthode où le système racinaire est sectionné en deux ou 

plusieurs parties qui sont exposées à différentes conditions. Cette technique a été utilisée afin de 

caractériser la réaction d’une plante aux conditions hétérogènes (Sobeih et al., 2004). Le split 

root permet également de mettre en évidence l’effet d’un traitement localisé sur une partie de la 

racine et de déterminer les modifications physiologiques et moléculaires induites sur l’autre 

partie du système racinaire (Pervent et Nacry, 2008).  

Dans cette expérimentation, afin de mettre en évidence l’induction de la résistance par les 

Pseudomonas spp. fluorescents, nous avons utilisé le système split root, décrit par plusieurs 

études (Liu et al., 1995 ; Fuchs et al., 1997 ; Ongena et al., 2000 ; Dutta et al., 2008). Le split 

root implique l’incision du système racinaire de la plante en deux parties, positionnées 

respectivement sur deux compartiments, ce qui assure la séparation spatiale et physique entre le 

pathogène et l’antagoniste, alors que leurs actions s’exercent sur le même plant (Fig. 18) (van 

Peer, 1991 ; van Loon et al., 1998 ; Pervent et Nacry, 2008). 

Au stade 40 jours après le semis, les plants sont dépotés soigneusement, tout en se 

débarrassant du sol y adhérant. A l’aide d’un scalpel stérile la partie basale de la racine pivotante 
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est éliminée et une incision est pratiquée à ce niveau, pour obtenir deux touffes racinaires 

séparées et de taille approximativement similaire. L’endroit de l'incision a été recouvert par un 

parafilm. Chaque partie est ainsi replantée dans un pot individuel, formant deux lots (A) et (B). 

Les souches bactériennes ont été appliquées dans le lot (A) selon les traitements, alors que FOL a 

été inoculé dans le lot (B) (Fig. 18). 

Traitements étudiés sont (Fig. 17) :  

 T- : Témoin négatif (contrôle sain), plants traités avec MgSO4 stérile dans les lots (A) et (B) 

 T+ : Témoin positif (contrôle malade), plants infectés avec FOL dans les lots (A) et (B) 

 T1, T2 et T3 : Plants bactérisés respectivement avec les souches PF15, PP27 et leur combinaison 

dans le lot (A) et infectés avec FOL dans le lot (B) 

 T4 et T5 : Plants bactérisés respectivement avec les souches PF15 et PP27 dans les lots (A) et (B) 

 T-* : Témoin négatif (sain); plants traités avec l’eau distillée stérile 

 T+* : Témoin positif (malade); plants infectés avec FOL 

 T1*, T2*, T3* : Plants bactérisés respectivement avec les souches PF15, PP27 et leur combinaison 

et infectés avec FOL 

 T4* et T5*: Plants bactérisés respectivement avec les souches PF15 et PP27  

 

3.2.2.  Système non split root 

Dans le but de comparer les activités des microorganismes appliqués, nous avons réalisé un 

système non split (classique) (Fig. 17). Dans ce système, FOL et les souches bactériennes ont été 

inoculés conjointement. Théoriquement, les actions de biocontrôle et d’ISR peuvent s’exprimer 

sans distinction.  

 

3.3. Inoculum  

PF15 et PP27 ont été cultivées pendant  24 h à 28 °C sur le milieu King B (Annexe1). Les 

cellules bactériennes ont été mises en suspension dans le MgSO4 (10 mM) stérile. Pour 

déterminer la concentration de l’inoculum bactérien, l’absorbance a été mesurée à une longueur 

d’onde de 600 nm (Vijayan et al., 2006). La suspension obtenue a été ajustée à une concentration 

de 10
8
 ufc mL

-1
 et un volume de 20 mL a été appliqué aux plants de tomate au niveau racinaire. 

Un second inoculum bactérien a été effectué trois jours avant l'application de l'agent pathogène. 
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Figure 17: Dispositif expérimental. 

Bloc 1 

Bloc 2 

Bloc 3 

Split root  Classique  
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Figure 11 : Etapes de préparation des plants de tomate selon le système split root. 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Système de split root. 
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Afin de préparer l’inoculum nécessaire à l’infection des plants de tomate, FOL a été 

d’abord cultivé sur le milieu PDA gélosé (Potato Dextrose Agar) (Annexe 1) et incubé à 25°C 

pendant 7 jours (Moya et al., 2004). Les cultures obtenues sont raclées et mises en agitation dans 

le milieu nutritif PDA liquide (Annexe 1) pendant 8 jours (Tello-marquina et Alabouvette, 

1984). La suspension obtenue a été ajustée dans du MgSO4 (10 mM) stérile à une concentration 

de 10
6 

conidies/mL à l’aide de la cellule de Malasseze. Un volume de 20 mL de cette suspension 

a été appliqué dans chaque pot. D’après Liu et al. (2008), l’infection a été réalisée quatre jours 

après la bactérisation.  

 

3.4.  Paramètres étudiés   

Pour mettre en évidence et d’estimer les effets bénéfiques des Pseudomonas spp. 

fluorescents sur le biocontrôle, l’induction de la résistance systémique et la phytostimulation, 

nous nous sommes intéressés au suivi de trois types de paramètres : l’évolution de la maladie, les 

aspects physiologique et biochimique et la croissance végétale. 

 

3.4.1. Evolution de la maladie  

Durant notre expérimentation, un suivi quotidien des symptômes a commencé 24 h après 

l'application de la suspension fongique pendant une période de 43 jours (Tableau 4, Fig. 19). La 

notation des symptômes typiques de la fusariose vasculaire a été réalisée individuellement sur 

chaque plant pour évaluer les paramètres de la maladie. 

 

3.4.1.1. Taux d’infection 

Ce taux exprime le pourcentage des plants malades, relativement au nombre total des plants 

(N) observés et le nombre des plants malades (n) (Manikandan et al., 2010). 

Taux d’infection  (%) = (Σ n / N) × 100 

 

3.4.1.2. Indice de McKinney (Sévérité) 

La sévérité de la fusariose vasculaire a été évaluée en calculant l’indice de Mckinney 

(Mckinney et al., 1923).   
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 Indice de McKinney  (%) = [Σ (f .v) / N .X] × 100 

f : Classe de l’infection de 1 à 5 (Tableau 4) ,  v : Nombre des plants par chaque classe,  N : 

Nombre total des plants observés,  X : Valeur la plus élevée de l'échelle d'évaluation (5). 

 

3.4.1.3. Gravité de la maladie  

La gravité de la fusariose vasculaire a été calculée dans le but d’estimer la valeur de la 

classe moyenne des symptômes de la fusariose vasculaire (Ippolito, 2010).  

G = Σ (f .v) / n 

G : Gravité de la maladie,  f : Classe de l’infection (1 à 5), v : Nombre des plants par chaque 

classe, n : Nombre des plants malades.   

 

Tableau 4 : Echelle d’évaluation des symptômes typiques de la fusariose vasculaire de la 

tomate. 

Classe Symptômes 

« 0 » Pas de symptômes  

« 1 » Jaunissement unilatéral   

« 2 » Jaunissement généralisé  

« 3 » Flétrissement unilatéral  

Décoloration longitudinale et unilatérale de la tige 

« 4 » Flétrissement généralisé  

« 5 » Mortalité  

 

3.4.2. Chlorophylle totale  

La mesure de la teneur en chlorophylle totale (chlorophylle a et b) a été réalisée selon la 

méthode de Arnon, (1949). Un mélange de 0,5 g de poudre de feuilles avec 5 mL d’acétone 

(80%) a été préparé et centrifugé pendant 5 min à 4000 rpm. Les extraits ont été filtrés et 

l'absorbance a été mesurée dans deux longueurs d'onde (649 nm et 665 nm). La teneur en 

chlorophylle totale a été calculée et exprimée en mg/g MF. L’indice de chlorophylle a été 

exprimé comme le rapport entre la teneur en chlorophylle totale chez les plantes traitées par les 

PGPRs et le contrôle sain. 
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3.4.3. Biomasse  

A la fin de l’expérimentation (43 jours), la biomasse a été analysée afin d’évaluer l’effet 

phytostimulateur des rhizobactéries appliquées. 

Les parties aériennes des plants ont été coupées à partir du collet, la hauteur des plants (du 

collet à l’apex) et le poids frais des (tige+feuilles) ont été déterminés. La matière sèche de la 

biomasse aérienne et racinaire a été étuvée à 75 °C jusqu'à ce que le poids se stabilise (3-4 jours).  

 

4. Analyse statistique 

L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel Statistical Analysis System 

(Statgraphics plus 5.1). Tous les paramètres étudiés : évolution de la maladie, aspects 

physiologique et biochimique, et la biomasse végétale ont fait l’objet d’une analyse de variance 

(ANOVA) et sont comparés par le test de  Multiple Range test and Kruskal-Wallis. 

 

 

 



PARTIE II  MATERIEL ET METHODES  

67 
 

 

 

 

 

 
 

 Jaunissement unilatéral « 1 » 

 

Jaunissement généralisé « 2 » 
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Flétrissement généralisé « 4 » 

Figure 19 : Symptomatologie typique de la fusariose vasculaire de la tomate. 

Pas de symptômes «0» 



PARTIE II  MATERIEL ET METHODES  

68 

 

EXPERIMENTATION 2 : INDUCTION DE LA RESISTANCE SYSTEMIQUE CHEZ 

LA TOMATE VIS-A-VIS DE LA GALE BACTERIENNE  

 

Les essais de cette expérimentation ont été réalisés au niveau du laboratoire de 

biotechnologie de la rhizosphère de l’Université San Pablo CEU, Madrid, (Espagne) durant 

les années  2013-2014. Ce travail a été accompli dans le but d’étudier l’effet de Pseudomonas 

fluorescens N21.4 et ses bioeffecteurs sur la protection de la tomate contre Xanthomonas 

campestris. L’objectif est d’évaluer les changements métabolique, physiologique et 

transcriptomique induits par l’activation des réactions de défense naturelle chez la tomate. 

Nous avons essayé de comprendre les interactions qui peuvent corréler la croissance, l’activité 

photosynthétique, les enzymes antioxydantes et les marqueurs de la résistance systémique 

induite (protéines PRs : pathogenesis related protein).  

 

1.  Souches bactériennes   

La souche PGPR utilisée pour l’induction de la résistance systémique (ISR) chez la 

tomate est P. fluorescens N21.4 (Collection de culture espagnole, CECT 7620), un bacille à 

Gram négatif, isolé de la rhizosphère de Nicotiana glauca, capable de synthétiser des 

métabolites secondaires, d’induire des réactions de défense chez  Solanum lycopersicum et    

A. thaliana. Le choix de cette souche a été basé sur sa haute compétence rhizospherique et sa 

capacité d’induire la résistance systémique chez plusieurs plantes hôtes (Domenech et al., 

2007 ; Ramos Solano et al., 2010 ; Gutierrez  et al., 2013). 

La souche pathogène utilisée pour l’elicitation des réactions de défense est : 

Xanthomonas campestris CECT 95. Elle a été fournie par la collection de culture espagnole. 

Cette souche est responsable de la gale bactérienne des solanacées. 

 

2. Bioeffecteurs bactériens 

Les effecteurs métaboliques de P. fluorescens N21.4  ont été extraits selon la méthode 

décrite par Gutiérrez Mañero, (2013). N21.4 a été cultivée pendant 24 h à 28°C sous agitation 

(250 tours par minute) dans un bouillon nutritif pronadisa (laboratoire conda). Le surnageant a 

été filtré sous une membrane nitrocellulosique, avec des pores de 0,22 µm afin d'éliminer 

complètement les cellules bactériennes. L'extraction a été poursuivie à partir du liquide 
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métabolique libre. Le filtrat a été conservé à 20°C pendant 12 h,  puis, séché sous vide dans 

un lyophilisateur (Cryodos 50, Telestar).  

Le contenu sec a été dissous dans 10 mL d'acétone, le procédé d’extraction a été 

poursuivi a partir de la fraction précipitée, en ajoutant 10 mL d'eau et en centrifugeant à 4000 

rpm pendant 10 mn à 4 ° C. Le surnageant, contenant les effecteurs solubles dans l'eau a été 

centrifugé à 4000 rpm pendant 20 min à 4 °C. Deux fractions ont été obtenues de ce 

processus ; la fraction des molécules de moins de 10 kDa (petite fraction = P effecteur) et la 

fraction des molécules de plus de 10 kDa (grande fraction= G effecteur). Les deux fractions 

ont été lyophilisées avant l’utilisation. Les effecteurs ont été appliqués pour chaque plant à 

une concentration de 0,01 mg  mL
-1

  dissous dans un tampon de MgSO4 (10 mM). 

 

3. Plan d’expérimentation 

3.1. Action de Pseudomonas fluorescens N21.4 sur l’induction de la résistance systémique 

Un total de 48 plantes a été préparé pour chaque traitement, composé de six répétitions 

de 8 plants. Deux graines ont été semis par pot, remplis de tourbe (Flora Gard) et recouverts 

d'une couche de vermiculite (Fig. 20). 

Quatre traitements ont été définis :  

 Témoin négatif (contrôle sain), inoculé avec MgSO4 (10 mM) ; 

 Témoin positif (contrôle pathogène), inoculé avec Xanthomonas campestris ;  

 Plantes inoculées avec N21.4 ;  

 Plantes bactérisées avec N21.4 et inoculées avec l’agent pathogène. 

L’expérimentation a été effectuée dans une chambre de culture (18h de lumière,           

6h d'obscurité, 28 °C, 60% d’humidité). Pour assurer l'humidité dans le sol, l’arrosage a été 

effectué une fois par semaine.  

 

3.2. Action des bioeffecteurs bactériens sur l’induction de la résistance systémique 

Cette partie a été effectuée en suivant le même protocole expérimental de la première 

expérimentation. L’objectif est d’élucider la capacité de l’inoculum de N21.4 traité aux UV et 

de l’extrait bactérien (effecteurs bacteriens), d’éliciter des réponses défensives chez les plants 

de tomate.  
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  Figure 20 : Dispositif expérimental. 

 

4. Inoculum 

L’inoculum de N21.4 et de l'agent pathogène ont été préparés à partir des cultures 

conservées (-80°C). Ces bactéries ont été ensemencées sur une gélose de PCA (Annexe 1), et 

incubées à 28°C pendant 24 h. La crème bactérienne est raclée délicatement et mise en 

suspension dans un tampon stérile de MgSO4 (10 mM). Les inoculums bactériens ont été 

ajustés à une concentration de 10
8
 ufc mL

-1
 (Domenech et al., 2006). 

L’inoculum bactérien a été appliqué sur la semence, avec un volume de un mL de la 

suspension bactérienne (10
8 

ufc  mL
-1

). Quatre semaines après le semis, un second inoculum a 

été appliqué au niveau racinaire des plantes de tomate, dans un intervalle de quatre jours avant 

l’inoculation de l’agent pathogène.  

Les deux traitements avec l’agent pathogène (N21.4+pathogène et contrôle pathogène) 

ont été inoculées par pulvérisation avec l’inoculum bactérien (10
8
 ufc mL

-1
). Les plantes ont 

été maintenues à 100% d’humidité relative, 24 h avant et après l’application du pathogène 

pour assurer l'ouverture des stomates.  

Dans le deuxième essai, nous avons utilisé un inoculum de N21.4 non viable, afin de 

tester la capacité des composants structuraux de N21.4 d’induire les réactions de défense de la 

tomate. Une fois la densité de l'inoculum bactérien a été ajustée à 10
8
 ufc mL

-1
,  la moitié a 

été utilisée comme inoculum viable et l'autre moitié a été utilisée pour préparer l'inoculum 

non viable, après traitement à la lumière ultraviolette (UV) pendant 1 h dans des conditions 

stériles. Il a été confirmé que l’inoculum étant non viable, par culture de la solution 

bactérienne traitée aux UV 48 h à 28°C. 

Contrôle N21.4 N21.4+Pathogène Pathogène 
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5. Paramètres étudiés  

5.1. Symptomatologie 

Les symptômes de la maladie ont été observés une semaine après l’application de 

l’agent pathogène. Les résultats sont exprimés en incidence de la maladie ; calculée comme le 

nombre de feuilles présentant des spots par plante sur le nombre total de feuilles de chaque 

plante. 

 

5.2.  Chlorophylle totale 

La mesure de la teneur en chlorophylle totale (chlorophylle a et b) a été réalisée selon la 

méthode de Arnon, (1949), (cf : page 62). L’indice de chlorophylle a été exprimé comme le 

rapport entre la teneur en chlorophylle totale chez les plantes traitées par les PGPRs et le 

contrôle sain. 

 

5.3. Mesure de fluorescence du photosystème II (PSII) 

La fluorescence de la chlorophylle a été mesurée avec un fluorimètre (Pulze Amplitude 

modulated, PAM), (Hansatech FM2, Hansatech, Inc. UK) (Fig. 21). Les mesures ont été 

effectuées après 1 h d’adaptation des feuilles à l’obscurité. Les paramètres évalués sont : la 

fluorescence minimale (F0), la fluorescence maximale (Fm) la fluorescence variable (Fv), le 

rendement quantique maximale du photosystème II (Fv/Fm), l'efficacité photosynthétique du 

PSII (ΦPSII) et le coefficient de dissipation non-photochimique (NPQ, Non-photochemical 

quenching). Toutes les mesures ont été effectuées sur 10 plantes à raison de trois feuilles par 

plante. 

 

5.4.Dosage des activités enzymatiques 

Le dosage des enzymes antioxydantes et hydrolytiques a été déterminé dans trois 

intervalles de temps (24 h, 48 h, 72 h) après l’inoculation de l'agent pathogène. Les activités 

enzymatiques antioxydantes déterminées sont: ascorbate peroxydase (APX, CE 1.11.1.11), 

gaïacol peroxydase (GPX, EC 1.11.1.7), glutathion réductase (GR, EC 1.6.4.2), superoxyde 

dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), polyphénol oxydase (PPO, EC 1.1418), (Garcia-Limones et 

al., (2002). Les enzymes hydrolytiques sont : ß-1,3-glucanase (PR2, EC 3.2.1.6) et la 

chitinase (PR3, EC 3.2.1.14) (Boller, 1993). 
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Figure  21: Dispositif de mesure de la fluorescence chlorophyllienne.  

 

Pour le dosage colorimétrique des activités enzymatiques, l’extraction a été réalisée  

comme suit : 0,3 g de poudre de feuilles  a été remis en suspension dans 1 mL de tampon de 

phosphate de potassium (50 mM), EDTA (pH 7.5, 1 mM), PMSF (1 mM), ascorbate de 

sodium (5 mM) ; puis centrifugé pendant 10 min à 14000rpm.  

Pour l'activité enzymatique de la chitinase et la ß-1,3-glucanase, un tampon différent a 

été utilisé pour remettre en suspension les échantillons de feuilles ; 0.3 g de poudre de feuille 

a été mixé avec 1 mL de tampon acétate de sodium (0,1 M, pH 5,2). Toutes les étapes ci-

dessus ont été effectuées à 4ºC.  

La mesure de la quantité de protéine totale dans les extraits foliaires a été effectuée en 

suivant le protocole de Bradford: 250 µl de réactif de Bradford, 5 µl de l’extrait de 

l'échantillon et 5 µl de BSA (Bovine serum albumin), les dilutions ont été inoculées dans une  

plaque ELISA (96 puits) et mises en incubation pendant 45 min à la température ambiante. 

L'absorbance a été mesurée avec spectrophotomètre à 595 nm. Une courbe d'étalonnage a été 

réalisée à partir de BSA. La teneur en protéine totale a été exprimée en mg.μl
-1 

(Bradford, 

1976). 

 

5.4.1.  Ascorbate peroxydase (APX) 

L’activité de l’APX a été réalisée selon la méthode décrite par Nakano et Asada (1981). 

Le mélange réactionnel est constitué de tampon de phosphate de potassium (50 mM, pH 7.0), 

ascorbate de sodium (0,25 mM), 5 µl H2O2 et 100 µl d'extrait enzymatique dans un volume 

final de 1,2 mL. La réaction a été démarrée par l’addition de H2O2 et l'oxydation de 
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l'ascorbate a été déterminée par la mesure de la densité optique à la longueur d’onde 290 nm   

(ε = 2,8 mM
-1

 cm
-1

). L’unité de l’activité d’APX est définie comme la quantité d'enzyme qui 

oxyde une μmol.min
-1 

de l'ascorbate. 

 

5.4.2. Gaïacol peroxydase (GPX)  

L’activité de la GPX a été réalisée selon la description de Srivastava et Van Huystee 

(1977). Le mélange réactionnel est composé de tampon : de phosphate de potassium (100 

mM, pH 6,5), de gaïacol (15 mM), H2O2 (0,05%), et de 200 µl d'extrait enzymatique dans un 

volume final de 1,51 mL. La réaction a été démarrée par l’addition de H2O2 et l'oxydation de 

gaïacol a été déterminée par la mesure de la densité optique à la longueur d’onde 470 nm. 

L’unité de GPX est définie comme la quantité d'enzyme qui produit 1 mmol.min
-1 

 de gaïacol 

oxydé. 

 

5.4.3.  Glutathion réductase (GR) 

L’activité de GR a été réalisée selon la méthode de Schaedle et Bassham (1977) avec 

quelques modifications. Le mélange réactionnel est constitué de : tampon de phosphate de 

potassium (50 mM, pH 7,5), MgCl2 (3,5 mM), NADPH (0,15 mM), de glutathion oxydé 

(0,5mM) et 180 µl d'extrait enzymatique dans un volume final de 1,2 mL. La réaction a été 

démarrée par l’addition de NADPH. L'oxydation de ce composé a été déterminée par 

l'augmentation de l’absorbance à la longueur d’onde de 340 nm. L’unité de GR est définie 

comme la quantité d'enzyme qui oxyde une mmol.min 
-1 

de
 
NADPH. 

 

5.4.4.  Superoxyde dismutase (SOD) 

L’activité de SOD a été déterminée selon la méthodologie décrite par Giannopolis et 

Ries (1977). Cette activité a été déterminée à partir de l'inhibition de la réduction 

photochimique de nitrobluetetrazolium (NBT) en présence de riboflavine en suivant les 

indications du kit de détection de l'activité de SOD (Wako Pure Chemical Industries Ltd., 

Japon). L’unité d'activité de SOD est définie comme la quantité d'enzyme capable d'inhiber le 

taux de réduction du NBT (50%). 
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5.4.5. Polyphénol oxydase (PPO) 

PPO a été déterminée comme décrit Arora, (1985) ; Muhammadi, 2002). 1 g de poudre 

de feuilles a été homogénéisé dans 5 mL de tampon de phosphate de sodium (1 M, pH 7) et 

centrifugé 10 mn à 4000 rpm à 4 °C. Le surnageant a été utilisé comme source d'enzyme. Le 

mélange réactionnel est composé de 0,5 mL d'extrait enzymatique, 0,9 mL de tampon citrate 

de phosphate (pH 6,4. 25 mM) et 0,4 mL de L-proline. Pour démarrer la réaction, il a été 

ajouté 0,3 mL de cathenol et la variation de la densité optique a été enregistrée à une longueur 

d’onde de 515 nm. En utilisant la courbe standard, l'activité enzymatique a été exprimée en 

mol mL
-1

. 

 

5.4.6. ß-1,3-glucanase  

L’activité de ß-1,3-glucanase a été réalisée en suivant la méthode décrite par Boller 

(1993). La réaction a été initiée en ajoutant 62,5 µl d'extrait protéique et 62,5 µl de ß-1,3-

glucane (4%). Le mélange réactionnel a été incubé pendant 10 min à 40 °C, la réaction a été 

arrêtée par l’addition de 375 µl d'acide dinitrosalicylique suivie par l'incubation dans l'eau 

bouillante pendant 5 min. L’absorbance a été mesurée à 500 nm. La courbe standard a été 

effectuée avec des dilutions de glucose suivant la même procédure. L’unité d'activité de         

ß 1,3-glucanase est définie comme la quantité d'enzyme qui produit 1 μmol.min
-1

 de sucre 

réducteur. 

 

5.4.7. Chitinase 

L’activité de la chitinase a été réalisée comme décrit Boller et al. (1993). La réaction a 

été initiée par l’addition de 665 µl de tampon d'acide citrique (0,1 mM), de phosphate (0,1 

mM), d’acide de sodium (pH 5,2), 335 µl d'extrait enzymatique et 335 µl de chitine colloïdale 

(0,5%). Après incubation à 37 °C pendant 20 min sur un agitateur, la réaction a été arrêtée par 

chauffage dans l'eau bouillante pendant 5 min. Les sucres réducteurs ont été déterminés par 

l'augmentation de l'absorbance à 420 nm. La courbe standard a été effectuée avec de la N-

acétyl glucosamine. Une unité d'activité de chitinase est définie comme la quantité d'enzyme 

qui produit des sucres réducteurs (1 μmol.min
-1

).   
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5.5.  Transcriptome    

L'expression de gènes marqueurs de la résistance systémique, les protéines PRs 

(Pathogenesis-Related) : PR1, PR2 et PR3,  a été vérifiée par  PCR quantitative (Real Time-

PCR) (Tableau 5). L’extraction de l’ARN des échantillons de feuilles de tomate obtenues à 

partir de chaque traitement et dans les trois intervalles de temps (24 h, 48 h, 72 h) a été 

réalisée par le kit Pure Link TM Micro Kit (Invitrogen) (Annexe 3).  

Une analyse quantitative et qualitative de l’ARN extrait a été réalisée par  NanoDrop ; 

en mesurant la densité optique à des longueurs d’onde de 230 nm et 260 nm. La 

retrotranscription. L'ADNc (ADN complémentaire)  a été réalisée à partir de 1000 ng d'ARN 

total en utilisant le kit de iScript ADNc (Bio-Rad) (Annexe 3).  

RT-PCR a été réalisée en utilisant le SYBR Green détection, iTaq Universal SYBR 

Green Supermix (Bio-Rad,  MiniOpticon Real-Time PCR system (Bio-Rad). Il a été utilisé 

trois répétitions biologiques et trois répétitions techniques par traitement. 

Le programme utilisé pour la PCR en temps réel a été : 3 min dénaturation initiale à 

95°C, suivie de 40 cycles de dénaturation pendant 20 s à 95 ° C, annelage pendant 20 s (PR1: 

51,5 ° C; PR2: 51,5 ° C; PR3 : 58 ° C; Ubi3: 51,5 ° C) et l'extension de 20 s à 72 ° C. La 

spécificité des amplicons a été vérifiée par analyse de courbe de fusion.  L'expression relative 

a été calculée en comparaison avec la référence Ubi (Tableau 5). 

 

6. Analyse statistique 

Une analyse de la variance  a été réalisée pour évaluer les effets de N21.4  sur tous les 

paramètres étudiés : la symptomatologie, l’activité photosynthétique, le métabolome et le 

transcriptome. L'analyse a été réalisée avec le programme Statgraphics Plus 5.1 (Statistical 

Graphics Corp). 
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Tableau  5 : Gènes PRs et contrôle (Song et al., 2010). 

Noms Amorces 

PR1 sense, 5’-

GCCAAGCTATAACTACGCTACCAAC-3’ 

antisense, 5’-GCAAGAAATGAACCACCATCC-

3’ 

PR2 sense, 5’-GGACACCCTTCCGCTACTCTT-3’ 

antisense, 5’-TGTTCCTGCCCCTCCTTTC-3’ 

PR3 sens 5’-AACTATGGGCCATGTGGAAGA-3’ 

antisense, 5’-GGCTTTGGGGATTGAGGAG-3’ 

Ubi3 

(référence) 

sense, 5’-TCCATCTCGTGCTCCGTCT-3’  

antisense, 5’-

GAACCTTTCCAGTGTCATCAACC-3’ 
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EXPERIMENTATION 3 : INDUCTION DE LA TOLERANCE CHEZ  Arabidopsis 

thaliana (Col-0) PAR LES  Pseudomonas FLUORESCENTS  ET Rhizobium spp. 

 

Cette expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire de l’évolution moléculaire    

d’Arabidopsis thaliana de l’université de Cologne (Allemagne) durant l’année 2016.  

L’objectif de cet essai préliminaire est de visualiser les changements phénotypiques 

d’Arabidopsis thaliana Col-0 prétraitées avec PGPRs et exposées à un stress salin. 

 

1.  Souches bactériennes  

Deux souches de Rhizobium : Rhizobium léguminosarum (R1), Sinorhizobium meliloti 

(R4) ont été obtenues de l’institut Agro-biotechnologique de Cordoba (Espagne). Deux 

souches locales de Pseudomonas : Pseudomonas fluorescens  PF.64 (P2) et  Pseudomonas 

fluorescens BB.10 (P3) ont été élaborées  par le laboratoire de Protection et de Valorisation de 

Ressources Agro-Biologiques. Faculté SNV, (Université Saad Dahleb, Blida 1). 

 

2. Plan d’expérimentation  

Cet essai a été réalisé sur Arabidopsis thaliana (Col-0), la semence a été obtenue du 

laboratoire de l’évolution moléculaire de l’université de Cologne (Allemagne). Les graines 

ont été stratifiées à 4°C pendant 4 jours et transférées dans des pots (7cm/7cm) remplis d’un 

substrat (mélange de tourbe et de vermiculite). Deux graines ont été semis par pot; il a été 

utilisé 40 répétions par traitement regroupés en 4 blocs (dix plants par bloc) soit un totale de 

400 plants pour tous les traitements (Fig. 22). Les plateaux contenant les pots ont été 

transférés dans une chambre de culture dans des conditions de jour long (18 h de lumière et    

6 h d’obscurité, 60 % d’humidité, température, 20 °C). Les plateaux ont été randomisés deux 

fois par jours.  

Dix traitements sont définis : cinq traitements  sans stress salin, afin d évaluer l’effet des 

ces rhizobacteries sur la croissance : 

 Contrôle négatif : plantes traitées avec l’eau ; 

 R1 : plantes traitées avec Rhizobium léguminosarum (R1) ; 

 R4 : plantes traitées avec  Sinorhizobium meliloti (R4) ; 

 P2 : plantes traitées avec Pseudomonas fluorescens  PF.64  (P2) ; 
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 P3 : plantes traitées avec Pseudomonas fluorescens BB.10  (P3). 

Concernant l’évaluation  de l’effet des PGPRs sur la tolérance au stress salin, les mêmes 

traitements ont été définis ; les plantes ont été irriguées  avec une solution de chlorure de 

sodium de 120 mM dans un intervalle de deux jours durant toute l’expérimentation.  

La concentration de 120 mM de NaCl a été définie après un essai préliminaire où les 

plantes d’  A. thaliana ont été traitées avec des concentrations de 50 mM, 100 mM ou 150 

mM de chlorure de sodium. La concentration de 50 mM permet aux plantes de survire avec un 

degré de symptomatologie, par contre à une concentration de 100 mM et de 150mM, les 

plantes ne  peuvent pas survivre. Pour cela, il a été défini la concentration de 120 mM.  

 

    

Figure 22 : Dispositif expérimental. 

 

3. Inoculum  

Les rhizobactéries phytobénifiques (R1, R4, P2, P3) ont été cultivées pendant 24 h à    

28 °C sur le milieu King B (Annexe1) pour les pseudomonads et YEM pour les Rhizobium 

(Annexe1). La crème bactérienne est raclée délicatement et mise en suspension dans un 

tampon stérile de MgSO4 (10 mM). L'inoculum bactérien a été ajusté à la concentration de  

10
8
 ufc mL

-1 
et un volume de 2 mL a été appliqué sur les graines. Un second inoculum a été 

appliqué après deux semaines.  Quatre jours après,  une solution de chlorure de sodium (120 

mM) a été appliquée  avec un volume de 5 ml dans un intervalle de deux jours jusqu’ au 60
ème

  

jour après germination. 
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4. Paramètres étudiés 

4.1.  Symptomatologie 

La tolérance des plants d’Arabidopsis thaliana Col-0 au stress salin a été évaluée sur la 

base d’une échelle de quatre degrés symptomatologiques avec un suivi quotidien de 

l’évolution de la maladie (Fig. 23) (Chan et al., 2011). 

 

 
0: Pas de symptôme  1: Feuilles pourpres  2: Feuilles jaunes          3: Feuilles flétries       4 : Plante morte 

Figure 23 : Echelle symptomatologique  de stress salin chez Arabidopsis thaliana. 

 

4.2.  Evaluation de la croissance 

Le diamètre de la rosette et le nombre de feuilles ont été évalués. Des photos des 

plateaux ont été prises  par une caméra digitale à une distance de 90 cm chaque trois jours. Par 

la suite ces images ont été analysées par le logiciel Imag J. La surface foliaire a été évaluée 

par un scanner Epson perfection V700 photo. 

  

4.3.  Evaluation de l’architecture racinaire 

Cet essai a été réalisé pour évaluer l’effet des PGPRs sur l’architecture racinaire 

d’Arabidopsis thaliana Col-0. Il a été utilisé des boites de Petri  (12cm/12cm). Les plantes ont 

été cultivées sur un milieu MS 1% (Annexe 1) avec 1% saccharose et 1% Agar. Les boites de 

Petri ont été positionnées verticalement dans une chambre de culture dans des conditions de 

jour long (18h de lumière et 6 h d’obscurité, 60% d’humidité, température 22°C). Les 

observations ont été réalisées après 25 jours. 

 

5. Analyse statistique 

Une analyse de la variance a été réalisée pour évaluer les effets de N21.4 sur le taux des 

plantes survivantes, la croissance et l’architecture racinaire. L'analyse a été réalisée avec le 

programme Statgraphics Plus 5.1 (Statistical Graphics Corp).

0
    

1
    

2
    

3
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EXPERIMENTATION 1 : INDUCTION DE LA RESISTANCE SYSTEMIQUE CHEZ 

LA TOMATE VIS-A-VIS DE LA FUSARIOSE VASCULAIRE  

 

1. Antagonisme in vitro 

L'effet antagoniste des PGPRs a été évalué à travers la réduction des diamètres de la 

croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Le résultat de cet essai 

préliminaire a montré une activité inhibitrice appréciable et variable selon les souches de 

Pseudomonas spp. fluorescents et selon les milieux de culture. Globalement les taux 

d'inhibition sont relativement élevés (Fig. 24). 

Comparativement à la croissance mycélienne du témoin en l’absence des antagonistes,  

Pseudomonas fluorescens PF15 a induit une activité inhibitrice notable (47%) sur les milieux 

KB et mixte (PDA+KB). Pseudomonas putida PP27 n'a montré aucun effet d’antagonisme sur  

ces mêmes milieux et il a été noté une réduction significative sur le milieu KB  (Figs. 24, 25). 

    

Figure 24: Inhibition de la croissance mycelienne (%) par  Pseudomonas fluorescens PF15,                

Pseudomonas putida PP27 et Fusarium lycopersici f. sp. oxypsorum. Les barres indiquent les erreurs standards 

et les différentes lettres indiquent des différences significatives (P < 0,05). 

 

      

Figure 25: Antagonisme in vitro entre Pseudomonas fluorescens PF15, Pseudomonas fluorescens PP27 et 

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL). 

 

King B + PDA 

FOL (Témoin) 

PF15        PF15 PP27 
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2. Symptomatologie  

Le premier degré symptomatologique de la fusariose vasculaire s’est manifesté par un 

jaunissement unilatéral au niveau des folioles, des feuilles et du plant entier. Dans certains 

cas, un jaunissement généralisé a été observé où les parties jaunies finissent par flétrir       

(Fig. 26). 

Chez les plants bactérisés, les symptômes de jaunissement et de flétrissement ont été 

observés uniquement aux premiers étages foliaires selon les traitements (Figs. 26A, 27), 

contrairement aux témoins positifs où ces symptômes sont plus développés (Fig. 26B). Nous 

avons observé une décoloration longitudinale de la tige,  un brunissement et une dégradation 

des vaisseaux vasculaires, qui sont plus accentués chez les témoins positifs par rapport aux 

plants bactérisés. De même, chez les plants malades, en plus des symptômes aériens, un 

brunissement à un noircissement des racines sont constatés  en plus d’une dégradation 

partielle et même totale des chevelus racinaires (Figs. 26A, 26B).   

 

.  

 

Figure 26: Symptomatologie de la fusariose vasculaire. A : Symptômes de la fusariose  vasculaire sur des plants 

de tomate traités avec Pseudomonas spp. fluorescents et inoculés avec FOL. B : Symptômes de la fusariose  

vasculaire sur des plants de tomate traités avec FOL. 

 A 

) 

 B 

) 
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Figure 27: Bioprotection des plants de tomate induite par Pseudomonas fluorescents contre la fusariose 

vasculaire. T+: plante inoculée par Fusarium oxypsorum f. sp. lycopersici (FOL), T3*: plante en système non 
split root traitée avec Pseudomonas fluoresens PF15, Pseudomonas putida PP27 et infectée avec FOL. T3A: 

plante traitée avec PF15 et PP27 dans la partie A, T3B: plante inoculée avec FOL dans la partie B ; plante de 

tomate en système  split root. 

 

3. Evolution de la maladie 

Les notations individuelles des symptômes, effectuées sur chaque plant, ont permis 

d’exprimer en pourcentage l’évolution du taux d’infection, l’indice de Mckinney (sévérité) et 

la gravité de la fusariose vasculaire, durant 43 jours après l’application de l’agent pathogène, 

soit 95 jours de végétation. 

 

3.1. Taux d’infection   

Le suivi du taux d’infection a montré une différence entre les traitements et entre les 

deux systèmes étudiés, split root (Fig. 28A) et non split root (Fig. 28B). Les plantes traitées 

par les Pseudomonas fluorescents et inoculées avec l’agent pathogène ont enregistré un retard 

dans l'apparition des symptômes et une faible cinétique de progression de la maladie dans les 

deux systèmes étudiés, par rapport au contrôle pathogène. Ce dernier a révélé une évolution 

rapide et vigoureuse, principalement durant les premiers jours de l’apparition de la maladie 

(Fig. 28). 

 

 



PARTIE III                                                  RESULTATS ET DISCUSSION  

83 

 

3.2. Indice de Mckinney 

Malgré la progression des taux d'infection, la sévérité de la fusariose a été moins 

évoluée.  Après 41 jours de l’inoculation avec l’agent pathogène, les plantes bactérisées ont  

montré une réduction de l'indice Mckinney (72%) et une suppression du taux de maladie 

(36%) (Fig. 28). 

Globalement, tous les traitements ont montré des taux approximativement similaires en 

suppression de la maladie. Les traitements réalisés en split root ont présenté une meilleure 

bioprotection par rapport au système non split root (Fig. 29A). Les plantes du système split 

root ont montré  un flétrissement unilatéral alors, que les plantes du système non split root ont 

révélé un jaunissement généralisé par rapport au contrôle pathogène où ils ont atteint des 

stades avancés de mortalité  (Figs. 27, 29B). 

 

 

 

Figure 28: Evolution de la fusariose vasculaire chez la tomate. Les plantes traitées avec Pseudomonas 
fluorescens PF15, Pseudomonas putida PP27 ou leur combinaison et inoculées avec Fusarium lycopersici f. sp 

oxypsorum. A : Evolution de l'indice de la maladie en système split root, B : Evolution de l'indice de la maladie 

en système non split root. C : Evolution de l'indice Mckinney en split root. D : Evolution de l'indice Mckinney 

en système non split root. * Plantes en système non split root. 
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3.3. Gravité 

L’expérimentation réalisée a montré différentes classes symptomatologiques de la 

fusariose vasculaire. Pseudomonas fluorescents réduisent significativement la maladie et le 

constat montre nettement que les symptômes sont très développés chez les plantes traitées 

uniquement par l’agent pathogène (Fig. 29B). 

L’analyse de la variance des taux finaux de la gravité (Fig. 29B) montre une différence 

très hautement significative entre les traitements. Les plants bactérisés ont présenté une classe 

moyenne en degrés symptomatologiques (2 à 3) nettement inferieure à celle des témoins 

positifs (4 à 5). Une supériorité de la gravité s’est manifestée en système non split root, où 

nous avons enregistré un flétrissement unilatéral contrairement au niveau du système split 

root. Dans ce dernier système, la symptomatologie s’est stabilisée en jaunissement généralisé 

sans évolution grave vers l’état de flétrissement.  

 

Figure 29: A)  Taux finaux de l’indice de la maladie et l’indice de Mckinney. B)  Gravité de la fusariose 

vasculaire. Ces paramètres ont été évalués 41 jours après l’inoculation par le pathogène, chez les plants traités 

avec Pseudomonas fluorescens PF15, Pseudomonas putida PP27 ou leur combinaison. Les barres indiquent les 

erreurs standards et les différentes lettres indiquent des différences significatives (P < 0,05). * Les plantes  en 

système non split root. 
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4. Chlorophylle totale  

Les rhizobactéries phytobénifiques PF15 et PP27 ont induit un effet positif sur 

l’augmentation des pigments chlorophylliens chez les plantes de tomate dans les deux 

systèmes étudiés. Le contrôle pathogène a révélé une réduction notable de la chlorophylle 

totale (Fig. 30). La performance la plus marquante a été enregistrée en système non split root  

chez les plants infectés par FOL et bactérisés avec PP27 (Fig. 30A).  

 

Figure 30: Indice de chlorophylle totale ; rapport entre les plants de tomate stressés et le contrôle sain. Les 

barres indiquent les erreurs standards et les différentes lettres indiquent des différences significatives (P <0,05). 

* Plantes en système non split root.  

 

5. Proline  

La bactérisation des plants de tomate avec les Pseudomonas spp. fluorescents au niveau 

racinaire a montré une augmentation significative en proline au niveau foliaire (Fig. 31). Les 

teneurs en ce métabolite les plus élevées ont été enregistrées trois jours après la bactérisation 

et/ou l’infection avec des niveaux maximums de 0.15 µg/mg MF.                                 

Pseudomonas fluorescens PF15 a montré la meilleure performance dans les deux systèmes 

(Figs. 31A, 31B).  

L’accumulation en proline chez la plupart des traitements a commencé de baisser et a 

atteint le niveau le plus faible le 25
ème

 jour après bactérisation. Relativement, les témoins 

malades ont présenté des teneurs en proline plus élevées en comparaison avec les témoins 

sains (Figs. 31A, 31B). 
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Figure 31: Teneur en proline chez les plants traités avec Pseudomonas fluorescens PF15, Pseudomonas putida 
PP27  et leur combinaison,  et inoculés avec FOL. A : Traitements en système split root. B : Traitements en 

système non split root.  

 

6. Biomasse  

Les Pseudomonas fluorescents PF15 et PP27 appliquées ont stimulé la croissance des 

plantes, en induisant des changements en poids frais et sec. Les plantes bactérisées et 

infectées ont montré une croissance aérienne similaire que les plantes saines. Avec la souche 

PP27, il a été noté la meilleure amélioration de la croissance de la tomate dans le système split 

root. Le contrôle pathogène a révélé une baisse significative de la croissance (Fig. 32A, 32B).   

 

 

Figure 32 : Poids frais et sec de la partie aérienne (g) des plants de tomate traités avec                         

Pseudomonas fluorescens PF15, Pseudomonas putida PP27, ou leur combinaison et inoculés par Fusarium 

oxypsorum f. sp. lycopersici. Les barres indiquent les erreurs standards et les différentes lettres indiquent les 
différences significatives (P< 0,05). A : Traitements en  split root. B : Traitements en système non split root.  
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7. Discussion 

Pseudomonas fluorescens PF15 a induit une importante inhibition de la croissance 

mycélienne sur milieu KB. Ce milieu est déficient en fer, ce qui favorise la synthèse des 

sédirophores par les Pseudomonas fluorescents pour chélater les ions ferriques, ce qui réduit 

la disponibilité du fer pour les agents pathogènes et provoque une diminution de leur 

croissance (King et al., 1954 ; Eyquem et al., 2000 ; Persello-Cartieaux et al., 2003). 

Le test d’antagonisme in vitro des souches locales de Pseudmonas fluorescents a révélé 

des taux appréciables en réduction de la croissance mycélienne de FOL. Les activités 

antagonistes enregistrées sur le milieu King B peuvent être attribuées au processus de 

synthèse des siderophores. En revanche, les deux autres milieux (PDA et mixte), ne favorisent 

pas la synthèse des siderophores, les actions obtenues sur ces milieux, suggérant l’implication  

d’autres mécanismes d’action, en particulier l’antibiose et le parasitisme.  

Les souches de Pseudomonas PF15, PP27 appliquées individuellement ou en 

combinaison, ont provoqué une bioprotection significative des plants de tomate contre 

Fusarium oxypsorum f. sp. lycopersici (FOL). Malgré l'apparition des symptômes de la 

maladie et leur progression, néanmoins, touts les plants bactérisés et inoculés par le pathogène 

ont montré une expression tardive des symptômes et une réduction significative de leur 

gravité. La résistance spécifique des plantes s’exprime en tout ou rien (résistance / 

sensibilité), tandis que la résistance partielle ou quantitative se manifeste  par les modulations 

de l’intensité et de la cinétique de développement de la maladie (Young, 1996). De ce fait, 

nous pouvons attribuer le développement des symptômes, en présence des rhizobactéries, 

comme une modulation quantitative, qui peut atténuer les dégâts et les dommages de cette 

maladie.  

Le système racinaire en split root favorise l'interaction de chaque micro-organisme 

appliqué, soit les Pseudomonas ou FOL,  avec les racines, en garantissant une séparation 

physique entre eux. Dans ce cas, le seul mécanisme qui peut expliquer la réduction de la 

maladie est l'induction d'une résistance systémique des plants de tomate par les rhizobactéries. 

Dans ce contexte, des observations similaires ont été rapportées par plusieurs études. Selon 

Verhagen et al., (2010), Pseudomonas fluorescents (CHA0, WCS417, Q2-87, WCS358, 

7NSK2) induisent la résistance systémique et réduisent significativement la maladie de la 

pourriture grise causée par Botrytis cinerea sur la vigne. Aussi,  Pseudomonas putida BTP1 
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stimule les réactions de défense chez le concombre contre Pythium aphanidermatum (Ongena 

et al., 2000). 

Les pseudomonads peuvent réduire le pouvoir virulent des pathogènes, en activant les 

mécanismes de défense et/ou en l’inhibant directement  (production d’antibiotiques, enzymes 

lytiques). Les actions de biocontrôle et d’induction de résistance systémique sont très 

complexes dans leur expression et sont régulées par plusieurs processus au niveau 

transcriptionnel et post-transcriptionnel (Haas et Défago, 2005). 

Durant notre expérimentation, la bactérisation avec les PGPRs a montré des effets 

notables en bioprotection, qui démontre la capacité des plants de tomate à tolérer la fusariose 

vasculaire. Des gains marquants en chlorophylle totale et en  proline sont notés. La 

phytostimulation constatée peut être due à l’amélioration de l’activité photosynthétique, qui 

peut avoir un lien possible avec la défense des plantes (Kandasamy et al., 2009).  

La proline peut être à l’origine de la manifestation des mécanismes naturels de la 

résistance des plants de tomate contre l’agent fongique. Il est à noter les taux importants en 

proline juste après la bactérisation, qui peuvent être l’indicateur d’un déséquilibre de 

l’environnement rhizosphérique. L’application exogène de la proline a montré une stimulation 

de la croissance et une induction de la résistance systémique chez Pennisetum glaucum contre 

le mildiou causé par Sclerospora graminicola, avec une protection de 58 % sous serre et de 

67% en conditions de terrain (Niranjan et al., 2004). 

Plusieurs études confirment que l'application préalable des Pseudomonas fluorescents 

renforce la paroi cellulaire, ce qui limite l'invasion des agents pathogènes dans les tissus 

végétaux (Benhamou et al., 2000). Les plantes sensibilisées peuvent exprimer plusieurs 

mécanismes de défense : la production d'espèces réactives de l'oxygène (Yoshioka et al., 

2008), des composés antimicrobiens, des enzymes lytiques et des protéines PRs 

(Pathogenesis-Related) (van der Ent et al., 2009). Les Pseudomonas spp. fluorescents 

augmentent le taux de la phénylalanine ammoniac-lyase, la peroxydase et la polyphénol 

oxydase,  β-1,3-glucanase et des composés phénoliques chez le pois chiche (Saikia et al., 

2003; Dutta et al., 2007) et de la tomate (Murugan et Dhandapani, 2006; Latha et al., 2009).   
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EXPERIMENTATION 2 : INDUCTION DE LA RESISTANCE SYSTEMIQUE CHEZ 

LA TOMATE VIS-A-VIS DE LA GALE BACTERIENNE  

1. Action de Pseudomonas fluorescens N21.4 sur l’induction de la résistance 

1.1.  Symptomatologie  

L’évaluation de la gale bactérienne sur les plants de tomate a permis de constater de 

petites  tâche brunes à noires et translucides, apparaissant sur les jeunes folioles ou en bordure 

du limbe. Elles sont circulaires ou légèrement angulaires, d'un diamètre de 2-3 mm.  Des 

lésions comparables sont apparues sur les pétioles et la tige (Figs. 33A, 33B). 

En comparaison avec le témoin positif (Fig. 33B), l’intensité des symptômes décrit  

précédemment a été réduite chez les plantes bactérisées, en présentant des spots de faible 

diamètre (Fig. 33A) ; tandis que, les plantes inoculées avec l’agent pathogène ont révélé de 

larges et de nombreux spots sur la totalité des feuilles.  

   

1.2. Indice de la maladie 

L’effet de bioprotection de P. fluorescens N21.4 a été déterminé chez les plantes de 

tomate âgées de 6 semaines. N21.4 a réduit significativement la sévérité de la maladie (40%), 

alors que, les plantes inoculées avec l’agent pathogène ont atteint un taux d’infection de 100% 

(Fig. 33C).  

 

 

Figure 33 : Indice de la gale bactérienne des plants de tomate traités avec Pseudomonas fluorescens N21.4 et 

infectés avec le pathogène : Xanthomonas campestris (n=20). La symptomatologie a été enregistrée une semaine 

après l'inoculation de l'agent pathogène. Les barres indiquent les erreurs standards et les différentes lettres (a, b) 

indiquent la présence d’une différence significative (P < 0,05). A : plants bactérisés avec N21.4 et inoculés avec le 

pathogène. B : plants inoculés avec le pathogène.   
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1.3. Biomasse  

La bioprotection des plants de tomate vis-à-vis de Xanthomonas campestris a été 

associée à une amélioration de la croissance des parties racinaire et foliaire. En présence de la 

bactérie N21.4, il a été enregistré une biostimulation appréciable entre 17% à 40%, alors que 

les plantes inoculées avec l’agent pathogène ont montré une réduction significative de leur 

croissance  (Fig. 34).  

Pseudomonas fluorescens N21.4 a induit une augmentation de la hauteur des tiges des 

plants de tomate (12%) par rapport aux témoins non inoculés (contrôles sain et pathogène) 

(Fig. 35). 

 

 

Figure 34 : Effet de Pseudomonas fluorescens N21.4 sur la croissance de la tomate (poids sec des racines et de 
la partie aérienne). Pathogène : Xanthomonas campestris, Contrôle : MgSO4. Les barres indiquent les erreurs 

standards et les différentes lettres indiquent la présence d’une différence significative (P< 0,05). 

 

 

Figure 35 : Effet de Pseudomonas fluorescens N21.4 sur la hauteur des plants de tomate. Pathogène : 

Xanthomonas campestris, Contrôle : MgSO4. Les barres indiquent les erreurs  standards et les  différentes lettres 

indiquent la présence d’une différence significative (P < 0,05). 
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1.4. Activité photosynthétique  

1.4.1.  Mesure de la fluorescence du photosystème II (PSII) 

L’activité photosynthétique a été évaluée à travers la mesure de la fluorescence du  

PSII. Le rendement quantique maximale du photosystème PSII (Fv/Fm) a été presque 

similaire pour tous les traitements  0,84 ≤ Fv / Fm ≤ 0,85 (Fig. 36A).  

Les plantes traitées avec N21.4 et l’agent pathogène ont montré une amélioration 

significative en rendement quantique du PSII (Φ PSII) par rapport au contrôle pathogène   

(Fig. 36B). En effet, l’analyse statistique des traitements, classe le traitement des plants 

bactérisés en groupe homogène à part (c) par rapport aux autres traitements, ce qui montre 

l’action positive de N21.4 sur l’activité photosynthétique. Les plants inoculés par 

Xanthomonas campestris présentent le rendement quantique le plus faible (bc). 

 

 

Figure 36: Activité photosynthétique des plants de tomate. Pseudomonas fluorescens N21.4, Pathogène : 

Xanthomonas campestris, Contrôle : MgSO4. A : Fv / Fm (rendement quantique maximum du PSII), B : Φ PSII: 

efficacité du photosystème II. C : F0 (fluorescence minimale). D : NPQ (No photochemical quenching). Ces 

paramètres ont été mesurés dans des conditions de lumière ambiante, après 1 h d’adaptation à l'obscurité. Les 

barres indiquent les erreurs standards et les différentes lettres indiquent la présence d’une différence significative 

(P < 0,05). 
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N21.4 a stimulé les plantes infectées à maintenir la fluorescence minimale (F0) similaire 

au témoin sain (MgSO4) et faible par rapport au contrôle pathogène (Fig. 36C). En revanche, 

les plantes inoculées avec X. campestris ont révélé une fluorescence minimale plus élevée en 

présentant un groupe homogène à part (c) et le taux de Φ PSII  le plus faible (Fig. 36B, 36C).  

La mesure de la dissipation d’énergie sous forme de chaleur représentée par NPQ      

(No photochemical quenching), a montré la plus faible valeur chez les plantes traitées avec la 

souche N21.4 et l’agent pathogène comparativement au témoin sain (MgSO4) (Fig. 36D). 

 

1.4.2. Indice de chlorophylle  

La teneur en chlorophylle totale (a+b) et l'indice chlorophyllien sont significativement 

élevés chez les plants de tomate traités par N21.4 (Figs. 37A, 37B). Le rapport de la 

chlorophylle (a/b) s’est montré supérieure chez les plantes traitées avec N21.4 par rapport aux 

autres traitements. L’analyse de la concentration des pigments chlorophylliens a révélé, le 

taux le plus élevé chez les plantes bactérisées avec N21.4 avec un indice de 1.15. 

 

Figure 37: A : Indice de chlorophylle (rapport entre les plants de tomate traités avec Pseudomonas fluorescens 

N21.4 et/ou infectés avec Xanthomonas campestris, et le contrôle sain). B : Chlorophylle totale (a+b) chez les 

plants de tomate. Pathogène : X. campestris, Contrôle : MgSO4. Les barres indiquent les erreurs standards et les 

différentes lettres indiquent la présence d’une différence significative (P < 0,05). 

 

1.5. Activités enzymatiques   

1.5.1.  Superoxyde dismutase (SOD) 

Les plantes traitées avec la souche Pseudomonas fluorescens N21.4 et/ou l’agent 

pathogène ont montré le même comportement dans l'expression de la SOD par rapport au 

contrôle négatif (MgSO4), qui a exprimé un taux stable durant les trois intervalles de temps 

(2.8%). Les plantes de tomate traitées avec N21.4 et inoculées avec le pathogène ont révélé une 

augmentation significative du taux de cette enzyme et ont montré une différence marquée     
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48h et 72h après l’inoculation de l’agent pathogène. Une diminution remarquable a été 

enregistrée 48h après application de X.campestris, ensuit une réaugmentation du taux de cette 

enzyme a été observée (Fig. 38A). 

 

1.5.2. Ascorbate peroxydase (APX) 

Les plantes de tomate bactérisées avec N21.4 et infectées avec l’agent pathogène ont 

présenté une différence significative dans l’expression de l’APX par rapport aux autres 

traitements où leurs taux ont été stables et similaires au contrôle (MgSO4) durant les trois 

intervalles d’échantillonnage. Une supériorité nettement remarquable de l’expression de cette 

enzyme a été enregistrée 48 h après l’inoculation de X.campestris. Après cet intervalle de 

temps, une diminution progressivement a été notée (Fig. 38B).  

 

1.5.3. Glutathion réductase (GR) 

N21.4 a stimulé significativement l'activité de la glutathion réductase. L’expression de 

cette enzyme a été plus significative chez les plants traités avec la souche N21.4 (0.35 

µmol/min mg de protéine), 72h après l’inoculation avec l’agent pathogène. Aucune différence 

n’a été enregistrée après 24 h et 48 h de l’inoculation de l’agent pathogène (Fig. 38C).  

 

1.5.4. Gaïacol peroxydase (GPX) 

L’expression de l’activité de gaïacol peroxydase est plus élevée et clairement 

significative chez les plantes traitées avec N21.4 (0.04 µmol/min mg de protéine), 24h et 72h 

après l’inoculation de l’agent pathogène par rapport aux autres traitements (Fig. 38D). Une 

diminution progressive a été enregistrée après 48 h, qui a atteint un niveau similaire chez le 

contrôle négatif (MgSO4). Les plantes inoculées avec l’agent pathogène ont révélé une 

augmentation, 24 h et 48 h après leur inoculation. Ce taux reste faible en comparaison avec les 

plants bactérisés avec N21.4. 
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Figure 38: Expression relative de l’activité enzymatique antioxydante, 24 h, 48 h et 72 h après inoculation  avec 

le pathogène chez les plants de tomate. Pseudomonas fluorescens N21.4, Pathogène : Xanthomonas campestris, 
Contrôle : MgSO4. A : Superoxyde dismutase (SOD), B : Ascorbate peroxydase (APX), C : Glutathion 

réductase (GR), D : Gaïacol peroxydase (GPX), E : Polypenol oxydase (PPO). Les barres indiquent les erreurs 

standards et les différentes lettres montrent des différences significatives (P < 0,05). 
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1.5.5.  Polyphenol oxidase (PPO) 

Pseudomonas fluorescens N21.4 n'a pas stimulé l'activité de la PPO. Alors que les plantes 

inoculées avec X.campestris ont montré une forte expression (11 µmol/min mg de protéine) de 

cette enzyme et nettement supérieure des autres traitements pendant les trois intervalles 

d’échantillonnage (Fig. 38E). Les plants bactérisées avec P.fluorescens N21.4 ont présenté une 

réduction de l’expression de la PPO par rapport au contrôle (MgSO4). 

 

1.5.6. Protéines PRs 

L’activité enzymatique de ß-1,3 glucanase (PR2) et de chitinases (PR3) n’a pas présenté 

une différence significative entre les traitements. N21.4 n’a pas stimulé l’activité de ces 

enzymes hydrolytiques chez les plants de tomate et leurs taux ont été similaires pour la PR3 

(0.028- 0.030 µ mol/min mg de protèine) et la PR2 (0.058-0.061 µ mol/min mg de protèine 

(Fig. 39A, 39B). 

  

 

Figure 39: Activités enzymatiques des protéines PRs (Pathogenesis relatated proteins) chez les plants de tomate 

traités avec Pseudomonas fluorescens N21.4 et inoculés avec  Xanthomonas campestris, Contrôle : MgSO4. A : 

Activité de la chitinase (PR3), B: Activité de la  ß-1,3 Glucanase (PR2). Les barres indiquent les erreurs 
standards et des différentes lettres indiquent des différences significatives (P < 0,05).  
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Figure 40 : Expression des gènes PRs (Pathogenesis relatated proteins). A : PR3 (Chitinase), B : PR2 

(Glucanase), C : PR1. Ces taux sont exprimés 24 h, 48 h et 72 h après inoculation de l'agent pathogène 

Xanthomonas campestris chez les plants de tomate traités avec Pseudomonas fluorescens 

N21.4 et/ou inoculés avec l'agent pathogène, Contrôle : MgSO4. (n = 3). Les barres indiquent les 

erreurs standards et des différentes lettres indiquent des différences significatives entre les 

traitements pour chaque point de temps (P < 0,05). 

 

1.6. Transcriptome  

Le taux de transcriptome de ß-1,3 glucanase (PR2), chitinases (PR3) et PR 1 n’a montré  

aucune différence significative entre les traitements. Les niveaux exprimés sont similaires 

allant de 1.20 à 1.60 chez les plantes inoculées avec P.fluorescens N21.4  et les témoins 

(contrôle et pathogène). Les changements dans l'expression des gènes PR1, PR2 et PR3 

correspondaient à l’expression de leurs activités enzymatiques (Figs. 39, 40). 

 

2. Action des bioeffecteurs bactériens sur l’induction de la résistance systémique 

2.1.Indice de la maladie 

Pseudomonas fluorescens N21.4 traité aux UV et ses dérivés bioeffecteurs ont été testés 

pour leur capacité d’induire la défense systémique naturelle chez la tomate vis-à-vis de la gale 

bactérienne. L’extrait des bioeffecteurs appliqué a provoqué une réduction de la 

symptomatologie en présentant des spots de faible diamètre (Fig. 33A). Tandis que, les 
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plantes inoculées avec l’agent pathogène ont révélé de larges et de nombreux spots sur la 

totalité des feuilles (Fig. 33B).  

La grande fraction d'effecteurs a induit la meilleure bioprotection des plants de tomate 

contre X. campestris (80%). L’application de l’inoculum de N21.4 traité aux UV a induit  une 

réduction significative de la maladie (50%) (Fig. 41). 

 

Figure 41: Indice de la gale bactérienne des plants de tomate traités avec Pseudomonas fluorescens N21.4 
vivant, N21.4 traité aux UV, bioeffecteurs dérivés de N21.4 (grande fraction : G  effecteur ;                                    

petite fraction : P effecteur), Pathogène : Xanthomonas campestris. Les barres indiquent les erreurs standards et 

les différentes lettres indiquent des différences significatives (P <0,05). 

 

 

2.2.Biomasse 

Pseudomonas fluorescens N21.4 traités aux UV et la petite fraction des bioeffecteurs 

ont diminué significativement le poids sec des racines. Les plants de tomate traités avec la 

petite fraction des bioeffecteurs ont présenté le meilleur poids sec de la partie aérienne avec 

un groupe homogène à part (d) (Fig. 42). Les plantes traitées avec N21.4 et les bioeffecteurs 

de la grande fraction ont révélé un poids sec des racines similaire au contrôle (MgSO4). 

La mesure de la hauteur des plants de tomate n’a pas montré une différence significative 

entre les traitements étudiés en comparaison avec le contrôle négatif (MgSO4) et l’agent 

pathogène (Fig. 43). 
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Figure 42 : Poids sec de la partie aérienne et racinaire des plants de tomate traités avec Pseudomonas 

fluorescens N21.4 vivant, N21.4 traité aux UV, bioeffecteurs dérivés de N21.4 (grande fraction : G effecteur ;  

petite fraction : P effecteur) et  inoculés avec le pathogène Xanthomonas campestris. Les barres indiquent les 

erreurs standards et les différentes lettres indiquent des différences significatives (P < 0,05).   

 

 

Figure 43 : Hauteur des plants de tomate (du collet à la 1
ère

 feuille ou à la dernière feuille) traités avec 

Pseudomonas fluorescens N21.4 vivant, N21.4 traité aux UV, bioeffecteurs dérivés de N21.4 (grande fraction : 

G effecteur et petite fraction : P effecteur) et  inoculés avec le pathogène Xanthomonas campestris. Les barres 

indiquent les erreurs standards et les différentes lettres indiquent des différences significatives (P < 0,05). 

 

2.3.Activité photosynthétique  

Tous les plants bactérisés ou inoculés avec les bioeffecteurs ont présenté un rendement 

quantique maximal (Fv/Fm) similaire au contrôle négatif (MgSO4), alors que le contrôle 

pathogène a révélé le taux le plus faible avec un groupe homogène à part (b) (Fig. 44A). Les 

plantes de tomate traitées avec la petite fraction ont montré un rendement quantique Φ PSII le 

plus élevé (0.6) par rapport aux autres traitements (Fig. 44A). 

 



PARTIE III                                                  RESULTATS ET DISCUSSION  

99 

 

 

 

 

Figure 44: Activité photosynthétique des plants de tomate traités avec Pseudomonas fluorescens N21.4   vivant, 

N21.4 traité aux UV, bioeffecteurs dérivés de N21.4 (grande fraction : G effecteur et petite fraction : P effecteur)  

et inoculés avec le pathogène : Xanthomonas campestris, Contrôle : MgSO4. A : Fv / Fm (rendement quantique 

maximum du PSII), B : Φ PSII: efficacité du photosystème II. C : F0 (fluorescence minimale). D : NPQ (No 

photochemical quenching). Ces paramètres ont été mesurés dans des conditions de lumière ambiante, après 1 h 

d’adaptation à l'obscurité. Les barres indiquent les erreurs standards et les différentes lettres indiquent la présence 

d’une différence significative (P < 0,05). 
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L’inoculum de la grande fraction a présenté un rendement quantique similaire au 

contrôle sain (MgSO4). Pseudomonas fluorescens N21.4 traité aux UV a causé une 

augmentation Φ PSII chez les plantes inoculées avec le pathogène et a induit en parallèle un 

changement dans le taux de dissipation d’énergie NPQ (Fig. 44). La fluorescence minimale 

n’a pas présenté une différence significative entre les traitements. 

 

3. Discussion   

La séparation spatiale, entre l'agent pathogène inoculé au niveau foliaire et                    

P. fluorescens N21.4 appliquée au niveau racinaire, confirme que la réduction de la 

symptomatologie est une conséquence de l’induction de la résistance systémique chez la 

plante. Des résultats similaires ont été décrits chez le haricot, le pois chiche et la tomate 

(Benchabane et al., 2000 ; Ongena et al., 2002; Saikia et al., 2003 ; Boukerma et al., 2017).  

Pseudomonas fluorescens N21.4 traité aux UV a montré une réduction importante de la 

maladie. Les cellules non viables de P. aeruginosa KMPCH-567 ont déclenché les réactions 

de défense naturelle chez la vigne contre B. cinerea (Verhagen et al., 2010). Selon Ongena et 

al. (2002), P.putida BTP1 tué par la chaleur n'a assuré aucune protection. Aussi, les taux de 

bioprotection enregistrés avec N21.4 tué aux UV et par les cellules vivantes de N21.4 ont été 

significativement élevés. Nous suggérons que les composants structurels de la surface 

bactérienne de N21.4 sont très importants pour éliciter l’ISR.  

Les lipopolysaccharides (LPS) des rhizobactéries inoculés chez A. thaliana, ont induit  

la résistance systémique, en réduisant la gravité de la maladie (Bakker et al., 2003; Meziane et 

al., 2005; Ramos-Solano et al., 2008). Ainsi, les flagelles de P. putida WCS358 déclenchent 

l’ISR chez Arabidopsis, le haricot et la tomate (Meziane et al., 2005). 

La reconnaissance entre les bioeffeteurs métaboliques (grande ou petite fraction) et les 

cellules racinaires de la tomate a stimulé leurs réactions de défense naturelle, ce qui a réduit la 

sévérité de la maladie. La grande fraction de l’extrait métabolique a révélé une meilleure 

suppression de la gale bactérienne (80%). Cet effecteur de plus de 10 kDa est un important 

déterminant chez N21.4 pour déclencher l’ISR. D'autres éliciteurs ou leur combinaison 

peuvent jouer un rôle dans l’augmentation de l'efficacité de l'ISR. Dans ce contexte, les 

extraits bactériens des souches  C01HA0 et WCS417 ont sensibilisé la vigne contre B. cinerea 

(Verhagen et al., 2010). Il a été démontré que l'application des éliciteurs bactériens réduit 

l’infection chez de nombreuses plantes (Wiesel et al., 2014). L’application des éliciteurs de 
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B.subtilis a élicité la résistance systémique et a protégé la tomate contre Pseudomonas 

syringae (Rudrappa et al., 2010).  

L’ISR est basée sur la perception de plusieurs déterminants bactériens (Van Wees et al., 

2008). Les PGPRs possèdent une variété de molécules elicitrices des réactions de défense 

naturelle des plantes; qui peuvent  être soit des composants de la surface bactérienne ou des 

métabolites excrétés (Van der Ent et al., 2009a). Si un seul déterminant ne peut pas induire la 

résistance systémique, ou n’est pas produit dans certaines conditions, d'autres caractères 

peuvent également être efficaces. Dans de tels cas, les différents déterminants peuvent être 

différemment régulés (Bakker et al., 2007). Bien que, d'autres éliciteurs comme l'acide 

salicylique, BABA (acide aminobutyrique), INA (2,6 dichloroisonicotinique) ou BTH 

(Acibenzolar -S- méthyl) sensibilisent les cellules végétales pour répondre rapidement et 

efficacement à de futures attaques (Conrath et al., 2002). 

Les cellules vivantes de N21.4 sont capables d’induire la résistance systémique et 

promouvoir la croissance des plants de tomate. La capacité des Pseudomonas fluorescents à 

stimuler la croissance des plantes a été largement signalée (Fischer et al, 2007; Baset et al., 

2010 ; Fischer et al., 2010). La grande fraction d’éliciteurs de la souche N21.4 a déclenché la 

défense naturelle chez les plantes de tomate et a maintenu le même niveau de croissance 

comme chez  le contrôle sain. Cependant, N21.4 tué aux UV et la petite fraction ont diminué 

le poids sec des racines et ont assuré 50% de suppression de la gale bactérienne. Selon 

Worrall et al. (2012), l’induction de la défense de la tomate par traitement des semences avec 

des activateurs de défense n'a pas été accompagnée par une réduction de la croissance, et peut 

donc être adaptée à une exploitation commerciale. 

Les corrélations négatives entre les taux de croissance et la résistance aux maladies est 

un phénomène connu depuis longtemps (Smedegaard-Petersen et Tolstrup, 1985). 

L'expression des gènes de défense peut causer des effets négatifs sur l’état physiologique de la 

plante. Il est généralement mentionné que l’induction de la résistance systémique a évolué 

pour économiser l'énergie en présence des pathogènes ou les insectes ; bien que les coûts 

augmentent lorsque les défenses sont activées suite à l'attaque (Walters et Heil, 2007; Henry 

et al, 2012). La résistance systémique induite peut être associée à l'amélioration de la 

croissance ou une diminution. Tout cela dépend de la nature de l’éliciteur et la réponse de la 

plante, sa gestion de son métabolisme et la distribution de ses ressources. 
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Les bioeffecteurs de P.fluorescens N21.4 induisent la résistance systémique. Cette 

protection a été couplée avec l'amélioration de l’activité photosynthétique. Les PGPRs 

peuvent modifier la physiologie et le fonctionnement des tissus végétaux en colonisant leur 

système racinaire (Vacheron et al., 2013). Le rapport de chlorophylle a/b a été faible chez les 

plantes traitées avec N21.4 et élevé chez le contrôle pathogène. Il a été rapporté qu’un rapport 

de chlorophylle a/b élevé chez les plantes stressées est un signe de la réduction des unités 

photosynthétiques (Terashima et Hikosaka, 1995 ; Alberte et Thornber, 1977).  

N21.4 a augmenté la quantité de chlorophylle totale par rapport aux contrôles sain et 

pathogène. Cette souche a également amélioré la croissance racinaire et la hauteur des tiges. Il 

a été montré que les souches de Pseudomonas fluorescents peuvent augmenter la teneur totale 

en chlorophylle des plantes (Bavaresco et Fogher, 1996; Sharma et al., 2003; Farhan et al., 

2010). La capacité des Pseudomonas d’augmenter le niveau de chlorophylle totale  peut être 

liée à leur approvisionnement en certains nutriments, tels que l'azote et le phosphore (Hameed 

et Farhan, 2007). Des plants de riz inoculés avec P. fluorescens KH-1 ont montré une 

surexpression de la rubisco (ribulose 1,5-carboxylase bisphosphate - oxygénase). Il a été 

supposé que la rubisco joue un rôle clé dans la photosynthèse et l'accumulation de 

chlorophylle (Agrios, 2005). Il est supposé que la surexpression de la rubisco peut conduire à 

une augmentation de l'activité photosynthétique des plantes traitées (Kandasamy et al., 2009). 

Pseudomonas fluorescens N21.4 et ses dérivés bioeffecteurs ont amélioré l'efficacité du 

photosystème II (Φ PSII). Ce dernier a été associé à une faible valeur de F0 (fluorescence 

minimale) alors que Fv/Fm reste stable. Cependant, Φ PSII pour le témoin positif (contrôle 

pathogène) était plus faible et F0 a présenté une valeur élevée. La petite fraction d’effecteur 

appliquée a induit la meilleure amélioration du Φ PSII. 

L'efficacité du PSII représente le taux de transport d'électrons relative (Genty et al., 

1989). La diminution de la ΦPSII peut être directement liée à une diminution dans le transport 

d'électrons. Cette baisse est également corrélée à la diminution de Fv/Fm (Zou et al., 2005). 

Par conséquent, les variations de Φ PSII peuvent être une conséquence de la perte partielle de 

la capacité de la photosynthèse (Cruz et al., 2003). Dans ce contexte, chez l’arabette et la 

pomme de terre, la photosynthèse a diminué après traitement avec P. syringae               

(Berger et al., 2006). Le dysfonctionnement de PSII a été exprimé par le déclin à la fois de 

l'efficacité photochimique maximale (Fv/FM) et le rendement quantique (Φ PSII), et un 

nombre plus élevé de centres fermés de PSII (Synková et al., 2006). Zou et al., (2005) ont 

suggéré que la diminution de ΦPSII chez le soja infecté par P. syringae pv. glycinea a été 
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causée par des dommages directs au niveau des centres réactionnels du PSII. Ces dommages 

peuvent causer une dégradation de la protéine D1 et l'action directe des ROS sur le 

mécanisme de la photosynthèse.  

Le contrôle pathogène a montré la plus faible valeur de NPQ et de ΦPSII. Les plantes 

traitées avec N21.4 et inoculées par l’agent pathogène ont révélé une faible valeur de 

dissipation d’énergie (NPQ) et une augmentation de ΦPSII. Les plantes peuvent dissiper 

l'énergie lumineuse absorbée sous forme de chaleur  (NPQ) (Müller et al., 2001). Des niveaux 

plus élevés de NPQ  peuvent protéger contre la photo-inhibition et les photodomages, quand 

ΦPSII est faible dans des conditions de stress  (Cousins et al., 2002). 

La production des espèces réactives d’oxygène (ROS) est l'une des premières réponses 

de la plante vis-à-vis de l'agent pathogène. Ces espèces réactives peuvent être impliquées dans 

les voies de signalisation des réactions de défense (Lamb et Dixon, 1997 ; Hancock et al., 

2002; Shetty et al., 2009). Les ROS sont synthétisées avec un niveau contrôlé, ce qui conduit 

à une réponse définie comme l'activation des protéines kinases et la régulation de l'expression 

des gènes (Hancock et al., 2002).  

L’application de la souche bactérienne N21.4 stimule une surexpression des enzymes 

antioxydantes plus significativement chez les plants de tomate inoculés avec le pathogène et 

une faible augmentation a été montrée chez les plantes non infectées dans les différents temps 

d'échantillonnage (24 h 48 h, et 72 h après l’inoculation de l’agent pathogène). Dans certaines 

situations, les plantes stressées avec X. campestris ont montré une faible expression des 

enzymes antioxydantes. Il semble que c’est une réponse naturelle des plants de tomate au 

stress biotique, tandis que, N21.4 renforce cette réponse chez les plantes infectées pour 

pouvoir limiter l’envahissement de l’agent pathogène.  

Le cycle ascorbate-glutathion est parmi les principales voies antioxydantes dans les 

cellules végétales (Kuźniak, 2010). Il a été révélé que l’induction de l'activité du cycle 

ascorbate-glutathion peut être déclenchée dans l'interaction de différents pathosystèmes 

(KuzÂniak et Skøodowska, 2004). SOD a été proposée comme signe de tolérance de certaines  

plantes aux stress. Plusieurs études ont montré qu’après l’application de l’agent pathogène, les 

rhizobactéries peuvent  augmenter l'activité enzymatique de la SOD (Jetiyanon et al., 2007 ; 

Ramamoorthy et al., 2002a, 2002b; Jetiyanon et al., 2007). Cette enzyme peut exprimer la 

première ligne de défense contre les niveaux élevés des ROS (Rio et al., 2006). GR 

fonctionne dans la régénération de l'ascorbate réduit après avoir été converti en 
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monodehydroascorbate par l’APX (Mittler et al., 2004). L’amélioration de l’activité de la 

superoxyde dismutase et l'ascorbate peroxydase peut également jouer un rôle important dans 

la tolérance des plantes au stress salin, ce qui maintient l'activité PSII à un niveau élevé 

(Tanaka et al., 1998).  

Il a été observé une forte augmentation des enzymes du stress oxydatif chez  les plantes 

traitées avec N21.4 et inoculées avec X. campestris. Ces plantes ont montré un niveau 

significatif de suppression de la maladie et l'amélioration de la photosynthèse. Les centres  

réactionnels PSI et PSII dans les thylakoïdes des chloroplastes sont de majeurs sites de 

production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) (Asada, 2006). Il semble qu’il existe une 

relation étroite entre cette expression et l'amélioration de l’activité photosynthétique et la 

protection des plantes de tomate, par la détoxication des ROS afin de minimiser leur niveau. 

Un réseau antioxydant efficace est également indispensable afin de traiter efficacement les 

ROS et de les maintenir à un  niveau intracellulaire faible. L'importance des enzymes 

antioxydantes dans le maintien d’un taux élevé de la photosynthèse a été démontrée dans de 

nombreuses études (Foyer et Shigeoka, 2011).  

Le rôle de la photosynthèse dans la défense des plantes est fondamental, nécessitant des 

explications au niveau moléculaire et physiologique (Garavaglia et al., 2010). L'amélioration 

de la photosynthèse pourrait avoir un rôle clé dans la tolérance des plants de la tomate contre 

les agents pathogènes en fournissant de l'énergie pour couvrir les coûts de l'immunité. Par 

conséquent la plante peut exprimer sa résistance rapidement et efficacement. 

N21.4 n'a pas influencé l'activité de la PPO. En revanche, il a été noté une forte activité 

chez les plantes prétraitées avec l'agent pathogène. PPO est impliqué dans la cicatrisation des 

plaies issues de l’attaque par l'agent pathogène, et plusieurs autres processus cellulaires, tels 

que le contrôle des niveaux d'oxygène dans les chloroplastes (Mayer, 2006). Dans d’autres 

études, il a été observé un rôle critique de la PPO dans la résistance aux maladies. La 

suppression de la PPO augmente la susceptibilité au Pseudomonas syringae (Li et Steffens, 

2002). En outre, la PPO est impliquée dans les réactions secondaires de quinones qui 

conduisent à la formation de pigments bruns ou noirs, qui sont responsables d’une perte 

importante de post-récolte des fruits et des légumes (Bachern et al., 1994). 

P. fluorescens N21.4 n’a pas influencé l'activité de la glucanase (PR2) et de la chitinase 

(PR3) chez les plants de tomate. Il a été suggéré que ces enzymes hydrolytiques (PR2 et  PR3) 

sont impliquées dans la stratégie de défense de la plante (Stintzi et al., 1993; Edreva et al., 
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2005). Elles s’accumulent dans les tissus des plantes après une attaque par l'agent pathogène 

(Lepoivre, 2003; Gomez-Ariza et al., 2007). 

L'expression des protéines PRs constitue des gènes marqueurs associés à la résistance 

systémique acquise élicitée par la voie de signalisation acide salicylique dépendante, induite 

par des agents pathogènes (Uknes et al., 1992; van Loon et al., 1998 ; Yedidia et al., 1999 ; 

Kim et al., 2014). Parmi ces PRs, certains ont un rôle spécifique comme PR3 (chitinase) ou 

PR2 (glucanase), tandis que d'autres ne déterminent pas un rôle spécifique telle que la PR1 

(Mitsuhara et al., 2008). Le profil d'expression de PR1, PR2 et PR3 a suggéré que N21.4 peut  

suivre la voie de signalisation AS-indépendante pour déclencher la résistance aux maladies 

(van Loon et al., 1998).   

L'expression des gènes marqueurs dépend de l'éliciteur de la résistance systémique et 

l’agent pathogène (Sanchez et al., 2004, 2005, 2012 ; van Loon et al., 1998 ; Piertese et al., 

2014). Selon Thangavelu et al., (2003), P. fluorescens PF10 augmente le taux de la chitinase 

et la β 1-3 glucanase chez les bananiers ( Musa sp) contre F.oxysporum f. sp cubense. Une 

augmentation des activités de PR2 et PR3 extracellulaires a également été enregistrée dans les 

feuilles de Diplocarpon. rosae  traitées avec le BTH; ce qui suggère que l'augmentation des 

PR2 et PR3 peut jouer un rôle dans la suppression des symptômes de la maladie (Suo et al., 

2001). 
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EXPERIMENTATION 3 : INDUCTION DE LA TOLERANCE CHEZ  Arabidopsis 

thaliana (Col-0) PAR LES  Pseudomonas FLUORESCENTS  ET Rhizobium spp. 

 

1. Symptomatologie  

Le traitement d’Arabidopsis thaliana avec le chlorure de sodium (120 mM) a montré 

différents degrés symptomatologiques allant de la classe 0 (pas de symptôme) à la classe 4  

(mort de la plante). Chez le témoin positif, il a été noté la classe symptomatologique la plus 

élevé, donc tous les plants n’ont pas pu survivre ; alors que les plants traités avec les  

rhizobactéries ont montré des symptômes moins graves sous forme de feuilles pourpres et/ou 

jaune parfois accompagné d’un léger flétrissement (Figs. 45A, 45B). 

Les plantes inoculées avec Pseudomonas fluorescens BB10 (P3) ont révélé le niveau le 

plus faible de la maladie (feuilles pourpres et jaunes). Tandis que, les plantes bactérisées avec 

Pseudomonas fluorescens E64 (P2) et Rhizobium léguminosarum (R1) ont révélé un 

flétrissement des feuilles (Fig. 45A). 

 

 

 

 

Figure 45 : Symptômes du stress salin sur  chez Arabidopsis thaliana. A : Degrés symptomatologiques  du stress  

salin chez Arabidopsis thaliana, 60 jours  après germination, 33 jours après traitement salin (120 mM),  appliqué 

dans un intervalle de deux jours  (n= 40).  P2: Pseudomonas fluorescens  E64, P3: Pseudomonas fluorescens 

BB10, R1: Rhizobium léguminosarum, R4: Sinorhizobium meliloti. B : Classes symptomatologiques chez 

Arabidopsis thaliana. 
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2. Indice de la maladie  

L’inoculation d’A.thaliana avec les Pseudomonas spp. fluorescents et Rhizobium spp. a 

révélé un taux élevé de plantes tolérantes, qui ont survécu après un traitement au chlorure de 

sodium (120 mM) (Fig. 46). Dans le cas d’application des Sinorhizobium meliloti (R4), 

Rhizobium léguminosarum (R1) et Pseudomonas fluorescens  (P3), il a été constaté la survie 

de la presque totalité des plantes stressées (97 % à 100 %), alors qu’une inoculation avec        

P. fluorescens (P2) a montré 63 % de plantes  apparaissant comme tolérantes. 

 

 

Figure 46: Pourcentage des plantes survivantes (tolérantes) d’Arabidopsis thaliana Col-0, inoculées avec       

P2: Pseudomonas fluorescens E64, P3: Pseudomonas fluorescens BB10, R1: Rhizobium léguminosarum, R4: 

Sinorhizobium meliloti  et traitées au chlorure de  sodium (120 mM). Les résultats ont été collectés 60 jours après 

germination. Les différentes lettres indiquent des différences significatives (P < 0,05). 

 

3. Biomasse 

L’inoculation des PGPRs a permis aux plants d’arabette de maintenir un niveau de 

croissance nettement significative par rapport au contrôle traité avec le chlorure de sodium 

(Fig. 47). L’application du NaCl (120 mM) a diminué fortement la croissance des plantes 

d’arabette par rapport aux plantes non stressées. Les rhizobacteries phytobénifiques 

appliquées chez les plants d’arabette sans stress salin n’ont révélé aucune différence 

significative par rapport au contrôle négatif traité avec l’eau.  
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Figure 47 : Tolérance des plantes d’Arabidopsis thaliana Col-0, inoculées avec P2: Pseudomonas 

fluorescensE64, P3: Pseudomonas fluorescens BB10, R1: Rhizobium léguminosarum,                                                  

R4: Sinorhizobium meliloti  et traitées avec chlorure de sodium (120 mM), contrôle positif (NaCl), contrôle 

négatif (H2O) (plantes âgées de 60  jours). 
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L’application de Rhizobium léguminosarum  (R1) a augmenté significativement la 

surface foliaire, en présentant un groupe homogène à part dans les deux cas de 

l’expérimentation sans stress salin (a) ou avec stress salin (e).  En comparant, la surface 

foliaire  du témoin positif traité avec NaCl (3 cm
2
/g), tous les plants bactérisés ont présenté 

une surface foliaire nettement  élevée (24 cm
2
/g à 70 cm

2
/g) (Figs. 48, 49). Les deux souches 

de Rhizobium appliquées, ont présenté le résultat le plus significatif dans la stimulation de la 

surface foliaire chez les plants traités avec le chlorure de sodium par rapport aux 

Pseudomonas fluorescents  (Figs. 48, 49). 

 

 

Figure 48 : Surface foliaire (cm2/g) des plantes d’Arabidopsis thaliana Col-0, inoculées avec                                                  

P2: Pseudomonas fluorescens  E64, P3: Pseudomonas fluorescens BB10,  R1: Rhizobium léguminosarum, R4: 

Sinorhizobium meliloti  et traitées au chlorure de sodium  (120 mM), contrôle positif (NaCl), contrôle négatif 

(H2O), (60  jours après germination).  (P < 0,05). 

 

4. Diamètre de la rosette  

L’évolution du diamètre de la rosette des plants d’Arabidopsis thaliana Col-0 durant 48 

jours après germination a été évaluée (Fig. 50). Les plantes traitées avec les PGPRs et le 

chlorure de sodium ont révélé une stabilité dans l’évolution du diamètre à partir du 8
ème

 jour 

après l’application du stress salin par rapport au contrôle positif (NaCl), qui a montré une 

régression remarquable dans l’évolution. Les plantes traitées uniquement avec les 

rhizobactéries phytobénifiques n’ont pas montré une différence significative par rapport au 

témoin négatif (H2O) (Fig. 50). 
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Figure 49 : Surfaces foliaires des plantes d’Arabidopsis thaliana Col-0  inoculées avec  P2: Pseudomonas fluorescens  E64, P3: Pseudomonas fluorescens BB10,  R1: 

Rhizobium léguminosarum, R4: Sinorhizobium meliloti  et traitées avec chlorure de sodium  (120 mM). Photos prises par scanner Epson perfection V700 photo. 
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Figure 50 : Evolution du diamètre de rosette des plantes d’Arabidopsis thaliana Col-0 inoculées avec              

P2: Pseudomonas fluorescens E64, P3: Pseudomonas fluorescens BB10,  R1: Rhizobium léguminosarum         

R4: Sinorhizobium meliloti  et traitées avec chlorure de sodium  (120 mM) a partir du  25ème jour  après 

germination. (P < 0,05). 

 

5. Architecture racinaire  

L’application des rhizobactéries phytobénifiques en interaction avec les plants 

d’arabette sur milieu MS a montré un effet notable sur la croissance et l’architecture       

racinaire. Pseudomonas fluorescens (P1), Pseudomonas fluorescens (P2) et                                          

Rhizobium léguminosarum (R1) ont inhibé la croissance en longueur des racines d’A.thaliana. 

Pseudomonas fluorescens (P3) et Sinorhizobium meliloti (R4) ont stimulé la croissance en 

longueur des plants d’A.thaliana (Fig. 51). 

 

6. Discussion  

L’expérimentation réalisée a montré un effet hautement significatif des PGPRs  

appliquées sur l’induction de la tolérance et la réduction de la symptomatologie des plants 

d’A.thaliana vis-à-vis du stress salin (120 Mm). Des études similaires ont montré l’effet 

positif des rhizobactéries phytobénifiques à atténuer la sévérité du stress salin chez les plantes 

(Eaton, 1966 ; Grundon, 1987 ; Kurniadie et Redmann, 1999 ; Xu et al., 2000).   

Les microorganismes de la rhizosphère peuvent conférer un certain degré de tolérance 

aux végétaux vis-à-vis des stress abiotiques comme la sécheresse, le froid, la salinité, la 

toxicité des métaux et la température élevée. Des bactéries appartenant aux différents genres, 

y compris Rhizobium, Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus, Burkholderia, Achromobacter, 

Azospirillum, Microbacterium, Enterobacter ont été signalées comme des inducteurs de la  

tolérance chez les plantes vis-à-vis des stress abiotiques (Grover et al., 2011 ; Bharti et al., 
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2016). La tolérance systémique, induite par les PGPRs, est proposée comme des changements 

physiques et chimiques qui peuvent atténuer et minimiser les menaces abiotiques (Kohler et 

al., 2006). 

 

 

Figure 51 : Architecture racinaire des plantes d’Arabidopsis thaliana en interaction avec Pseudomonas spp. 

fluorescents et Rhizobium spp. P2: Pseudomonas fluorescens  E64, P3: Pseudomonas fluorescens BB10,  R1: 

Rhizobium léguminosarum, R4: Sinorhizobium meliloti.  Photos prises par  caméra digitale à une distance de 50 

cm. 
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Les rhizobactéries appliquées ont stimulé le diamètre de la rosette et la surface foliaire, 

cet effet était plus significatif chez les plantes stressées par NaCl. Dans ce contexte, sous des 

conditions de stresse salin, plusieurs PGPRs ont stimulé la croissance des plantes en altérant 

la sélectivité de Na
+
, K

+
, et Ca

2+  
et

 
en

 
maintenant un niveau plus élevé du ration K

+
/Na

+
   

(Hamdia et al., 2004 ; Bharti et al., 2016). Une fois la capacité de la cellule à stocker les sels 

est épuisée, les sels s'accumulent dans l'espace intercellulaire, conduisant à la déshydratation 

et à la mort cellulaire (Munns, 1993). Des concentrations élevées en Cl
-
 dans les tissus 

foliaires peuvent perturber la fonction photosynthétique par l'inhibition de l'activité de la 

nitrate réductase (Xu et al., 2000). 

Le stress salin est un effet cumulatif des stress osmotique et ionique qui affectent  

négativement la croissance et le rendement des plantes. Un réseau de gènes a été rapporté  

comme étant impliqués dans la tolérance à la salinité, la transduction du signal, les 

transporteurs d'ions, la régulation de la transcription et les voies métaboliques (Deinlein et al., 

2014).  

Le stress osmotique peut être modulé par les voies ABA-dépendant et ABA-

indépendant alors que, le stress ionique est atténué par la voie Salt Overly Sensitive (SOS) et 

les transporteurs d’ions via l’homéostasie des ions. Les plantes inoculées par des PGPRs 

présentent une expression plus élevée des gènes SOS sous stress salin par rapport aux plantes 

non bactérisées; suggérant leur participation à des mécanismes de tolérance à la salinité. Le 

gène SOS4 est associé aux mécanismes de l'auxine et de l'éthylène ainsi qu'au développement 

des chevelus racinaires chez Arabidopsis (Shi et al., 2008). L'expression de SOS4 dans les 

racines de blé inoculées par les PGPRs peut être corrélée avec l'amélioration de la longueur 

des racines et la croissance des plantes (Bharti et al., 2016). 

L’application de certains PGPRs a inhibé la croissance de la racine primaire et a 

favorisé la formation des racines secondaires, alors que l’application de d’autres souches 

stimule l’élongation de la racine primaire. Ces effets peuvent être liés à des potentialités 

exprimées par les PGPRs  sur milieu MS. De nombreuses souches de PGPRs sont connues par 

leur effet à provoquer des modifications sur l'architecture du système racinaire des végétaux, 

en favorisant la formation des racines secondaires et en améliorant ainsi leur fonctionnement. 

Cependant, les mécanismes moléculaires qui expliquent et déterminent ce phénomène restent 

peu connus (López-Bucio et al., 2007; Felten et al., 2009).  

L’architecture du système racinaire est définie par trois processus: la croissance 

indéterminée de la racine principale qui est orchestrée par le méristème racinaire; la formation 
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des racines latérales et la formation des chevelus racinaire. Le développement 

postembryonnaire des racines est contrôlé par la division cellulaire dans la zone 

méristématique, et la différenciation fonctionnelle en des cellules spécialisées (Bennett et 

Scheres, 2010). Les racines latérales et les chevelus racinaires constituent d’importants 

aspects de l’architecture racinaire qui facilitent l'ancrage des plantes et augmentent leur 

capacité d’absorption de l'eau et des minéraux (Casimiro et al., 2003 ; Overvoorde et al., 

2011). 

Les changements dans l’architecture du système racinaire peuvent résulter de 

l’interaction des PGPRs avec les hormones impliquées dans la régulation du développement 

des racines comme l’auxine, la cytokinine, l’éthylène, la gibbérelline et l'acide ascorbique 

(Dodd et al., 2010; Overvoorde et al.,2011).    

La balance entre l’auxine et le cytokinine est un régulateur clé de l’organogenèse des 

plantes et de l’architecture des racines (Aloni et al., 2006). Le rapport entre l’auxine et le 

cytokinine peut être affecté par les PGPRs. Ces rhizobactéries sont capables de produire une 

large gamme de phytohormones, y compris les auxines et/ou les cytokinines et les métabolites 

secondaires qui peuvent interférer avec ces voies hormonales (Bharti et  al., 2016). 

De nombreux PGPRs sont capables de produire des phytohormones, des métabolites  

secondaires interférant avec la voie de l’auxine comme l’auxine, le 2,4-diacétylphloroglucinol 

(DAPG) et le nitroxyde (NON). L'acide indole-3-acétique (IAA) est le composé le plus 

synthétisé par plusieurs PGPRs (Spaepen et al., 2007a). L’IAA exogène contrôle différents 

processus de développement  et de croissance chez les plantes. Une faible concentration de 

l’AIA peut stimuler l’élongation de la racine primaire, alors qu’une concentration élevée 

stimule la formation des racines secondaire, diminue la longueur de la racine primaire et 

augmente le nombre de chevelus racinaires  (Dobbelaere et al., 1999 ;  Remans et al., 2008). 

Le DAPG est un composé produit par les pseudomonads fluorescents,  est bien connu  

par son activité antimicrobienne (Phillips et al., 2004 ; Couillerot et al., 2011). Le DAPG peut 

interférer avec la voie de l’auxine-dépendant qui  modifie l’architecture du système racinaire. 

L’application exogène du DAPG a induit l’inhibition de la racine primaire et la stimulation de 

la formation des racines latérales chez tomate (Brazelton et al., 2008). 
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DISCUSSION GENERALE  

Pseudomonas fluorescents ont une grande importance économique et agricole comme 

agents de lutte biologique (Moynihan et al., 2009). Ils sont largement exploités pour leurs 

contributions à augmenter la productivité des cultures agricoles en stimulant la croissance et 

en renforçant les capacités défensives des plantes (van Loon et al., 2008; Pieterse et al., 2014 

Bharti et al., 2016). Ces ressources microbiennes bénéfiques sont devenues une alternative ou 

complémentaire de l’utilisation des produits chimiques, qui peuvent engendrer des effets 

secondaires sur l'environnement et la santé humaine. Les communautés microbiennes 

naturelles offrent une opportunité pour une gestion durable des écosystèmes (Ramamoorthy et 

al., 2001 ; Piertese et al., 2014 ; Boukerma et al., 2017). 

Le test d’antagonisme in vitro est souvent utilisé comme indicateur dans la sélection des 

souches bénéfiques, même si les potentialités antagonistes ne peuvent pas être déterminées 

avec précision à travers cet essai. Les résultats obtenus ne transposent pas en pratique les 

potentialités réelles des agents antagonistes. Ce test reste comme un critère orientatif dans le 

criblage préliminaire des souches qui peuvent renfermer des potentialités bioactives en 

antagonisme microbien.  

L’étude de l’architecture racinaire a montré que les Pseudomonas fluorescents locales et 

les Rhizobium spp. d’origine espagnole affectent la croissance des racines, en dépendance des 

potentialités de chaque souche et de l’interaction souche-génotype. Cet effet est exprimé soit 

en inhibant la croissance en longueur et en favorisant le développement des racines latérales 

ou bien en stimulant la croissance de la racine primaire et les racines secondaires. 

Les PGPRs sont connues par leurs effets à stimuler les réactions de défense des plantes   

contre différents stress abiotique et biotique (Ryu et al, 2003; Lugtenberg  et Kamilova, 2009; 

Schwachtje et al., 2011). Différents types de résistance induite ont été définis en fonction de 

leurs voies de signalisation et leurs spectres d'efficacité, y compris la résistance systémique 

acquise et la résistance systémique induite. Une variété d'agents biologiques et de molécules 

biotiques et abiotiques ont été signalés comme inducteur de la résistance systémique chez les 

plants. La résistance résultante peut être efficace vis-à-vis d’un large spectre d’agents 

pathogènes. Elle peut être durable, mais est rarement complète ; la plupart des agents 

inducteurs réduisent la taille et / ou le nombre de lésions  en diminuant la maladie entre 20 et 

85%    (Walters et al., 2011 ; Piertese et al., 2014). 
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Les résultats de notre étude ont montré l’effet positif des souches rhizobactériennes   

appliquées (locales et de référence) sur l’induction de la résistance et de la tolérance de 

l’arabette et la tomate avec différents degrés de protection. Des modifications significatives  

au niveau du métabolome et du trascriptome et de la physiologie ont été également notées. 

Les recherches récentes en biologie moléculaire ont démontré que la sensibilisation des 

plantes pour  répondre plus rapidement à l'infection peut conférer une protection significative 

contre les microorganismes virulents (Benhamou  et Picard 2000 ; Piertese et al., 2014). 

La bioprotection notée a été stimulée par l’application des souches bactériennes 

vivantes ou traitées aux UV, et également par des bioeffecteurs isolés et appliqués. Les 

travaux de Ongena et al., (2002)  n’ont pas présenté un effet positif suite à l’application de 

souches rhizobacteriennes traitées à la chaleur, ce qui suggère que les composants structurels 

de la surface bactérienne de N21.4 sont très importants pour éliciter l’ISR. Les eliciteurs des 

PGPRs ont été largement signalés par leur efficacité dans la protection des cultures contre les 

maladies (Bakker et al., 2003; Meziane et al., 2005; Ramos-Solano et al., 2008). 

Nos résultats ont également révélé que l´induction de la résistance systémique chez les 

plants de tomate traités par P. fluorescens N21.4 n´est pas associée à des changements de 

l´expression des gènes codants pour PR1, PR2 et PR3. Généralement l’ISR n’est pas associée 

à l’expression des protéines PRs. Ce qui suggère que l’induction de la résistance systémique 

élicitée par N21.4 phytobénéfique  appliquée suit une voie de signalisation AS-independante.  

Les réponses des plantes à l'attaque des micro-organismes sont complexes et comportent 

l'induction de l'expression d'un grand nombre de gènes codant pour une variété de protéines. 

La SAR est caractérisée par l´accumulation de l’acide salicylique et de protéines PRs qui 

servent de marqueurs de ce type de résistance (Sarosh et al., 2005). Ces protéines PRs sont  

actuellement classées en 17 groupes selon leurs propriétés biochimiques et moléculaires. Elles 

sont définies comme protéines codées par la plante hôte, mais induites spécifiquement dans 

des situations pathologiques  (van Loon et al., 2008).  

L’action des rhizobactéries appliquées sur la croissance a été différente selon leurs 

conditions d’application et le génotype étudié. Cette action a été soit positive, neutre ou 

négative. Cet effet peut être lié à la réponse de la plante à son environnement et selon la 

distribution de ses ressources énergétiques entre la croissance et l’expression des mécanismes 

de défense ou de tolérance. Selon Walters et al., (2013), la résistance induite est une réponse 

de l'hôte, son expression est influencée par différentes conditions : l'environnement, le 
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génotype, la nutrition des cultures. La compréhension de l'impact de ces influences sur 

l'expression de la résistance induite est peu claire. 

Il est connu que le génotype de l’hôte affecte l'expression de la résistance (Martenelli et 

al., 1993, Hijwegen et Verhaar, 1994; Dann et coll., 1998; Tucci et al., 2011). Walters et al. 

(2011a) ont examiné l'influence du génotype de l’hôte sur l'expression de la résistance induite 

chez l'orge. En utilisant une combinaison d'éliciteurs de résistance (BABA et cis-jasmone), ils 

ont découvert que l'expression de la résistance induite varie considérablement entre les 

variétés d'orge, alors que certaines variétés n'ont pas exprimé de résistance (Walters et al., 

2011). Dans une étude similaire, les génotypes de tomate traités avec des éliciteurs de BABA  

varient significativement dans leur expression de la résistance contre Phytophthora infestans 

(Sharma et al., 2010). Le niveau d'induction de la résistance est affecté significativement  par 

les isolats du pathogène. Sharma et al. (2010) ont également observé que le degré d’induction 

de résistance à tendance de diminuer avec l’augmentation de l’âge des feuilles (Cohen et Gisi, 

1994).  

La mesure de la fluorescence a révélé une amélioration de l’activité photosynthétique, 

représentée avec un taux significatif du rendement quantique du PSII. L’expression des 

réactions de défense nécessite de l’énergie, ce qui peut diminuer la croissance. Cet effet peut 

dépendre de l’interaction Plante-PGPR-Pathogène. L’expression de la défense des plantes est 

coûteuse, nécessitant de l'énergie qui sera autrement utilisé pour la croissance et le 

développement. Les réactions de défense de la résistance induite  ne sont activées qu'à la suite 

d'une attaque par un agent pathogène, ce qui représente un avantage sélectif pour la plante 

(Walters et Heil, 2007).   

Smedegaard-Petersen et Stolen (1981) ont montré que l'expression de la résistance chez 

l'orge vis-à-vis de l'oïdium a été associée à une réduction de 7% dans le rendement et une 

réduction de 4% dans  la taille des grains et dans la teneur en protéines. Cependant, d’autres 

travaux  n'ont trouvé aucun effet négatif (Oerke et al., 1989). 

Les enzymes antioxydantes peuvent être impliquées dans l’élimination des ROS 

générées lors de l’attaque de l’agent pathogène ou les ROS générées au niveau du PSII, lors 

de la photosynthèse. Il a été montré une corrélation entre la réponse de la plante et les 

changements du métabolome et de la physiologie des cellules. Ces changements ont été 

accompagnés par des modifications structurales incluant la formation d'appositions pariétales 

riches en callose et l’accumulation des composés phénoliques au niveau des sites de 

pénétration de l'agent pathogène. L'activation de la voie des phénylpropanoïdes est un 
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phénomène crucial dans la limitation de la croissance de l'agent pathogène et dans la survie 

des cellules-hôtes (Benhamou et Picard, 2000). 

L’élicitation de l’ISR chez les plantes implique le priming des réactions de défense, ce 

qui renforce les capacités défensives des plantes vis-à-vis des agents pathogènes (Baluska et 

Ninkovic, 2010 ; Tonelli et al., 2011 ; Pietese et al., 2014). Ce phénomène potentialise la 

résistance des plantes et il est efficace vis-à-vis de différents stress biotiques et abiotiques 

(Kuć, 1982). En plus de la résistance aux agents pathogènes, différentes études ont démontré 

que l'activation des défenses inductibles affecte la croissance et la reproduction des plantes 

(Heil et Bostock 2002).  

Le quorum sensing contrôle l’activité de biocontrôle et d’induction de la résistance 

systémique par les PGPRs  (Liu et al., 2008 ; Girard et al., 2006). P. putida ISOF colonise les 

racines de la tomate et produit des N-acyl homoserines lactones dans la rhizosphère, ces 

molécules augmentent la résistance systémique des plants de tomate contre Alternaria 

alternata (Schuhegger et al., 2006). Chez le radis, l’élicitation de l’ISR par P. fluorescens 

WCS374 nécessite une densité de population de 10
5 

cfu/g pour la suppression significative de 

la maladie (Raaijmakers et al., 1995). 

Les plantes traitées avec NaCl (120Mm) et bactérisées ont pu survivre et maintenir une 

faible croissance. À partir de nos données, il semble que ces plantes ont toléré les conditions 

salines en présence des rhizobactéries appliquées. L’application de nos souches locales a 

montré une induction de la tolérance  vis-à-vis à la salinité alors que leur application dans des 

conditions normales n’a montré aucun effet. 

En raison, de la complexité du métabolisme bactérien, la régulation de la production des 

métabolites secondaires, les caractéristiques génotypiques de chaque souche et l’expression 

phénotypique qui restent dépendante des conditions du milieu. En plus, plusieurs mécanismes 

d’action peuvent intervenir directement ou indirectement dans l’activité des rhizobactéries 

phytobénéfiques.  

Le stress abiotique est l’une des contraintes les plus importantes dans la production 

agricole. Les concentrations élevées en sel dans les terres agricoles est un problème mondial 

et constituent un effet inhibiteur de la croissance des plantes dans de nombreuses cultures 

(Mayak et al., 2004 ; Cheng et al., 2007).  

 

http://www.google.fr/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Frantisek+Baluska%22
http://www.google.fr/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Velemir+Ninkovic%22
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Les microorganismes associés aux plantes peuvent jouer un rôle important par 

l’induction de la tolérance aux stress abiotiques et en soulageant la plante. Les rhizobatéries 

peuvent exercer une variété de mécanismes comme production des hormones de croissance, 

des nutriments, et en induisant l’expression de gènes de tolérance chez les plantes (Bharti et 

al., 2016). L’étude de Kim et al. (2014) a révélé que la souche Enterobacter sp. EJ01, 

améliore la croissance de la tomate et l’arabette et réduit la gravité du stress salin en 

produisant 1-aminocy-clopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase  et l’Indole-3-acétique 

(IAA).   
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CONCLUSION  

De nombreuses études ont rapporté et proposent l’utilisation des PGPRs comme une 

solution alternative ou complémentaire aux intrants chimiques, qui peuvent assurer une 

efficacité durable (Ongena et al., 2000 ; Verhagen et al., 2010 ; Haas et Défago, 2005; 

Piertese et al., 2014). Les PGPRs peuvent contrôler les maladies des cultures par leurs actions 

directes et indirectes sur les phytopathogènes, en stimulant les réactions de défense des 

végétaux et/ou en produisant des métabolites secondaires, antimicrobiens et/ou d’enzymes 

hydrolytiques et/ou par compétition trophique.   

Les travaux de ce manuscrit ont été réalisés avec différentes souches de Pseudomonas 

spp. fluorescents et de Rhizobium spp. locales et de référence.  Ces souches ont  montré leur 

potentiel en biocontrôle et en induction de la résistance systémique vis-à-vis de la fusariose 

vasculaire et de la gale bactérienne chez la tomate. Aussi, elles ont  induit la tolérance chez 

l’arabette vis-à-vis du stress salin. 

La séparation spatiale, entre les agents pathogènes inoculés au niveau foliaire ou en 

système split root et les PGPRs (N21.4, PF15, PP27, P2, P3, R1, R4) appliquées au niveau 

racinaire confirme que la réduction de la maladie, comme une conséquence de l’induction de 

la résistance systémique chez la plante. La colonisation des racines par les PGPRs a modifié 

leur croissance en dépendant des potentialités exprimées de chaque souche et de l’interaction 

souche (PGPR)-génotype (plante). 

L’action des PGPRs suite à la reconnaissance avec la plante peut toucher différents 

niveaux : un changement du phénotype qui peut être liés à des changements dans le 

métabolome et le transcriptome. L’apport des souches rhizbactériennes retarde l’apparition et 

l’évolution des symptômes et réduit significativement la cinétique d’évolution des trois stress 

étudiées (la fusariose vasculaire, la gale bactériene et le stress salin). Cette bioprotection s’est 

exprimée en réduisant le processus de la symptomatologie, fortement quantitativement plutôt 

que qualitativement.  

P. fluorescens N21.4 a stimulé les enzymes antioxydantes après l’application de l’agent 

pathogène chez la tomate. Ces enzymes peuvent être impliquées dans l’élimination des ROS 

générées lors de l’attaque de l’agent pathogène ou les ROS générées au niveau du PSII lors de 

la photosynthèse. 

L’application des rhizobactéries bénéfiques comme agent de biocontrôle et inducteur de 

la défense naturelle chez les plants de tomate a amélioré l’activité photosynthétique (Φ PSII, 
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F0, NPQ), qui peut affecter directement l’induction des réactions de défense  des plantes ; en 

les approvisionnant  par l’énergie nécessaire à l’expression des réactions de défense ; dans ce 

cas, le taux de croissance est peu affecté. 

Nos résultats ont également révélé que l´induction de la résistance systémique chez les 

plants de tomate traités avec P. fluorescens  N21.4  n´est pas associée à des changements de 

l´expression des gènes codants pour PR1, PR2, PR3. Ce qui suggère que l’induction de la 

résistance systémique élicitée par N21.4 phytobénéfique appliquée suit une voie de 

signalisation AS-independante. 

La gestion durable en agriculture est fortement orientée ces dernières années vers des 

réductions de l'utilisation des pesticides (Hillocks, 2012). Il est donc nécessaire de rechercher 

et de développer des approches de lutte contre les maladies des plantes. L’induction de la 

résistance peut offrir des perspectives d'une gestion durable pour protéger les cultures en 

utilisant un phénomène existant dans la plante, sa propre résistance. Induire et renforcer les 

mécanismes de défense propres d'une plante (ISR) en appliquant les rhizobactéries 

phytobénéfiques est une nouvelle stratégie en matière de gestion des bioagresseurs. Bien que 

de nombreux exemples d’induction de la résistance systémique par les PGPRs soient 

disponibles, peu d'études biochimiques et transcriptomiques ont démontré l'effet protecteur 

chez la plante hôte. Cependant, l’induction de la résistance est peu efficace dans la gestion des 

maladies par rapport aux pesticides. L’expression de la défense est une réponse de l'hôte et est 

grandement influencée par le génotype et l'environnement.   

La gestion des maladies des cultures par l’application des PGPRs dépend de la 

reconnaissance et du dialogue moléculaire qui s'établira entre le végétal, les PGPRs et 

l’agresseur. Pseudomonas spp. fluorescents présentent de nombreux avantages pour leur 

utilisation dans la gestion des maladies des cultures. Ils peuvent établir une reconnaissance et 

coloniser divers génotypes végétaux, ces actions sont justifiées par leurs capacités adaptatives 

et évolutives. De plus, les nombreuses connaissances acquises sur leur génétique, leur 

physiologie et leur formulation commerciale peuvent ouvrir des voies vers des préparations 

commerciales à l’échelle pratique.  

Des études sur la relation entre les racines et le microbiote sont essentielles pour 

comprendre et maitriser les interactions au niveau de la rhizosphère, l’origine de la 

stimulation des capacités défensives, afin d’atteindre des pratiques efficaces pour une 

agriculture durable. Des connaissances approfondies sur les potentialités des PGPRs et une 

compréhension précise des mécanismes d’action sont bien exigées, pour améliorer l’efficacité 



 

122 

 

pratique des rhizobactéries, obtenir de meilleures performances écologiques et pour éviter des 

échecs éventuels. Pour cela, il est indispensable de sélectionner des souches douées de 

potentialités stables, reproductibles et adaptées aux différentes conditions telluriques par le 

séquençage (NGS) afin de raccourcir le temps de sélection des souches bénéfiques.  

Il est fortement souhaitable d’approfondir les investigations relatives au séquençage de 

l’ARN (ARN seq) afin de détecter les gènes de défense exprimés qui pourraient expliquer les 

aspects sous adjacent de biocontrôle. Identifier les éliciteurs et les signaux activant la 

résistance naturelle, constitue une solution intéressante sur les plans scientifique et 

agronomique, qui pourrait bien être une solution d’avenir.  
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ANNEXE 1 : milieux de culture 

 

 Milieu King B (King et al., 1954).   

 Peptone(Difco) 20 g 

 Glycérol (prolabo) 15 ml 

 K2HPO4 (sigma) 1,5 g 

 MgSo4 (sigma) 1,5 g 

 Agar (sigma) 15 g 

 Eau distillée 1000 ml 

 pH=7,2,  autoclavage 20 minutes à 120 °C 

 

 Milieu YEM (Yeast Extract-Mannitol, Vincent, 1970) 

 K2HPO4 0,5g/l 

 MgSO4, 7 H2O 0,2g/l 

 NaCl 0,1g/l 

 Extrait de levure 0,6g/l 

 Mannitol 10g/l 

 

 Milieu PDA gélosé (Potato Dextrose Agar) (Jonsthon et Booth, 1983). 

 Pomme de terre 200 g 

 Dextrose 20 g 

 Agar  15 g 

 Eau distillée 1000 ml 

 pH=7, autoclavage 20 minutes à 120 °C 

 

 Milieu mixte. 

 PDA 50% 

 KB 50% 

 pH= 7, autoclavage 20 minutes à 120 °C 

 

 Milieu PDA liquide (Potato Dextrose Agar) (Jonsthon et Booth, 1983). 

 Pomme de terre  200 g  

 Dextrose 20 g 

 Eau distillée 1000 ml 

 pH=7, autoclavage 20 minutes à 120 °C 

 

 Milieu PCA (Plate Count Agar)  
 Peptone caséine 5g 

 Extrait de levure 2.5g 

 Glucose 1g 

 Agar15g 

 pH= 7, autoclavage 20 minutes à 120 °C 

 

ANNEXE 2 : Fiche technique de la variété Marmande V (Institut Technique des Cultures Maraîchères et 

Industrielles, Staoueli, ITCMI) 

 Plante 
 Type de semences : fixée ou standard  

 Croissance : semi déterminée  

 Vigueur : moyenne 

 Précocité : très bonne  

 Couvert végétal : moyen 

 Couleur du feuillage : vert 

 Aération : moyenne 
 Ecart entre nœud : court à moyen 
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ANNEXE 3 : protocoles  

 

Extraction  d’ARN et conditions de qPCR 
Transfer la poudre de l’échantillon à un eppendorf 

Ajouter 1 ml d’ARN solution de lyse    

Homogénéiser  l’échantillon avec un homogénéisateur a une haute vitesse pendant 45s 

Centrifuger 2600g/5mn à la température ambiante 

Transférer le supernageant a un nouveau tube (RNase free tube) 

Les étapes suivantes sont effectuées  pour laver et éluer l’échantillon : 

Ajouter 0.5 volume  de 100%  d’éthanol à  chaque volume  d’homogénat 

Homogénéiser par vortex 

Transférer  700 µl de l’échantillon  de l’ARN  à un tube de  spin cartridge   

Centrifuger à 12000 g/ 15 s 

Répéter 3-4 fois  

ADNase traitement en utilisant le kit (DNase I) 

Ajouter wash buffer I. Centrifuger à 12000 g/ 15 s 

Ajouter 500 µl wash buffer II et l’éthanol 

Centrifuger 12000g/1 mn 

Pour éluer l’ARN, ajouter 50 µl H2O  stérile 

Centrifuger  12000g/ 2mn 

Collecter l’ARN, metter sur glace et conserve à – 80°C 

 

Rétrotranscription   
4 μl  de 5x iScript reaction mix, 

1 μl iScript reverse transcriptase 

x μl Nuclease-free water 

x μl RNA template  

Le mix final doit  avoir un volume total de 20 μl 

L’incubation a été réalisée:  

5 minutes à 25ºC 

30 minutes à 42ºC 

5 minutes à 85ºC 

Conservation à 4ºC  

  

PCR quantitative (qRT) 
Utiliser  1 à 4 μL d’ADNc dilué. 

 Préparer  un mélange pour chaque  d’ADNc.-template avec les composés suivants    

DNAc 1.3 μL 

H2O sterile1 μL 

Mixer bien. 

Mettre le mélange réactionnel dans une plaque de 384 puits. 

Préparer un  second  mélange réactionnel avec les composants suivants    

Pour chaque combinaison d’amorces, il a été utilise : 

SybrGreen Mix                              5 μL 

Primer (forward)                          0.3 μL 

Primer (reverse)                           0.3 μL  

   

Analyse des données: 
 La formule suivante a été utilisée pour calculer le taux d'expression de gènes cibles par rapport aux gènes 

de contrôle:  

 

 
E : RT.PCR efficiencies, CP : crossing  point
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