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Résumé - Le développement de nouvelles alternatives à la lutte chimique contre Botrytis 
cinerea chez la vigne, notamment par recours à l’utilisation des bactéries issues du vignoble 
champenois fait l’objet de cette thèse. Ces bactéries, isolées de la rhizosphère et de différents 
organes de vignes non contaminées, sont deux Acinetobacter lwoffii PTA-113 et PTA-152, 
une Bacillus subtilis PTA-271, deux Pantoea agglomerans PTA-AF1 et PTA-AF2 ainsi que 
deux Pseudomonas fluorescens PTA-268 et PTA-CT2. Les expériences réalisées de manière 
principale en conditions du vignoble, font apparaître que ces bactéries appliquées en souches 
pures ou en mélanges de souches sont capables d’induire des réactions de défense chez la 
vigne matérialisées par une stimulation des activités de chitinase et β-1,3-glucanase dans les 
feuilles et les baies de vigne. Ces réactions typiques de défense sont variables selon la souche, 
les combinaisons de souches et leur mode d’application, et sont pour la plupart associées à 
une protection des différents organes de la vigne contre Botrytis cinerea. Les souches les plus 
actives sont représentées par les A. lwoffii, P. fluorescens et P. agglomerans PTA-AF1 chez 
les feuilles et P. agglomerans PTA-AF1 et PTA-AF2 chez les baies. L’association des deux 
P. agglomerans (AF1+AF2) ou encore P. agglomerans en présence de B. subtilis ou d’A. 
lwoffi se traduit aussi par une protection significative contre B. cinerea, ne dépassant pas celle 
obtenue en présence des bactéries individuelles. 
Suite à l’application des bactéries au sol en 2003 et 2004, les réactions de défense induites sur 
le plan spatio-temporel et la protection sous-jacente indiquent que les souches les plus 
efficaces sont capables d’induire une résistance systémique chez la vigne. Des taux de 
protection importants obtenus en 2005 sans nouvelles applications des bactéries viennent 
conforter l’hypothèse selon laquelle ces effets bénéfiques peuvent résulter de l’origine et la 
source des bactéries sélectionnées et donc de leur adaptation aux facteurs de l’environnement, 
qui peuvent contribuer au maintien des bactéries à des niveaux suffisants dans la rhizosphère 
ou dans les tissus de la plante pour lutter contre le pathogène. 
Les expériences réalisées dans les conditions contrôlées sur des feuilles de vitroplants ont 
montré que certaines des bactéries étudiées sont capables d’éliciter d’autres réactions 
caractéristiques de défense de la vigne, à savoir une simulation transitoire de l’activité 
lipoxygénase accompagnée d’une baisse précoce de la teneur en acide gras poly-insaturés 
libres. Elles ont également permis de distinguer des différences significatives entre les 
souches bactériennes dans l’induction de la voie de lipoxygénase et des modifications des 
teneurs en acides gras polyinsaturés libres dans les tissus foliaires de la vigne, et ceci malgré 
un taux de protection similaire contre Botrytis cinerea. Ces résultats suggèrent que les signaux 
conduisant à l’induction d’une résistance chez la vigne sont différents d’une bactérie à l’autre. 
Par ailleurs, il s’avère que les réactions induites sont associées à une colonisation des tissus 
foliaires par les bactéries, toutes deux dépendantes de la densité des populations bactériennes 
dans le milieu. Dans la majorité des cas, une concentration bactérienne minimale de 1x104 
UFC ml-1 semble nécessaire à la mise en place de la résistance et de la stimulation des 
réactions de défense. 



 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
Abstract - The development of new alternatives to chemicals against Botrytis cinerea in 
grapevine, especially by using bacteria originated from Champagne vineyard is the objective 
of this thesis. These bacteria isolated from the rhizosphere and from different healthy 
grapevine organs, are two Acinetobacter lwoffii PTA-113 and PTA-152, a Bacillus subtilis 
PTA-271, two Pantoea agglomerans PTA-AF1 and PTA-AF2 and two Pseudomonas 
fluorescens PTA-268 and PTA-CT2. Experiments performed mainly in vineyard 
demonstrated that these bacteria applied individually or in combination  are able to induce 
defence reactions in grapevine as shown by a stimulation of chitinase and β-1,3-glucanase 
activities in leaves and berries. The intensity of these defence reactions is dependent on 
bacterial strain, combination of bacteria and their application method. They are associated to 
an induced protection of both organs against Botrytis cinerea. The most active strains are A. 
lwoffi, P. fluorescens and P. agglomerans PTA-AF1 in leaves and P. agglomerans PTA-AF1 
and PTA-AF2 in berries. The combination of two P. agglomerans (AF1+AF2) or P. 
agglomerans with B. subtilis or with A. lwoffi also lead to a significant protection against B. 
cinerea, which is not higher than that obtained with individual bacteria. 
When bacteria were applied in the soil during 2003 and 2004 growing seasons, the spacio-
temporal evolution of defence reactions and subsequent protection suggest that the efficient 
strains are able to induce systemic resistance in grapevine. The strong protection obtained 
during 2005 without renewal of bacterial inoculation suggests that these beneficial effects 
could be related to the origin and source of selected bacteria and therefore to their adaptation 
to environmental factors, which could contribute to the maintenance of bacteria at a sufficient 
level in the rhizosphere or in plant tissues to counteract pathogen. 
Experiments performed under controlled conditions with detached leaves from in vitro 
plantlets have shown that some of selected bacteria can elicit other defence reactions in 
grapevine, such as a transient stimulation of lipoxygenase activity accompanied with a rapid 
decrease of free polyunsaturated fatty acid content. Results also have shown some significant 
differences between bacterial strains in the induction of lipoxygenase pathway and change of 
free fatty acid content in leaf tissues, even if protective levels remained similar against 
Botrytis cinerea. These results suggest that signals leading to an induced resistance in 
grapevine could be different from bacterial strain to another. Furthermore, the induced 
reactions are shown to be associated to a strong colonisation of leaf tissues by bacteria, both 
being dependent on the density of bacterial populations in the medium. In most cases a 
minimal concentration of 1x104 CFU ml-1 seems necessary to promote resistance and defence 
reactions in plant. 
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INTRODUCTION 
 

La vigne est sujette à de nombreuses maladies cryptogamiques telles que celles causées 

par Botrytis cinerea agent de la pourriture grise, Plasmopara viticola agent de l’oïdium ou 

encore Erysiphe necator agent du mildiou, conduisant non seulement à une diminution 

sensible du volume de récolte, mais aussi à d’importantes altérations de la qualité 

organoleptique des vins produits (dégradation des sucres et des acides et oxydation des 

composés phénoliques du vin). De plus, la vigne est une monoculture pour laquelle on ne peut 

pas avoir recours à la stratégie de rotation des cultures pour atténuer ces maladies. Ainsi, la 

lutte contre les agents de ces maladies s'effectue principalement au moyen de produits 

phytosanitaires de synthèse. L’utilisation de tels produits se trouve aujourd’hui remise en 

cause: impasses chimiques, collectivité soucieuse d’un environnement sain, professionnels de 

l’agriculture attentifs aux améliorations de leurs conditions de travail. De nombreuses 

matières actives sont ainsi progressivement retirées du marché (révision européenne des 

substances phytosanitaires dans le cadre de la directive 91/414/CE), bien qu’elles laissent des 

usages non couverts. Ainsi, la réglementation en matière de lutte chimique plus restrictive au 

niveau européen suscite chez les professionnels un intérêt croissant pour des méthodes 

alternatives de lutte contre les agents pathogènes plus respectueuses de l’environnement et 

compatibles avec les appellations d’origines contrôlées. 

Différentes approches ont fait l’objet d’investigations : (1) la possibilité de substituer aux 

fongicides de synthèse des biopesticides à action directe sur le pathogène et (2) rendre la 

vigne moins vulnérable aux pathogènes, donc moins dépendante des pesticides. La dernière 

méthode est basée sur l’exploitation des défenses naturelles de la plante et donc sur 

l’augmentation de sa résistance aux agents pathogènes. Dans ce contexte, l’induction de la 

résistance de la plante à l’aide d’éliciteurs oligosaccharidiques ou protéiques (Aziz et al., 

2003 ; Poinssot et al., 2003 ; Aziz et al., 2007) ou de rhizobactéries (Compant et al ; 2005 ; 

Trotel-Aziz et al., 2007 ; Magnin-Robert et al., 2007) semble être l’une des alternatives très 

prometteuses à l’emploi de fongicides chimiques.  

Plusieurs bactéries du genre Pseudomonas, Pantoea, Bacillus qui colonisent la 

rhizosphère possèdent plusieurs caractéristiques intrinsèques qui les rendent particulièrement 

attrayantes pour protéger les plantes contre les pathogènes. Pour la plupart, ces bactéries ont 

une capacité à coloniser les racines et à y maintenir une forte densité de population 

remarquable (Haas et Keel 2003), sans doute grâce aux échanges de métabolites avec la plante 
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au niveau de la rhizosphère. De nombreuses rhizobactéries sont capables d’agir directement 

sur l’agent pathogène (par compétition vis-à-vis des éléments nutritifs ou de l’espace, par 

antibiose ou par parasitisme), ou indirectement via l’induction d’une résistance systémique 

(ISR) chez la plante hôte, ce qui engendre une protection contre un grand nombre d’agents 

pathogènes fongiques et bactériens (Van Loon et al., 1998). Cependant la nature des 

mécanismes impliqués dans le déclenchement de cette ISR reste un sujet à controverse. Cette 

résistance a souvent été comparée à la résistance systémique acquise (SAR) 

traditionnellement induite par des pathogènes et qui consiste en l'activation d'un certain 

nombre de réactions de défense qui permettent l'induction et le maintien d'un état de 

résistance de la plante entière contre un large spectre d'agents pathogènes. 

Chez la vigne, différentes réactions de défense ont été mises en évidence au cours de son 

interaction avec des pathogènes fongiques et bactériens (Jeandet et al., 1995 ; Robert et al., 

2002). Ces réactions concernent en particulier l’accumulation de phytoalexines stilbéniques et 

l’expression de différentes protéines PR parmi lesquelles certaines ont une activité 

hydrolytique comme les chitinases et les β-1,3-glucanases (Jeandet et al., 1995 ; Bézier et al., 

2002). Ces réactions ont également été exprimées dans les différents organes de la vigne en 

réponses à des éliciteurs biotiques et abiotiques (Derckel et al., 1996 ; Bonomelli et al., 2002 ; 

Aziz et al., 2003) et sont souvent mises en relation avec le caractère de tolérance ou de 

résistance de la vigne à de nombreux pathogènes (Reuveni, 1998a, Derckel et al., 1999).  

Notre étude s’appuie sur la sélection de bactéries issues du vignoble Champenois et 

capables de protéger des feuilles de vitroplants de vigne vis-à-vis de Botrytis cinerea sous 

conditions contrôlées (Trotel-Aziz et al., 2007). Les effets protecteurs observés sont liés pour une 

grande part à un effet inducteur de certaines réactions de défense de la vigne (Trotel-Aziz et 

al., 2007; Magnin-Robert et al., 2007). L'utilisation de bactéries locales en lutte biologique 

peut contribuer à préserver non seulement l’équilibre de l’agrosystème « vignoble », mais 

aussi le caractère originel des cépages et la typicité des vins de terroir. La diversité des 

souches peut aussi être exploitée afin de trouver une combinaison de souches ayant un 

pouvoir de protection optimale.  

Les travaux réalisés dans cette thèse s’inscrivent dans une perspective d’une viticulture 

durable en proposant une stratégie de protection qui vise à utiliser des bactéries issues du 

vignoble, en souche pure ou en mélange de souches pour déclencher les défenses naturelles de 

la vigne et donc induire sa résistance aux agents pathogènes. Ces bactéries bien identifiées sur 

le plan physiologique et moléculaire sont de différents genres ou espèces : Acinetobacter 

lwoffii, Bacillus subtilis, Pantoea agglomerans et Pseudomonas fluorescens. Elles peuvent 
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donc satisfaire aux exigences de la directive 91/414 relative à la mise sur le marché des 

produits de protection des plantes.  

A ce jour, peu d’études ont fait l’objet d’application de bactéries dans des conditions de 

champs et souvent les résultats ne sont pas reproductibles. Divers facteurs peuvent être mis en 

cause, rendant les bactéries inopérantes ou la plante moins réceptive, ou encore le pathogène 

plus virulent. Sur le plan des applications et afin d’optimiser l’efficacité de la lutte biologique 

contre B. cinerea, les bactéries ont été appliquées au vignoble selon trois modalités 

différentes : infiltration, pulvérisation foliaire et application au sol. La capacité protectrice des 

bactéries au vignoble a été évaluée sur les feuilles et sur les baies. L’application des bactéries 

n’a pas été renouvelée en 2005, dans le but d’évaluer la persistance des souches inféodées à la 

vigne et leur potentiel protecteur contre B. cinerea. D’autre part la capacité des bactéries à 

stimuler les défenses naturelles de la vigne est déterminée principalement via la mesure de 

l’activité de deux types de protéines de défenses (chitinases et β-1,3-glucanases) et dans 

certains cas de la phénylalanine ammonia lyase. Ces réactions sont déterminées dans les 

feuilles et dans les baies au cours des différents stades de développement de la vigne en 2003 

et en 2004. D’autres approches ont été effectuées au laboratoire sur des feuilles de vitroplants 

de vigne, pour lesquelles l’objectif principal est de mettre en relation l’amplitude de certaines 

réactions de défense induites (activité lipoxygénase, évolution des teneurs en acides gras 

libres et totaux) avec la colonisation des tissus foliaire. La finalité est d’obtenir au moins une 

souche ou un mélange de souches avec des caractéristiques bien déterminées, qui procure à la 

vigne un état de résistance à l’égard de l’agent pathogène. 
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CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE  

 

1 Interactions Vitis vinifera – Botrytis cinerea 

La vigne (Vitis vinifera L.) est soumise à des bioagresseurs très différents, en fonction des 

conditions pédoclimatiques qui règnent dans les vignobles. De manière générale, ce sont les 

champignons pathogènes qui constituent les principaux ennemis de la vigne. Botrytis cinerea 

(agent de la pourriture grise), Plasmopara viticola (agent du mildiou) et Erysiphe necator 

(agent de l’oïdium), à eux seuls, peuvent causer des dégâts considérables à tous les stades du 

développement de la vigne. 

B. cinerea se situe à la frontière entre le saprophytisme et le parasitisme, sa présence est 

parfois souhaitée dans diverses régions viticoles pour son évolution en pourriture noble, 

contribuant à l’élaboration de vins liquoreux (sauternes et vendanges tardives). Néanmoins, la 

pourriture grise, causée par B. cinerea, est redoutée. C’est une maladie ancienne connue 

depuis l’antiquité, qui est particulièrement préoccupante en Champagne en raison du climat 

propice à son développement, elle occasionne des dégâts tant au niveau quantitatif (jusqu’à 

40% de réduction du rendement) qu’au niveau qualitatif. Ainsi, l’élaboration des vins est 

affectée par une perte de la qualité tant sur le plan gustatif que sur la stabilité de mousse des 

vins effervescents (Marchal et al., 2001). La fermentation des vins issus de raisins contaminés 

est longue et leur clarification est rendue difficile. Enfin, l’altération des vins diminue leur 

période de conservation (Galet, 1977).  

B. cinerea est représenté par un complexe d’espèces proches, divisé en deux groupes 

phylogénétiques (groupe I et groupe II). Des études récentes minimisent l’influence des 

souches de B. cinerea appartenant au groupe I dans l’épidémiologie de la maladie au vignoble 

(Giraud et al., 1998), en dépit de leur insensibilité à un fongicide anti-Botrytis récent, le 

fenhexamide (Martinez et al., 2005). L’analyse des marqueurs moléculaires, dans une 

population de B. cinerea issue du vignoble champenois, révèle l’existence de deux types 

distincts dénommés vacuma et transposa, appartenant au groupe II (Giraud et al., 1998). Ces 

deux sous-espèces se distinguent par des dynamiques d’évolution des populations différentes, 

dont les variations peuvent être liées à leur capacité à se développer sous forme saprophyte ou 

parasite (virulence), à leur sensibilité aux fongicides et aux réponses adaptatives de ces 

souches lors des stress environnementaux. La sous-espèce transposa semble 
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physiologiquement plus adaptée que la sous-espèce vacuma à développer diverses résistances 

aux fongicides (Martinez et al., 2005). Cette diversité génétique renforce la complexité des 

interactions entre la vigne et le pathogène et permet surtout une recombinaison génétique 

importante du champignon privilégiant ainsi l’apparition des souches de B. cinerea résistantes 

à de nombreux fongicides.  

L'évolution de la maladie sur les baies en fin de saison n'est corrélée à aucune 

quantification de l'inoculum ou de l'expression des symptômes dans les phases épidémiques 

précoces (avant la véraison, stade d'acquisition de la réceptivité des baies). L'existence de ces 

deux sous-populations sympatriques de B. cinerea pourrait expliquer ce phénomène. Il 

apparaît, comme en Champagne, une évolution rapide de la répartition des deux sous-

populations au cours de la saison, avec une forte présence de B. vacuma avant la véraison et 

sa quasi-disparition à la vendange, au moment où B. transposa devient alors majoritaire. 

L'effet de l'organe hôte est également significatif : deux fois plus de B. vacuma sont détectées 

sur les inflorescences et sur les feuilles par rapport aux baies (Martinez et al., 2005). Les 

fortes différences observées dans l'évolution temporelle du ratio des deux sous-populations de 

B. cinerea pourraient expliquer l'absence de relations entre les phases épidémiques précoces 

et tardives (avant et après la véraison). Cette diversité des sous-populations de Botrytis 

pourrait également éclaircir l’existence de deux périodes de contamination différentes des 

baies qui résultent sur des dépréciations différentes de la plante. Avant la floraison, B. cinerea 

va contaminer les pièces florales et entraîner la chute de l’inflorescence. Puis après la 

floraison, B. cinerea envahit les pièces florales desséchées et demeure quiescent au sein de la 

grappe jusqu’à la véraison, stade sensible, à partir duquel il se développera parallèlement à la 

maturation des fruits (Bulit et Lafon, 1977). Cependant, la contamination des baies par 

B. cinerea n’est possible de la nouaison à la véraison que par l’intermédiaire de blessures. 

L'estimation de la fréquence relative des deux sous-populations à la floraison pourrait alors 

s'avérer un paramètre épidémiologique déterminant, qui pourrait permettre la mise en place 

d’un modèle épidémiologique facilitant le contrôle du développement de la maladie qualifié 

« d’explosif » en fin de saison (Martinez et al., 2005).  

2 Lutte chimique contre la pourriture grise 

La viticulture est une grande consommatrice de pesticides en France, cette situation 

tient moins à l’importance des surfaces cultivées (944 000 hectares soit seulement 3,2% des 

surfaces agricoles utiles) (ONIVINS, 2005), qu’au nombre de traitements phytosanitaires 

réalisés par unité de surface. Ceux-ci sont considérés comme la solution quasi-unique au 
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cortège de bioagresseurs de la culture (les fongicides représentent 70 % des dépenses 

phytosanitaires).  

Dans la lutte contre B. cinerea chez la vigne, les fongicides sont généralement 

appliqués, selon une méthode conventionnelle, aux quatre stades phénologiques du 

développement de la plante reconnus pour être très sensibles aux attaques du champignon 

(stade A : fin floraison – début de la nouaison ; stade B : fermeture de la grappe : stade C : 

véraison ; stade D : 3 à 4 semaines avant les vendanges). La plupart des fongicides anti-

Botrytis utilisés ont une action directe sur le champignon. Les substances actives comme le 

folpel, le thirame, le fluazinam et le dichlofluanide inhibent la respiration mitochondriale. En 

altérant la synthèse de l’acide désoxyribonucléique (ou ADN), l’iprodione, le procymidone, le 

vinchlozoline et le fludioxonil entraînent une instabilité mitotique qui conduit à une 

perturbation de la croissance des hyphes mycéliens. Le carbendazime, le bénomyl et le 

thiophanate de méthyle sont également capables d’inhiber la synthèse d’ADN et perturbent la 

réplication et la formation de microtubules. La biosynthèse des stérols est affectée chez le 

champignon soumis au fenhexamide, quand celle de la méthionine est perturbée suite à 

l’application du pyriméthanil, du cyprodinil et du mépanipyrim (Elad et al., 1992 ; 

Rosslenbroich et Stuebler, 2000 et ressource informatique : http://e-

phy.agriculture.gouv.fr/ecoacs/3a1279.htm). 

L’épandage massif et répété de certains de ces pesticides chimiques conduit à une 

pollution de notre environnement. Ainsi, des résidus sont retrouvés dans l’eau, dans les sols et 

dans les produits finis (Coubart et Reulet, 2000). Dans le cas de la lutte contre B. cinerea, 

certaines souches du vignoble sont connues pour avoir développé une résistance aux produits 

de la famille des anilo-pyrimidines, des benzimidazoles, des dicarboximides (Rosslenbroich et 

Stuebler, 2000 ; Leroux et al., 2000 ; 2002). Le développement de souches résistantes aux 

pesticides chimiques est un phénomène fréquent chez B. cinerea et pose un réel problème 

agronomique. Diverses stratégies anti-résistance sont envisagées. Il est notamment conseillé 

d’alterner les différents types de pesticide anti-Botrytis avec un maximum d’une application 

annuelle par famille. Néanmoins à l’heure actuelle où les pressions économique, écologique, 

sanitaire et législative sont de plus en plus fortes, on comprend l’intérêt d’exploiter des 

moyens de lutte contre B. cinerea autres que le recours systématique aux fongicides. 

L’utilisation de tels produits se trouve donc aujourd’hui remise en cause : impasses 

chimiques, collectivité soucieuse d’un environnement sain, professionnels de l’agriculture 

attentifs aux améliorations de leurs conditions de travail, présence de résidus dans les produits 

finaux… De nombreuses matières actives sont ainsi progressivement retirées du marché 
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(révision européenne des substances phytosanitaires dans le cadre de la directive 91/414/CE), 

bien qu’elles laissent des usages non couverts. Ainsi la réglementation en matière de lutte 

chimique plus restrictive au niveau européen suscite chez les professionnels un intérêt 

croissant pour des méthodes alternatives de lutte contre les agents pathogènes plus 

respectueuses de l’environnement et compatible avec les appellations d’origine contrôlée (ou 

AOC). 

 

Ces méthodes alternatives sont aujourd’hui abordées sous plusieurs angles : 1) la 

possibilité de substituer aux fongicides de synthèse des préparations biologiquement actives, 

d’origine généralement naturelle, sans impacts reconnus sur l’environnement ou la santé, 

pouvant conduire à une réduction ou suppression de produits chimiques sans remettre en 

cause les pratiques culturales, 2) des perspectives de mettre en œuvre des systèmes culturaux 

moins vulnérables aux pathogènes, donc moins dépendants des pesticides. Ces systèmes sont 

donc basés sur l’exploitation des défenses naturelles de la plante et donc sur sa résistance, 

mais aussi, sur l’inhibition du pouvoir pathogène du champignon.  

3 Méthodes alternatives à la lutte chimique  

Les alternatives à la protection chimique sont un véritable impératif pour le 

développement d’une viticulture durable, que ce soit à cause des limites d’efficacité des 

produits chimiques ou pour des motifs environnementaux et sanitaires. Dans plusieurs régions 

de France, une des priorités est de développer des alternatives à la lutte chimique qui visent à 

améliorer la résistance aux pathogènes de la vigne à l’aide de produits biologiques (éliciteurs), 

par voies génétiques (production d’hybrides ou de plantes transgéniques) ou encore en 

utilisant des microorganismes de la rhizosphère (lutte biologique). Ces approches sont 

généralement basées sur l’exploitation des défenses naturelles de la plante. 

3.1 Induction des mécanismes de défense des plantes  

La résistance de la plante est généralement dépendante de nombreux facteurs impliquant 

sa réceptivité et la précocité de la mise en place des réactions de défense vis-à-vis du 

pathogène. Ces réactions sont diverses et impliquent différentes cascades de transduction du 

signal aboutissant à l’expression de réponses typiques de défense (Figure 1).  
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Figure 1 : Schéma général d’induction des réactions de défense chez les plantes (d’après Rajnchapel-
Messai, 1988) aboutissant à la résistance ou à la sensibilité vis-à-vis des pathogènes. HR : Réaction 
d’hypersensibilité, protéines PR : protéines « pathogenesis-related ». 
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Modification des flux ioniques 

Une modification des flux ioniques à travers la membrane plasmique est observée rapidement 

après l’interaction du microorganisme avec la plante. Ce sont principalement des efflux de 

potassium (K+), de chlore (Cl-), de nitrate (NO3
-) et des influx de calcium (Ca2+) et de protons 

(H+) (Zimmermann et al., 1999) (Figure 2). Ils sont vraisemblablement dus à l’activation de 

canaux ioniques, qui interviennent dans l’initiation des réactions de défense chez la plante. 

 

Production de Formes Actives de l’Oxygène (FAO) 

L’accumulation de FAO ou « burst oxydatif » est l’un des évènements le plus rapidement 

observable chez les plantes soumises à différents pathogènes (bactéries, champignons, virus) 

(Lamb et Dixon, 1997). La FAO la plus étudiée est le péroxyde d’hydrogène (l’H2O2). 

L’H 2O2 est capable d’induire l’expression de nombreux gènes de défense (Mehdy, 1994 ; 

Tenhaken et al., 1995 ; Green et Fluhr, 1995 ; Wu et al., 1997 ; Aziz et al., 2004). L’H2O2 est 

impliqué dans le renforcement des parois du végétal (Bradley et al., 1992) et est également 

susceptible d’inhiber directement la germination des spores de nombreux pathogènes 

fongiques (Low et Merida, 1996 ; Lamb et Dixon, 1997).  

 

Activation de protéines G 

Les protéines G ou « GTP-binding » (GTP pour guanosine triphosphate) sont 

généralement associées à des récepteurs membranaires, leur régulation joue un rôle majeur 

dans la perception du stimulus d’attaque (Legendre et al., 1993 ; Mehdy, 1994 ;Vera-Estrella 

et al. 1994). Ces protéines sont impliquées dans l’activation de protéines de défense, 

l’accumulation de molécules signales et même dans l’inhibition de flux ioniques (Legendre et 

al., 1992 ; 1993 ; Beffa et al., 1995 ; Kawasaki et al., 1999). 

 

Modifications de la phosphorylation des protéines 

Les mécanismes de phosphorylation ou de déphosphorylation des protéines font intervenir 

des MAPK (pour « mitogen-activated protein kinase ») et des Sérine /Thréonine phosphatases 

qui sont responsables de l’accumulation de molécules signales et de protéines de défense 

(Chandra et Low, 1995 ; Jabs et al., 1997 ; Lecourieux-Ouaked et al., 2000 ; Romeis et al. 

2000 ; Glazebrook, 2001 ; Lee et al., 2001 ; Zhang et Klessig, 2001; Kim et al., 2003). Ces 

évènements peuvent aussi être impliqués dans la régulation du burst oxydatif chez les plantes 

(Chandra et Low, 1995). 
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Figure 2 : Représentation schématique des voies de transduction et des mécanismes de défense mis en 
place suite à l’infection par un agent pathogène (d’après Kombrink et Somssich, 1995). R : Récepteur, 
X : Composé membranaire donneur d’électrons 
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Activations de phospholipases 

Des activations de phospholipases (les phospholipase A de type 2, C et D) sont observées 

chez les plantes soumises à des stress biotiques ou à l’application d’éliciteurs (Chandra et al., 

1996 ; Munnik et al. 1998 ; Van der Luit et al. 2000 ; Laxalt et al., 2001 ; Zhao et al., 2004). 

Les phospholipases hydrolysent les phospholipides membranaires et permettent la libération 

de composés signaux (lysophospholipide, acide phosphatidique, inositol-1,4,5-triphosphate) 

(Lee et al., 2001 ; Sang et al., 2001 ; Viehweger et al., 2002 ; Zhao et al., 2004) et des 

substrats d’enzymes de la voie des lipoxygénases (ou LOX) (Blée, 1998 ; Weber, 2002). Cette 

voie des LOX ou voie des octadécanoïdes a été principalement étudiée pour son implication 

dans la production de molécules signales importantes, telles que l’acide jasmonique (ou JA) et 

le jasmonate de méthyle (ou MeJA), et de composés toxiques (des aldéhydes ou des 

époxydes) (Croft et al., 1993, Blée, 2002). L’activité LOX est également connue pour être 

stimulée chez de nombreuses plantes suite à un stress de blessures ou à des stress biotiques 

(Koch et al., 1992 ; Mueller et al., 1993 ; Conconi et al., 1996). 

 

Métabolites secondaires 

Les principales modifications métaboliques qui participent à la lutte contre l’infection, se 

traduisent généralement par la production de métabolites secondaires (phytoalexines) qui 

jouent un rôle essentiel dans la lutte contre les pathogènes. Les phytoalexines sont des 

substances de faible poids moléculaire, plutôt lipophiles dont la synthèse est stimulée chez les 

végétaux en réponse à différents stress biotiques et abiotiques (Durner et Klessig, 1995 ; 

Görlach et al., 1995 ; Smith-Becker et al., 1998 ; Morrissey et Osbourn, 1999, Fofana et al., 

2002). Ces molécules possèdent un pouvoir inhibiteur sur un large éventail de 

microorganismes fongiques et bactériens (Morrissey et Osbourn, 1999). La structure 

biochimique de ces métabolites varie considérablement suivant l’espèce végétale 

(Hammerschmidt, 1999), mais tous les pathogènes ne manifestent pas la même sensibilité à 

une phytoalexine donnée (Morrissey et Osbourn, 1999).  

D’autres molécules interviennent dans la résistance des plantes aux pathogènes, tels que 

l’acide salicylique (SA), le JA et l’éthylène, qui sont des phytohormones. De nombreuses 

études, basées sur l’utilisation de plantes transgéniques de tabac NahG (incapables 

d’accumuler SA), ont démontrées que SA est un signal intracellulaire important impliqué 

dans la résistance locale (LAR) ou systémique (SAR), ainsi que dans l’expression des 

protéines PR pour « pathogenesis-related » (Ryals et al., 1996). Le JA et le MeJA sont aussi 
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impliqués dans l’induction des protéines de défense (défensines, osmotines, thionines, 

inhibiteurs de protéases) (Farmer et Ryan, 1992 ; Xu et al., 1994 ; Penninckx et al., 1996). 

Des mutants d’Arabidopsis incapables d’accumuler du jasmonate développent une sensibilité 

importante à Pythium mastaphorum (Vijayan et al., 1998). L’implication de l’éthylène dans 

l’induction des réactions de défense est confuse. Des plantes mutantes, incapables de produire 

l’éthylène ou de le percevoir deviennent soit plus résistantes, soit plus sensibles à l’attaque de 

différents pathogènes en comparaison des plantes sauvages (Hoffman et al., 1999). L’éthylène 

induit la transcription de gènes de défense (Broglie et al., 1989 ; Eyal et al., 1993, Ohme-

Takagi et Shinshi, 1995 ; Deikman, 1997) et stimule la production de composés antifongiques 

et pariétaux (Graham et Sticklen, 1994). Activée suite à l’application d’un éliciteur fongique, 

la voie de l’éthylène serait impliquée dans la stimulation de protéines de défense, dont les 

activités sont fortement corrélées à une réduction des attaques fongiques (Martinez et al., 

2001). Le JA, le SA et l’éthylène sont susceptibles de réguler les réponses de défense de la 

plante, par des interactions synergiques ou antagonistes (Glazebrook, 2001). L’implication de 

ces molécules dans la signalisation intercellulaire diffère suivant l’espèce végétale et la nature 

de l’éliciteur. 

 

Renforcement des parois 

L’une des réponses les plus courantes chez les plantes suite aux attaques des pathogènes 

est la formation de nouveaux composants qui viennent renforcer la paroi, tels que les dépôts 

de polysaccharides, de lignine, de subérine et l’accumulation de protéines riches en 

hydroxyproline (HRGP) (Benhamou et al., 1996a). La formation de dépôts entre la paroi et la 

membrane caractérise la formation d’appositions (papilles) et constitue une barrière à la 

progression des hyphes mycéliens au sein des espaces inter-cellulaires. Celles-ci peuvent être 

composées de callose, de polyphénols, de pectine, de silice, de calcium et / ou de lignine et 

des composés antimicrobiens ou même d’enzymes hydrolysantes (Lepoivre, 2003). 

 

Protéines de défense 

Les mécanismes de défense de la plante impliquent la synthèse de nombreux peptides et 

protéines de défense, parmi lesquelles, les protéines PR, initialement découvertes chez le 

tabac. Les protéines PR ont des propriétés physico-chimiques communes qui leur sont 

spécifiques : elles sont généralement monomériques, de faible poids moléculaire (8-50 kDa), 

résistantes à l’action des protéases produites par la plante elle-même ou par les 

microorganismes pathogènes et stables à faible pH (Stintzi et al., 1993). Ces propriétés leur  
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confèrent une grande stabilité dans les environnements défavorables où elles s’accumulent, 

notamment dans la vacuole et dans les espaces intercellulaires colonisés par les agents 

pathogènes (Fritig et al., 1998; Van Loon et Van Strien, 1999). L’accumulation de ces 

protéines a été généralisée chez de nombreuses plantes en réponse à l’exposition aux stress 

biotiques ou abiotiques et sont donc considérées plus généralement comme des protéines de  

stress (Hammond-Kosack et Jones, 1996; Yun et al., 1996; Eckey-Kaltenbach et al., 1997; 

Bishop et al., 2000). Les protéines PR se distinguent par leurs séquences protéiques, leurs 

fonctions ou leurs propriétés biologiques. La classification actuelle comprend 17 familles de 

protéines PR (Tableau I, Van Loon et Van Strien, 1999). L’accumulation de ces protéines ou 

l’expression de leurs gènes est souvent associée à la LAR et à la SAR (Van Loon et Van 

Strien, 1999). En outre, leur implication dans la résistance des plantes a été étayée par des 

approches de transgénèse (Tableau I).  

Certaines des protéines PR ont une activité enzymatique identique à celle des β-1,3-

glucanases (PR-2) et des chitinases (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11), enzymes qui dégradent, 

parfois en synergie, la paroi des champignons et des bactéries pathogènes (Mauch et al., 

1988 ; Jach et al., 1995 ; Fritig et al., 1998). D’autres, telles que PR-1 et PR-5 pourraient 

avoir une action antimicrobienne via leur interaction avec la membrane plasmique du 

pathogène (Niderman et al., 1995 ; Abad et al., 1996). L’induction de protéines inhibitrices de 

protéases PR-6 ou (PIN) ou de polygalacturonases (PGIP) microbiennes a également été mise 

en évidence en réponse aux pathogènes (Cordero et al., 1994 ; De Lorenzo et Ferrari, 2002 ; 

Valueva et Mosolov, 2004). Ces protéines ont pour rôle de prévenir la dégradation de la paroi 

végétale en inhibant l’activité hydrolytique d’enzymes microbiennes (Valueva et Mosolov, 

2004). 

Les chitinases sont réparties en sept classes distinctes définies par homologie de 

séquences et sur la présence ou l’absence de domaines spécifiques. Elles sont de puissants 

inhibiteurs de la croissance mycélienne de nombreux champignons (Schlumbaum et al., 

1986 ; Derckel et al., 1998a ; 1998b ; Salzman et al., 1998 ; Ano et al., 2003). Les β-1,3-

glucanases hydrolysent les polymères de β-1,3-glucanes composant les parois des bactéries et 

des champignons (Mauch et al., 1988 ; Sela-Buurgale et al., 1993). Associées à leurs actions 

directes sur les parois du pathogène, les β-1,3-glucanases et les chitinases génèrent la synthèse 

d’oligomères de glucanes ou de chitine susceptibles d’induire ou d’amplifier les réactions de 

défense de la plante (Punja et Zhang 1993 ; Fritig et al., 1998). 
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Tableau I : Classification des protéines PR retrouvées dans le règne végétal. Modifiée d’après Van Loon & Van 
Strien (1999) et http://www.bio.uu.nl/~fytopath/PR-families.htm. 

Familles Type / Fonctions Observations et références 

PR 1 inconnu 
- augmentation de la résistance contre Peronospora tabacina et 
contre Phytophtora parasitica var. nicotianae chez le tabac 
(Alexander et al., 1993) 

PR 2 β-1,3-glucanase 

- augmentation de la résistance contre Magnaporthe grisea chez le 
riz (Nishizawa et al, 2003) 
- augmentation de la résistance contre Alternaria solani chez la 
tomate (Schaefer et al., 2005) 

PR 3 chitinase de type I, II, IV, VI et VII 

- augmentation de la résistance contre Rhizoctonia solani chez le 
riz (Datta et al., 2001) 
- augmentation de la résistance contre Cercospora arachidicola 
chez l’arachide (Rohini et Sankara Rao, 2001) 

PR 4 « chitin binding protein », antifongique  

PR 5 « thaumatin-like », antifongique 
- augmentation de la résistance contre Fusarium graminearum 
chez le blé (Chen et al., 1999) 

PR 6 inhibiteur de protéases 
- augmentation de la résistance des plantes à l’attaque d’insectes, 
de nématodes et de virus (Johnson et al., 1989 ; Urwin et al., 
1998 ; Gutierrez-Campos et al., 1999) 

PR 7 endoprotéinase  

PR 8 chitinase de type III  

PR 9 péroxydase  

PR 10 RIP « ribosome-inactivating protein » 

- augmentation de la résistance à Rhizoctonia solani chez le tabac 
(Jach et al., 1995) 
- augmentation de la résistance à Pyricularia oryzae chez le riz 
(Yuan et al., 2002) 

PR 11 chitinase de type V  

PR 12 défensine 

- augmentation de la résistance à Alternaria longipes chez le radis 
(Terras et al., 1995) 
- augmentation de la résistance à Verticillium dahliae chez la 
pomme de terre (Gao et al., 2000) 

PR 13 thionine 
- augmentation de la résistance à Fusarium oxysporum et à 
Plasmopara brassicae chez Arabidopsis thaliana (Epple et al., 
1997 ; Holtorf et al., 1998) 

PR 14 protéines de transfert de lipides (LTP), 
- augmentation de la résistance à Pseudomonas syringae pv. 
tomato chez le tabac (Molina et Garcia-Olmedo, 1997) 

PR 15 oxalate oxydases 
- augmentation de la résistance à Sclerotinia sclerotiorum chez le 
tournesol (Hu et al., 2003) 

PR 16 oxalate oxydases-like  

PR 17 inconnu  
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3.2 Réactions de défense chez la vigne 

Il est bien établi aujourd’hui que la vigne répond aux agressions des pathogènes par la 

mise en place de réactions de défense variées. Certaines d’entre elles sont constitutives et 

d’autres sont induites, telles que l’accumulation de tanins, de phytoalexines et de protéines 

PR.  

3.2.1 Défenses constitutives 

Lors d’une interaction B. cinerea /vigne, le champignon doit franchir la première barrière 

représentée par la cuticule. Celle-ci est composée d’une couche de cires épicuticulaires, d’une 

couche de cutine et d’une troisième couche de cires intracellulaires, de cutine et de pectine. La 

paroi végétale constitue aussi une seconde barrière composée de polymères 

polysaccharidiques comme la cellulose, la pectine et l’hémicellulose. Celles-ci sont associées 

à des unités phénoliques, formant ainsi des complexes structuraux importants pour la 

résistance des tissus végétaux. Le rôle protecteur de la cuticule contre les champignons 

phytopathogènes semble évident (Heintz et Blaich, 1990). Chez la vigne, l’épaisseur de la 

cuticule des baies est plus faible chez les grappes dites compactes que chez les grappes aérées. 

Ces dernières sont considérées comme étant moins réceptives aux infections de B. cinerea que 

les grappes compactes, ainsi la structure de la grappe jouerait un rôle important dans la 

défense passive contre la pourriture grise (Percival et al. ,1994).  

Au cours du développement de la vigne, on distingue en général deux stades de sensibilité 

différente à B. cinerea. Un premier stade où les organes reproducteurs sont réfractaires à 

toutes infections par B. cinerea, entre la floraison et la véraison, et un second stade où les 

baies sont plutôt sensibles au champignon, de la véraison à la maturation (Hill et al., 1981, 

Comménil, 1995 ; Comménil et al., 1996). Cette conversion de l’état de résistance à l’état de 

sensibilité des baies est corrélée à de larges modifications ultrastructurales. Il s’agit 

notamment du ramollissement de la baie, des diminutions de l’épaisseur et des teneurs en 

cutine, en pectine et en composés lipidiques à activité antifongique (Chardonnet et al., 1994). 

Cette résistance trouve également son origine dans la présence d’un composé des cires 

épicuticulaires (de nature lipophile), inhibiteur de la germination des spores de B. cinerea, 

pendant les phases précoces de la formation des baies. Ce composé est absent seulement à 

partir de la véraison (Comménil et al., 1996). 
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Par ailleurs, certains dérivés galliques et tanniques (proanthocyanidines) ont aussi une 

activité antifongique, en particulier contre Botrytis. Ces composés sont capables d’inhiber la 

production d’enzymes hydrolytiques du pathogène et donc de réduire fortement sa virulence 

(Hill et al., 1981 ; Pezet et al., 1992 ; Goetz et al. , 1999). Les tanins retrouvés de façon 

importante chez les jeunes baies pourraient être impliqués dans l’état de latence du pathogène 

avant la véraison (Goetz et al., 1999). 

 

3.2.2 Défenses induites par les pathogènes 

Au cours de son interaction avec des pathogènes, la vigne est capable d’exprimer de 

nombreuses réactions de défense, dont les plus connues sont la production de composés 

renforçant la paroi pectocellulosique, la synthèse de phytoalexines et l’accumulation de 

protéines PR. L’amplitude de ces réactions est généralement dépendante de l’organe cible, du 

stade de développement de la plante, des conditions environnementales, mais aussi de la 

virulence du pathogène (Staples et Mayer, 1995 ; Reuveni et Reuveni, 1998b ; Derckel et al., 

1999).  

a.  Renforcement de la paroi 

Parmi les réactions impliquées dans le renforcement de la paroi, la synthèse de la callose, 

sous le contrôle de la β-1,3-glucane synthase, a été observée lors de l’infection de la vigne par 

P. viticola (agent du mildiou). Toutefois, la signification physiologique de cette réponse et sa 

relation avec la résistance au pathogène restent controversées. Gindro et al. (2003) ont mis en 

évidence une forte accumulation de callose au niveau des stomates des feuilles chez un 

cépage résistant à P. viticola. A contrario, aucune corrélation n’a pu être établie entre 

l’accumulation de la callose et les différents niveaux de résistance de la vigne à P. viticola 

(Kortekamp et al., 1997).  

Les tanins et les flavonoïdes semblent aussi être impliqués dans la résistance de la vigne 

aux pathogènes. En effet, l’accumulation de ces composés est plus importante et rapide chez 

les cépages résistants, alors qu’elle est plutôt faible et lente chez les cépages sensibles (Dai et 

al., 1995a ; 1995b; Kortekamp et al., 1997). D’autres réponses inductibles, telle que 

l’accumulation d’extensines (appartenant à la famille des HRGP), sont aussi impliquées dans 

le renforcement de la paroi de la plante (Jackson et al., 2001).  

b.  Phytoalexines  

L’accumulation des phytoalexines est l’une des principales réactions de défense 

caractérisée chez la vigne lors de son interaction avec différents pathogènes (Tableau II).  
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Tableau II  : Exemples de pathogènes induisant la synthèse de phytoalexines chez Vitis. 
 

Pathogènes Cultivar 
Organe 
étudié 

Réponses induites 
Références 

bibliographiques 

B. cinerea V. vinifera feuilles 
� accumulation de phytoalexines 
(resvératrol) 

Langcake et Pryce, 1976 

P. viticola 
V. vinifera, Vitis américains 

hybrides 
feuilles 

� accumulation de phytoalexines 
(resvératrol et ε-viniférine) 

Dercks et Creasy, 1989 

B. cinerea 
V. vinifera cv. Pinot noir, 
Chardonnay et Cabernet 

Sauvignon 
feuilles 

� accumulation de phytoalexines 
(resvératrol) 

Jeandet et al., 1992 

P. viticola Vitis rupestris feuilles 
� accumulation de flavonoïdes, de 
lignine et de phytoalexines 
(resvératrol) 

Dai et al., 1995a 

B. cinerea 
V. vinifera cv. Pinot noir, 

Chardonnay et Gamay 
baies 

� accumulation de phytoalexines 
(resvératrol) 

Jeandet et al., 1995 

B. cinerea 
V. vinifera cv. Castor 

V. vinifera cv. Huxelrebe 
baies 

� accumulation de phytoalexines 
(resvératrol, ptérostilbène et ε-
viniférine) 

Bavaresco et al., 1997 

Rhizopus stolonifer V. vinifera cv. Perlette, baies 
� accumulation de phytoalexines 
(resvératrol et ptérostilbène) 

Sarig et al., 1997 

E. necator V. vinifera cv. Carinena baies 
� accumulation de phytoalexines 
(resvératrol et picéides) 

Romero-Perez et al., 2001 

B. cinerea V. vinifera cv. Chardonnay feuilles 

� induction de l’expression du gène 
STS 
� accumulation de phytoalexines 
(resvératrol) 

Bézier, 2003 

B. cinerea V. vinifera cv. Aledo baies 
� accumulation de phytoalexines 
(resvératrol) 

Montero et al., 2003 

P. viticola 
V. vinifera cv. Solaris 

V. vinifera cv. Chasselas 
feuilles 

� accumulation de phytoalexines 
(resvératrol, ptérostilbènes, δ-
viniférine et ε-viniférine) 

Pezet et al., 2004 

P. viticola V. vinifera cv. Chasselas feuilles � dépôt de lignine 
Hamiduzzaman et al., 
2005a 

P. viticola 
Pseudoperonospora 

cubensis 

V. vinifera cv. Gloire 
 

V. vinifera  cv. Riesling 
feuilles 

� induction de l’expression des gènes 
PAL, CHS, CHI, STS 
� accumulation de composés 
phénoliques 

Kortekamp, 2006 
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Les principales phytoalexines de la vigne sont des composés phénoliques de faible masse 

moléculaire ayant un large spectre d’activité antifongique et antibactérien (Kuc, 1995 ; 

Hammerschmidt, 1999 ; Jeandet et al., 2002). Les formes les plus abondantes sont le trans-

resvératrol (trihydroxy-3, 5, 4’-stilbène) et ses dérivés, le ptérostilbène (diméthoxy-3,5-

hydroxy-4’-stilbène), les viniférines (ε, δ) et les picéides (resvératrol glucosylé). La 

production des phytoalexines est liée à l’activation de la voie des phénylpropanoïdes, dont les 

enzymes clefs sont la phénylalanine ammonia lyase (PAL) et la stilbène synthase (STS) 

(Figure 3).  

Des études ont permis de mettre en évidence une relation entre l’augmentation des teneurs 

en resvératrol et en ε-viniférine et la tolérance des plants de vigne à B. cinerea, à P. viticola 

mais aussi à Phomopsis viticola (Langcake, 1981 ; Dercks et Creasy, 1989 ; Hoos et Blaich, 

1990 ; Keller et al., 2003 ; Pezet et al., 2004). Ces composés sont fortement accumulés et de 

manière plus précoce chez les cépages les plus résistants (hybrides interspécifiques, espèces 

américaines comme Vitis rupestris) que chez les cépages sensibles (Vitis vinifera) (Langcake 

et Pryce, 1977 ; Langcake et al., 1979 ; Breuil et al., 1998 ; Jeandet et al., 2002).  

Le resvératrol est capable d’inhiber la germination des spores et la croissance mycélienne 

de B. cinerea et de Rhizopus stolonifer ainsi que la mobilité des zoospores de P. viticola 

(Adrian et al., 1997 ; Sarig et al., 1997 ; Ben-Arie et al., 1999 ; Pezet et al., 2004). 

L’importance du resvératrol dans la défense des plantes a été démontrée in planta par 

l’insertion et la surexpression des gènes codant pour des protéines impliquées dans la 

synthèse de ce composé. Ainsi Coutos-Thévenot et al. (2001) ont montré qu’une vigne 

transgénique, exprimant fortement le gène de la STS, présente une tolérance vis-à-vis de 

B. cinerea. De même, l’introduction du gène codant pour la STS issue de la vigne chez le 

tabac, le riz, le blé et l’orge se traduit par une résistance de ces plantes à B. cinerea et à 

Pyricularia oryzae (Hain et al., 1993 ; Stark-Lorenzen et al., 1997 ; Leckband et Lörz, 1998).  

c.  Protéines de défense 

Depuis ces dix dernières années, plusieurs travaux relatent l’accumulation de protéines de 

défense ou l’expression des gènes correspondant chez la vigne. La majorité de ces protéines 

sont des protéines PR, en particulier celles qui correspondent aux chitinases (de classe I, III et 

IV), β-1,3-glucanases (PR-2), péroxydases (PR-9), « thaumatin-like » ou osmotines (PR-5), 

« ribonuclease-like » ou RIP (PR-10), une LTP (PR-14), un inhibiteur de protéase (PR-6) et 

une PR-1 (Tableau III). 
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Figure 3 : Voie des phénylpropanoïdes chez les plantes. ABH : acide benzoïque 2-hydroxylase, CHI : 
chalcone isomérase, CHS : chalcone synthase, PAL : phénylalanine ammonia lyase, STS : stilbène 
synthase, CoA : coenzyme A. 
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L’étude concernant les chitinases de vigne a débuté par la mesure de leur activité dans les 

feuilles (Derckel et al., 1996 ; 1999) et a permis de mettre en évidence 13 isoformes de 

chitinases, dont six sont constitutives et trois autres sont induites par B. cinerea. Les études 

relatives à l’expression des gènes de chitinases ont révélé une forte induction de chitinase 

(classes I, III et IV) dans les feuilles de vigne infectées par P. viticola ou E. necator (Busam 

et al., 1997 ; Jacobs et al., 1999), ou encore par B. cinerea et par la bactérie Pseudomonas 

syringae (Robert et al., 2001 ; 2002 ; Bézier et al., 2002). Ces protéines PR sont également 

accumulées au niveau de la pulpe des baies (Derckel et al, 1998b). Bien qu’aucune activité 

chitinase ne soit détectée dans les baies vertes, l’induction de leur expression y est observable 

en réponse aux attaques d’E. necator, de B. cinerea ou de P. syringae pv. pisi (Jacobs et al., 

1999 ; Robert et al., 2002). D’après Pocock et al. (2000), les niveaux d’induction des 

protéines PR dans les baies en cours de maturation diffèrent d’un cépage à l’autre et 

pourraient expliquer la différence de sensibilité ou de résistance de ces cépages.  

Des β-1,3-glucanases de vigne ont également été caractérisées par immuno-détection dans 

les feuilles infectées par B. cinerea (Renault et al., 1996). Cependant, il a été rapporté 

qu’aucune activité β-1,3-glucanase n’a été détectée dans les baies de raisin quel que soit leur 

stade de développement (Robinson et al., 1997 ; Derckel et al., 1998 b). Des approches 

moléculaires ont permis d’identifier différents gènes codant pour la β-1,3-glucanase dans les 

feuilles et/ ou dans les baies de vigne suite à l’infection par E. necator ou par B. cinerea 

(Jacobs et al., 1999 ; Bézier et al., 2002 ; Bézier, 2003).  

Des protéines PR-1, PR-5 (osmotine ou thaumatine-like), PR-10 et PR-14 (LTP) ont 

également été mises en évidence chez la vigne en réponse à l’infection par E. necator et 

B. cinerea (Salzman et al., 1998 ; Gomès et al., 2003 ; Manteau et al., 2003 ; Hamiduzzaman 

et al., 2005a ; Kortekamp, 2006). D’autres protéines de défense, comme les PGIP ont 

également été caractérisées chez la vigne (Joubert et al., 2006). L’expression du gène PGIP 

est observée chez les feuilles ou les cultures cellulaires de vigne en réponse à P. viticola 

(Kortekamp, 2006) et à B. cinerea (Bézier et al., 2002). L’insertion et la surexpression du 

gène PGIP issu de la vigne dans les plants de tabac sont même associées à une résistance vis-

à-vis de B. cinerea (Joubert et al., 2006).  

3.3 Eliciteurs des réactions de défense 

Cette stratégie vise à stimuler les défenses naturelles de la vigne par l’utilisation de 

composés éliciteurs chimiques ou dérivés d’organismes pathogènes, de plantes supérieures ou  
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Tableau III  : Expression ou accumulation de protéines PR (ou de gènes) chez Vitis lors de son interaction avec 
différents pathogènes.  

Protéines PR Cultivar 
Organe 
étudié 

Pathogènes 
Références 

bibliographiques 
� stimulation de l’activité 
péroxidase (PR-9) 

V. rupestris feuilles P. viticola Dai et al., 1995a 

� accumulation de β-1,3-
glucanases 

V. vinifera cv. Chardonnay feuilles B. cinerea Renault et al., 1996 

� induction de l’expression des 
gènes de chitinases 

V. vinifera cv. 
Pinot noir 

V. rupestris 

feuilles 
cellules 

P. viticola, P. syringae pv. 
syringae 

Busam et al., 1997 

� accumulation de chitinases et de 
β-1,3-glucanases 

V. vinifera et Vitis 
américaines hybrides 

feuilles E. necator Giannakis et al., 1998 

� stimulation des activités β-1,3-
glucanases et péroxydases 

V. vinifera cv. Cabernet 
sauvignon 

feuilles P. viticola 
Reuveni et Reuveni, 

1998b 
� accumulation de chitinases et de 
β-1,3-glucanases 

V. vinifera cv. Chardonnay feuilles B. cinerea Derckel et al., 1999 

� accumulation de chitinases, de β-
1,3-glucanases et de thaumatin-like 

V. vinifera cv. Cabernet 
Sauvignon, Sémillon, Shiraz, 

Sultana 

feuilles 
baies 

E. necator, P. viticola Jacobs et al., 1999 

� accumulation de β-1,3-
glucanases 

V. vinifera cv. Chardonnay feuilles B. cinerea Renault et al., 2000 

� accumulation de PR-1 V. vinifera cv. Limberger 
feuilles 
cellules 

E. necator,  Repka et al., 2000 

� accumulation de PR-10 
V. vinifera cv. 

Ugni blanc 
feuilles P. syringae pv. pisi Robert et al., 2001 

� induction de l’expression des 
gènes de chitinases 

V. vinifera cv. 
Ugni blanc, Chardonnay 

feuilles 
baies 

B. cinerea, E. necator, 
P. viticola, 

P. syringae pv. pisi 
Robert et al., 2002 

� induction de l’expression des 
gènes de chitinase (VCH3) et 
(VCHIT1b) 

V. vinifera cv. Chardonnay  
V. vinifera cv Pinot noir  

feuilles 
baies 

B. cinerea  Bézier et al., 2002 

� induction de l’expression des 
gènes de chitinase (VvChi4C), de 
β-1,3-glucanase (VvGluc) et 
d’inhibiteur de protéase (VvPR6) 

V. vinifera cv. Chardonnay feuilles B. cinerea  Bézier, 2003 

� induction de l’expression des 
gènes de PR-1 et chitinase (PR-4) 

V. vinifera cv. Chasselas feuilles P. viticola 
Hamiduzzaman et al., 

2005a 
� induction de l’expression des 
gènes de PR-1, chitinases et de β-
1,3-glucanases 

V. vinifera cv. Chasselas feuilles E. necator, P. viticola Hamiduzzaman, 2005b 

� induction de l’expression des 
gènes de chitinases, de β-1,3-
glucanases, de thaumatin-like (PR-
5), de PR-10  

V. vinifera cv. Gloire 
V. vinifera cv. Riesling 

feuilles 
P. viticola,  

Pseudopernospora cubensis 
Kortekamp, 2006 
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 d’algues marines. Ces composés sont généralement dépourvus de toute toxicité directe sur les  

parasites. Ils sont capables d’induire au moins une partie des réactions de défense chez les 

plantes (Oostendoorp et al., 2001). Leur reconnaissance par la plante est qualifiée de non-

spécifique et donc ils permettent de lutter contre une large gamme de pathogènes. Chez la 

vigne, plusieurs molécules à caractère éliciteur ont été caractérisées chez différents modèles 

(cellules, feuilles, baies) (Tableau IV). Les premières applications dans ce domaine 

concernaient le développement d’un analogue du SA, l’acibenzolar-S-méthyl (ou BTH) 

commercialisé sous le nom de Bion® en Europe et homologué contre l’oïdium du blé et le 

mildiou du tabac, sous le nom d’Actigard® aux USA, pour lutter contre divers mildious de 

crucifères. Ce produit n’a aucune activité antimicrobienne in vitro et stimule des réactions de 

défense de la plante (Oostendoorp et al., 2001). Lorsque le produit est appliqué seul et de 

façon préventive, le niveau de protection assuré est partiel et les meilleurs résultats sont 

obtenus contre le mildiou de tabac lorsque le BTH est associé à un fongicide à faible dose, 

comme c’est le cas pour Bion Mx®. Ce produit est une association de Mefenoxam et de BTH. 

Chez la vigne, le BTH s’avère efficace en terme d’induction de la résistance vis-à-vis de 

l’agent du mildiou chez trois cépages (Carmenere, Chardonnay et Merlot) (Campbell et 

Latorre, 2004 ; Riches et Holmes, 2005).  

D’autres produits, comme l’acide β-3-amino-n-butyrique (BABA) a fait preuve de 

nombreuses démonstrations, en particulier chez la vigne tant sur le plan de son implication 

dans l’induction et l’amplification de l’expression de certaines réactions de défense, que sur le 

plan de la protection contre différents pathogènes (Cohen et al., 1999 ; Zimmerli et al. ; 2000, 

Oostendoorp et al., 2001 ; Reuveni et al., 2001 ; Zimmerli et al.,  2001 ; Hamiduzzaman et 

al., 2005a ; Hamiduzzaman, 2005b). C’est aussi le cas pour le JA et le SA, connus pour être 

des molécules signales chez les plantes, qui conduisent à l’expression de nombreuses 

réactions de défense comme l’accumulation des phytoalexines, des anthocyanines, de callose 

et des protéines PR (Derckel et al., 1996 ; 1998b ; Renault et al., 1996 ; Curtin et al., 2003 ; 

Hamiduzzaman, 2005b ; Tassoni et al., 2005).  

L’utilisation d’oligosaccharides issus de parois d’algues marines, de plantes supérieures 

ou de microorganismes, tels que les β-glucanes (Potin et al., 1999 ; Klarzynski et al., 2000 ; 

Aziz et al., 2003), les α-1,4-oligogalacturonides (OGA) (Côté et Hahn, 1994 ; Reymond et al., 

1995 ; Aziz et al., 2004 ; D’Ovidio et al., 2004), les carraghénanes (Potin et al., 1999 ), les 

fucanes (Klarzynski et al., 2003), les oligomères de chitine et de chitosan (Rabéa et al., 2003) 
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Tableau IV : Principales molécules et stress abiotiques induisant l’activation des gènes de défense, l’accumulation de protéines PR ou de phytoalexines chez la vigne. 

Type d’éliciteur Cultivar Organe étudié Réponses induites Références 
AS V. vinifera cv. Chardonnay feuilles � accumulation de β-1,3-glucanases Renault et al., 1996 

blessure, AS V. vinifera 
feuilles, racines, baies, 

sarments 
� accumulation de chitinases (distinction de 13 isoformes) Derckel et al., 1996 

blessure, AS 
V. vinifera cv. 

Pinot noir 
baies � accumulation et stimulation des activités chitinases et β-1,3-glucanases Derckel et al., 1998a et b 

blessure, AS V. vinifera cv. Gamay cellules � induction de l’expression d’un gène de β-1,3-glucanase Kraeva et al., 1998 
blessure, éthylène V. vinifera et Vitis américaines hybrides feuilles � accumulation de chitinases et de β-1,3-glucanases Giannakis et al., 1998 

éthylène 
V. vinifera cv. Cabernet sauvignon, Sémillon, 

Shiraz, Sultana 
feuilles 
baies 

� accumulation de chitinases, de β-1,3-glucanases et de thaumatin-like Jacobs et al., 1999 

MeJA 
V. vinifera cv. Gamay Fréaux var. Tavernier 

V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon 
cellules � accumulation de phytoalexines Krisa et al., 1999 

MeJA V. vinifera cv. Limberger feuilles 

� stimulation de l’activité péroxydase et accumulation de la protéine  
� induction locale et systémique de l’expression des gènes de β-1,3-glucanase et 
de péroxydase 
� synthèse de SA 

Repka et al., 2001b 

Me JA V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon feuilles 
� induction de l’expression des gènes de chitinase (PR-4), β-1,3-glucanase, de 
PGIP, PIN, de PAL et de STS 
� accumulation de phytoalexines 

Belhadj et al., 2006 

Jasmonates, Na-
orthovanadate 

V. vinifera cv. Barbera cellules � accumulation de phytoalexines Tassoni et al., 2005 

JA, ABA, BTH, 
blessures 

V. vinifera cv. Chasselas feuilles 
� induction de l’expression des gènes de PR-1, chitinase (PR-4) et de β-1,3-
glucanase 

Hamiduzzaman, 2005b 

JA, ABA, BTH,  V. vinifera cv. Chasselas feuilles 
� induction de l’expression des gènes de PR-1, chitinase (PR-4), LOX-9 
� dépôt de callose et de lignine 

Hamiduzzaman et al., 2005a 

ABA, éthylène, NaCl V. vinifera cv. Sultana cellules � induction de l’expression d’un gène de PR-5 Loulakakis, 1997 
BHT V. vinifera cv. Merlot baies � accumulation de phytoalexines et d’anthocyanines Iriti et al., 2004 

Me JA, UV V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon 
feuilles 
baies 

� accumulation de phytoalexines Larronde et al., 2003 

UV V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon feuilles � accumulation de phytoalexines Langcake et Pryce, 1977 

UV 

V. vinifera cv. Gamaret, cv. Gamay, cv. 
Early superior, cv. Perlette, cv. Pinot, 

cv. Shasla, cv. Spring Blush, cv. Superior,  
cv. Thompson seddless 

baies � accumulation de phytoalexines Sarig et al., 1997 

UV 
V. vinifera cv. Chardonnay 

V. vinifera cv. Gamay 
V. vinifera cv. Pinot noir 

baies � accumulation de phytoalexines Adrian et al., 2000 

UV 
V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon, cv. 
Chardonnay, cv. Semillon, cv. Shiraz 

baies 
� accumulation de phytoalexines 
� induction de l’expression des gènes de la PAL et de la STS 

Bais et al., 2000 
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Type d’éliciteur Cultivar Organe étudié Réponses induites Références 

UV 
V. rupestris 

V. vinifera cv. Chardonnay 
V. vinifera cv. Pinot noir 

feuilles 

� induction de l’expression des gènes de chitinase, de β-1,3-
glucanase, PR-6, PR-10, PAL et de STS 
� stimulation des activités chitinase et β-1,3-glucanase 
� accumulation de phytoalexines 

Bonomelli et al., 2004 
Borie et al., 2004 

INA, BTH, extrait de 
levure 

V. vinifera cv. 
Pinot noir 

V. rupestris 

feuilles 
cellules 

� induction de l’expression des gènes de chitinase : VCH3 et 
VCHIT1b 

Busam et al., 1997 

AS, MeJA, chitosan, 
éliciteur de B. cinerea 

V. vinifera cv. Limberger 
feuilles 
cellules 

� accumulation de PR-1 Repka et al., 2000 

AS, MeJA, chitosan, 
éliciteur de B. cinerea 

V. vinifera cv. Limberger cellules 
� induction de gènes et accumulation de PR-1, chitinase, β-1,3-
glucanase et de péroxydase 

Repka, 2001a 

éliciteurs de B. cinerea 
(glucane)  

V. vinifera  cv. Optima cellules 
� stimulation de l’activité de la PAL, de la STS et de la cinnamate 
hydroxylase 
� accumulation de STS et de phytoalexines (resvératrol) 

Liswidowati et al., 1991 

endopolygalacturonase 
(B. cinerea) 

V. vinifera cv. Gamay cellules � induction de β-1,3-glucanases Poinssot et al., 2003 

ß-1,3-glucanes 
(laminarine) 

V. vinifera cv. Chardonnay cellules 

� influx de Ca2+, formation de FAO 
� induction de l’expression des gènes PAL, LOX, GST, STS1, PGIP, 
CHIT1b, CHIT3, CHIT4c, GLU1, PIN 
� stimulation des activités chitinase et β-1,3-glucanase 
� accumulation de phytoalexines 

Aziz et al., 2003 

OGA V. vinifera cv. Chardonnay cellules 

� formation de FAO 
� induction de l’expression des gènes PAL, GST, STS1, PGIP, 
CHIT1b, CHIT3, CHIT4c, βGLU1, PIN 
� stimulation des activités chitinase et de β-1,3-glucanase 

Aziz et al., 2004 

Chitosan, cuivre V. vinifera cv. Chardonnay feuilles 
� stimulation des activités chitinase et β-1,3-glucanase 
� accumulation de phytoalexines 

Aziz et al., 2006 

Chitosan V. vinifera cv. Chardonnay feuilles � stimulation des activités chitinase, lipoxygénase et PAL Trotel-Aziz et al., 2006 

Ergostérol V. vinifera cv. Ugni blanc cellules 
� induction de l’expression des gènes VvLTP1 (PR-14), WwWRKY1 
(MAPK), VST1 (stilbene synthase) 
� accumulation de phytoalexines 

Laquitaine et al., 2006 

Cellodextrines V. vinifera cv. Chardonnay cellules 

� influx de Ca2+, formation de FAO,  
� induction de l’expression des gènes PAL, STS, PGIP, CHIT1b, 
CHIT3, CHIT4c, β-GLU1, PIN 
� stimulation des activités chitinase et de β-1,3-glucanase 

Aziz et al., 2007 

Cyclodextrines V. vinifera cv. Gamay cellules 
� accumulation de phytoalexines 
� stimulation de l’activité péroxydase et accumulation de certains 
isoformes de la protéine 

Bru et al., 2006 

Brotomax ® V. vinifera cv. Chasselas feuilles � stimulation des activités chitinase et β-1,3-glucanase Riches et Holmes, 2005 
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a aussi suscité un grand intérêt suite aux travaux réalisés sur les constituants saccharidiques et 

chitineux de microorganismes. Chez la vigne, certains de ces oligosaccharides sont capables 

d’induire l’activation de réponses variées (le burst oxydatif, l’activation de MAPK, l’influx de 

Ca2+, l’alcalinisation du milieu, l’expression des gènes de défense et l’accumulation de 

protéines PR) (Aziz et al., 2003, 2004 ; 2006 ; Trotel-Aziz et al., 2006 ; Aziz et al., 2007). 

Dans des conditions de laboratoire, l’induction de ces réactions est corrélée à une résistance 

des feuilles de vignes à B. cinerea (Aziz et al., 2004 ; Ait Barka et al., 2004 ; Aziz et al., 

2006 ; Trotel-Aziz et al., 2006 ; Aziz et al., 2007) et à P. viticola (Aziz et al., 2003 ; 2006). 

L’application de certaines de ces molécules au vignoble montre néanmoins une efficacité 

partielle en terme de protection contre ces pathogènes (Riches et Holmes, 2005). Des 

réactions de défense similaires sont aussi observées chez la vigne en réponse aux UV (Adrian 

et al., 2000 ; Bais et al., 2000 ; Bonomelli et al. 2004 ; Borie et al., 2004). Des études 

réalisées sur des cépages de sensibilités différentes ont montré que l’amplitude de ces 

réactions de défenses est souvent associée à une résistance accrue aux pathogènes (Giannakis 

et al., 1998 ; Reuveni et Reuveni, 1998b ; Bonomelli et al., 2004).  

D’autres composés chimiques ont obtenus une homologation pour leur application au 

vignoble : il s’agit du foséthyl d’aluminium (Aliette®), du trichlorure d’aluminium déshydraté 

(Synermix®), du bicarbonate de potassium (Ecocarb®) ainsi que du Brotomax® composé 

d’azote, de cuivre de manganèse et de zinc. Ces composés induisent une protection des 

feuilles de vigne contre l’agent du mildiou (Dercks et Creasy, 1989 ; Reuveni et al., 2001 ; 

Riches et Holmes, 2005) en stimulant certaines réactions de défense (expression de gènes de 

défense, formation de tyloses et accumulation de composés phénoliques) (Del Rio et al., 

2001 ; Bonomelli, 2003).  

3.4 Amélioration de la résistance de la vigne par transformation 
génétique  

La surexpression de composés antimicrobiens comme les phytoalexines ou les protéines 

PR contribue à diminuer la réceptivité de la plante aux pathogènes fongiques variés (Perl et 

al., 1996 ; Yamamoto et al, 2000 ; Coutos-Thévenot et al., 2001 ; Bornhoff et al., 2005). 

L’expression constitutive d’enzymes permettant de détoxiquer des toxines fongiques est une 

stratégie importante, qui a notamment permis d’obtenir une résistance des cellules de vigne 

contre E. lata. En effet, la tolérance de la vigne à la maladie découle de la forte capacité de la 
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plante à réduire la toxine eutypine en un composé inactif : l’eutypinol, via l’action d’une 

NADPH-dépendante aldéhyde réductase issue de Vigna radiata (Guillen et al., 1998). 

Les recherches sur les vignes transgéniques concernent également la lutte contre les virus 

et particulièrement contre le GFLV (« grapevine fanleaf virus »). Une fois introduit dans le 

génome du porte-greffe, c’est l’expression du gène codant pour la protéine de la capside du 

GFLV qui va perturber le développement du virus au sein de la plante (Mauro et al., 1995 ; 

Vigne et al., 2004). 

La profession viticole est pour l’instant très réticente vis-à-vis de l’introduction de gènes 

de résistance dans la vigne que ce soit par transgénèse ou par hybridation. En outre ces 

méthodes sont de longue haleine avec le risque que les sélections soient substantiellement 

différentes des cépages actuels. L’amélioration variétale de la vigne par transformation 

génétique reste pour l’instant incompatible avec les AOC. 

3.5 Lutte biologique 

La lutte biologique consiste en l’utilisation d’organismes vivants ou de produits issus de 

ces organismes pour limiter ou réduire les pertes ou les dommages causés par les organismes 

nuisibles (OILB, Organisation Internationale de Lutte Biologique). L’utilisation de 

microorganismes fait partie des alternatives prometteuses à l’emploi des fongicides 

chimiques, de part l’ubiquité de ces microorganismes, leur grande diversité et leur 

dissémination dans les sols rhizosphériques (Chen et al., 1995 ; Benhamou et al., 1996 b ; 

Berg et al., 2005).  

3.5.1 Diversité des agents de la lutte biologique  

Compte tenu de la diversité des plantes hôtes de B. cinerea, de nombreux travaux ont 

porté sur la caractérisation de différents agents de la lutte biologique capables de lutter contre 

ce champignon. Ces agents sont principalement représentés par des bactéries et des 

champignons non pathogènes, capables de confiner le développement de B. cinerea chez les 

plantes (Tableau V). De nombreuses bactéries ont été isolées à partir de la rhizosphère et sont 

qualifiées de PGPR pour «Plant Growth Promoting Rhizobacteria » (Kloepper et Schroth, 

1978). La rhizosphère est le lieu d’une intense vie microbienne, fortement dépendante de 

l’effet et de la nature des exsudats racinaires de la plante (sucres, acides aminés, acides 

organiques…). Les communautés microbiennes, qu’elles soient endophytiques ou 

épiphytiques, sont dépendantes de l’espèce végétale et des facteurs biotiques et abiotiques de 

l’environnement (Germida et al., 1998) (Figure 4). Certaines bactéries sont aussi impliquées  
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Tableau V: Diversité des agents de lutte biologique contre B. cinerea chez différentes espèces végétales. 

 
 
 
 

 

 

Agents biologiques Plantes Hôtes Références 

B
ac

té
rie

s 

Bacillus amyloliquefaciens 
Bacillus mycoides 
Bacillus pumilus 
Bacillus subtilis 
Enterobacter agglomerans 
Pantoea agglomerans 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas putida 
Serratia marcescens 
Serratia plymuthica 
Xanthomonas maltophilia 

Tomate, poire 
Fraisier 
Haricot, poire, tomate, concombre 
Tomate 
Tomate  
Poire 
Haricot 
Tomate, haricot 
Cyclamen 
Melon 
Tomate 

Mari et al., 1996 
Guetsky et al., 2002a, b 
Elad et al., 1994a, b ; Mari et al., 1996 ; Dik et al., 1999 
Utkhede et al., 2001 
Utkhede et al., 2001 
Nunes et al., 2001 
De Meyer et Höfte, 1997 
Ongena et al, 2002 ; Meziane et al., 2005 
Someya et al., 2001 
Kamensky et al., 2003 
Elad et al., 1994a, b 

C
ha

m
pi

gn
on

s 

Acremonium cephalosporium 
Aspergillus giganteus 
Aureobasidium pullulans 
 
Candida guilliermondii 
Candida oleophila 
Candida saitoana 
Chaetomium globosum 
Clonostachys rosea 
Cryptococcus luteus 
Crytpococcus albidus 
Cryptococcus laurentii var. 
flavescens 
Gliocladium catenulatum 
Fusarium proliferatum 
Pichia anomala 
Pichia guilermondii 
Pichia membranafaciens 
Pithomyces chartarum 
Pythium citrinum 
Pythium periplocum 
Pythium radiosum 
Rhodotorula glutinis 
Trichoderma hamatum 
Trichoderma harzianum 
Trichoderma virens 
Ulocladium atrum 

Vigne (raisin) 
Géranium 
Tomate, concombre, vigne (raisin), 
pomme 
Vigne (raisin), Tomate 
Tomate 
Pomme 
Tomate, concombre 
Rosier  
Tomate, concombre 
Tomate, concombre 
Tomate, concombre 
 
Haricot, tomate, concombre 
Tomate, concombre 
Pomme 
Fraisier 
Vigne 
Vigne 
Vigne 
Vigne 
Vigne 
Tomate, pomme 
Tomate, concombre 
Haricot, tomate, concombre, vigne 
Tomate, concombre 
Tomate, concombre, fraisier, cyclamen 

Zahavi et al., 2000 
Moreno et al., 2003 
Dik et al., 1999; Castoria et al., 2001 
 
Zahavi et al., 2000 ; Saligkarias et al., 2002 
Saligkarias et al., 2002 
El-Ghaouth et al., 1998 
Dik et al., 1999 
Morandi et al., 2003  
Dik et al., 1999 
Dik et al., 1999 
Dik et al., 1999 
 
Elad et al., 1994b ; Dik et al., 1999 
Dik et al., 1999 
Jijakli et Lepoivre, 1998 
Guetsky et al., 2002a ; b 
Masih et Paul, 2002 
Dodd et Stewart, 2003 
Paul, 2004 
Paul, 1999b 
Paul 1999a 
Elad et al., 1994b ; Sansone et al., 2005 
Dik et al., 1999 
Zimand et al., 1996 ; Elad, 2000 ; Rey et al., 2001 
Dik et al., 1999 
Dik et al., 1999 ; Berto et al., 2001 ; Kessel et al., 2002 



Contexte bibliographique 
 

30 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 : Exemples de signaux environnementaux de nature physique, chimique ou biologique, 
pouvant affecter les associations plantes hôtes / bactéries endo- ou épiphytes , agents de lutte 
biologique (Davet, 1996 ; Strigul et Kravchenko, 2006). 
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dans différents processus associés à la croissance et au développement de la plante 

(accélération de la germination des semences, nodulation chez les légumineuses) (Bai et al., 

2002). Ces bactéries sont également capables de protéger les plantes contre différents agents 

pathogènes.  

Parmi les quelques produits commerciaux homologués beaucoup ont été développés 

initialement pour la protection contre les maladies telluriques et ont une application 

secondaire sous serre. C’est le cas notamment de produits à base de Streptomyces sp., de 

Trichoderma sp., de Gliocladium catenulatum et de Pythium oligandrum (Whipps, 2001 ; 

Nicot, 2002 ; Ravensberg et Elad, 2002). En Europe, une seule souche de microorganismes 

est inscrite à l’annexe 1 de la directive 91/414/CE, il s’agit de Coniothyrium minitans 

commercialisée sous le nom de Contans® pour lutter contre les maladies induites par les 

champignons à sclérotes. Une souche bactérienne du genre Bacillus subtilis (Serenade®) 

vient d’être homologuée provisoirement en France contre B. cinerea chez la vigne 

(http://www.agraquest). D’autres microorganismes bactériens et fongiques sont sur le point de 

recevoir une autorisation de mise sur le marché, telle que Gliocladium catenulatum, 

Trichoderma harzianum et Pseudomonas chlororaphis.  

3.5.2 Mécanismes d’actions des bactéries impliqués dans la lutte biologique 

La lutte biologique au moyen de bactéries non pathogènes s’appuie sur un ou plusieurs 

mécanismes d’actions. Ces bactéries peuvent agir directement sur l’agent pathogène, par 

antibiose, compétition ou parasitisme, ou bien indirectement par stimulation des réactions de 

défense de la plante conduisant à leur tour à la mis en place d’une résistance systémique vis-à-

vis de l’agent pathogène. 

a.  Action directe sur les agents pathogènes 

Antibiose 

La production de substances antibiotiques par les microorganismes est un phénomène 

fréquent. Plusieurs antibiotiques ont été identifiés chez le genre Pseudomonas, tels que le 2,4-

diacetylphloroglucinol (DAPG), le cyanure d’hydrogène, l’oomycine A, la phénazine, la 

pyolutéorine, la pyocyanine, la pyrrolnitrine, la tropolone ou encore des lipopeptides 

cycliques (viscosinamide, tensine, amphisine…) (Keel et al., 1992 ; Mazzola et al., 1992 ; 

Thrane et al., 2000 ; Nielsen et al., 2002; Raaijmakers et al., 2002 ; De Souza et al., 2003 ; 

Nielsen et Sorensen, 2003). Les genres Bacillus, Streptomyces ou des Stenotrophomonas sont 

aussi capables de produire l’oligomycine A, la kanosamine, la zwittermicin A ou la 
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xanthobacine (Milner et al., 1995; 1996 ; Hashidoko et al., 1999 ; Kim et al., 1999 ; 

Nakayama et al., 1999) (Figure 5). Ces composés, de haut poids moléculaire, sont capables à 

faible dose d’interférer avec la sporulation et la croissance mycélienne d’un large spectre de 

champignons (Ligon et al., 2000 ; Raaijmakers et al., 2002). L’antibiotique phenazine-1-

carboxamide produit par Pseudomonas chlororaphis PCL1391 inhibe la croissance de 

Fusarium oxysporum f.sp. radicis, ce qui limite la colonisation des racines de tomates par le 

champignon et diminue son pouvoir infectant (Bolwerk et al., 2003). Ce mode d’action est le 

plus étudié chez les agents de lutte biologique, du fait de la simplicité des expérimentations 

conduisant à la sélection des souches productrices d’antibiotiques et à l’observation in vitro 

de leurs effets sur les organismes. Le rôle suppressif de ces composés a été évalué en utilisant 

des bactéries mutantes dont les gènes responsables de la production d’antibiotiques sont 

surexprimés ou réprimés (Raaijmakers et al., 2002). Fenton et al. (1992) ont introduit un gène 

fonctionnel de la synthèse du DAPG issu de la souche de Pseudomonas fluorescens F113 

chez une P. fluorescens F113G22 initialement déficiente. La souche transformée synthétise 

du DAPG et acquiert la capacité de protéger efficacement la betterave sucrière contre Pythium 

ultimum. L’efficacité des antibiotiques contre un pathogène est dépendante de la plante hôte. 

Ainsi, P. fluorescens, capable de synthétiser le DAPG, la pyolutéorine et le cyanure 

d’hydrogène, protège efficacement le concombre mais partiellement le maïs contre un 

pathogène commun : P. ultimum (Notz et al., 2001)  

 

Compétition 

La compétition pour les éléments nutritifs (sucre, éléments minéraux…) est un mécanisme 

fortement impliqué dans la suppression de nombreux pathogènes. La compétition pour le fer 

par certaines souches de P. fluorescens est la plus documentée. Elle implique la production de 

différents sidérophores, molécules chélatrices du fer et servant de transporteur de l’ion 

ferrique à l’intérieur de la cellule bactérienne (Neilands, 1981 ; Duijff et al., 1993 ; Buysens 

et al., 1996 ; Whipps, 2001) (Figure 6). Les souches bactériennes les plus compétitives sont 

connues par leur capacité à produire des sidérophores ayant une très grande affinité pour le 

fer, telle que la pyoverdine (sidérophore fluorescent). Il existe aussi d’autres sidérophores 

non-fluorescents comme la pyochéline et la pseudomonine possédant une plus faible affinité 

pour le fer par rapport à la pyoverdine. La compétition pour le fer est démontrée par délétion 

de gènes spécifiques : l’activité protectrice contre B. cinerea d’une souche mutante de  
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Figure 5 : Composés antibiotiques produits par Pseudomonas sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Quelques exemples de sidérophores bactériens 

Pyoverdine 
(Cornelis et Matthijs, 2002) 

Chrysobactine 
(Persmark et al., 1992) 

Pseudobactine 
(Okonya et al., 1996) 

Pyochéline 
(Cornelis et Matthijs, 2002) 

Viscosinamide (lipopeptide cyclique) 
(Nielsen et al., 1999) 

2,4-diacetylphloroglucnol (DAPG) 
(Dwivedi et Johri, 2003) 

Phénazine 
(Dwivedi et Johri, 2003) 

Pyrolnitrine 
(Dwivedi et Johri, 2003) 

Pyolutérine 
(Dwivedi et Johri, 2003) 

Pyocyanine 
(Parsons et al., 2007) 
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P. putida (WCS358), incapable de produire des sidérophores, est fortement diminuée chez la 

tomate (Meziane et al., 2005). L’efficacité d’une lutte biologique via le phénomène de 

compétition pour le fer semble être surtout importante dans des conditions limitantes en fer. 

 

Parasitisme 

Certains microorganismes, agents de la lutte biologique, sont capables de produire des 

enzymes hydrolytiques (chitinases, β-1,3-glucanases ou cellulases) pouvant dégrader les 

constituants pariétaux des cellules fongiques. L’altération de ces parois conduit à la lyse des 

cellules et inhibe ainsi le développement du champignon (Davet., 1996 ; Whipps, 2001). Ce 

mécanisme est fréquemment rencontré chez les champignons, tels que Gliocladium sp. et 

Trichoderma sp. (Carsolio et al., 1999 ; Georgakopoulos et al., 2002 ; Punja et Utkhede, 

2003). Certaines études ont montré une corrélation entre la production d’enzymes 

chitinolytiques par des bactéries du genre Bacillus sp., Lysobacter sp., Paenobacillus sp., 

Pantoea sp., Pseudomonas sp., Streptomyces sp. et la capacité de ces souches à inhiber la 

croissance de champignons de sol, tels que Fusarium oxysporum, Fusarium solani et 

Rhizoctonia solani, Pythium ultimum et Bipolaris sorokiniana (Lim et al., 1991; Chernin et 

al., 1995 ; Pleban et al., 1997 ; Singh et al., 1999 ; Palumbo et al., 2005). 

 

Atténuation de la virulence des pathogènes 

Ce mécanisme correspond à une détoxication et/ou une inhibition de la synthèse des 

facteurs de virulence des pathogènes. Certaines bactéries, appartenant aux genres 

Pseudomonas sp., Streptomyces sp. ou Ralstonia sp., sont capables de dégrader diverses 

toxines fongiques (acide fusarique, anthroquinone, thaxtomine A), qui sont d’importants 

déterminants de la pathogénicité des champignons (Doumbou et al., 1998 ; Thangavelu et al., 

2001 ; Malathi et al., 2002). D’autres bactéries altèrent le métabolisme du pathogène via une 

dégradation des facteurs de régulation impliqués dans le quorum-sensing du pathogène et qui 

sont reconnus pour activer les facteurs de virulence (Dong et al., 2000 ; Molina et al., 2003 ; 

Morello et al., 2004 ; Uroz et al., 2003). 

 

b. Induction de la résistance de la plante hôte  

Diverses rhizobactéries, regroupées sous le terme de PGPR, ont une capacité à 

promouvoir la croissance de leur partenaire végétal par des effets sur la nutrition, 

l’architecture racinaire ou la santé de la plante (Schippers et al., 1987 ; Glick, 1995). L’un des 
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effets remarquables de la colonisation de la rhizosphère par les PGPR est l’induction des 

mécanismes de la résistance que l’on nomme ISR (Induced Systemic Resistance) 

(Hammerschmidt et al., 2001), par opposition à la SAR (Systemic Acquired Resistance) 

induite par les pathogènes (Ryals et al., 1996). Plusieurs rhizobactéries du genre 

Pseudomonas ont la capacité d’induire une résistance systémique chez la plante, ce qui 

engendre une protection contre un grand nombre d’agents pathogènes fongiques et bactériens 

(Van Loon et al., 1998 ; Ramamoorthy et al., 2001). Cette ISR a été démontrée chez de 

nombreuses plantes en séparant sur le plan spatial l’agent de la lutte biologique par rapport au 

site d’infection du pathogène (Hoffland et al., 1995). Cette résistance s’avère dépendante du 

génotype végétal, de l’agent pathogène, mais aussi de la rhizobactérie. Ainsi la souche 

P. fluorescens WCS374r induit une ISR chez le radis mais pas chez Arabidopsis contre 

Fusarium oxysporum. A l’inverse, P. putida WCS358r induit une ISR chez Arabidopsis 

contre le même champignon mais pas chez le radis (Leeman et al., 1995 ; Van Wees et al., 

1997). Quant à P. fluorescens WCS417r, elle induit une ISR chez les deux espèces végétales 

contre Fusarium oxysporum (Van Wees et al., 1997). D’autres souches de type 

Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida et Bacillus pumilus ont montré une capacité à 

induire une ISR chez de nombreuses plantes (canne à sucre, chêne, coton, pois, riz, tomate…) 

contre divers pathogènes, tels que Colletotrichum falcatum, Ceratocystis fagacearum, 

Fusarium oxysporum, Pythium ultimum et Rhizoctonia solani (Brooks et al., 1994 ; Chen et 

al., 1995 ; Benhamou et al., 1996a ; Benhamou et al., 1996b ; M’Piga et al., 1997 ; 

Ramamoorthy et al., 2001). 

Il est bien établi que l’ISR fait appel à l’expression des mécanismes de défense des 

plantes. Ces mécanismes seraient induits par les rhizobactéries elles-mêmes ou par des 

molécules dérivées de ces bactéries. L’utilisation de divers mutants d’Arabidopsis, a permis 

de montrer que certaines bactéries du genre P. fluorescens, sont capables de réduire les 

symptômes des maladies, via des mécanismes dépendant à la fois des voies du JA et de 

l’éthylène, mais indépendant de la voie de SA et de l’expression des protéines PR (Van Loon 

et al., 1998 ; Knoester et al., 1999 ; Pieterse et al., 2002) (Figure 7). Des résultats similaires 

ont également été obtenus avec d’autres bactéries du genre Bacillus chez la tomate (Yan et al., 

2002). Néanmoins, d’autres travaux montrent que l’ISR pourrait être parfois dépendante de la 

voie de SA (De Meyer et Höfte, 1997 ; De Meyer et al., 1999), indépendante des trois 

molécules signales (Ryu et al., 2003) ou encore indépendante des voies du SA, du JA, du 

gène NPR1 (Non-expresser of PR genes) tout en restant dépendante de l’éthylène (Ryu et al.  
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Figure 7. : Voies de transduction des signaux intervenant dans les phénomènes d’ISR et de la SAR 
chez Arabidopsis thaliana (d’après Van Loon et al., 2006). npr1 : « Non-expresser of PR-1 gene », 
NahG : « NAphthalene Hydroxylase G » (gène bactérien codant pour une salicylate hydroxylase), 
jar1 : « JAsmonate Response 1 », coi1 : « COronative-Insensitive 1 » , etr1 : « EThylene Receptor 1 », 
ein2 : « Ethylene INsensitive 2 ». 
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2004). Dans les situations où les plantes ne sont pas en état d’« ISR » ou de « SAR », leur état 

de résistance basale contre des pathogènes spécifiques serait régulée par l’action concertée 

des trois molécules signales (Pieterse et al., 2002). De plus, la protéine NPR1 régule les 

réponses de défense par des voies de signalisation différentes. 

La question du coût physiologique pour la plante à mobiliser une partie de son 

métabolisme nécessaire à l’induction des réactions de défense a également été soulevée (Heil, 

2002). Le phénomène de potentialisation permet, en l’absence d’une stimulation des défenses 

de la plante, de la sensibiliser à déclencher plus rapidement ses réactions de défense suite à 

l’attaque par un pathogène. Ainsi, les coûts énergétiques du mécanisme de potentialisation 

seraient très faibles par rapport à ceux nécessaires à l’induction directe des réactions de 

défense (Van Hulten et al., 2006). Le mécanisme de potentialisation permettant d’amplifier 

les réactions de défense suite à une infection secondaire serait donc d’un grand intérêt pour 

réduire les dépenses énergétiques de la plante (Pieterse et al., 2002 ; Conrath et al., 2006). Ce 

processus relèverait de l’implication de JA et de l’éthylène dans la sensibilisation et 

l’amplification de certaines réactions typiques de défense et donc de la mise en place de l’ISR 

(Knoester et al., 1999 ; Ton et al., 2001 ; Pieterse et al., 2001). Parmi ces réactions, on note 

l’accumulation de composés phénoliques (Van Peer et al., 1991 ; Benhamou et al., 1996b ; 

Silva et al., 2004 ) et l’activation de protéines PR (chitinase, β-1,3-glucanase et péroxydase) 

(Maurhöfer et al., 1994 ; Nandakumar et al., 2001 ; Silva et al., 2004) ainsi que l’activation 

de la voie des octadécanoïdes (Silva et al., 2004 ; Shoresh et al., 2005) chez différentes 

plantes.  

De plus, des rhizobactéries seules sont capables d’induire directement différentes 

réactions de défense, à savoir l’augmentation des niveaux de transcrits de certains gènes 

codant des protéines PR chez A. thaliana (Timmusk et Wagner, 1999 ; Cartieaux et al., 2003) 

et l’accumulation de protéines PR (chitinase, ß-1,3-glucanase, péroxydase) chez la betterave 

et le haricot (Zdor et Anderson, 1992 ; Bargabus et al., 2002).  

 

c.  Déterminants potentiels de l’ISR déclenchée par les bactéries 

Certaines rhizobactéries de la famille des pseudomonacées sont capables de synthétiser de 

nombreuses molécules de différentes natures impliquées dans l’induction ou la 

potentialisation des réactions de défense de la plante, conduisant à leur tour à la mise en place 

d’une ISR. L’utilisation de mutants bactériens déficients en différents composés a fait preuve 

de nombreuses démonstrations quant à la signification physiologique des constituants 

bactériens associées à l’ISR. Parmi les composés bactériens stimulateurs des réactions de 
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défense et / ou inducteurs de l’ISR, on note la production de sidérophores, d’antibiotiques, de 

lipopolysaccharides, d’EPS, de flagelline…  

 

Sidérophores 

L’induction de l’ISR est associée à la production de sidérophores et est dépendante du 

pathosystème (Duijff et al., 1993 ; Leeman et al., 1996 ; Bakker et al., 2003). Les travaux 

réalisés par Höfte et ses collaborateurs sur Pseudomonas aeruginosa 7NSK2 et ses mutants 

ont permis de mettre en évidence dans des conditions limitantes en fer, la production de trois 

sidérophores (la pyoverdine, la pyochéline et le SA), en relation avec l’induction de l’ISR 

chez le haricot et la tomate contre B. cinerea (De Meyer et Höfte, 1997 ; Audenaert et al., 

2002 ; Meziane et al., 2005). L’utilisation de ces mutants montrent que le SA (en tant que 

précurseur de la biosynthèse de pyochéline chez les Pseudomonas) serait un déterminant 

important dans l’induction de l’ISR contre B. cinerea, puisque seuls les mutants incapables de 

synthétiser le SA ne protègent pas la plante contre le champignon (De Meyer et Höfte, 1997). 

Des études similaires ont été conduites chez d’autres plantes, telle qu’A. thaliana et ont 

permis de souligner l’importance des sidérophores dans la mise en place de l’ISR, soit par des 

approches de mutations, soit via des applications exogènes de sidérophores (Meziane et al., 

2005). Cette résistance sidérophore-induite est associée à l’expression de réactions typiques 

de défense, telles que l’induction de gènes de défense ou l’accumulation de protéines PR 

(Maurhöfer et al., 1994 ; Dellagi et al., 2005). 

 

Antibiotiques 

Une souche productrice d’antibiotiques, P. fluorescens CHA0 s’est avérée capable 

d’induire une résistance systémique envers Peronospora parasitica chez A. thaliana (Iavicoli 

et al., 2003). La production du DAPG par P. fluorescens CHA0 semble être impliquée dans 

l’induction de cette résistance systémique. En effet, lors de la confrontation entre 

P. parasitica et A. thaliana colonisé par différents mutants de CHA0 (déficient en HCN, 

DAPG, pyolutéorine, exoprotéase de sidérophores), seules les mutants déficients en DAPG 

menaient à une baisse significative de l’ISR. Ces résultats ont été confirmés par des approches 

de complémentation chez les mutants déficients en DAPG. Ces travaux ont également montré 

que l’application de DAPG (10 à 100 µmol) au niveau des racines d’Arabidopsis mime l’effet 

de l’ISR (Iavicoli et al., 2003). Récemment, l’application de souches de B. subtilis mutantes 

surexprimant un ou deux antibiotiques, la fengycine et la surfactine, conduit à l’expression 

d’une ISR chez la tomate et le haricot contre B. cinerea (Ongena et al., 2007). L’action 
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concertée d’antibiotique et de sidérophore dans l’induction de l’ISR a également été rapportée 

chez la tomate à l’égard de B. cinerea (Audenaert et al., 2002). 

 

Lipopolysaccharides (LPS) 

Les LPS sont des composants majeurs de la paroi cellulaire (1x105 molécules de LPS par 

µm2) des bactéries gram négatives (Dow et al., 2000). L’implication de la fraction 

saccharidique et ou lipidique a fait preuve de nombreuses investigations (Graham et al., 

1977 ; Braun et al., 2005). En effet, des souches de P. fluorescens mutantes incapables de 

synthétiser la fraction saccharidique du LPS, conduisent à une ISR chez Arabidopsis (Leeman 

et al., 1995). Cette résistance ne s’exprime cependant pas chez le raifort (Leeman, et al., 

1995) probablement due à l’incapacité des populations mutantes à coloniser les tissus 

racinaires de la plante, comme il a été démontré chez la tomate (Duijff et al., 1997). Par 

ailleurs, l’intégrité de la structure amphiphile du LPS serait nécessaire à l’induction de 

réponses de défense. Des travaux antérieurs (Graham et al., 1977) avaient postulé 

l’implication du complexe core-lipide A dans l’activité élicitrice du LPS. Les LPS induisent 

l’activation d’évènements précoces, l’accumulation de protéines PR et le dépôt de callose 

(Dow et al., 2000 ; Coventry et Dubery, 2001 ; Meyer et al., 2001 ; Gerber et al., 2004a ; 

Gerber et Dubery, 2004b). D’autres travaux ont aussi montré que les LPS seraient impliqués 

dans la potentialisation de différentes réactions de défense conduisant à l’expression de l’ISR 

chez de nombreuses plantes (Newman et al., 2002). Les LPS issus de bactéries non 

phytopathogènes (Pseudomonas putida, Rhizobium etli) sont capables d’induire une résistance 

des feuilles de tomate et de haricot à B. cinerea, des feuilles d’A. thaliana à la bactérie 

Pseudomonas syringae pv. tomato (Meziane et al., 2005) et de la pomme de terre au 

nématode Globodera pallida (Reitz et al., 2000). 

 

Flagelline 

La flagelline est l’un des constituants du flagelle qui assure la mobilité des bactéries, le 

plus souvent étudié chez les bactéries phytopathogènes (Preston, 2004). Néanmoins certains 

auteurs ont mis en évidence l’implication de flagelline de bactéries non-pathogènes dans 

l’induction de l’ISR (Meziane et al., 2005). Cette flagelline est reconnue par Arabidopsis via 

son motif peptidique contenant 11 à 15 acides aminés retrouvés sur la partie N-Terminal 

(Taguchi et al., 2003), conduisant à l’expression de différentes réactions de défense (Felix et 

al. 1999 ; Gόmez-Gόmez et al., 1999 ; Blume et al., 2000 ; Nühse et al., 2000 ; Tanaka et al. 

2003 ; Kunze et al., 2004). Chez A. thaliana, l’application de flagelline issue de Pseudomonas 
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putida réduirait le développement de P. syringae pv. tomato, alors que chez la tomate ou le 

concombre, cette molécule n’affecte pas la croissance de B. cinerea (Meziane et al., 2005).  

 

Exopolysaccharides (EPS) 

Les EPS font partie des constituants des parois bactériennes, composés de diverses unités 

saccharidiques (glucose ou fructose), de pyruvate et de succinate (Amellal et al., 1998). Des 

études récentes ont attribué aux exopolysaccharides issus de Pantoea agglomerans une 

principale fonction dans la potentialisation de réactions de défense (en particulier du burst 

oxydatif) chez le blé et chez le riz (Ortmann et al., 2006). En outre, les EPS de 

P. agglomerans sont aussi capables de stimuler directement ce type de réaction chez les 

cellules de tabac et du persil (Ortmann et al., 2006). Ces résultats suggèrent l’existence de 

différents modes de reconnaissance ou d’action des EPS chez les monocotylédones ou chez 

les dicotylédones (Ortmann et al., 2006).  

 

Composés organiques volatiles 

De nombreux composés volatiles, synthétisés par des bactéries non pathogènes, seraient 

aussi impliqués dans l’induction de l’ISR chez différentes plantes (Ping et Boland, 2004). 

L’importance de l’ISR serait liée à la nature de ces composés. Certains composés volatiles (le 

butane-2,3-diol et l’acétoine) produits par Bacillus subtilis GB03 et par 

Bacillus amyloliquefaciens IN937a sont capables d’induire un état d’ISR chez A. thaliana 

contre Erwinia carotovora subsp. carotovora (Ryu et al., 2004).  

4 Lutte biologique chez la vigne 

La majorité des travaux sur la lutte biologique chez la vigne font références le plus 

souvent à l’utilisation de champignons du genre Candida, Cladosporium, Trichoderma, 

Ulocladium contre les maladies cryptogamiques (Munkvold et Marois, 1993 ; Zahavi et al., 

2000 ; Rey et al., 2001 ; Elmer et Reglinski, 2006).  

L’utilisation des bactéries reste limitée à quelques exemples d’études dans des conditions 

de laboratoire. Il a été rapporté que l’application d’une souche Serratia liquefaciens sur des 

disques foliaires de vigne réduirait fortement la sporulation de B. cinerea au travers de la 

synthèse de composés à activité antifongique (Whiteman et Stewart, 1998). Les travaux 

réalisés sur une bactérie du genre Burkholderia phytofirmans PsJN, isolée des racines 

d’oignon ont montré que la bactérie induit une croissance du vitroplant de vigne accompagnée 

d’une résistance contre B. cinerea (Ait Barka et al., 2002). Cette souche est capable d’entrer à 
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l’intérieur des racines de la vigne et de se propager de façon systémique tout en induisant 

certains mécanismes de défense de la plante (Compant et al., 2005). Une autre souche, du 

genre Bacillus a montré une certaine efficacité de lutte contre B. cinerea chez des vitroplants 

de vigne, en provoquant l’accumulation de resvératrol dans les feuilles (Paul et al., 1998). 

Certains de ces effets ont été assimilés à la production d’antibiotiques par cette bactérie 

(Rabosto et al., 2006), ce qui a permis de protéger les grappes de vigne contre les attaques de 

B. cinerea. Il a été également rapporté que l’application de Bacillus subtilis sur des plaies de 

tailles de vigne s’est montrée efficace pour contrôler le développement d’Eutypa lata 

(Ferreira 1990).  

Il n’existe que peu d’applications actuelles de la lutte biologique sur vigne en France, 

puisque la première homologation (provisoire et sous réserve de compléments de résultats 

d’efficacité) a récemment été accordée à une bactérie antagoniste, B. subtilis souche QST713, 

sous le nom de Serenade® pour la protection des grappes contre la pourriture grise 

(http://www.agra-quest.com)  

 

Des travaux récents ont permis d’isoler différentes souches de bactéries appartenant 

principalement à quatre genres (Acinetobacter, Bacillus, Pantoea et Pseudomonas) à partir de 

la rhizosphère et des tissus sains de la vigne (Trotel-Aziz et al., 2007). Ces souches sont 

capables de protéger les feuilles de vitroplants de vigne contre B. cinerea en induisant 

diverses réactions de défense (Trotel-Aziz et al., 2007). Certaines de ces souches exercent 

aussi un effet direct sur le développement du pathogène. L’utilisation de bactéries locales en 

lutte biologique serait au moins un complément très prometteur pour consolider l’essor de la 

lutte intégrée au vignoble. 

 



Matériel et Méthodes 
 

42 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MATERIEL 

 
ET 

 

METHODES 
 
 
 
 



Matériel et Méthodes 
 

43 
 

 

 

MATERIEL ET METHODES 

 

1 Matériel biologique  

1.1 Bactéries 

Des travaux antérieurs ont permis de caractériser 7 souches bactériennes issues du 

vignoble champenois comme agents de lutte biologique potentiel contre B. cinerea (Trotel-

Aziz et al., 2007). Ces souches sont isolées du sol et des différentes parties de la vigne et sont 

identifiées comme Acinetobacter lwoffii PTA-113 et PTA-152 (issues des racines), Bacillus 

subtilis PTA-271 (issue du sol rhizosphérique), Pantoea agglomerans PTA-AF1 et PTA-AF2 

(issues des feuilles), Pseudomonas fluorescens PTA-268 (issue du sol rhizosphérique) et 

PTA-CT2 (issue des sarments). 

1.1.1 Description des bactéries sélectionnées 

a.  Acinetobacter lwoffii 

Les Acinetobacter sont actuellement inclus dans la famille des Moraxellaceae. Ce sont des 

bactéries ubiquistes qui ont pour principal habitat le sol, les eaux et les végétaux. Elles sont 

immobiles, non-sporulées, Gram négative, oxydase négative, catalase positive, aérobies 

strictes et sont capables d’utiliser un grand nombre de sources carbonées et notamment le 

lactate, l’acétate ou le pyruvate. Jusqu’à présent ce genre bactérien à rarement été utilisé en 

lutte biologique (Roberts et al., 2005).  

 

b.  Bacillus subtilis 

Les bactéries appartenant au genre Bacillus sont ubiquistes de l’environnement et 

particulièrement du sol où elles seraient impliquées dans les cycles biochimiques du carbone 

et de l’azote. Ce sont de bons candidats pour la lutte biologique, car elles produisent des 

endospores tolérantes à un grand nombre de contraintes extérieures (chaleur, dessiccation). 

Les Bacillus sont également connues comme des bactéries produisant un large spectre de 

molécules antibiotiques (fongistatine, fongocine, bacilline…), impliquées dans le contrôle de 

maladies fongiques (Pleban et al., 1995 ; Nair et al., 2002 ; Touré et al., 2004). Ces souches 
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bactériennes sont plutôt mobiles, généralement Gram positive (en culture jeune), catalase 

positive, aérobies strictes ou anaérobies facultatives.  

 

c.  Pantoea agglomerans 

Le genre Pantoea, découvert par Gavini et al. (1989) et anciennement appelé Erwinia 

herbicola, correspond au quatrième cluster résultant de la division des Entérobactéries en 

1998. Ce sont des bactéries ubiquistes retrouvées à la surface des plantes, au sein des 

semences, dans les sols, dans l’eau ou dans l’urine et le sang des mammifères. Les souches 

bactériennes sont mobiles, Gram négative, catalase positive, oxydase négative, anaérobies 

facultatives et sont capables d’utiliser un grand nombre de sources carbonées. Ces bactéries 

représentent une part importante des souches qui composent la microflore de la rhizosphère 

du blé (Kleeberger et al. 1983), de plus elles sont fréquemment retrouvées sur les lésions des 

tissus foliaires mais rarement considérées comme pathogènes. Certaines de ces souches 

seraient également impliquées dans la lutte contre des champignons pathogènes (Bryk et al., 

1998 ; Nunes et al., 2001). 

 

d.  Pseudomonas fluorescens 

Le genre Pseudomonas est découvert en 1894 par Migula et appartient à la famille des 

Pseudomonaceae. Ce sont des bactéries ubiquistes particulièrement abondantes dans les sols, 

les eaux, et souvent pathogènes des animaux et des végétaux. Dans le sol, les Pseudomonas 

représentent une grande fraction de la communauté microbienne, elles sont retrouvées sous 

tous les horizons, particulièrement les systèmes racinaires des plantes. Les différentes espèces 

qui colonisent la rhizosphère possèdent plusieurs caractéristiques intrinsèques qui les rendent 

particulièrement intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte biologique. Ainsi 

leur capacité à coloniser les racines et à y maintenir une forte densité de population est 

remarquable (Haas et Keel, 2003). Cette grande rhizocompétence vient sans doute de leur 

taux de croissance plus élevé que celui de la plupart des autres bactéries et de leur capacité à 

utiliser une gamme de substrats très large, souvent issus des exsudats racinaires, comme 

source d’azote ou de carbone (Chin-A-Woeng et al., 2000). De plus, ces bactéries produisent 

de nombreux métabolites ayant une action antibiotique en particulier vis-à-vis des 

champignons. Les Pseudomonas sont également compatibles avec un grand nombre de 

pesticides (Zablotowicz et al., 1992) et d’agents de lutte biologique (Lemanceau et 

Alabouvette, 1991 ; Ji et al., 2006). Enfin, elles peuvent facilement être manipulées 
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génétiquement. Ces souches sont généralement mobiles, Gram négative, catalase positive, 

aérobies strictes. 

1.1.2 Culture et utilisation des bactéries  

Les bactéries sélectionnées sont mises en culture sur milieu liquide non sélectif de Luria-

Bertani contenant du tryptone 1% (p/v), de l’extrait de levure 1% (p/v) et du NaCl 0,5% (p/v).  

Les cultures sont mises en agitation continue (110 rpm), à 25°C pendant 24 heures. Leur 

concentration est évaluée au spectrophotomètre à 450 nm et à 650 nm. Pour chaque bactérie, 

la concentration correspondant à 1 unité d’absorbance est déterminée à 450 et 650 nm 

(Tableau I). Les solutions bactériennes sont ensuite diluées pour obtenir les concentrations 

désirées pour les expérimentations au laboratoire et au terrain (1x104 à 1x108 UFC ml-1). Les 

mélanges bactériens sont réalisés extemporanément à leur utilisation au vignoble. 

1.2 Botrytis cinerea 

Botrytis cinerea est une forme imparfaite de l’agent responsable de la pourriture grise 

(forme parfaite : Botryotinia fuckeliana de Bary Wetzhel). Il appartient au phylum des 

Ascomycètes, à la sous-classe des Discomycètes inoperculés, à l’ordre des Léotiales et à la 

famille des Sclerotiniacées. Nécrotrophe, ce champignon peut survivre sous forme 

saprophytique sur toutes sortes de débris organiques (anfractuosités de l’écorce, plantes 

herbacées, débris de tailles…). Une seconde forme de conservation hivernale peut être 

observée. Il s’agit des sclérotes, qui sont des amas de mycélium mélanisé. 

Les contaminations des tissus végétaux par B. cinerea observées au vignoble sont causées 

principalement par les spores asexués (conidies), c’est donc cette forme d’inoculum qui a été 

choisie pour réaliser les études menées en conditions contrôlées impliquant une inoculation du 

champignon. 

La souche de B. cinerea utilisée est l’isolat 630 et est maintenue en culture pure en 

erlenmeyer sur une gélose stérile tomate-agar (milieu V8) composée de jus de tomate 

commercial (250 ml l-1) et d’agar (25 g l-1). Pour obtenir une solution conidienne, les spores 

d’une culture de B. cinerea âgée d’environ 4-6 semaines ont été mises en suspension en 

présence d’eau déminéralisée stérile (10 ml). Un barreau magnétique stérile est déposé sur la 

gélose et mise en agitation pendant 5 minutes afin de détacher les spores asexuées des 

conidiophores. Puis l’eau enrichie en spores est reprise et les débris de mycélium sont  
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Tableau I : Equivalent concentration bactérienne par unité d’absorbance  * 
UFC : Unité Formant Colonie 

 
Concentration bactérienne 

(UFC ml-1) 

 A450 = 1 A650 = 1 

A. lwoffii  PTA-113 2,423. 108 4,172.108 

A. lwoffii  PTA-152 5,022. 108 8,688. 108 

B. subtilis PTA-271 1,890. 109 2,915. 109 

P. agglomerans PTA-AF1 1,930. 1010 3,087. 1010 

P. agglomerans PTA-AF2 2,650. 1010 4,766. 1010 

P. fluorescens PTA-268 2,055. 1010 3,470. 1010 

P. fluorescens PTA-CT2 5,960. 107 1,021. 108 
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éliminés par filtration de la suspension au travers d’un filtre de verre. Enfin la concentration 

conidienne est déterminée au moyen d’une cellule de Thoma, puis la suspension est ajustée à 

une concentration de 1x105 spores ml-1. 

1.3 Matériel végétal 

La vigne est une plante ligneuse grimpante à souche pérenne, Angiosperme, dicotylédone 

qui appartient au phylum des Terebinthales-Rubiales, à l’ordre des Rhamnales, à la famille 

des Vitacées et au genre des Vitis (Tournefort, 1700). D’après Planchon, ce genre se divise en 

deux sections, les Muscanidia et les Euvitis, dénommées aujourd’hui les Vitis. Ces dernières 

se divisent en 108 espèces, dont 28 espèces fossiles, 20 espèces d’identification douteuse et 

60 réparties en espèces dites américaines, asiatiques ou euro-asiatiques. Les vignes 

actuellement cultivées en France, d’espèces euro-asiatiques Vitis vinifera (Linné, 1753), se 

déclinent en de nombreuses variétés (cépages), approximativement 5000, dont il n’existe pas 

actuellement de clé de détermination universelle. Le vignoble de Champagne Ardenne couvre 

environ 30 000 hectares (source CIVC, site internet : http : //www.champagne.fr) et est 

constitué majoritairement de trois cépages, deux cépages à raisins rouges, le Pinot Noir et le 

Pinot Meunier, et un cépage à raisins blancs, le Chardonnay. Ce dernier cépage, utilisé dans 

notre étude, est connu pour être moyennement sensible au mildiou (P. viticola), plus sensible 

à l’oïdium (E. necator) et très sensible à la pourriture grise (B. cinerea). L’ensemble des 

cépages se multiplient aisément par voie végétative : bouturage, marcottage ou greffage, ils 

ont également la capacité d’émettre facilement des racines et de supporter des doses élevées 

en calcaire dans les sols. 

1.3.1 Conditions de culture et obtention de vitroplants 

Les vitroplants sont multipliés par microbouturage sur un milieu gélosé de Martin Martin 

(Martin et al., 1987) dépourvu d’hormones, dont la composition est présentée dans le tableau 

II. Les vitroplants sont maintenus en enceinte phytotronique dans des conditions contrôlées à 

25°C, 80% d’humidité relative et une intensité lumineuse de 60 µmol m-2 s-1 pendant 16 

heures.  

1.3.2 Dispositifs expérimentaux au vignoble 

Les effets des bactéries sur B. cinerea ont été étudiés dans deux parcelles, une située à  
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Tableau II  : Milieu de culture Martin Martin (MM) (Martin et al., 1987) 

 
Composés Concentration   

Macroéléments 100 ml l-1 
Microélements 1 ml l-1 

Vitamines 1 ml l-1 
Fe-EDTA 
Glutamine 
Glycine 

Myo-Inositol 
Saccharose 

Agar 

37,32 mg l-1  
200 mg l-1 
100 mg l-1 
100 mg l-1 

30 g l-1 
7 g l-1 

  
  

Macroéléments 
NH4NO3 
KNO3 

CaCl2, 2H2O 
MgSO4, 7H2O 

KH2PO4 

4 g l-1 
10 g l-1 
4,4 g l-1 
2 g l-1 

1,7 g l-1 
 

Microélements 
KI 

H3BO3 
MnSO4, H2O 
ZnSO4, 7H2O 
CuSO4, 5H2O 
CoCl2, 6H2O 

Na2MoO4, 2H2O 

0,83 g l-1 
6,2 g l-1 
22,3 g l-1 
8,6 g l-1 

0,025 g l-1 
0,025 g l-1 
0,25 g l-1 

 
Vitamines 

Acide nicotinique 
Pyridoxine, HCl 
Thiamine, HCl 

0,5 g l-1 
0,5 g l-1 
0,1 g l-1 
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Cernay-les-Reims (CR) sur le lieu dit de « Noues Crats » et l’autre à Nogent l’Abbesse (NL) 

sur le lieu dit « Les Rouas ». Toutes les deux sont constituées du cépage Chardonnay (clone 

78) avec un porte greffe 41B. Les vignes sont âgées de 10 ans (en 2003) et sont conduites en 

mode « chablis » avec une densité de 1,05 x 1,20 souches ha-1. 

 

 

Le tableau III présente les caractéristiques des sols des deux parcelles expérimentales. 

Cette description se focalise essentiellement sur les fractions texturales de la partie minérale 

des sols déterminées par l’analyse granulométrique, le pourcentage de matière organique, la 

présence des carbonates, le pH des sols…  

 
Tableau III  : Description des caractéristiques des sols viticoles de Cernay-les-Reims et de Nogent 
l’Abbesse. 
 
 Cernay-les-Reims  Nogent l’Abbesse 

Couverture du sol Nue Enherbée 
 Granulométrie (%)°  
Argiles < 2 µm 32,0 28,9 
Limons fins 2-63 µm 17,2 30,6 
Limons grossier 63-212 µm 11,0 8,4 
Sables fins 212-600 µm 18,8 11,1 
Sables grossiers > 600 µm 21,0 21,0 

Azote total (%) 0,12 0,19 
Matière organique (%) 2,8 4,2 

Calcaire total (%) 30,4 64,8 
CEC (meq 100g-1) 14,1 10,3 

K2O (mg l-1) 287 342 
Rapport C/N 13,2 12,9 

Conductivité (mS cm-1) a 2,69 2,53 
pH eau 8,35 8,26 

pH CaCl2 
a 7,85 8,05 

CEC : Capacité d'Echange Cationique 
a Mesuré dans une solution de CaCl2 à 0,01 M. 

 

 
Les molécules phytosanitaires, originellement utilisées sur les parcelles expérimentales CR 

et NL pour lutter contre divers pathogènes ou adventices, ont été testées à différentes 

concentrations en présence des bactéries issues du vignoble Champenois. Ces tests visent à 

caractériser l’innocuité de ces produits de synthèse vis-à-vis des bactéries appliquées au 

vignoble. Les résultats ont montrés une innocuité d’un grand nombre des produits formulés 

sur les bactéries dans les gammes de concentrations appliquées sur les parcelles viticoles. 

Néanmoins, certains de ces produits s’avèrent bactéricides (tels que Valiant, Mikal et Amino) 
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et ont été retirés du programme de traitement phytosanitaire réalisé sur les deux parcelles dès 

la saison 2003. Durant les campagnes 2002 à 2005, différents produits chimiques ont été 

appliquées pour lutter contre l’oïdium et le mildiou (Annexe 1).  

1.3.3 Traitements 

a.  Vitroplants de vigne 

L’expérience consiste à exciser des feuilles de vitroplants d’environ 8 à 10 semaines et à 

les incuber dans un milieu tamponné (MES : 9,76 g l-1 additionné de CaCl2 : 73,5 mg l-1 et de 

K2SO4 : 87,1 mg l-1, pH 5,9) contenant les bactéries à différentes concentrations cellulaires 

(pétiole trempant dans le milieu d’incubation : Figure 1). 

 

 

 

 

 
 
 

 
Figure 1 : Incubation des feuilles de vitroplants en présence des bactéries 

   
 
 
 
b. Application des bactéries 

 
Dans la parcelle CR, les bactéries ont été appliquées selon trois modalités : (i) par 

infiltration à l’aide d’une seringue au niveau des jeunes bourgeons à raison de 10 ml par cep 

de vigne, (ii) par pulvérisation sur le feuillage (face supérieure et inférieure des feuilles) à 

raison de 100 ml par cep et (iii) par dépôt au sol de chaque pied de vigne à raison de 200 ml 

par cep. Les bactéries ont été appliquées en 2002, en 2003 et en 2004. Les traitements à l’aide 

des bactéries n’ont pas été renouvelés en 2005. 

 
7 souches bactériennes ont été appliquées en souches individuelles ou en mélanges 

(Tableau V), selon le schéma présenté en figure 2.  
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Figure 2 : Schéma du plan des traitements réalisés au vignoble dans les parcelles de Cernay-les -
Reims (CR) et Nogent l’Abbesse (NL) en 2003 et en 2004. 
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Tableau V : Bactéries appliquées en culture pure ou en mélanges dans la parcelle CR suivant trois 
modalités différentes : infiltration dans les bourgeons, pulvérisation foliaire et au sol.  

 

 

 

Dans la parcelle NL, les bactéries individuelles ou en mélanges ont été appliquées par 

dépôt au sol de chaque pied de vigne à raison de 150 ml par cep (Figure 2) en 2002, en 2003 

et en 2004 (Tableau VI). En 2005, les traitements n’ont pas été renouvelés avec les bactéries. 

 
Tableau VI : Bactéries appliquées au sol en culture pure ou en mélanges dans la parcelle NL.  
 

 

2 Méthodes d’analyse  

2.1 Evaluation de l’effet des bactéries sur la protection de la vigne 
contre B. cinerea  

2.1.1  Au laboratoire  

Des feuilles de vitroplants de vigne, préalablement soumises à différents traitements 

bactériens, sont délicatement essuyées avec un mouchoir en coton et placées, face adaxiale au 

Mélanges  
Bactéries individuelles 

PTA-113+PTA-152 = AL 

A. lwoffii PTA-113 PTA-152+PTA-AF1 (152+AF1) 

A. lwoffii PTA-152 PTA-268+PTA-CT2 = PF 

B. subtilis PTA-271 PTA-152+PTA-AF1 = 152+AF1 

P. agglomerans PTA-AF1 PTA-152+PTA-CT2 = 152+CT2 

P. agglomerans PTA-AF2 PTA-AF1+PTA-CT2 = AF1+CT2 

P. fluorescens PTA-268 PTA-152+PTA-AF1+PTA-CT2 = 152+AF1+CT2 

P. fluorescens PTA-CT2 PTA-152+PTA-271+PTA-AF1+PTA-CT2 = 152+271+AF1+CT2 

 MIX 7 = 271 + AL + PA+ PF 

Cultures pures 
A. lwoffii PTA-113 
A. lwoffii PTA-152 
B. subtilis PTA-271 

P. agglomerans PTA-AF1 
P. agglomerans PTA-AF2 
P. fluorescens PTA-268 
P. fluorescens PTA-CT2 

Mélanges de souches 
Binaires 3 ou 4 souches 5 ou 6 souches 

AL + 271 AL + 271+ PA AL  
(113+152) AL + PA AL + 271+ PF 

AL + PF AL + PA + PF PA  
(AF1+AF2) 271 + PA 271+ PA + PF 

271 + PF L’ensemble des souches PF  
(268+CT2) PA + PF MIX 7 = AL+271+PA+PF 
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dessus, dans une boîte de Pétri contenant du papier Whatman humidifié avec de l’eau 

déminéralisée.  

Ces feuilles sont ensuite légèrement blessées à l’aide d’un cône de pipette et contaminées 

artificiellement par B. cinerea (suspension conidienne : 1x105 spores ml-1). Les feuilles sont 

incubées à une température de 25°C sous lumière continue durant toute la durée de 

l’expérience. Les tests sont arrêtés 7 jours après l’inoculation du pathogène. L’étendue de la 

nécrose sur les feuilles, proportionnelle au pourcentage de protection induite par les bactéries, 

est calculé. 

2.1.2 Au vignoble 

De jeunes feuilles, indemnes de symptômes de maladie ou de blessures, sont détachées 

des ceps de vigne ayant été traités ou non avec les bactéries. Elles sont placées 

immédiatement face adaxiale au dessus, dans une boîte de Pétri contenant du papier Whatman 

humidifié avec de l’eau déminéralisée. Les feuilles ramenées au laboratoire sont légèrement 

blessées, infectées avec une suspension de conidies de B. cinerea (1x105 spores ml-1) puis 

incubées à 25°C sous lumière continue. Les tests sont arrêtés 7 jours après l’inoculation du 

pathogène et la taille de la nécrose est déterminée. 

2.1.3 Intensité de contamination des baies 

L’intensité de contamination correspond au pourcentage de baies infectées par B. cinerea 

par rapport au nombre total de baies d’une grappe. L’estimation de l’intensité de 

contamination a été réalisée au vignoble avec l’aide du Groupement de Développement 

Viticole de la Marne (GDV) dans la parcelle NL, environ 20 jours après les vendanges en 

2004 (28/10/2004) et deux jours avant les vendanges en 2005 (21/09/2005). L’intensité de 

contaminations a été déterminée sur un total de 100 grappes par traitement, à raison de 50 

grappes orientées du côté Ouest et 50 grappes orientées du côté Est des rangs de vigne. 

2.2 Estimation de la colonisation des tissus foliaires par les bactéries  

Une première expérience est réalisée sur une seule souche bactérienne dans le but 

d’estimer l’influence des concentrations bactériennes du milieu d’incubation sur la 

concentration des populations colonisant les tissus foliaires sur un temps fixé. Les feuilles 

détachées de vitroplants sont incubées en présence de P. agglomerans PTA-AF2 à 1x102, 

1x104, 1x105, 1x106 et 1x108 UFC ml-1 pendant 24 heures. Les feuilles sont reprises, lavées 

par agitation dans trois béchers contenant 200 ml de NaCl 0,85% stérile pendant 10 minutes 
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puis sont essuyées délicatement. Les tissus foliaires sont ensuite broyés au mortier-pilon en 

présence d’une solution stérile de NaCl 0,85% à raison d’1 ml pour 250 mg de feuilles. 

L’extrait obtenu est dilué d’un facteur de 100 et de 200, puis une aliquote de 100 µl de la 

suspension est étalée sur boîte de milieu LB gélosé. Après 24 et 48 heures d’incubation à 

25°C, le nombre de bactéries est déterminé et rapporté au g de poids frais de feuilles. 

 

Au cours d’une seconde expérience, les feuilles sont incubées en présence des bactéries à 

des concentrations de 106 UFC ml-1 pendant 0, 1, 2, 4, 8, 16, 24 , 36 et 48 heures. Les feuilles 

sont reprises, lavées par agitation dans trois béchers contenant 200 ml de NaCl 0,85% stérile 

pendant 10 minutes puis sont essuyées délicatement. Les feuilles sont ensuite lavées, essuyées 

et broyées dans du NaCl à 0,85%. Les extraits sont dilués puis 100 µl de la suspension sont 

étalés sur du milieu LB gélosé dans des boîtes de Petri. Après 24 et 48 heures d’incubation à 

25°C, le nombre de bactéries est déterminé et rapporté au g de poids frais de feuilles. 

 

Comme toute analyse microbiologique, ces manipulations sont conduites selon des 

conditions de stérilité parfaite, avec du matériel stérilisé par passage préalable à l’autoclave 

(20 min à 120°C). 

2.3 Détermination des réactions de défense chez la vigne 

2.3.1 Activité lipoxygénase 

Les feuilles sont broyées à l’aide d’un mortier et d’un pilon conservés dans de la glace à 

4°C en présence de tampon phosphate de sodium (50 mM, pH = 6,5) contenant 1 mM de 

phénylméthylsulfonylfluoride (ou PMSF), 1% (p/p) de polyvinylpolypyrrolidone (ou PVPP) 

et de 0,25% (v/v) de triton X-100 à raison d’1 ml de tampon pour 250 mg de tissus foliaires. 

L’extrait est centrifugé 30 min à 4°C à 20 000 g afin d’éliminer les débris cellulaires. Le 

surnageant est récupéré et constitue l’extrait enzymatique. 

Le dosage de l’activité LOX s’effectue par spectrophotométrie, selon la technique 

d’Axelrod et al. (1981), en mélangeant 875 µl de tampon de phosphate de sodium (50 mM, 

pH = 6), 100 µl d’acide linoléique (10 mM) et 25 µl d’extrait enzymatique. Le substrat est 

préparé en solubilisant de l’acide linoléique et du tween 20 (1/1 v/v) dans du tampon de 

dosage dégazé aux ultrasons. 10 à 20 µl de soude (1 M) sont ajoutées afin d’éliminer le 

trouble qui aurait pu se former dans le substrat. La réaction est suivie pendant différents temps 

d’incubation (30 sec, 1 ; 2,5 ; 5 ; 10 et 20 minutes) afin de suivre l’augmentation 
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d’absorbance à 234 nm au cours du temps. L’activité est donc évaluée en déterminant la 

vitesse initiale de chaque cinétique enzymatique. 

2.3.2 Activité phénylalanine-ammonia-lyase (PAL) 

Les feuilles sont broyées à l’aide d’un mortier et d’un pilon conservés dans de la glace à 

4°C, en présence d’un tampon phosphate potassique (100 mM, pH = 8) contenant 1,4 mM de 

ß-mercaptoéthanol et de 1% (p/p) de PVPP à raison d’1 ml de tampon pour 250 mg de tissus 

foliaires. L’extrait est centrifugé 15 minutes à 4°C à 13 000 g afin d’éliminer les débris 

cellulaires. Le surnageant est récupéré et constitue l’extrait enzymatique. 

L’activité PAL est mesurée par spectrophotométrie selon la méthode de Tanaka et al. 

(1974) en mélangeant 450 µl de tampon Tris-HCl (100 mM, pH = 8,8), 200 µl de L-

phénylalanine (40 mM) et 150 µl d’extrait enzymatique. Le substrat est préparé en 

solubilisant la L-phénylalanine dans un volume donné de tampon de dosage (tampon Tris-

HCl). La réaction est suivie pendant 30 minutes à 37°C puis est stoppée par ajout d’acide 

trichloroacétique (TCA) à 25% (p/v). Les tubes sont ensuite centrifugés 15 minutes à 4°C à 

10 000 g et l’absorbance du surnageant est lue à 280 nm. L’activité est évaluée en déterminant 

la vitesse initiale de chaque cinétique enzymatique, l’augmentation de l’absorbance est due à 

la production de l’acide cinnamique consécutive à la dégradation de la L-phénylalanine par la 

PAL. 

2.3.3 Activités chitinase et ß-1,3-glucanase 

Pour l’extraction des protéines de défense de la vigne (chitinases et β-1,3-glucanases), les 

feuilles sont broyées à l’azote liquide à l’aide d’un mortier et d’un pilon. Puis une seconde 

fois broyées dans un tampon d’extraction d’acétate de sodium (50 mM, pH = 5) contenant 1 

mM de dithiothreitol (DTT) ; 0,2% (p/v) de PMSF et 1% (p/p) de PVPP à raison d’1 ml pour 

250 mg de tissus à 4°C. Concernant les baies, elles sont tout d’abord épépinées puis broyées à 

l’ultra-turrax en présence du tampon d’extraction concentré 2 fois, à raison d’1 ml pour 500 

mg de baies. Les extraits sont ensuite centrifugés 5 min à 4°C à 9 000 g afin d’éliminer les 

débris cellulaires et le surnageant est récupéré et constitue l’extrait enzymatique. 

 

a.  Activité chitinase 

Le dosage de l’activité chitinase s’effectue par spectrophotométrie selon la technique 

décrite par Derckel et al. (1996), en mélangeant 150 µl d’eau, 100 µl de tampon acétate de 

sodium (50 mM) et 100 µl de substrat CM-chitin-RBV (LOEWE BIOCHEMICA) et 50 µl 
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d’extrait enzymatique. La réaction se déroule à 37°C, pendant 0 ; 1 ; 2,5 ; 5 minutes. La 

réaction est stoppée par ajout de 400 µl d’HCl à 0,3 N froid. Les tubes sont ensuite transférés 

pendant au moins 10 minutes dans la glace et centrifugés (10 000 g x 5 min à 4°C) afin 

d’éliminer le substrat non-hydrolysé. L’absorbance du surnageant est lue à 550 nm et 

l’activité est évaluée en déterminant la vitesse initiale de chaque cinétique enzymatique. La 

gamme étalon est obtenue par dilution en série du substrat au 1/2, au 1/5, au 1/10 et au 1/20 

puis mesure de l’absorbance à 550 nm. 

 

b.  Activité β-1,3-glucanase   

La mesure de l’activité β-1,3-glucanase repose sur le même principe que le dosage de 

l’activité chitinase à la différence du substrat utilisé qui est ici le CM-curdlan-RBB (LOEWE 

BIOCHEMICA). La réaction enzymatique se déroule dans les conditions similaires au dosage 

des chitinases. De plus, l’activité β-1,3-glucanase des feuilles de vitroplants est estimée sur 

des temps de cinétique atteignant 30 minutes. Après l’étape de centrifugation, l’absorbance du 

surnageant est lue à 600 nm. La gamme étalon est obtenue par dilution en série du substrat au 

1/2, au 1/5, au 1/10 et au 1/20 puis mesure de l’absorbance du colorant à 600 nm. 

2.4 Analyse des acides gras totaux et libres 

2.4.1 Extraction des acides gras  

a.  Acides gras totaux 

Les acides gras sont extraits à partir de 500 mg des feuilles de vitroplants selon la 

technique de Bligh et Dyer (1959). Les tissus foliaires sont broyés dans du méthanol refroidi à 

–20°C en présence de Butyl Hydroxy Toluène (BHT) (0,02%). L’acide heptadécanoïque 

(C17:0) est utilisé comme standard interne. Les extraits sont homogénéisés dans un volume 

total de 10 ml de méthanol-chloroforme (2/3 v/v) pendant 30 min, puis centrifugés (1000 g x 

5 min à 4°C). Le surnageant est récupéré et l’opération est répétée deux autres fois avec 5 ml 

de méthanol-chloroforme (2/3 v/v). Les surnageants sont réunis et 5 ml de NaCl (7,5% p/v) 

sont ajoutés. La phase chloroformique est ainsi récupérée puis évaporée sous flux continu 

d’azote. Le résidu est remis en suspension dans 1 ml de chloroforme. Les extraits sont alors 

conservés sous azote à –20°C jusqu’à leur analyse. 
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b.  Acides gras libres 

Les feuilles de vitroplants (250 mg) de vigne sont broyées à l’azote liquide à l’aide d’un 

mortier et d’un pilon. Le broyat est extrait dans un mélange de méthanol et de chloroforme 

(1/1 v/v), refroidi à –20°C, en présence de BHT (0,02%). L’acide heptadécanoïque (C17:0) 

est utilisé comme standard interne. Les extraits sont agités pendant 30 minutes à température 

ambiante, puis centrifugés 15 minutes à 4°C à 3500 g afin d’éliminer les débris cellulaires. 1,5 

ml du surnageant est récupéré et placé dans un flacon sombre, puis évaporé sous flux continu 

d’azote jusqu’à l’obtention d’un résidu sec.  

2.4.2 Transestérification 

a.  Méthylation des acides gras totaux 

L’extrait brut lipidique est méthylé suivant la méthode de Metcalf et al. (1966), par 

transestérification directe dans 500 µl d’une solution de trifluoride de bore (BF3)-méthanol  

(14%). Après refroidissement, 3 ml d’eau distillée sont ajoutées, ainsi que 2 ml d’hexane qui 

permettront d’extraire les acides gras. L’extrait est alors évaporé sous flux d’azote et les 

résidus sont repris dans 750 ml d’hexane. 

 

b.  Méthylation des acides gras libres 

L’extrait brut obtenu après extraction est méthylé par l’ajout 100 µl d’éther de 

diazométhane. Après deux minutes de méthylation à l’obscurité, 500 µl d’eau et 500 µl 

d’hexane sont ajoutés. Le surnageant, composé de la phase organique, est récupéré et évaporé 

sous flux continu d’azote. Les résidus sont repris dans 10 µl d’hexane. 

2.4.3 Séparation des acides gras par chromatographie en phase gazeuse (CPG) 

La séparation des méthyl-esters d’acides gras est réalisée par chromatographie en phase 

gazeuse (Perkin Elmer P22, Courtaboeuf) sur une colonne capillaire (Supelcowax-10, 30 m x 

0,25 mm x 0,25 µm d’épaisseur de film Supelco, Saint Quentin Fallavier). Les méthyl-esters 

d’acides gras séparés sont détectés par ionisation de flamme (FID). Une fraction de l’extrait 

lipidique brut (2µl) est utilisée pour chaque chromatographie. La température du four est 

initialement de 190°C pendant 10 minutes, puis celle-ci s’élève de 20°C min-1 jusqu’à 

atteindre une température finale de 230°C maintenue pendant 7  minutes. L’hydrogène est 

utilisé comme gaz vecteur. 
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2.4.4 Identification et quantification 

L’identification et la détermination quantitative de chacun des esters méthyliques 

d’acide gras est obtenue sur la base de son temps de rétention et de la surface du pic concerné 

en référence aux acides gras standards (Oil reference standard AOCS N°6, Sigma et 

Menhaden Oil, PUFA No.3, Supelco) traités dans les mêmes conditions d’analyse 

chromatographique.  

2.5 Analyses statistiques 

Les expériences au laboratoire ont été réalisées en triplicata, à l’exception de celles 

correspondantes à la dynamique des populations colonisant les tissus foliaires qui sont 

réalisées en duplicata. En ce qui concerne les expériences au vignoble, les activités 

enzymatiques ont été déterminées à partir de triplicata pour chacun des traitements à raison de 

trois dosages d’activités par échantillon. Les tests de protection sur feuilles ont été effectués 

en 2004 et en 2005, à raison 20 à 30 feuilles par traitement. Enfin, l’intensité de la 

contamination des baies de B. cinerea a été estimée sur un total de 100 baies par traitement et 

à raison de 50 baies par face (Est ou Ouest). 

L’ensemble des résultats a été analysé à l’aide du programme de statistique STATISTICA 

(version 5.1 Edition 97, STATSOFT), et notamment par l’utilisation de tests 

multiparamétriques : le test de Newmans-Keuls et le test de Duncan dont les seuils d’erreur 

alpha sont ≤ 0,05. 
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CHAPITRE 1  

Lutte biologique contre B. cinerea à l’aide de bactéries 

isolées du vignoble et marqueurs de défense de la vigne 

 

1 Introduction 

De nombreuses recherches ont montré que des bactéries non-phytopathogènes, issues de 

la phyllosphère, de la rhizosphère ou endophytiques, sont capables d’inhiber le 

développement de différents pathogènes. Ces bactéries peuvent agir sur le contrôle des 

organismes pathogènes par deux types d’actions, soit de manière directe par antibiose, 

parasitisme ou compétition, soit de manière indirecte via l’induction d’une résistance de la 

plante appelée communément résistance systémique induite (ISR). Cette résistance peut 

relever de la stimulation de différents mécanismes de défense de la plante (renforcement des 

parois, phytoalexines et protéines PR) (Maurhöfer et al., 1994 ; Ramamoorthy et al., 2001 ; 

Tjamos et al., 2005).  

Il est bien établi que la vigne répond aux agressions des pathogènes par la mise en place 

de réactions de défense variées. Les plus connues de ces réactions sont l’accumulation ou 

l’activation des protéines PR, dont certaines sont capables de lyser les constituants pariétaux 

des microorganismes, et l’accumulation de phytoalexines, résultant de l’activation de la voie 

des phénylpropanoïdes et connues pour leur activité antimicrobienne (Liswidowati et al., 

1991 ; Adrian et al., 1997 ; Busam et al., 1997 ; Derckel et al., 1998b ; Giannakis et al., 

1998 ; Bézier et al., 2002 ; Jeandet et al., 2002 ; Robert et al., 2002 ; Kortekamp, 2006). 

Certaines de ces réactions sont également induites par des macromolécules issues de paroi 

d’algues, d’agents pathogènes ou de plantes supérieures (Aziz et al., 2003 ; 2004 ; Poinssot et 

al., 2003) ou encore en réponse aux UV (Bonomelli et al., 2004). Une forte expression de ces 

réactions est souvent associée à une résistance de la vigne vis-à-vis de certains pathogènes 

(Aziz et al., 2003 ; 2004 ; Bonomelli et al., 2004 ; Elmer et Reglinski, 2006 ; Trotel-Aziz et 

al., 2006). D’autres produits comme le BABA ont fait preuve de nombreuses démonstrations 

chez la vigne, tant sur le plan de leur implication dans l’induction de certaines réactions de 

défense (accumulation de lignine et de callose, HR, protéines PR et expression de gènes LOX-
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9 et PR-4), que sur le plan de la protection contre différents pathogènes (Cohen et al., 1999 ; 

Oostendorp et al., 2001 ; Hamiduzzaman et al., 2005a).  

Les travaux réalisés sur une bactérie de type PGPR, Burkholderia PsJN, isolée de la 

rhizosphère de l’oignon (Ait Barka et al., 2002 ; Compant et al., 2005) ont montré que la 

protection de la vigne contre B. cinerea serait associée au caractère endophyte de cette 

bactérie et à la colonisation de différents tissus de la plante. Depuis quelques années, on 

assiste également à l’utilisation de nouveaux produits à base de B. subtilis QST713 

(Serenade®) et de P. fluorescens A506 (Blightban®) dans la lutte contre divers pathogènes 

chez la vigne (http://ipm.msu.edu). Il a également été rapporté que les microorganismes 

originaires de la rhizosphère d’une plante sont considérés plus adaptés à cette plante et 

peuvent ainsi procurer un état de résistance et de protection plus important que ceux 

originaires d’une autre plante (Cook, 1993). 

Récemment, différentes souches bactériennes ont été isolées à partir de la rhizosphère et 

de différentes parties de la vigne. Ces souches ont été caractérisées comme agents de la lutte 

efficace contre B. cinerea dans des conditions in vitro et identifiées comme 

Acinetobacter lwoffii PTA-113 et PTA-152, Bacillus subtilis PTA-271, Pantoea agglomerans 

PTA-AF1 et PTA-AF2 et Pseudomonas fluorescens PTA-268 et PTA-CT2 (Trotel-Aziz et al., 

2007). Les effets protecteurs observés semblent être liés pour une grande part à un effet 

inducteur de certaines réactions de défense de la vigne. 

Ce travail a pour but de comparer l’efficacité des sept souches identifiées dans la 

protection de la vigne contre B. cinerea dans les conditions du vignoble dont elles sont 

originaires. Ces bactéries ont été appliquées en souches pures au vignoble selon trois 

modalités différentes dans une parcelle localisée à Cernay-les-Reims (infiltration dans les 

bourgeons, pulvérisation sur les feuilles et application au sol) et uniquement par application 

au sol dans une autre parcelle localisée à Nogent l’Abbesse (NL). Un suivi des réactions de 

défense (activités chitinase, β-1,3-glucanase et PAL) a été réalisé sur feuilles et sur baies à 

différents stades de développement de la vigne. Afin d’évaluer la durabilité de l’effet 

protecteur de la vigne contre B. cinerea, des mesures ont également été effectuées en 2005 

sans renouveler l’application des bactéries au vignoble.  
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2 Résultats  

2.1 Evaluation de la protection de la vigne contre B. cinerea 

2.1.1 Comparaison de différentes méthodes d’application des bactéries au vignoble  

Les bactéries sélectionnées sont deux A. lwoffii PTA-113 et PTA-152, une B. subtilis 

PTA-271, deux P. agglomerans PTA-AF1 et PTA-AF2 et deux P. fluorescens PTA-268 et 

PTA-CT2. Ces bactéries ont été multipliées et appliquées au vignoble (CR) en 2003 et en 

2004 selon trois modalités différentes : par infiltration dans les bourgeons (1 ml par 

bourgeons à raison de 10 bourgeons par plante), par pulvérisation (100 ml par plante) ou par 

apport au sol (200 ml par plante). En 2005, aucune application de bactéries n’a été effectuée. 

Ces essais ont été réalisés dans une parcelle caractérisée généralement par une forte pression 

de B. cinerea. Dans tous les cas, les tests de protection ont été réalisés sur des feuilles 

prélevées au vignoble (deux mois après l’application des bactéries), puis inoculées 

artificiellement par B  cinerea en conditions contrôlées.  

 

a.  Suite à l’application annuelle des bactéries  

En 2004, les bactéries ont été appliquées le 13 mai et les feuilles ont été prélevées le 13 

juillet, puis inoculées avec B. cinerea. La contamination est déterminée par mesure de la taille 

de la nécrose après 7 jours d’inoculation.  

 

Infiltration des bactéries  

En réponse à l’application de la majorité des bactéries par infiltration dans les bourgeons, 

la protection contre B. cinerea s’est révélée significative. Les deux P. fluorescens PTA-CT2 

et PTA-268 ont permis d’obtenir une protection des feuilles d’environ 20 à 30%. Cette 

protection est plus élevée en réponse aux souches A. lwoffii PTA-152 et P. agglomerans PTA-

AF1 ; elle atteint des valeurs de l’ordre de 40 à 50%. Les niveaux de protection obtenus avec 

les trois autres souches (A. lwoffii PTA-113, B. subtilis PTA-271 et P. agglomerans PTA-

AF2) ne sont pas significativement différents par rapport au témoin non bactérisé (Figure 1 

A).  

Pulvérisation sur les feuilles 

La taille de la nécrose induite par B. cinerea est significativement réduite chez les feuilles 

issues des vignes traitées par P. fluorescens PTA-CT2 (réduction de 39%) et P. agglomerans  
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Figure 1 : Protection des feuilles de vigne contre B. cinerea par différentes bactéries sélectionnées en 
relation avec leur méthode d’application. Les essais ont été réalisés en 2004. Les bactéries A. lwoffii 
PTA-113, A. lwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271, P. agglomerans PTA-AF1, P. agglomerans PTA-
AF2, P. fluorescens PTA-268 et P. fluorescens PTA-CT2 ont été appliquées au vignoble (CR) à une 
concentration de 108 UFC ml-1 par infiltration (A), pulvérisation (B) ou par dépôt au sol (C) en début 
de saisons 2003 et 2004. Les tests de protection ont été réalisés deux mois après l’application des 
bactéries au vignoble (stade "grains taille d’un petit pois" – 13 juillet 2004). Les feuilles ont été 
prélevées puis inoculées artificiellement au laboratoire avec une suspension conidienne de B. cinerea à 
1x105 spores ml-1. La contamination des feuilles (diamètre de la nécrose) a été estimée 7 j post-
inoculation. Les valeurs représentent les moyennes des nécroses sur 20 à 30 feuilles par traitement. 
Les histogrammes ayant la même lettre ne sont pas significativement différents d’après le test de 
Duncan (p < 0,05). 
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PTA-AF1 (réduction de 43%) (Figure 1 B). La pulvérisation des cinq autres souches 
bactériennes conduit seulement à un effet protecteur modéré (Figure 1 B). 
 

Application au sol 

L’application des bactéries au sol conduit à des effets similaires par rapport à l’infiltration 

des bactéries dans les bourgeons. En effet, pour la plupart des souches étudiées, la modalité 

sol s’est traduite par une protection des feuilles comprise entre 28 et 50%. Les souches les 

plus actives sont représentées par P. fluorescens PTA-268 et PTA-CT2 (de l’ordre de 27% de 

protection), A. lwoffii PTA-113 (38%) et P. agglomerans, PTA-AF1 (50%) et PTA-AF2 

(42%) (Figure 1 C). A. lwoffii PTA-152 et B. subtilis PTA-271 sont moins efficaces.  

 

Quelle que soit la méthode d’application, P. agglomerans PTA-AF1 et P. fluorescens 

PTA-CT2 protègent significativement les feuilles contre B. cinerea. La protection obtenue à 

l’aide de P. agglomerans PTA-AF1 est plus importante lorsque la bactérie est infiltrée au 

niveau des bourgeons ou apportée au sol. Cependant, en présence de B. subtilis PTA-271 le 

niveau de contamination par B. cinerea est identique à celui des témoins non bactérisés.  

 

b.  En l’absence de renouvellement annuel de traitement bactérien  

En 2005, l’application des bactéries n’a pas été renouvelée, mais les tests de protection ont 

été réalisés sur des feuilles issues de plants traités au cours des années précédentes (2003 et 

2004) (Figure 2). Les feuilles ont été prélevées le 26 juillet 2005 et la protection a été estimée 

dans les mêmes conditions que celles décrites précédemment. 

 

Infiltration des bactéries  

Les feuilles prélevées des plantes préalablement inoculées par infiltration avec B. subtilis 

PTA-271 et P. agglomerans PTA-AF1 montrent une forte réduction des symptômes causés 

par B. cinerea pouvant atteindre 75% (Figure 2A). Les plantes traitées avec A. lwoffii PTA-

152 et P. fluorescens PTA-268 et PTA-CT2, montrent des niveaux de protection légèrement 

supérieurs à ceux observés en 2004 (de l’ordre de 47 à 57% de protection), alors que celles 

traitées avec A. lwoffii PTA-113 et P. agglomerans PTA-AF2 ne montrent aucune différence 

significative par rapport au témoin. 
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Figure 2 : Protection des feuilles de vigne contre B. cinerea en 2005. Les essais ont été réalisés en 
2005, en l’absence d’un renouvellement des traitements. Les bactéries A. lwoffii PTA-113, A. lwoffii 
PTA-152, B. subtilis PTA-271, P. agglomerans PTA-AF1 ; P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens 
PTA-268 et P. fluorescens PTA-CT2 ont été appliquées au vignoble (CR) en début de saisons 2003 et 
2004 à une concentration de 108 UFC ml-1 par infiltration (A), pulvérisation (B) ou par dépôt au sol 
(C). Les tests de protection ont été réalisés au stade "grains taille d’un petit pois" – 26 juillet 2005. Les 
feuilles ont été prélevées puis inoculées artificiellement au laboratoire avec une suspension conidienne 
de B. cinerea à 1x105 spores ml-1. La contamination des feuilles (diamètre de la nécrose) a été estimée 
7 j post-inoculation. Les valeurs représentent les moyennes des nécroses sur 20 à 30 feuilles par 
traitement. Les histogrammes ayant la même lettre ne sont pas significativement différents d’après le 
test de Duncan (p < 0,05). 
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Pulvérisation sur les feuilles 

Les feuilles isolées des vignes précédemment pulvérisées par A. lwoffii PTA-113 et par 

P. fluorescens PTA-268 montrent une réduction importante de la taille des nécroses 

(d’environ 66%). Un effet protecteur significatif contre B. cinerea a également été observé 

chez les plantes traitées avec A. lwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271 et P. agglomerans 

PTA-AF2 (de l’ordre de 32 à 53%), alors que les plantes pulvérisées par P. agglomerans 

PTA-AF1 et P. fluorescens PTA-CT2 ne montrent pas de réduction des symptômes par 

rapport au témoin (Figure 2 B).  

 

Application au sol 

Les feuilles isolées à partir de plantes dont le sol a été préalablement enrichi avec des 

suspensions bactériennes montrent une réduction significative des symptômes de B. cinerea. 

Cette réduction est très forte en présence d’A. lwoffii PTA-152, de P. agglomerans PTA-AF1 

et de P. fluorescens PTA-CT2 ; elle atteint 67 à 78% par comparaison au témoin. Une 

protection de l’ordre de 49 à 57% a également été observée chez les plantes traitées par 

A. lwoffii PTA-113, B. subtilis PTA-271 et P. fluorescens PTA-268 (Figure 2 C). Dans les 

mêmes conditions, seule la souche P. agglomerans PTA-AF2 s’est montrée moins efficace en 

2005. 

 

Il ressort de ces tests que les niveaux de protection des feuilles obtenus en 2005 sont 

supérieurs à ceux de 2004 quel que soit le mode d’application des bactéries. Pour la majorité 

des souches testées, l’application au sol semble plus efficace en terme de protection des 

feuilles contre B. cinerea.  

2.1.2 Evaluation de la résistance systémique induite par les bactéries  

Afin d’évaluer l’effet systémique des bactéries chez la vigne, des essais de protection 

contre B. cinerea ont été réalisés à la fois sur les feuilles et sur les baies après application des 

bactéries au niveau du sol dans une deuxième parcelle (NL) en 2004. Ces essais ont 

également été réalisés en 2005 sans renouvellement des traitements. 
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a. Effet des bactéries sur la résistance des feuilles à B. cinerea  

Suite à l’application des bactéries en 2004 

Les tests de protection ont été réalisés sur des feuilles prélevées au vignoble en 2004 puis 

inoculées par une suspension conidienne de B. cinerea au laboratoire. Les essais ont montré 

que l’enrichissement du sol par des bactéries se traduit par une réduction significative de 

l’infection des feuilles par B. cinerea (Figure 3 A). Les souches A. lwoffii PTA-113 et PTA-

152, P. fluorescens PTA-268 et PTA-CT2 induisent une réduction de la maladie d’environ 45 

à 70%. Les deux souches de P. agglomerans PTA-AF1 et PTA-AF2 conduisent aussi à une 

réduction des symptômes, alors que B. subtilis PTA-271 reste moins efficace (Figure 3 A). 

Ces résultats sont confortés par ceux obtenus suite à l’application des bactéries au sol sur la 

parcelle CR (Figure 1 C) ; à l’exception de la souche P. agglomerans PTA-AF2 qui ne 

permettait pas de protéger significativement les feuilles contre B. cinerea. 

 

En l’absence d’application des bactéries en 2005  

Les tests de protection ont été réalisés dans les mêmes conditions que celles décrites 

précédemment sur des feuilles issues de plantes ayant reçues des bactéries les années 

précédentes. La réduction de la nécrose foliaire observée en 2005 est relativement similaire à 

celle obtenue en 2004. Les feuilles prélevées à partir de plantes dont le sol a été enrichi avec 

P. agglomerans PTA-AF1 et P. fluorescens PTA-268 et PTA-CT2 expriment une forte 

résistance à B. cinerea. Une réduction de la taille de la nécrose a également été observée chez 

les feuilles des plantes ayant été mises en contact avec A. lwoffii PTA-113, A. lwoffii PTA-152 

et B. subtilis PTA-271. Quant aux feuilles des plantes traitées par P. agglomerans PTA-AF2, 

elles ne montrent pas de résistance à B. cinerea (Figure 3 B). Ces résultats sont similaires à 

ceux obtenus dans la parcelle CR suite à l’application des bactéries au sol (Figure 2 C). 

P. agglomerans PTA-AF2 ne montrait pas non plus d’activité protectrice significative contre 

B. cinerea. 

 

b.  Effet des bactéries sur la résistance des baies à B. cinerea  

En 2003, aucune contamination des baies par B. cinerea n’a été observée en Champagne. 

La capacité protectrice des différentes bactéries appliquées au sol contre B. cinerea est 

évaluée via la détermination du pourcentage de contamination des baies dans les conditions 

du vignoble en 2004 et en 2005 (Tableaux I et II). En 2004, le comptage a été réalisé en fin de  
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Figure 3 : Protection des feuilles de vigne contre B. cinerea par différentes bactéries issues du 
vignoble. Les bactéries A. lwoffii PTA-113, A. lwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271, P. agglomerans 
PTA-AF1, P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens PTA-268 et P. fluorescens PTA-CT2 ont été 
appliquées au sol à une concentration de 108 UFC ml-1 en 2003 et en 2004 dans une parcelle à Nogent 
l’Abbesse (NL). En 2005, aucun traitement bactérien n’a été renouvelé. Les feuilles de vigne ont été 
prélevées le 17 juillet 2004 (soit deux mois après la dernière application) (A) et le 21 juillet 2005 
(stade "grains taille d’un petit pois") (B). Les feuilles ont ensuite été inoculées au laboratoire avec une 
suspension conidienne de B. cinerea à 1x105 spores ml-1. La contamination des feuilles (diamètre de la 
nécrose) a été estimée 7 j post-inoculation. Les valeurs représentent les moyennes des nécroses sur 20 
à 30 feuilles par traitement. Les histogrammes ayant la même lettre ne sont pas significativement 
différents d’après le test de Duncan (p < 0,05).  
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maturation des baies (28 octobre 2004), compte tenu d’une faible pression parasitaire au 

moment de la récolte. En 2005, les attaques des baies par B. cinerea ont été plus précoces 

qu’en 2004. L’estimation de l’intensité de contamination des baies a pu être réalisée en pleine 

maturation (21 septembre 2005), soit deux jours avant les vendanges. 

 
Suite à l’application des bactéries en 2004 

Chez les plantes témoin (non bactérisées), une moyenne de 44,7% de contamination des 

baies par grappe a été observée en 2004 (Tableau I). Elle consiste en 35% des baies infectées 

dans les grappes situées sur le côté Est et de 54,5% sur le côté Ouest des rangs. Les grappes 

des plantes traitées par les bactéries montrent une certaine hétérogénéité en terme de 

contamination dans les conditions du vignoble. Seules les souches P. agglomerans conduisent 

à une protection significative d’environ 26% (Tableau I). P. agglomerans PTA-AF1 est plus 

efficace sur le côté Est avec une protection des baies de 40%, contre 12,5% sur le côté Ouest. 

Les traitements à l’aide de P. agglomerans PTA-AF2 se traduisent aussi par une réduction des 

symptômes de la pourriture grise seulement sur la face Ouest (26% de protection). Les plantes 

traitées avec les autres souches montrent un pourcentage d’infection similaire, voire supérieur 

à celui des témoins.  

 

En l’absence d’application des bactéries en 2005 

Chez les plantes témoin, la contamination des baies par B. cinerea en 2005 est d’environ 

14% (Tableau II). Elle est moins importante que celle observée en 2004. Dans ces conditions, 

les grappes montrent un degré d’infection similaire entre la face Est et la face Ouest (Tableau 

II). La majorité des traitements bactériens se traduit par une réduction significative de la 

pourriture grise, en particulier sur le côté Est (42 à 64% de protection).  

Les plantes ayant été traitées avec A. lwoffii PTA-113 et P. agglomerans PTA-AF2 

montrent une forte protection contre B. cinerea (62 à 64%). Cette protection est relativement 

comparable chez les grappes situées sur les deux faces des rangs. Les plantes dont le sol a été 

enrichi avec A. lwoffii PTA-152 et P. agglomerans PTA-AF1 montrent aussi une réduction 

des symptômes d’environ 40 à 44%, en particulier sur le côté Est. Sur l’ensemble des grappes, 

B. subtilis et P. fluorescens PTA-268 et PTA-CT2 conduisent à une protection relativement 

faible (Tableau II). En revanche, en présence de B. subtilis et de P. fluorescens PTA-CT2, les 

grappes situées sur le côté Est montrent une forte résistance à B. cinerea (42% et 72%).  
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Tableau I : Effet des bactéries isolées du vignoble sur la protection des baies contre B. cinerea. Les 
essais ont été réalisés dans la parcelle NL en 2004. Les bactéries ont été appliquées au niveau du sol à 
une concentration de 108 UFC ml-1 en début de saisons 2003 et 2004. L’intensité de la contamination 
des baies par B. cinerea a été déterminée en fin de maturation (28 octobre 2004) sur 100 grappes par 
traitement (50 grappes sur face Est et 50 grappes sur face Ouest). Les valeurs (moyennes) suivies de la 
même lettre ne sont pas significativement différentes d’après le test de Duncan (p < 0,05, analyse de 
variance par colonne). 
 

2004 
Contamination des baies (%) 

Souches bactériennes 
Totale Face Est Face Ouest 

Témoin 
A. lwoffii PTA-113 
A. lwoffii  PTA-152 
B. subtilis PTA-271 

P. agglomerans PTA-AF1 
P. agglomerans PTA-AF2 
P. fluorescens PTA-268 
P. fluorescens PTA-CT2 

44,7 a 
46,9 a 
48,6 a 
47,2 a 
34,0 b 
37,2 ab 
54,7 a 
58,4 a 

34,9 a 
35,6 a 
41,1 a 
34,7 a 
20,3 b 
33,9 ab 
39,4 a 
48,8 a 

54,5 a 
58,3 a 
56,0 a 
59,8 a 
47,7 b 
40,2 b 
70,0 a 
68,0 a 

 

 

 
Tableau II : Protection des baies contre B. cinerea chez des plants de vigne ayant été traitées par des 
bactéries issues du vignoble. Les essais ont été réalisés dans la parcelle NL en 2005. Les bactéries ont 
été appliquées au niveau du sol à une concentration de 108 UFC ml-1 en début de saisons 2003 et 2004. 
L’intensité de la contamination des baies par B. cinerea a été déterminée à la maturation (21 
septembre 2005) sur 100 grappes par traitement (50 grappes sur face Est et 50 grappes sur face Ouest). 
Les valeurs (moyennes) suivies de la même lettre ne sont pas significativement différentes d’après le 
test de Duncan (p < 0,05, analyse de variance par colonne). 
 

2005 
Contamination des baies (%) 

Souches bactériennes 
Totale Face Est Face Ouest 

Témoin 
A. lwoffii PTA-113 
A. lwoffii PTA-152 
B. subtilis PTA-271 

P. agglomerans PTA-AF1 
P. agglomerans PTA-AF2 
P. fluorescens PTA-268 
P. fluorescens PTA-CT2 

13,4 a 
4,8 b 
7,9 b 
9,8 ab 
7,5 b 
5,1 b 
14,5 a 
8,5 ab 

13,3 a 
4,6 b 
4,6 b 
7,7 b 
5,3 b 
5,3 b 

10,6 ab 
3,7 b 

13,5 a 
5,1 b 

11,2 ab 
11,9 ab 
9,8 ab 
4,9 b 
18,4 a 
13,4 a 
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2.2 Effet des bactéries sur les réactions de défense de la vigne 

2.2.1 Effet des méthodes d’application des bactéries sur les réactions de défense de 
la vigne 

Trois méthodes d’application des bactéries ont été comparées en terme d’activation des 

réactions de défense dans les feuilles et dans les baies de vigne. Elles consistent à infiltrer les 

bactéries dans les bourgeons, à les pulvériser sur le feuillage et à enrichir le sol avec ces sept 

bactéries.  

 

a.  Activités chitinase et β-1,3-glucanase dans les feuilles suite à l’application des 

bactéries 

En 2003, les activités chitinase et β-1,3-glucanase des feuilles ont été suivies à différents 

stades du développement de la vigne à la fois chez le témoin et chez les plantes bactérisées.  

 
Activité chitinase 

Chez les plantes non traitées, aucune augmentation de l’activité chitinase n’a été décelée 

avant le 28 juillet (stade "fermeture de la grappe"). L’activité chitinase est d’environ 1 mg 

min-1 g-1 MF. A la véraison, l’activité chitinase diminue et retourne à son niveau de base 

(Figure 4).  

Le niveau de l’activité chitinase dépend à la fois de la souche bactérienne et du mode 

d’application de la bactérie. L’application de A. lwoffii PTA-113 par pulvérisation et au sol se 

traduit par une forte stimulation de l’activité chitinase au moment de la fermeture de la grappe 

(Figure 4 A et B). Une activité transitoire a également été observée par infiltration d’A. lwoffii 

PTA-152 (Figure 4 B) le 10 juillet, puis par pulvérisation et dépôt au sol de la bactérie à la fin 

août. Dans le cas de B. subtilis, l’activité chitinase est stimulée dès les premiers stades de 

développement et de manière transitoire (Figure 4 C), en particulier lorsque la bactérie est 

infiltrée dans les bourgeons ou apportée au sol. Les deux souches de P. agglomerans PTA-

AF1 (Figure 4 D) et PTA-AF2 (Figure 4 E) ne conduisent pas au même niveau d’activité de 

chitinase dans les feuilles. En effet, seules les plantes traitées par pulvérisation ou par apport 

au sol de P. agglomerans PTA-AF2 expriment une forte activité chitinase, en particulier au 

moment de la fermeture de la grappe (10-28 juillet) (Figure 4 E). Quant aux P. fluorescens 

PTA-268 (Figure 4 F) et PTA-CT2 (Figure 4 G), elles se montrent capables  
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Figure 4 : Activité chitinase dans les feuilles de vigne suite à l’application des bactéries par 
infiltration, pulvérisation et au sol au vignoble. Les mesures ont été réalisées en 2003. Les bactéries 
A. lwoffii PTA-113 (A), A. lwoffii PTA-152 (B), B. subtilis PTA-271 (C), P. agglomerans PTA-AF1 
(D), P. agglomerans PTA-AF2 (E), P. fluorescens PTA-268 (F) et P. fluorescens PTA-CT2 (G) ont 
été appliquées sur la parcelle CR à une concentration de 108 UFC ml-1 par infiltration, pulvérisation ou 
par dépôt au sol le 25 mai 2003. Les valeurs représentent les moyennes (n=3) ± l’erreur standard. 
L’astérisque indique que les valeurs sont significativement différentes par rapport au témoin d’après le 
test de Duncan (p < 0,05). 
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de stimuler l’activité chitinase, quelle que soit la méthode de leur application. Cette activité 

est d’environ 4 fois supérieure à celle du témoin. Toutefois, la souche la plus active est 

P. fluorescens PTA-CT2, notamment lorsqu’elle est appliquée par pulvérisation ou au sol 

(Figure 4 G). 

Parmi les 7 souches étudiées, A. lwoffii PTA-113, P. agglomerans PTA-AF2 et les deux 

P. fluorescens PTA-268 et PTA-CT2 semblent plus efficaces en terme de stimulation de 

l’activité chitinase dans les feuilles. La pulvérisation et l’apport des bactéries au sol semblent 

plus efficaces. Dans tous les cas, quelle que soit la souche, l’activité chitinase diminue 

fortement dans les feuilles après la véraison (Figure 4). 

 

Activité β-1,3-glucanase 

Dans les mêmes conditions que précédemment, l’activité β-1,3-glucanase des feuilles a été 

déterminée au stade "fermeture de la grappe" (fin juillet) et à la fin de la véraison (début 

septembre). Chez les plantes non traitées, au stade "fermeture de la grappe", l’activité β-1,3-

glucanase est de l’ordre de 2,2 unités. Elle augmente d’un facteur de 4,7 à la véraison (Figure 

5). L’application de bactéries se traduit en général par une stimulation de l’activité β-1,3-

glucanase au moment de la fermeture de la grappe, alors qu’elle diminue au moment de la 

véraison (Figure 5). Parmi les deux souches d’A. lwoffii, seule l’application de PTA-152 par 

infiltration conduit à une légère stimulation de l’activité β-1,3-glucanase au stade "fermeture 

de la grappe" (Figure 5 B). A ce stade, B. subtilis PTA-271 conduit aussi à une forte activité 

de β-1,3-glucanase, lorsqu’elle est appliquée par infiltration (Figure 5 C). Quant aux souches 

de P. agglomerans, les trois méthodes d’application de celles-ci se traduisent par une 

stimulation significative de l’activité β-1,3-glucanase (Figure 5 D et E). Une augmentation de 

l’activité β-1,3-glucanase a également été observée suite à l’application de P. fluorescens 

PTA-CT2 par infiltration (Figure 5 G), alors que P. fluorescens PTA-268 ne montre aucun 

effet sur cette activité (Figure 5 F). 

 

b.  Activités chitinase et β-1,3-glucanase dans les baies  

Dans les baies, les mesures ont été réalisées à trois stades de développement de la vigne : 

"fermeture de la grappe" (fin juillet), début de véraison (mi-août) et fin de véraison (début 

septembre). 
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Figure 5 : Activité β-1,3-glucanase dans les feuilles de vigne suite à l’application des bactéries par 
infiltration, pulvérisation et au sol au vignoble. Les mesures ont été réalisées en 2003. Les bactéries 
A. lwoffii PTA-113 (A), A. lwoffii PTA-152 (B), B. subtilis PTA-271 (C), P. agglomerans PTA-AF1 
(D), P. agglomerans PTA-AF2 (E), P. fluorescens PTA-268 (F) et P. fluorescens PTA-CT2 (G) ont 
été appliquées sur la parcelle CR à une concentration de 108 UFC ml-1 par infiltration, pulvérisation ou 
par dépôt au sol le 25 mai 2003. Les valeurs représentent les moyennes (n=3) ± l’erreur standard. 
L’astérisque indique que les valeurs sont significativement différentes par rapport au témoin d’après le 
test de Duncan (p < 0,05). 
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Activité chitinase 

Chez les plantes témoins, aucune augmentation de l’activité chitinase n’a été détectée dans 

les baies avant la fin de véraison (début septembre). A ce stade, l’activité atteint un niveau 

d’environ 9 fois supérieur par rapport à son niveau initial (Figure 6). L’application des 

bactéries en 2003 se traduit en général par une stimulation de l’activité chitinase dans les 

baies. L’amplitude de cette réaction dépend à la fois de la souche inoculée et de la méthode de 

son application. 

 

Les plantes traitées à l’aide d’A. lwoffii PTA-113 par dépôt au sol montrent une 

augmentation de l’activité chitinase (de 7 fois par rapport au témoin) dans les baies dès le 

début de la véraison. Après ce stade, l’activité chitinase reste élevée mais équivalente au 

témoin. L’application d’A. lwoffii PTA-113 par infiltration ou par pulvérisation ne montre pas 

d’effet significatif sur cette réaction. En revanche, l’infiltration d’A. lwoffii PTA-152 se 

traduit par une légère et précoce stimulation de l’activité chitinase (Figure 6 B).  

L’utilisation de B. subtilis par voie d’infiltration ou par application au sol conduit à une 

augmentation du niveau de l’activité chitinase au début de la véraison (mi-août). Cette activité 

est maintenue jusqu’à la fin de la véraison et reste équivalente à celle des plantes non-traitées, 

quelque soit la méthode d’application de la bactérie (Figure 6 C). 

C’est également le cas en réponse à l’application des P. agglomerans PTA-AF1 (Figure 6 

D) et PTA-AF2 (Figure 6 E), où l’activité chitinase est particulièrement stimulée lorsque le 

traitement est effectué respectivement par pulvérisation et par application au sol. Quant aux 

plantes traitées avec P. fluorescens (Figures 6 F, G), elles n’expriment qu’une faible 

stimulation de l’activité chitinase dans les baies au cours des deux premiers stades, en 

particulier suite à l’infiltration et la pulvérisation de P. fluorescens PTA-CT2 (Figure 6 G)  

A l’exception de P. fluorescens PTA-268, les souches bactériennes sélectionnées semblent 

stimuler l’activité chitinase dans les baies à des niveaux relativement faibles. Néanmoins, 

A. lwoffii PTA-113 semble être la plus efficace, en particulier lorsqu’elle est appliquée au 

niveau du sol (Figure 6). 
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Figure 6 : Activité chitinase dans les baies de vigne suite à l’application des bactéries par infiltration, 
pulvérisation et au sol au vignoble. Les mesures ont été réalisées en 2003. Les bactéries A. lwoffii 
PTA-113 (A), A. lwoffii PTA-152 (B), B. subtilis PTA-271 (C), P. agglomerans PTA-AF1 (D), 
P. agglomerans PTA-AF2 (E), P. fluorescens PTA-268 (F) et P. fluorescens PTA-CT2 (G) ont été 
appliquées sur la parcelle CR à une concentration de 108 UFC ml-1 par infiltration, pulvérisation ou par 
dépôt au sol le 25 mai 2003. Les valeurs représentent les moyennes (n=3) ± l’erreur standard. 
L’astérisque indique que les valeurs sont significativement différentes par rapport au témoin d’après le 
test de Duncan (p < 0,05). 
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Activité ß-1,3-glucanase 

En 2003, l’activité β-1,3-glucanase est relativement faible chez les plantes témoins et 

diminue même fortement à la fin de la véraison (Figure 7). L’application des bactéries se 

traduit par une stimulation de l’activité β-1,3-glucanase au moment de la "fermeture de la 

grappe". L’infiltration des deux A. lwoffii PTA-113 (Figure 7 A), PTA-152 (Figure 7 B) et de 

B. subtilis (Figure 7 C) stimule significativement l’activité β-1,3-glucanase dans les baies.  

Cette activité peut atteindre un niveau 9 fois supérieur à celui du témoin en réponse à 

B. subtilis (Figure 7 C). Au même stade, une augmentation de l’activité de cette enzyme a 

également été observée suite à l’application de P. agglomerans. Cette activité est beaucoup 

plus importante en réponse aux deux P. agglomerans PTA-AF1 et PTA-AF2 (Figures 7 D, E), 

quel que soit le mode d’application de celle-ci. Pour P. agglomerans PTA-AF2, l’application 

au sol semble être la plus efficace. 

De façon similaire, l’activité β-1,3-glucanase est stimulée en réponse à P. fluorescens 

PTA-268 quel que soit son mode d’application (Figure 7 F). La seconde P. fluorescens PTA-

CT2 ne stimule l’activité β-1,3-glucanase que dans le cas où la bactérie est appliquée par 

infiltration (Figure 7 G).  

Ce sont B. subtilis PTA-271 et P. agglomerans PTA-AF2 qui se révèlent plus efficaces en 

terme de stimulation de l’activité β-1,3-glucanase. Cette activité est beaucoup plus importante 

lorsque les bactéries sont appliquées par infiltration ou au niveau du sol. 

 

2.2.2 Evaluation de l’activité systémique des bactéries vis-à-vis des réactions de 
défense de la vigne  

Les bactéries sélectionnées ont été appliquées au niveau du sol afin d’évaluer leur effet 

systémique sur les réactions de défense de la vigne. L’activité chitinase et β-1,3-glucanase ont 

été déterminées dans les feuilles et dans les baies au cours de deux campagnes successives en 

2003 et en 2004. 
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Figure 7 : Activité β-1,3-glucanase dans les baies de vigne suite à l’application des bactéries par 
infiltration, pulvérisation et au sol au vignoble. Les mesures ont été réalisées en 2003. Les bactéries 
A. lwoffii PTA-113 (A), A. lwoffii PTA-152 (B), B. subtilis PTA-271 (C), P. agglomerans PTA-AF1 
(D), P. agglomerans PTA-AF2 (E), P. fluorescens PTA-268 (F) et P. fluorescens PTA-CT2 (G) ont 
été appliquées sur la parcelle CR à une concentration de 108 UFC ml-1 par infiltration, pulvérisation ou 
par dépôt au sol le 25 mai 2003. Les valeurs représentent les moyennes (n=3) ± l’erreur standard. 
L’astérisque indique que les valeurs sont significativement différentes par rapport au témoin d’après le 
test de Duncan (p < 0,05). 
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a. Activité chitinase, β-1,3-glucanase et phénylalanine ammonia lyase dans les 

feuilles 

 

Activité chitinase 

En 2003, l’activité chitinase des feuilles de vigne a été déterminée au stade de la 

"fermeture de la grappe" (soit deux mois après l’application des bactéries). Parmi les 

différentes souches testées, les deux P. fluorescens (PTA-268 et PTA-CT2) sont les seules 

capables de stimuler cette activité à des niveaux d’environ 3 fois supérieurs au témoin 

(Tableau III). 

 

En 2004, l’activité chitinase est déterminée à différents stades de développement de la 

vigne. Chez les plantes non traitées, l’activité chitinase augmente dans les feuilles au stade 

"fermeture de la grappe" (fin juillet). Cette activité est maintenue jusqu’au début de la 

véraison, puis diminue progressivement jusqu’à atteindre son niveau de base en septembre 

(Figure 8). Une tendance similaire a également été observée en présence des différentes 

souches bactériennes à différents stades de développement de la vigne, mais avec des 

amplitudes qui varient en fonction de la nature de la souche. L’activité chitinase est fortement 

stimulée au stade "fermeture de la grappe" dans les feuilles des plantes dont le sol a été 

enrichi en particulier par A. lwoffii PTA-113, B. subtilis PTA-271, P. fluorescens PTA-268 et 

P. fluorescens PTA-CT2 (Figures 8 A et B). Les autres bactéries (A. lwoffii PTA-152, 

P. agglomerans PTA-AF1 et P. agglomerans PTA-AF2) ne semblent pas exercer un effet sur 

l’activité chitinase dans les feuilles au cours du développement de la vigne.  
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Tableau III : Activité chitinase dans les feuilles de vigne suite à l’application des bactéries au 
vignoble en 2003. Les bactéries A. lwoffii  PTA-113, A. lwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271, 
P. agglomerans PTA-AF1, P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens PTA-268 et P. fluorescens PTA-
CT2 ont été appliquées à une concentration de 1x108 UFC ml-1 au niveau du sol (parcelle NL) le 10 
juin 2003. Les valeurs représentent les moyennes (n=3) ± l’erreur standard. Les valeurs suivies d’un 
astérisque sont significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de Duncan (p < 
0,05). 

Activité chitinase  
(mg min-1 g-1 MF) Souches bactériennes 

28/07/2003 
Témoin 

A. lwoffii PTA-113 
A. lwoffii PTA-152 
B. subtilis PTA-271 

P. agglomerans PTA-AF1 
P. agglomerans PTA-AF2 
P. fluorescens PTA-268 
P. fluorescens PTA-CT2 

0,46 ± 0,26   
0,68 ± 0,16   
0,28 ± 0,07   
0,70 ± 0,40   
0,60 ± 0,31   
0,72 ± 0,38   

1,19 ± 0,19 * 
1,26 ± 0,32 * 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Activité chitinase dans les feuilles de vigne suite à l’application de bactéries au vignoble en 
2004. Les bactéries (A) A. lwoffii  PTA-113, A. lwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271, (B) 
P. agglomerans PTA-AF1, P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens PTA-268 et P. fluorescens PTA-
CT2 ont été appliquées à une concentration de 1x108 UFC ml-1 au niveau du sol (parcelle NL) le 20 
mai 2004. Les valeurs représentent les moyennes (n=3). L’astérisque indique que les valeurs sont 
significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de Duncan (p < 0,05). 
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Activité β-1,3-glucanase 

L’activité β-1,3-glucanase a également été mesurée en 2003 au stade "fermeture de la 

grappe" (fin juillet). Cette activité semble être plus importante dans les feuilles des plantes 

traitées avec les P. agglomerans et les P. fluorescens (Tableau IV). Une forte activité β-1,3-

glucanase est obtenue en présence de P. fluorescens PTA-CT2.  

Une cinétique concernant l’évolution de l’activité β-1,3-glucanase a été effectuée en 2004. 

Les résultats montrent que le profil d’évolution de l’activité β-1,3-glucanase est différent de 

celui de l’activité chitinase dans les feuilles. En effet, l’activité β-1,3-glucanase augmente à la 

fois chez le témoin et chez les plantes traitées avec un pic d’activité au stade "fermeture de la 

grappe" suivie d’une forte augmentation à la fin de la véraison (ou au début de la maturation) 

(Figure 9). A ce stade, une forte stimulation de l’activité de cette protéine PR est observée 

dans les feuilles des plants inoculés avec les deux A. lwoffii (PTA-113 et PTA-152), 

B. subtilis PTA-271 (Figure 9 A), P. agglomerans PTA-AF1 et P. fluorescens PTA-CT2 

(Figure 9 B). Les souches les moins actives en terme de stimulation de l’activité β-1,3-

glucanase sont P. agglomerans  PTA-AF2 et P. fluorescens PTA-268 (Figure 9 B).  

Il ressort donc que parmi les souches étudiées, A. lwoffii PTA-113, B. subtilis PTA-271 et 

P. fluorescens PTA-CT2 sont les plus efficaces en terme de stimulation des activités chitinase 

et β-1,3-glucanase dans les feuilles lorsqu’elles sont appliquées au sol.  

 

Activité de la phénylalanine ammonia lyase (PAL)  

Suite à l’application des bactéries au sol en 2003, les feuilles des plants de vignes traitées 

expriment une activité PAL dont le niveau dépend de la souche bactérienne (Figure 10). En 

effet les souches les plus actives sont représentées par A. lwoffii PTA-113, A. lwoffii PTA-152  

et B. subtilis PTA-271 (Figure 10 A), en réponse à ces souches l’activité PAL augmente 

depuis la "fermeture de la grappe" (fin juillet) jusqu’au début de la véraison (mi-août). Une 

stimulation significative de la PAL a également été observée au stade "grains grosseur de la 

grenaille" (début juillet) en réponse à P. agglomerans PTA-AF1 (Figure 10 B). Les autres 

souches ne stimulent pas cette activité par rapport au témoin, quel que soit le stade de 

développement de la vigne (26 juin au 14 août). 
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Tableau IV : Activité β-1,3-glucanase dans les feuilles de vigne suite à l’application des bactéries 
au vignoble en 2003. Les bactéries A. lwoffii  PTA-113, A. lwoffii PTA-152, B. subtilis : PTA-271, 
P. agglomerans : PTA-AF1, P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens : PTA-268 et 
P. fluorescens PTA-CT2 ont été appliquées à une concentration de 1x108 UFC ml-1 au niveau du 
sol (parcelle NL) le 10 juin 2003. Les valeurs représentent les moyennes (n=3) ± l’erreur standard. 
Les valeurs suivies d’un astérisque sont significativement différentes par rapport au témoin 
d’après le test de Duncan (p < 0,05). 
 

Activité β-1,3-glucanase  
(mg min-1 g-1 MF) Souches bactériennes 

28/07/2003 
Témoin 

A. lwoffii PTA-113 
A. lwoffii PTA-152 
B. subtilis PTA-271 

P. agglomerans PTA-AF1 
P. agglomerans PTA-AF2 
P. fluorescens PTA-268 
P. fluorescens PTA-CT2 

0,64 ± 0,02 
0,61 ± 0,01 
0,59 ± 0,06 
0,78 ± 0,07 

1,08 ± 0,11 * 
1,12 ± 0,13 * 
0,96 ± 0,05 * 
1,25 ± 0,01 * 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 : Activité β-1,3-glucanase dans les feuilles de vigne suite à l’application de bactéries au 
vignoble en 2004. Les bactéries (A) A. lwoffii  PTA-113, A. lwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271, (B) 
P. agglomerans PTA-AF1, P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens PTA-268 et P. fluorescens PTA-
CT2 ont été appliquées à une concentration de 1x108 UFC ml-1 au niveau du sol (parcelle NL) le 20 
mai 2004. Les valeurs représentent les moyennes (n=3). L’astérisque indique que les valeurs sont 
significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de Duncan (p < 0,05). 
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Figure 10: Activité phénylalanine ammonia lyase (PAL) dans les feuilles de vigne suite à l’application 
de bactéries au vignoble en 2003. Les bactéries (A) A. lwoffii  PTA-113, A. lwoffii PTA-152, 
B. subtilis PTA-271, (B) P. agglomerans PTA-AF1, P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens PTA-
268 et P. fluorescens PTA-CT2 ont été appliquées à une concentration de 1x108 UFC ml-1 au niveau 
du sol (parcelle NL) le 10 juin 2003. Les valeurs représentent les moyennes (n=3). L’astérisque 
indique que les valeurs sont significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de 
Duncan (p < 0,05). 
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b.  Activités chitinase et β-1,3-glucanase dans les baies  

 

Un suivi des activités chitinase et β-1,3-glucanase dans les baies a été réalisé à différents 

stades de développement de la vigne en 2003 et en 2004 suite à l’application des bactéries au 

sol. 

Activité chitinase 

En 2003, l’activité chitinase a été déterminée au stade "fermeture de la grappe" (fin juillet) 

et à la fin de la véraison (début septembre). Au stade "fermeture de la grappe", l’activité 

chitinase est très faible, quel que soit le traitement (Tableau V). Néanmoins une légère 

augmentation de cette activité est perceptible chez les feuilles des plantes traitées avec 

B. subtilis PTA-271, P. agglomerans PTA-AF1 et P. fluorescens PTA-268 et PTA-CT2 

(Tableau V). A la fin de la véraison, l’apport au sol des deux A. lwoffii (PTA-113 et PTA-152) 

de B. subtilis et des deux P. fluorescens (PTA-268 et PTA-CT2) se traduit par une 

augmentation sensible du niveau d’activité chitinase. Cette augmentation est plus marquée 

(d’un facteur de 15 par rapport au témoin) chez les baies des vignes inoculées avec 

P. agglomerans PTA-AF1 (Tableau V).  

 

Les mesures réalisées au cours des différents stades de développement de la vigne en 2004 

montrent que l’activité chitinase augmente progressivement depuis la véraison jusqu’à la fin 

de la maturation (mi-octobre). Cette tendance est observée à la fois chez le témoin et chez les 

plantes traitées avec les bactéries (Figure 11). Cependant, l’application des bactéries se traduit 

par une forte stimulation de l’activité chitinase, en particulier au moment de la maturation des 

baies (Figures 11 A et B). A l’exception de P. agglomerans PTA-AF2 (Figure 11 B), les 

autres souches s’avèrent capables de stimuler une activité chitinase dans les baies (Figures 11 

A et B). 
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Tableau V : Activité chitinase dans les baies de vigne suite à l’application des bactéries au vignoble 
en 2003. Les bactéries A. lwoffii  PTA-113, A. lwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271, 
P. agglomerans PTA-AF1, P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens PTA-268 et P. fluorescens PTA-
CT2 ont été appliquées à une concentration de 1x108 UFC ml-1 au niveau du sol (parcelle NL) le 10 
juin 2003. Les valeurs représentent les moyennes (n=3) ± l’erreur standard. Les valeurs suivies d’un 
astérisque sont significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de Duncan (p < 
0,05). 
 

Activité chitinase  
(mg min-1 g-1 MF) Souches bactériennes 

28/07/2003 02/09/2003 
Témoin 

A. lwoffii PTA-113 
A. lwoffii PTA-152 
B. subtilis PTA-271 

P. agglomerans PTA-AF1 
P. agglomerans PTA-AF2 
P. fluorescens PTA-268 
P. fluorescens PTA-CT2 

0,005 ± 0,003 
0,012 ± 0,003 
0,024 ± 0,006 

0,069 ± 0,007 * 
0,049 ± 0,002 * 
0,018 ± 0,007 

0,040 ± 0,010 * 
0,043 ± 0,011 * 

0,38 ± 0,04 
1,19 ± 0,13 * 
1,42 ± 0,20 * 
1,27 ± 0,21 * 
5,94 ± 0,55 * 
0,76 ± 0,17 

1,04 ± 0,18 * 
0,90 ± 0,13 * 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Activité chitinase dans les baies de vigne suite à l’application de bactéries au vignoble en 
2004. Les bactéries (A) A. lwoffii  PTA-113, A. lwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271, (B) 
P. agglomerans PTA-AF1, P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens PTA-268 et P. fluorescens PTA-
CT2 ont été appliquées à une concentration de 1x108 UFC ml-1 au niveau du sol (parcelle NL) le 20 
mai 2004. Les valeurs représentent les moyennes (n=3). L’astérisque indique que les valeurs sont 
significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de Duncan (p < 0,05).  
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Activité β-1,3-glucanase 

L’analyse enzymatique chez les plants témoins en 2003 montre qu’à l’inverse de l’activité 

chitinase, celle de la β-1,3-glucanase est très importante au stade "fermeture de la grappe", 

mais faible à la fin de la véraison (Tableau VI). L’application des bactéries se traduit en 

général par une stimulation significative de l’activité β-1,3-glucanase dans les baies en 

particulier en présence d’A. lwoffii PTA-152, P. agglomerans PTA-AF1 et P. fluorescens 

PTA-268 (Tableau VI). Aucun effet significatif n’a été observé en présence des autres 

souches. Le faible niveau d’activité β-1,3-glucanase à la fin de la véraison ne permet pas de 

déceler un effet important des bactéries. Néanmoins, on peut noter une légère augmentation 

de l’activité β-1,3-glucanase en réponse à P. fluorescens PTA-CT2.  

Les mesures de l’activité β-1,3-glucanase au cours des différents stades du développement 

de la vigne en 2004 montrent que les baies témoins présentent une activité β-1,3-glucanase 

stable depuis le stade "fermeture de la grappe" jusqu’à la fin de la véraison (soit environ 1,2 

unités). L’activité β-1,3-glucanase diminue ensuite au cours de la maturation (Figure 12). 

L’application des bactéries au sol se traduit par une augmentation de l’activité β-1,3-

glucanase, en particulier au cours des stades qui précèdent la maturation (Figure 12 A et B). 

Une plus forte activité β-1,3-glucanase est observée chez les vignes traitées avec A. lwoffii 

PTA-113, B. subtilis PTA-271 (Figure 12 A) et P. fluorescens PTA-CT2 (Figure 12 B), 

(Figure 12 A). 

Ce sont les deux A. lwoffii (PTA-113 et PT-152), B. subtilis PTA-271 et P. fluorescens 

PTA-CT2 qui se révèlent les plus efficaces en terme de stimulation des activités chitinase et 

β-1,3-glucanase dans les baies. Les niveaux d’activité des deux protéines PR sont 

relativement comparables pour les deux années consécutives (2003 et 2004). 

Dans les baies, l’évolution de l’activité chitinase est inverse à celle de l’activité β-1,3-

glucanase au cours du développement de la plante. Les bactéries sont donc capables de 

stimuler les activités chitinase et β-1,3-glucanase chez les feuilles et les baies des plants 

traités. Il ressort donc que parmi les souches étudiées, A. lwoffii PTA-113, B. subtilis PTA-

271 et P. fluorescens PTA-CT2 sont plus efficaces en terme de stimulation des activités 

chitinase et β-1,3-glucanase dans les feuilles, alors que dans les baies ce sont les deux 

A. lwoffii (PTA-113 et PTA-152), B. subtilis PTA-271 et P. fluorescens PTA-CT2 qui sont les 

plus actives. 
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Tableau VI : Activité β-1,3-glucanase dans les baies de vigne suite à l’application des bactéries au 
vignoble en 2003. Les bactéries A. lwoffii  PTA-113, A. lwoffii PTA-152, B. subtilis : PTA-271, 
P. agglomerans : PTA-AF1, P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens : PTA-268 et P. fluorescens 
PTA-CT2 ont été appliquées à une concentration de 1x108 UFC ml-1 au niveau du sol (parcelle NL) le 
10 juin 2003. Les valeurs représentent les moyennes (n=3) ± l’erreur standard. Les valeurs suivies 
d’un astérisque sont significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de Duncan (p < 
0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 : Activité β-1,3-glucanase dans les baies de vigne suite à l’application de bactéries au 
vignoble en 2004. Les bactéries (A) A. lwoffii  PTA-113, A. lwoffii PTA-152, B. subtilis PTA-271, (B) 
P. agglomerans PTA-AF1, P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens PTA-268 et P. fluorescens PTA-
CT2 ont été appliquées à une concentration de 1x108 UFC ml-1 au niveau du sol (parcelle NL) le 20 
mai 2004. Les valeurs représentent les moyennes (n=3). L’astérisque indique que les valeurs sont 
significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de Duncan (p < 0,05). 

Activité β-1,3-glucanase  
(mg min-1 g-1 MF) Souches bactériennes 

28/07/2003 02/09/2003 
Témoin 

A. lwoffii PTA-113 
A. lwoffii PTA-152 
B. subtilis PTA-271 

P. agglomerans PTA-AF1 
P. agglomerans PTA-AF2 
P. fluorescens PTA-268 
P. fluorescens PTA-CT2 

4,60 ± 0,20 
5,38 ± 2,10 

10,18 ± 0,80 * 
3,29 ± 0,51 

14,42 ± 1,87 * 
4,63 ± 0,63 

14,39 ± 0,88 * 
6,25 ± 1,41 

0,17 ± 0,01 
0,15 ± 0,03 
0,11 ± 0,06 
0,14 ± 0,01 
0,14 ± 0,02 
0,17 ± 0,03 
0,15 ± 0,01 

0,39 ± 0,07 * 
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2.2.3 Relation entre la résistance de la vigne contre B. cinerea et les activités 
chitinase et β-1,3-glucanase  

Nous avons montré qu’au cours du traitement de la vigne à l’aide des bactéries, les 

feuilles expriment une activité chitinase précoce suivie d’une forte activité β-1,3-glucanase. 

Dans les baies, ces activités présentent des profils inverses. Ces réactions successives sont 

associées à une diminution de l’infection des feuilles et des baies par B. cinerea. Une 

corrélation positive entre l’activité chitinase dans les feuilles et leur capacité à résister aux 

attaques de B. cinerea est établie (Figure 13 A). En effet, au stade fermeture de la grappe (fin 

juillet), les souches les plus performantes en terme d’activation de chitinase sont aussi 

capables d’induire une protection des feuilles contre B. cinerea. Il s’agit d’A. lwoffii PTA-113 

et des P. fluorescens (PTA-268 et PTA-CT2) (Figure 13 A). A l’inverse, celles conduisant à 

une faible activité enzymatique (A. lwoffii PTA-152 et les P. agglomerans PTA-AF1 et PTA-

AF2) ne procurent qu’une faible protection des tissus foliaires contre B. cinerea (Figure 

I.13 A). Les essais réalisés sur les feuilles à la fermeture de la grappe (fin juillet) ne montrent 

pas de corrélation entre l’activité β-1,3-glucanase et la protection des feuilles de vigne contre 

B. cinerea, compte tenu du faible niveau de l’activité β-1,3-glucanase à ce stade (Figure 13 

B). 

 

Les mesures réalisées dans les baies montrent une faible corrélation entre les réactions de 

défense étudiées et la protection acquise (données non montrées). Ces résultats suggèrent que 

la protection induite est sous le contrôle au moins partiel de la succession de différentes 

réactions de défense dans les différents organes de la plante.  

 

3 Discussion 

Dans cette étude, 7 souches bactériennes, isolées de la rhizosphère et des différents 

niveaux d’organisation de la vigne ont été retenues pour évaluer leur capacité à protéger la 

vigne contre B. cinerea. Ces souches ont été identifiées comme A. lwoffii (PTA-113 et PTA-

152), B. subtilis (PTA-271), P. agglomerans (PTA-AF1 et PTA-AF2) et P. fluorescens (PTA-

268 et PTA-CT2) (Trotel-Aziz et al., 2007). Dans cette étude, les effets de ces bactéries ont 

été appréhendés dans des conditions du vignoble via leur action protectrice contre B. cinerea 

et le suivi des réactions de défense de la vigne.  
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Figure 13 : Relation entre le développement de la nécrose de B. cinerea et les activités chitinase (A) et 
β-1,3-glucanase (B) dans les feuilles de vigne en réponse à l’application des bactéries. Les bactéries 
A. lwoffii  PTA-113 (�), A. lwoffii PTA-152 (�) B. subtilis PTA-271 (�), P. agglomerans PTA-AF1 
(�), P. agglomerans PTA-AF2 (�), P. fluorescens PTA-268 (�) et P. fluorescens PTA-CT2 (�) ont 
été appliquées à une concentration de 1x108 UFC ml-1 au niveau du sol (parcelle NL) le 20 mai 2004. 
Les tests de protection des feuilles sont réalisés le 17 juillet 2004 et les mesures des activités 
enzymatiques le 22 juillet 2004 au stade fermeture de la grappe. Témoin : �. 
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Dans une première étude, les bactéries ont été appliquées en souche pure selon trois 

modalités afin de rendre compte de la méthode la plus efficace pour lutter contre B. cinerea au 

vignoble. Les tests de protection réalisés sur feuilles ont montré que la réduction de la taille 

de la nécrose causée par B. cinerea est dépendante de la souche appliquée. En 2004, les 

apports de P. agglomerans PTA-AF1 (originaire des feuilles) et P. fluorescens PTA-CT2 

(originaire des sarments) réduisent fortement la taille de la nécrose, quel que soit leur mode 

d’application. Ces résultats sont comparables à ceux obtenus en 2002, montrant également 

une certaine variabilité de protection en réponse aux différentes souches (Magnin-Robert et 

al., 2007). Dans la majorité des cas, le niveau de protection semble être également influencé 

par la méthode d’inoculation de la bactérie. En effet, l’apport des bactéries au sol se montre 

plus efficace par rapport à l’infiltration et à la pulvérisation de celles-ci. L’application au sol 

d’A. lwoffii PTA-113 et de P. fluorescens PTA-CT2 se traduit par une réduction significative 

des attaques de B. cinerea dans les deux parcelles viticoles.  

Par ailleurs, les différents tests réalisés en 2004 et en 2005 montrent que la protection 

induite par les bactéries est également variable d’une année sur l’autre. Cette variabilité 

pourrait relever de différents facteurs biotiques (pression parasitaire, interactions avec la 

microflore locale…) et abiotiques (température, disponibilité en nutriments…), mais aussi de 

la dose (Pillay et Nowak 1997), de la fréquence et de la méthode d’application des bactéries 

(Mazzola et al., 1995b ; Strigul et Kravchenko, 2006). Certains de ces facteurs peuvent 

affecter la distribution des agents de lutte biologique au sein de la plante ou dans leur 

environnement (Mazzola et al., 1995b) et par conséquent leur action protectrice contre 

B. cinerea. Cette hypothèse corrobore l’idée selon laquelle les bactéries endophytes 

(originaires de feuilles et de sarments) appartenant aux genres Pantoea et Pseudomonas 

seraient plus efficaces contre B. cinerea que celles originaires de la rhizosphère. Chez le coton 

ou chez la pomme de terre, il a été montré que des souches bactériennes endophytes 

appartenant aux genres Aureobacterium sp., Bacillus sp., Clavibacter sp., Methylbacterium 

sp., Paenibacillus sp., Phyllobacterium sp., Pseudomonas sp., sont capables de lutter 

efficacement contre des pathogènes fongiques et même bactériens (Chen et al., 1995 ; 

Sessitsch et al., 2004). 

L’application au sol des bactéries issues du vignoble se traduit par une réduction de la 

nécrose foliaire et du pourcentage de contamination des baies dans les conditions du vignoble. 

Les bactéries les plus efficaces en terme de protection des feuilles contre B. cinerea sont 
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représentées par A. lwoffii PTA-113 et PTA-152, P. fluorescens PTA-268 et PTA-CT2 et 

P. agglomerans PTA-AF1. On note toutefois une certaine hétérogénéité quant à la protection 

des baies par ces souches. Une protection significative des baies a été observée avec 

P. agglomerans PTA-AF1 en particulier chez les grappes situées sur la face Est des rangs 

faiblement infectée par B. cinerea. Ceci peut être expliqué par une différence de microclimat 

présent dans la canopée pouvant influencer le développement et /ou la virulence du 

champignon (Nair et Allen, 1993 ; Percival et al., 1994 ; Holz et al., 2003 ; Schmidt et al., 

2004), mais aussi l’activité et/ ou la croissance des agents de biocontrôle (Davies et 

Whitbread, 1989 ; Mathre et al., 1994 ; Hannusch et Boland, 1996 ; Bai et al., 2002).  

Des études antérieures ont montré que la protection induite par certaines bactéries serait 

liée à leur capacité à coloniser le sol, la rhizosphère et les tissus de la plante (Bull et al., 

1991 ; Chin-A-Woeng et al., 2000 ; Giddens et al., 2003 ; Schmidt et al., 2004). D’autres 

travaux démontrent que P. agglomerans est une bactérie rhizosphérique ou épiphytique 

efficace aussi bien chez le poirier contre Erwinia amylovora (Stockwell et al., 2002 ; Wright 

et al., 2001) que chez des fruits (pomme, cerise, fraise) stockés après la récolte contre 

B. cinerea, Penicillium expansum ou Rhizopus stolonifer (Francès et al., 2006). Des résultats 

similaires ont également été rapportés suite à l’utilisation de P. fluorescens et de B. subtilis 

chez de nombreuses plantes (abricotier, chou, concombre, haricot, tomate) vis-à-vis d’agents 

pathogènes fongiques ou même viraux (Van Peer et al., 1991 ; Asaka et Shoda., 1996 ; 

Leeman et al., 1996 ; Georgakopoulos et al., 2002 ; Walker et al., 2002 ; Altindag et al., 

2006 ; Ji et al., 2006). Nos résultats démontrent aussi pour la première fois que deux souches 

de type Acinetobacter lwoffii (d’origine racinaire) sont capables de protéger la vigne contre 

B. cinerea au vignoble. 

Les niveaux de protection des feuilles obtenus en 2005 (en l’absence de renouvellement 

d’application des bactéries) sont généralement comparables voire améliorés par rapport à ceux 

obtenus en 2004. L’effet protecteur contre B. cinerea est nettement marqué en présence de 

P. agglomerans PTA-AF1 et des deux P. fluorescens chez les feuilles et en présence des deux 

A. lwoffii et des deux P. agglomerans chez les baies. Ces effets bénéfiques peuvent être liés à 

l’origine et/ou la source des bactéries sélectionnées et donc à leur adaptation à 

l’environnement viticole. Cette adaptation pourrait contribuer au maintien des bactéries à un 

niveau suffisant dans la rhizosphère ou dans les tissus de la plante au cours de son 

développement. Les travaux de Yan et al. (2003) montrent que les populations de 

P. fluorescens possèdent une capacité à coloniser les racines de tomate supérieure à celle des 
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populations de Bacillus pumilus. Néanmoins, B. pumilus est plus persistante dans la 

rhizosphère compte tenu de la formation d’endospores contribuant à son adaptation et sa 

survie aux conditions du milieu (Yan et al., 2003). 

La pression parasitaire semble aussi affecter l’activité protectrice des bactéries issues du 

vignoble. Ainsi, en 2004 le taux de contamination des baies était voisin de 45% et la meilleure 

protection obtenue en présence des bactéries ne dépasse pas 24%, alors qu’en 2005 la 

pression parasitaire était faible (13,5%) et la protection des baies atteint environ 63%. Ces 

résultats sont en accord avec d’autres études montrant que le contrôle de certains 

champignons pathogènes par des bactéries est moins efficace en présence d’une forte pression 

parasitaire (Landa et al., 2001 ; Schmidt et al., 2004).  

La protection induite par les bactéries semble résulter de processus liés à une résistance 

systémique induite (ISR) chez la vigne, compte tenu de la séparation spatiale des sites 

d’application des bactéries (sol) et de l’agent pathogène (feuilles et baies). Le degré de cette 

ISR est différent d’une souche à l’autre et pourrait relever de divers mécanismes impliquant 

l’origine des bactéries et /ou leur concentration dans la rhizosphère ou dans les tissus de la 

plante, mais aussi de la nature des composés d’origine bactérienne pouvant contribuer à l’ISR 

(Raaijmakers et al., 1995 ; Han et al., 2006). L’hypothèse d’une ISR induite par les 

Pseudomonas contre différents pathogènes a largement été rapportée chez Arabidopsis 

thaliana, le radis, le tabac ou encore l’œillet (Van Peer et al., 1991 ; Maurhöfer et al., 1994 ; 

Leeman et al., 1995 ; Pieterse et al., 1996 ; Iavicoli et al., 2003).  

La résistance induite par les bactéries chez la vigne se trouve souvent liée à une 

stimulation des réactions de défense, en particulier de l’activité chitinase et dans certains cas à 

celle de la β-1,3-glucanase dans les feuilles et dans les baies. Dans tous les cas, ces deux 

réactions sont stimulées de manière successive et semble être alternées au cours du 

développement de la vigne. En effet, lorsque l’activité chitinase chute dans les feuilles (à la 

fin de la véraison), celle des baies augmente au cours de la maturation des fruits. Ces résultats 

sont en accord avec des travaux antérieurs (Robinson et al., 1997 ; Salzman et al., 1998). A 

l’inverse, lorsque l’activité de β-1,3-glucanase augmente dans les feuilles à la fin de la 

véraison, celle des baies chute en pleine maturation des fruits. Ces résultats sont différents de 

ceux décrits par Robinson et al. (1997) et par Derckel et al (1998b), qui ne détectent aucune 

activité β-1,3-glucanase dans les baies quel que soit leur stade de développement.  

L’amplitude des activités chitinase et β-1,3-glucanase dans les feuilles et dans les baies est 

différente d’une souche à une autre, malgré des profils comparables à ceux du témoin. 
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Globalement une forte activité chitinase est exprimée dans les feuilles au stade "fermeture de 

la grappe" et dans les baies au cours de la maturation en réponse aux deux P. fluorescens et 

A. lwoffii PTA-113, alors que la β-1,3-glucanase est fortement activée par les deux souches 

d’A. lwoffii, P. fluorescens PTA-CT2 et P. agglomerans PTA-AF1 dans les feuilles à la fin de 

la véraison et dans les baies dès la mi-véraison. Ces résultats suggèrent que la stimulation des 

activités chitinase et β-1,3-glucanase pourrait résulter de l’activation de différentes isoformes 

de ces protéines PR présentes dans les feuilles et/ou dans les baies. D’autre part, la succession 

temporelle et spatiale des activités de ces protéines suggère qu’il y aurait un transfert de 

signaux d’un organe à un autre dès le début de la véraison, régissant l’expression des 

protéines de défenses ou encore le transport des protéines PR d’un organe à l’autre. En ce 

sens, les travaux de Bortolotti et al. (2005), réalisés sur des plants de tabacs transgéniques 

surexprimant une protéine PR originaire du maïs, suggèrent que cette protéine serait 

transportée des racines vers les feuilles via les plasmodesmes des éléments du phloème.  

L’accumulation ou l’expression des chitinases et β-1,3-glucanases a été mise en évidence 

chez la vigne en réponse à de nombreux pathogènes tels que Pseudomonas syringae, 

P. viticola (Busam et al., 1997 ; Robert et al., 2002), B. cinerea (Derckel et al., 1999 ; Robert 

et al., 2002) et E. necator (Robert et al., 2002). Des réactions similaires ont également été 

observées suite à l’application de composés activateurs de la SAR (Busam et al.,1997 ; 

Derckel et al., 1998b ; Repka et al., 2000), d’oligosaccharides (Repka et al., 2000 ; Aziz et 

al., 2003 ; 2004; Trotel-Aziz et al., 2006 ; Aziz et al., 2006 ; 2007) ou à l’exposition aux UV 

(Bonomelli et al., 2004). L’implication de ces protéines PR dans la résistance de la vigne 

contre les agents pathogènes a été fortement suggérée en utilisant deux souches de B. cinerea 

de différents degrés de virulence (Derckel et al., 1999) ou des cépages de sensibilités 

différentes (Busam et al., 1997 ; Giannakis et al., 1998 ; Aziz et al., 2003 ; 2004 ; Bonomelli 

et al., 2004). Des effets synergiques de ces protéines PR ont aussi été suggérés (Mauch et al., 

1988 ; Jach et al., 1995). En outre, les chitinases et les β-1,3-glucanases génèrent des 

oligomères de glucane ou de chitine à partir de la paroi des pathogènes, susceptibles d’être 

reconnus par des récepteurs membranaires de la plante et d’amplifier les réactions de défense 

(Punja et Zhang, 1993 ; Fritig et al., 1998). 

L’existence d’une corrélation entre l’activité chitinase et la protection des feuilles contre 

B. cinerea suggère que cette réaction de défense serait impliquée dans l’établissement d’une 

ISR. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Cartieaux et al. (2003) ou par Wang 

et al. (2005) chez A. thaliana et contraires aux travaux de Pieterse et de ses collaborateurs 
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(2001) ne montrant aucune relation entre l’ISR et l’induction des protéines PR en réponse aux 

rhizobactéries chez la même plante (A. thaliana). Toutefois, l’absence de corrélation entre 

l’activité β-1,3-glucanase et la résistance des feuilles à B. cinerea  peut être liée au stade de 

développement mais aussi aux mécanismes impliqués dans la régulation des β-1,3-glucanases. 

Ces résultats suggèrent que l’expression de la résistance impliquerait d’autres mécanismes de 

défense opérant au niveau des voies des phénylpropanoïdes ou celles des dérivées des acides 

gras. Dans ce sens, des études sur des feuilles de vitroplants ont montré que certaines de ces 

bactéries sont capables de stimuler l’activité de la LOX et celle de la PAL (Trotel-Aziz et al., 

2007) ainsi que l’accumulation des phytoalexines, resvératrol et viniférines (Verhagen et al., 

communication personnelle). En outre, nous avons montré que l’application des bactéries au 

vignoble conduit aussi à une stimulation transitoire de l’activité PAL chez les feuilles de 

vigne. Cette enzyme est impliquée dans la synthèse des phytoalexines et de SA. Ces 

composés pourraient donc intervenir dans la résistance des feuilles contre B. cinerea suite à 

l’application des bactéries au vignoble.  

Dans cette étude, même si l’effet direct des bactéries sur l’agent pathogène n’a pas été 

rapporté, des résultats à partir de tests réalisés in vitro ont révélé que parmi les 7 souches 

sélectionnées, seules P. agglomerans (PTA-AF1) et P. fluorescens (PTA-CT2) exercent une 

activité antagoniste vis-à-vis de B. cinerea (Trotel-Aziz et al., 2007). Les mêmes bactéries 

sont aussi capables d’induire de multiples réactions de défense chez la vigne. Ces résultats 

suggèrent que l’effet protecteur induit par ces souches peut résulter à la fois de la stimulation 

des mécanismes de défense de la plante et d’un effet antifongique direct (De Boer et al., 

2003 ; Lucy et al., 2004). Dans cette étude, même si les souches sont appliquées au sol et 

considérées séparées de B. cinerea, il est probable qu’il existe des interactions directes entre 

les bactéries et le pathogène dans les tissus de la plante. Différentes souches de P. fluorescens 

(Maurhöfer et al., 1994 ; Dowling et O’Gara, 1994 ; Iavicoli et al., 2003 ;  Meziane et al., 

2005), P. agglomerans (Amellal et al., 1998 ; Wright et al., 2001 ; Stockwell et al. 2002) et 

de B. subtilis (Pusey, 1989 ; Rodgers, 1989 ; Asaka et Shoda, 1996 ; Schmidt et al., 2004) 

sont capables d’agir directement contre différents agents pathogènes en synthétisant des 

molécules chélatrices de fer (sidérophores) ou des composés à activités antifongiques 

(antibiotiques, enzymes hydrolytiques). Ces composés synthétisés par les bactéries peuvent 

aussi contribuer à l’induction de l’ISR (Mazzola et al., 1995a ; Van Wees et al., 1997 ; 

Audenaert et al., 2002 ; Stockwell et al., 2002 ; Bakker et al., 2003 ; Iavicoli et al., 2003 ; 

Meziane et al., 2005). On peut noter que dans la majorité des cas la protection induite par les 
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bactéries contre B. cinerea serait d’avantage liée à l’induction de la résistance chez la vigne 

qu’à un effet antagoniste direct. 
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CHAPITRE 2 

Effets des combinaisons de bactéries sur la protection contre 

B. cinerea et stimulation des défenses de la vigne dans les 

conditions du vignoble 

 

1 Introduction 

Diverses bactéries issues de la rhizosphère ou de la phyllosphère sont capables de protéger 

certaines plantes vis-à-vis de nombreux organismes pathogènes. Cette protection impliquerait 

des mécanismes d’action directs et indirects aboutissant à une résistance systémique induite 

(ISR) chez la plante. Les bactéries capables d’induire une ISR sont généralement 

rhizosphériques ou endophytiques et appartiennent aux genres Bacillus sp. (Benhamou et al., 

1996b ; Sailaja et al., 1997 ; Park et Kloepper, 2000), Burkholderia sp. (Sharma et Nowak, 

1998), Lysobacter sp. (Kilic-Ekici et Yuen, 2004), Pseudomonas sp. (Van Peer et al., 1991 ; 

Wei et al., 1991 ; M’Piga et al., 1997 ; Ongena et al., 1999 ; Chen et al., 2000 ; Park et 

Kloepper, 2000 ; Iavicoli et al., 2003) et Serratia sp. (Li et al. 1995 ; Press et al., 1997 ; Park 

et Kloepper, 2000). Les mécanismes responsables des effets protecteurs sont donc multiples et 

variables d’une souche à l’autre. Certains d’entre eux peuvent intervenir indépendamment, 

mais ils coexistent souvent et peuvent interférer les uns avec les autres (Hamdan et al., 1991 ; 

Duijff et al., 1993 ; Pal et al., 2001 ; Someya et al., 2001 ; Bolwerk et al., 2003 ; Kamensky et 

al., 2003).  

L’efficacité de la lutte biologique via l’utilisation d’une seule bactérie est souvent variable 

et dépend du pathosystème et des conditions d’expérimentation (Handelsman et Stabb, 1996 ; 

Lucy et al., 2004). Cette variabilité résulterait, d’une part des capacités adaptatives de l’agent 

de la lutte biologique aux facteurs de l’environnement (température, activité de l’eau, 

caractéristiques du sol, disponibilité en éléments nutritifs…) (Mathre et al., 1994 ; Horwath et 

al., 1998 ; Laville et al., 1999 ; Schmidt et al., 2004 ; Strigul et Kravchenko, 2006) et d’autre 

part des interactions directes ou indirectes avec les autres microorganismes associés à la 

plante (Postma et al., 1990 ; Wright et al., 1995 ; Van Veen et al. 1997 ; Brimecombe et al., 

1999). D’autres facteurs comme la nature et l’abondance des exsudats racinaires peuvent être 



Chapitre 2 
 

 

 98 

impliqués dans l’efficacité de l’action des agents de lutte biologique (Kazmar et al., 2000 ; 

Notz et al., 2002 ; Kravchenko et al., 2003 ; Kamilova et al., 2006 ; Strigul et Kravenchko, 

2006). Ces facteurs de nature biotique et abiotique sont susceptibles d’affecter la croissance et 

la survie des agents de la lutte biologique et par conséquent de moduler leur activité de 

colonisation (Weller, 1988 ; Davies et Whitbread, 1989 ; Pillay et Nowak, 1997) et de 

biocontrôle (Schippers et al., 1987; Hannusch et Boland, 1996). Certains travaux illustrent 

l’implication de facteurs de l’environnement dans la régulation de la production par les 

bactéries de divers composés déterminants dans la lutte biologique contre des agents 

pathogènes (Laville et al., 1992). Ainsi, la production d’antibiotiques, tels que le DAPG et la 

phénazine-1-carboxamide par des Pseudomonas sp. est stimulée par une disponibilité 

importante de glycérol, de phénylalanine ou de tyrosine (Duffy et Défago, 1999 ; Van Rij et 

al., 2004) par les baisses de température (21 à 16°C), les stress salins et le manque de fer, de 

sulfate et de phosphate (Van Rij et al., 2004). Duffy et Défago (1999) relatent un effet 

régulateur du glucose qui peut à la fois stimuler la production du DAPG et inhiber la 

production de pyolutéorine chez Pseudomonas fluorescens CHA0. Maurhöfer et ses collègues 

(2004) ont récemment observé que l’association de deux P. fluorescens CHA0 et Q2-87 

permettait d’augmenter la production de DAPG par chacune des bactéries. Un autre exemple 

d’interaction dans la rhizosphère concerne l’acide fusarique issu de Fusarium oxysporum, 

capable d’inhiber la production du DAPG chez P. fluorescens CHA0 et d’affaiblir donc la 

capacité de la bactérie à protéger les plants de tomate contre Fusarium oxysporum (Duffy et 

Défago, 1997 ; Schnider-Keel et al., 2000 ; Notz et al., 2002 ; Duffy et al., 2004). Ce 

composé inhibe également la multiplication d’agents de la lutte biologique appartenant au 

genre Bacillus (Bacon et al., 2006). D’autres composés issus des rhizobactéries peuvent 

réguler les déterminants bactériens du biocontrôle. Ainsi la N-acyl-homosérine (AHL) lactone 

issue de Pseudomonas aureofaciens 30-84, stimule chez celle-ci la production de phénazine 

(antibiotique) (Pierson et al., 1998a, b). Van den Broek et al. (2003) ont décrit chez une 

même espèce bactérienne de Pseudomonas sp. deux états physiologiques différents qualifiés 

de phase I et phase II. Les bactéries en phase I sont capables de protéger le blé contre 

Gaeumannomyces graminis pv. tritici  via la production de composés antifongiques, des 

protéases, des lipases et des chitinases. A l’inverse, les bactéries en phase II ne produisent pas 

de molécules antifongiques et par conséquent perdent leur capacité protectrice. Ce phénomène 

pourrait exister chez de nombreuses bactéries et serait donc à l’origine d’une variabilité de 

l’efficacité de la lutte biologique. 
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Les taux de protection obtenus suite à l’utilisation d’un seul microorganisme de la lutte 

biologique sont souvent très variables selon le type de pathogènes. Ces microorganismes 

apportent généralement des niveaux de protection partiels, parfois inconstants et dépendant 

des conditions du milieu (Mathre et al., 1994 ; Dik et al., 1999 ; Schmidt et al., 2001 ; 

Jetiyanon et Kloepper, 2002 ; De Boer et al., 2007). D’où la nécessité de combiner ou 

d’alterner des agents de lutte biologique possédant des mécanismes d’action complémentaires 

afin d’optimiser leur efficacité vis-à-vis des agents phytopathogènes (Woo et al., 2002). De 

nombreuses études ont montré que l’application des souches bactériennes en mélanges se 

traduit par une forte protection contre les agents pathogènes par comparaison aux effets 

obtenus à l’aide d’une seule souche (Janisiewicz et Bors, 1995 ; Schisler, 1997 ; Dunne et al., 

1998 ; Fukui et al., 1999 ; De Boer et al., 1999 ; Guetsky et al., 2002a ; De Boer et al., 2003). 

Ainsi, les combinaisons de Pseudomonas putida RE8 avec P. putida WCS358 ou de P. putida 

RS56 avec P. fluorescens RS-111 permettent d’obtenir une réduction plus importante des 

attaques de Fusarium oxysporum sur le radis par rapport à l’application de chacune des 

bactéries séparément (De Boer et al., 1999). Ces effets résulteraient de la combinaison de 

différents mécanismes d’actions caractérisant ces souches, comme il a été rapporté par 

d’autres auteurs chez la tomate, le pommier, l’oranger, le concombre, le maïs ou la betterave 

(Janisiewicz, 1996 ; Dunne et al., 1998 ; Raupach et Kloepper, 1998 ; Pal et al., 2001 ; 

Whipps, 2001 ; Szczech et Shoda, 2004 ; Roberts et al., 2005 ; Meziane et al., 2006). Dans 

certains cas, la production d’antibiotiques contribuant à la suppression de phytopathogènes 

fongiques est augmentée chez les bactéries antagonistes en présence de diverses 

rhizobactéries (Pierson et al., 1998 a ; 1998b ; Lutz et al., 2004 ; Maurhöfer et al., 2004 ; De 

Boer et al., 2007). D’autres phénomènes liés à l’adaptation des agents de la lutte biologique et 

à la colonisation de la plante au cours de son développement seraient déterminants dans 

l’efficacité et la stabilité de la protection induite par les mélanges de bactéries (Raupach et 

Kloepper, 1998). La combinaison de différents mécanismes d’action résultant de l’association 

de différents agents contribuerait à lutter contre un large spectre d’agents pathogènes.  

En plus des effets coopératifs entre des agents de la lutte biologique, il n’est pas exclu 

que certaines bactéries puissent être antagonistes vis-à-vis d’autres organismes initialement 

actifs. Dans une récente étude (Anderson et al., 2004), il a été montré qu’une 

Pseudomonas fluorescens A506 était capable de sécréter une protéase impliquée dans la lutte 

contre Erwinia amylovora chez le poirier et le pommier. Cette protéase serait également 

susceptible de dégrader des molécules antibiotiques produites par d’autres bactéries 
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bénéfiques, Pantoea agglomerans Eh252 et P. agglomerans C9-1, inhibant ainsi leur pouvoir 

protecteur. Le phénomène de compétition pour les éléments nutritifs intervient également 

dans l’antagonisme direct entre des agents de la lutte biologique provoquant ainsi une perte de 

l’activité protectrice des mélanges bactériens vis-à-vis d’un pathogène fongique (de la Cruz et 

al., 1992 ; Raaijmakers et al., 1995 ; De Boer et al., 1999). Cette perte d’activité protectrice 

semble également dépendre de l’ordre dans lequel les souches constituants le mélange sont 

appliquées sur la plante (Szczech et Shoda, 2004). 

Dans le précédent chapitre, nos résultats relatifs à l’utilisation de bactéries individuelles 

ont permis de distinguer que le pourcentage de protection et l’amplitude des réactions induites 

chez la vigne variaient en fonction de la souche, du mode de son application, mais aussi de la 

pression parasitaire caractérisant chaque parcelle d’expérimentation. L’objectif de cette étude 

est d’améliorer le taux de protection de la vigne contre B. cinerea en associant des souches 

distinctes sur le plan génétique qui pourraient agir via des mécanismes complémentaires. Les 

souches bactériennes sélectionnées ont été appliquées au vignoble sous forme de différentes 

combinaisons allant de deux à sept souches. Les effets de ces mélanges ont été évalués à la 

fois au niveau de la protection des feuilles et des baies de vigne contre B. cinerea et de 

l’activation de certaines réactions de défense (chitinase et β-1,3-glucanase et dans certains cas 

la PAL). 

 

2 Résultats 

Les expériences ont été menées dans les mêmes conditions que celles relatives à 

l’application des bactéries individuelles au vignoble présentées dans le chapitre 1. 

2.1 Evaluation de la résistance de la vigne à B. cinerea suite à 
l’application des mélanges de bactéries 

L’effet systémique des mélanges de bactéries a été évalué au vignoble par des essais de 

protection contre B. cinerea à la fois chez les feuilles et chez les baies lorsque les bactéries 

sont appliquées au sol. Les applications des mélanges ont été réalisées en 2003 et en 2004. 

Une étude similaire a également été réalisée en 2005 en l’absence de renouvellement de 

l’application des bactéries. 
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2.1.1 Effet des mélanges de bactéries sur la protection des feuilles contre B. cinerea  

a.  Suite à l’application annuelle des bactéries 

Les tests de protection ont été réalisés chez des feuilles prélevées au vignoble en 2004 

puis inoculées au laboratoire par une suspension conidienne de B. cinerea. Les résultats 

obtenus montrent que les effets de plusieurs combinaisons de bactéries se traduisent par une 

réduction de la taille de la nécrose foliaire causée par B. cinerea (Figure 1 A). 

L’enrichissement du sol par le mélange des deux souches de P. agglomerans (AF1+AF2) 

conduit à un taux de protection d’environ 53% (Figure 1 A). B. subtilis à elle seule ou les 

deux mélanges binaires A. lwoffii (113+152) et P. fluorescens (268+CT2) ne provoquent pas 

d’effet protecteur significatif (Figure 1 A).  

Les combinaisons de trois souches, en particulier de B. subtilis PTA-271 avec les deux 

souches d’A. lwoffii AL (271+AL) ou avec les deux P. fluorescens PF (271+PF) conduisent 

elles aussi à une réduction importante de la nécrose, d’environ 75% et 56% (Figure 1 A). Le 

mélange contenant B. subtilis PTA-271 et P. agglomerans PA (271+PA) se traduit aussi par 

une protection significative des feuilles pouvant atteindre 47%. Les mélanges quaternaires 

composés d’A. lwoffii AL et P. agglomerans PA (AL+PA) ou de P. agglomerans PA et 

P. fluorescens PF (PA+PF) favorisent aussi une protection significative contre B. cinerea, de 

même ordre voire supérieure à celle obtenue chez les vignes traitées avec les mélanges 

binaires qui les composent. Le mélange constitué d’A. lwoffii AL et P. fluorescens PF 

(AL+PF) ne montre pas d’effet protecteur. 

A l’exception de la combinaison 271+AL+PF, l’association de 5 à 6 souches se traduit par 

une protection importante comprise entre 59 et 69% (Figure 1 A). Cette protection est 

sensiblement supérieure à celle induite par chaque genre séparément. L’apport des 7 souches 

en mélange (MIX 7) ne procure pas d’effet protecteur significatif, lorsque celles-ci sont 

appliquées au sol (Figure 1 A).  

 

b. En l’absence de renouvellement annuel des bactéries 

En 2005, les essais ont été réalisés dans les mêmes conditions que celles décrites 

précédemment sur des feuilles issues de plantes ayant été bactérisées en 2003 et en 2004. 

Dans la majorité des cas, les feuilles issues de vigne dont le sol a été enrichi préalablement 

par des mélanges de bactéries expriment une résistance accrue à B. cinerea (Figure 1 B). Le 

mélange des deux souches de P. agglomerans (AF1+AF2) conduit à une protection similaire à  
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Figure 1 : Protection des feuilles de vigne contre B. cinerea par des mélanges de bactéries issues du 
vignoble. Les mélanges de souches ont été appliqués au sol du vignoble (NL) à une concentration 
finale de 108 UFC ml-1 (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. En 2005, l’apport des bactéries au sol 
n’a pas été renouvelé. Les feuilles de vigne ont été prélevées le 17 juillet 2004 (deux mois après 
l’application des bactéries) (A) et le 21 juillet 2005 (B), puis inoculées au laboratoire avec une 
suspension conidienne de B. cinerea à 1x105 spores ml-1. La contamination des feuilles (diamètre de la 
nécrose) a été estimée 7 j post-inoculation. Les valeurs représentent les moyennes des nécroses sur 20 
à 30 feuilles par traitement. Les histogrammes ayant la même lettre ne sont pas significativement 
différents d’après le test de Duncan (p < 0,05). AL = 113+152, PA = AF1+AF2, PF = 268+CT2, 
MIX7 = 271+AL+PA+PF. 
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celle obtenue en 2004 (Figure 1 A et B), alors que celui constitué des deux P. fluorescens 

(268+CT2) (n’ayant pas d’effet en 2004) conduit à une forte protection des feuilles contre 

B. cinerea en 2005 (d’environ 50%). Aucune réduction significative des attaques de 

B. cinerea n’a été observée chez les plantes traitées par le couple A. lwoffii (113+152) (Figure 

1 A et B). L’application au sol en 2003 et en 2004 des mélanges 3 et 4 souches se traduit par 

une protection significative des feuilles en 2005. En effet, les mélanges constitués de 

271+AL, de 271+PA, de 271+PF, de AL+PA, de AL+PF ou de PA+PF conduisent à une 

protection pouvant atteindre 60% par rapport au témoin (Figure 1 B). Les feuilles issues de 

vigne précédemment traitées par les mélanges constitués de 5 (271+AL+PA, 271+AL+PF, 

271+PA+PF), de 6 (AL+PA+PF) ou de 7 souches (MIX 7) expriment elles aussi une 

résistance accrue à B. cinerea, comprise entre 54 et 68 %. 

Ces résultats montrent que les mélanges de bactéries ne conduisent pas nécessairement à 

une protection des feuilles contre B. cinerea supérieure à celle obtenue en réponse aux 

bactéries individuelles. On peut noter également que les niveaux de protection des feuilles 

obtenus en 2005 sont généralement supérieurs à ceux de 2004.  

 

2.1.2 Effet des mélanges de bactéries sur la protection des baies contre B. cinerea  

a.  Suite à l’application annuelle des bactéries 

Les effets protecteurs des mélanges de bactéries ont également été estimés chez les baies. 

En 2004, compte tenu d’une faible pression de B. cinerea observée à la maturation, 

l’estimation de la contamination a été réalisée tardivement (soit le 28 octobre 2004). Chez le 

témoin, une moyenne de 44,7% baies contaminées par grappe a été observée en 2004 (Figure 

2 A). Cette contamination concerne environ 35% des baies chez les grappes situées sur le côté 

Est des rangs et 54,5% de celles situées sur le côté Ouest (Tableau I). L’apport des bactéries 

au sol se traduit généralement par une protection significative des baies qui varie en fonction 

de la composition des mélanges de souches. Le mélange de deux souches appartenant à 

P. agglomerans (AF1+AF2) conduit à une protection significative des baies contre B. cinerea 

(Figure 2 A). Cette protection est particulièrement nette sur le côté Ouest des vignes, où 

l’intensité des symptômes est réduite (d’environ 24%). Ce niveau de protection est d’ailleurs 

très proche de celui induit par P. agglomerans PTA-AF1 seule (Figure 2 A). Les baies des 

plantes traitées avec les autres mélanges binaires constitués des deux souches A. lwoffii 

(113+152) ou P. fluorescens (268+CT2) présentent le même degré de contamination que le 

témoin (Figure 2 A, Tableau I). 
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Figure 2 : Protection des baies de vignes contre B. cinerea par des mélanges de bactéries issues du 
vignoble. Les mélanges de souches ont été appliqués au sol du vignoble (NL) à une concentration 
finale de 108 UFC ml-1 (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. En 2005, aucun traitement bactérien 
n’a été renouvelé. L’intensité de la contamination des baies par B. cinerea a été déterminée à la fin de 
la maturation le 28 octobre 2004 (A) et le 21 septembre 2005 (B) sur un total de 100 grappes par 
traitement. Les histogrammes ayant la même lettre ne sont pas significativement différents d’après le 
test de Duncan (p < 0,05). AL = 113+152, PA = AF1+AF2, PF = 268+CT2, MIX7 = 
271+AL+PA+PF. 
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Concernant les combinaisons de trois ou quatre souches, seule l’association de B. subtilis 

PTA-271 associée aux deux P. agglomerans PA conduit à une protection significative des 

grappes contre B. cinerea (environ 24%). Cette protection est similaire à celle obtenue avec le 

mélange de deux P. agglomerans (AF1+AF2) (22%) (Figure 4 A), en particulier sur les 

grappes de la face Ouest (Tableau I). La combinaison des deux P. agglomerans PA montrant 

un effet protecteur à elle seule, ne procure aucun effet significatif lorsqu’elle est apportée au 

sol en présence du genre A. lwoffii AL ou de P. fluorescens PF (Figure 2A). 

 

b.  En l’absence d’un renouvellement annuel des bactéries 

En 2005, les attaques des baies par B. cinerea ont été plus précoces qu’en 2004. Ainsi 

l’estimation de l’intensité de contamination des baies a pu être réalisée en pleine maturation 

(21 septembre 2005). Chez les plants témoins, la contamination des baies par B. cinerea est 

d’environ 13,4%, soit 3,3 fois inférieure à celle obtenue en 2004 (Figures 2 A et B). Dans la 

majorité des cas, le traitement des vignes par les mélanges de bactéries conduit à une 

protection significative des baies. Concernant les mélanges binaires, à l’exception de la 

combinaison des deux P. fluorescens (268+CT2) (Figure 2 B), l’application des deux 

A. lwoffii (113+152) ou des deux P. agglomerans (AF1+AF2) se traduit par une protection 

des baies comprise entre 50 et 80% (Figure 2 B). Dans le cas du mélange du P. agglomerans 

(AF1+AF2), cette protection est répartie de manière similaire entre la face Est et la face Ouest 

(Tableau I). Ces taux de protection sont relativement supérieurs à ceux retrouvés avec les 

bactéries appliquées séparément (Figure 2 B, Tableau I). 

En réponse à l’application des combinaisons impliquant trois à quatre souches, le taux de 

protection reste variable selon la composition du mélange (Figure 2 B). Cette protection est 

fortement significative en réponse aux mélanges des souches A. lwoffii et P. agglomerans 

(AL+PA) (environ 45%), A. lwoffii et P. fluorescens (AL+PF) (47%) ou B. subtilis et 

P. agglomerans (271+PA) (56%) (Figure 2 B). Ces trois mélanges semblent particulièrement 

efficaces à protéger les grappes de la face Est contre B. cinerea (Tableau I). On remarque 

toutefois qu’en présence des mélanges combinant P. agglomerans PA avec A. lwoffii AL ou 

P. agglomerans PA avec B. subtilis (PTA-271), le niveau de protection n’atteint pas celui 

obtenu en présence du mélange P. agglomerans (AF1+AF2) (Figure 2 B). Les baies des 

plantes traitées avec les mélanges 271+AL ou PA+PF ne montrent aucune résistance à  
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Tableau I : Effet des mélanges de bactéries sur la protection des baies contre B. cinerea. Les essais 
ont été réalisés dans la parcelle NL en 2004 et 2005. Les mélanges des souches ont été appliqués au 
vignoble (NL) à une concentration finale de 108 UFC ml-1 par dépôt au sol (150 ml par vigne) en 2003 
et en 2004. En 2005, aucun traitement bactérien n’a été renouvelé. L’intensité de la contamination des 
baies par B. cinerea a été déterminée le 28 octobre 2004 (soit à la fin de la maturation) et le 21 
septembre 2005 sur 50 grappes de la face Est et 50 grappes de la face Ouest par traitement. Les valeurs 
(moyennes) suivies de la même lettre ne sont pas significativement différentes d’après le test de 
Duncan (p < 0,05, analyse de variance par colonne). 
 

 2004 2005 
Contamination des baies (%) Contamination des baies (%) 

Traitements 
Face Est Face Ouest Face Est Face Ouest 

Témoin 
 

A. lwoffii PTA-113 
A. lwoffii  PTA-152 
B. subtilis PTA-271 

P. agglomerans PTA-AF1 
P. agglomerans PTA-AF2 
P. fluorescens PTA-268 
P. fluorescens PTA-CT2 

 
AL 
PA 
PF 
 

271+AL 
271+PA 
271+PF 

 
AL+PA 
AL+PF 
PA+PF 

 
271+AL+PA 
271+AL+PF 
271+PA+PF 

 
AL+PA+PF 

 
271+AL+PA+PF 

34,9 a 
 

35,6 a 
41,1 a 
34,7 a 
20,3 b 
33,9 ab 
39,4 a 
48,8 a 

 
32,3 ab 
27,9 ab 
36,4 ab 

 
43,8 a 
25,5 ab 
36,1 a 

 
28,7 ab 
27,8 ab 
28,9 ab 

 
27,3 a  
29,5 a 
39,4 a 

 
48,3 a 

 
28,6 a 

54,5 a 
 

58,3 a 
56,0 a 
59,8 a 
47,7 b 
40,2 b 
70,0 a 
68,0 a 

 
53,4 a 
41,4 b 
68,2 c 

 
69,7 c 
41,4 b 
51,4 a 

 
50,6 a 
54,7 a 
49,3 ab 

 
51,7 a 
73,5 c 
47,9 a 

 
58,9 a 

 
63,4 a 

13,3 a 
 

4,6 b 
4,6 b 
7,7 b 
5,3 b 
5,3 b 

10,6 ab 
3,7 b 

 
3,1 b 
3,2 b 
9,5 a 

 
14,9 a 
4,8 b 
7,6 ab 

 
6,8 b 
4,8 b 
7,5 ab 

 
6,8 b 
8,8 a 
3,1 b 

 
4,1 b 

 
10,5 a 

13,5 a 
 

5,1 b 
11,2 ab 
11,9 ab 
9,8 ab 
4,9 b 
18,4 a 
13,4 a 

 
9,8 a 
1,6 b 
8,9 ab 

 
16,6 a 
7,0 ab 
10,6 a 

 
7,8 ab 
9,2 ab 
10,3 a 

 
9,4 ab 
21,3 a 
8,6 ab 

 
6,1 b 

 
12,4 a 

AL = 113+153, PA = AF1+AF2, PF = 268+CT2, MIX7 = 271+AL+PA+PF 
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B. cinerea, alors que les mélanges binaires seuls d’A. lwoffii (113+152) et de P. agglomerans 

(AF1+AF2) se montrent efficaces contre B. cinerea.  

Suite à l’application au sol du mélange de cinq souches (271+PA+PF) ou de six 

(AL+PA+PF), une réduction de l’intensité de contamination des baies d’environ 50 à 60% est 

obtenue (Figure 2 B). Dans ces conditions, le niveau de protection observé chez les plantes 

préalablement traitées avec P. agglomerans (AF1+AF2) n’est toujours pas atteint. On note 

aussi que le pourcentage de protection est relativement similaire entre les deux faces des rangs 

(Tableau I).  

La fréquence de contamination des baies a également été évaluée en 2004 et en 2005 au 

vignoble. Il en ressort, qu’en 2004 et quelle que soit la ou les bactéries appliquées, le taux de 

fréquence de la pourriture grise n’est pas différent par rapport au témoin (Annexe 2 : Tableau 

I et III). Néanmoins, en 2005 les plantes préalablement traitées avec certains mélanges 

impliquant A. lwoffii et P. agglomerans seules ou en association, montrent une légère 

réduction de la fréquence de contamination des baies (Annexe 2 : Tableau II et IV). 

2.2 Effet des mélanges de bactéries sur les réactions de défense de la 
vigne  

Les activités chitinase et β-1,3-glucanase ont été suivies du 11 juin au 6 septembre 2004 

dans les feuilles et du 4 août au 14 octobre 2004 dans les baies suite à l’application des 

mélanges de bactéries au sol.  

2.2.1 Activités chitinase et ß-1,3-glucanase dans les feuilles 

a.  Activité chitinase 

L’activité chitinase dans les feuilles des plantes témoins est inférieur à 0,1 mg min-1 g-1 MF 

depuis le stade " boutons floraux séparés " (début juin) jusqu’au stade "grains grosseur de la 

grenaille" (début juillet). Cette activité augmente fortement (d’un facteur 20) jusqu’à la fin 

août, ensuite diminue à partir de la fin de la véraison (début de septembre) jusqu’à atteindre 

son niveau initial (Figure 3 A). Suite à l’application des mélanges binaires de bactéries, 

l’activité chitinase est fortement stimulée dès le stade "boutons floraux séparés" (début juin). 

En effet, le mélange des deux A. lwoffii (113+152) ou celui des deux P. agglomerans 

(AF1+AF2) conduit à une activité environ 10 fois supérieure à celle du témoin (Figure 3 A). 

En présence du mélange des deux P. fluorescens (268+CT2), l’activité chitinase augmente 

d’un facteur de 6,7 par rapport au témoin à la "pleine floraison" (fin juin). Cette activité  
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semble précoce par rapport à celle observée en présence des bactéries appliquées 

individuellement. Puis à la "fermeture de la grappe", une stimulation de l’activité chitinase est 

à nouveau observée chez les feuilles des vignes traitées par les deux mélanges PTA-

(AF1+AF2) et PTA-(268+CT2). L’application du couple P. agglomerans (AF1+AF2) se 

traduit aussi par une forte stimulation de l’activité chitinase (d’un facteur de 6,5) à la véraison 

(fin août), alors que le couple P. fluorescens (268+CT2) conduit à une stimulation de cette 

activité d’environ 5 fois supérieure à celle du témoin à la fin de la véraison (début septembre). 

La combinaison de trois à quatre souches se traduit aussi par une stimulation de l’activité 

chitinase, mais à un niveau relativement faible et tardif par rapport à celui observé en 

présence des couples de souches correspondantes (Figure 3 A). En présence des trois souches 

271+PA ou des quatre souches AL+PA, l’activité chitinase augmente au stade "fermeture de 

la grappe". Cette activité est maintenue à un niveau élevé jusqu’au début de la véraison en 

présence du mélange 271+PA et jusqu’à la fin de la véraison en présence du mélange AL+PA 

(Figure 3 A),  

L’application des mélanges constitués de cinq à six souches conduit aussi à une activité 

chitinase d’un niveau similaire à celui observé en présence des combinaisons tertiaires et 

quaternaires de souches. Les mélanges les plus actifs en terme d’amplitude de cette réaction 

sont 271+AL+PF au stade "fermeture de la grappe" (fin juillet), 271+PA+PF au début de la 

véraison (fin août) et 271+AL+PA à la fin de la véraison (début septembre) (Figure 3 A). On 

note par ailleurs que le niveau d’activité observé en présence de ce dernier mélange est 

comparable à celui atteint suite à l’application du mélange (AL+PA). Toutefois, l’application 

du mélange combinant les sept souches (MIX 7) ne conduit à aucune stimulation significative 

de l’activité chitinase.  

 

b.  Activité ββββ-1,3-glucanase 

Le profil d’évolution de l’activité β-1,3-glucanase est différent de celui de l’activité 

chitinase chez les feuilles de vigne (Figure 3 B). En effet, chez le témoin cette activité est de 

l’ordre de 0,1 à 0,2 unités au cours des premiers mois de développement de la vigne. 

L’activité β-1,3-glucanase augmente ensuite et atteint une valeur d’environ 8 unités au stade 

"fermeture de la grappe" (fin juillet). Le même niveau d’activité important est observé au 

début du mois de septembre, après une chute de celle-ci en début de véraison (mi-août). Dans 

la majorité des cas, l’application au sol des bactéries se traduit par une augmentation de 
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l’activité β-1,3-glucanase, dont l’amplitude et la cinétique varient en fonction du traitement 

(Figure 3 B). 

L’application des mélanges du couple P. fluorescens (268+CT2) conduit à une stimulation 

de l’activité β-1,3-glucanase dès le stade "pleine floraison" (fin juin), alors qu’en présence des 

mélanges des deux A. lwoffii (113+152) ou des deux P. agglomerans (AF1+AF2), cette 

activité est stimulée plus tardivement (à partir de la "pleine véraison") (Figure 3 B). On note 

par ailleurs qu’en fin de véraison, ce niveau d’activité observé est équivalent à celui induit par 

chaque bactérie appliquée individuellement.  

La cinétique de l’activité β-1,3-glucanase est aussi variable en réponse aux mélanges 

tertiaires et quaternaires de souches. Suite à l’application des trois souches appartenant à 

B. subtilis et P. agglomerans (271+PA), l’activité β-1,3-glucanase des feuilles est 10 fois 

supérieure à celle du témoin dès le stade "pleine floraison" (fin juin). L’apport au sol des 

combinaisons des trois souches 271+PF ou 271+AL et des quatre AL+PF ou PA+PF se 

traduit quant à elles par une stimulation tardive de l’activité β-1,3-glucanase. Cette activité est 

d’environ 2 à 5 fois supérieure à celle du témoin à partir du stade "fermeture de la grappe" 

pour le mélange 271+PF (Figure 3 B), et à la fin de la véraison pour les mélanges 271+AL, 

AL+PF et PA+PF. Les mélanges contenant cinq souches, en particulier 271+AL+PA, 

271+AL+PF et 271+PA+PF et de sept souches (MIX 7) stimulent également l’activité β-1,3-

glucanase dans les feuilles de vigne (Figure 3 B). 

 

2.2.2 Activités chitinase et ß-1,3-glucanase dans les baies 

a.  Activité chitinase 

Dans les baies, l’activité chitinase est déterminée au stade "fermeture de la grappe" (début 

août) et à la fin de maturation (mi-octobre) suite à l’application des mélanges de bactéries au 

sol en 2004. En réponse au mélange binaire de bactéries, seule la combinaison des deux 

P. fluorescens (268+CT2) est capable d’induire une activité chitinase dans les baies au stade 

"fermeture de la grappe" (Figure 4 A). Aucune activité significative n’a été observée en 

réponse aux autres couples de bactéries, alors qu’en présence de chaque bactérie seule 

composant ces mélanges, l’activité chitinase dans les baies est fortement stimulée (Figure 4 

A). 

La combinaison des trois souches 271+PA conduit aussi à une stimulation de l’activité 

chitinase dans les baies à partir du début de la véraison. Des pics d’activité chitinase sont  



Chapitre 2 
 

 

 111 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A
 

B
 

Activité β-1,3-glucanase (mg min-1 g-1 MF)
Activitéß-1,3-glucanase (mg min-1g-1MF)

4 aoû
t

06 sep
tem

b
re

20
 septem

b
re

 
14 octobre

D
ate

s

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*
*

0 1 2 3 4 5 6 7 8

*

*
*

*

*
*

*

*
*

*

0 0
,5

1
,0

1
,5

2
,0

2
,5

3
,0

Activitéchitinase (mg min-1g-1MF)
Activité chitinase (mg min-1 g-1 MF)

0 0
,4

0
,8

1
,2

1
,6

2
,0

0

0
,0

5

0
,1

0

0
,1

5

0
,2

0

0
,2

5

0
,3

0

*

*

*

*

*

*

*

*
*

*

*

*

*
*

*
*

D
ate

s

4 aoû
t

06 septem
b

re
20 se

pte
m

b
re 

1
4 o

cto
bre

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

Activité β-1,3-glucanase (mg min-1 g-1 MF)
Activitéß-1,3-glucanase (mg min-1g-1MF)

4 aoû
t

06 sep
tem

b
re

20
 septem

b
re

 
14 octobre

D
ate

s

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*
*

0 1 2 3 4 5 6 7 8

*

*
*

*

*
*

*

*
*

*

0 0
,5

1
,0

1
,5

2
,0

2
,5

3
,0

Activité β-1,3-glucanase (mg min-1 g-1 MF)
Activitéß-1,3-glucanase (mg min-1g-1MF)

4 aoû
t

06 sep
tem

b
re

20
 septem

b
re

 
14 octobre

D
ate

s

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*
*

0 1 2 3 4 5 6 7 8

*

*
*

*

*
*

*

*
*

*

0 0
,5

1
,0

1
,5

2
,0

2
,5

3
,0

Activitéß-1,3-glucanase (mg min-1g-1MF)

4 aoû
t

06 sep
tem

b
re

20
 septem

b
re

 
14 octobre

D
ate

s

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*
*

0 1 2 3 4 5 6 7 8

*

*
*

*

*
*

*

*
*

*

0 0
,5

1
,0

1
,5

2
,0

2
,5

3
,0

4 aoû
t

06 sep
tem

b
re

20
 septem

b
re

 
14 octobre

D
ate

s
4 aoû

t
06 sep

tem
b

re
20

 septem
b

re
 

14 octobre
4 aoû

t
06 sep

tem
b

re
20

 septem
b

re
 

14 octobre
D

ate
s

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*
*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*
*

*

*

*

*

*

*

*

*
*

*

*

*

*

*

*
*

0 1 2 3 4 5 6 7 80 1 2 3 4 5 6 7 80 1 2 3 4 5 6 7 80 1 2 3 4 5 6 7 8

*

*
*

*

*
*

*

*
*

*

0 0
,5

1
,0

1
,5

2
,0

2
,5

3
,0

*

*
*

*

*
*

*

*
*

*
*

*
*

*

*
*

*

*
*

*

0 0
,5

1
,0

1
,5

2
,0

2
,5

3
,0

0 0
,5

1
,0

1
,5

2
,0

2
,5

3
,0

Activitéchitinase (mg min-1g-1MF)
Activité chitinase (mg min-1 g-1 MF)

0 0
,4

0
,8

1
,2

1
,6

2
,0

0

0
,0

5

0
,1

0

0
,1

5

0
,2

0

0
,2

5

0
,3

0

*

*

*

*

*

*

*

*
*

*

*

*

*
*

*
*

D
ate

s

4 aoû
t

06 septem
b

re
20 se

pte
m

b
re 

1
4 o

cto
bre

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

Activitéchitinase (mg min-1g-1MF)
Activité chitinase (mg min-1 g-1 MF)

0 0
,4

0
,8

1
,2

1
,6

2
,0

0 0
,4

0
,8

1
,2

1
,6

2
,0

0

0
,0

5

0
,1

0

0
,1

5

0
,2

0

0
,2

5

0
,3

00

0
,0

5

0
,1

0

0
,1

5

0
,2

0

0
,2

5

0
,3

0

*

*

*

*

*

*

*

*
*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*
*

*

*

*
*

*

*

*

*

*
*

*

*

*

*
*

*
*

**
*

*
*

*

*
*

D
ate

s

4 aoû
t

06 septem
b

re
20 se

pte
m

b
re 

1
4 o

cto
bre

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

D
ate

s

4 aoû
t

06 septem
b

re
20 se

pte
m

b
re 

1
4 o

cto
bre

D
ate

s

4 aoû
t

06 septem
b

re
20 se

pte
m

b
re 

1
4 o

cto
bre

4 aoû
t

06 septem
b

re
20 se

pte
m

b
re 

1
4 o

cto
bre

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

271+AL+PA+PF

271+AL
271+PA
271+PF
AL+PA
AL+PF
PA+PF

271+AL+PA
271+AL+PF
271+PA+PF
AL+PA+PF

113+152
AF1+AF2
268+CT2

Témoin

PTA-AF2
PTA-268

PTA-CT2

PTA-152
PTA-271

PTA-AF1

PTA-113

F
igure 4 :

A
ctivités chitinase

 (A) et  β-1,3-glu
cana

se
(B) da

ns les baies d
e

 vigne
 suite

 à
l’a

p
plication

 des 
m

élan
ge

s de
 ba

ctérie
s au

 vign
ob

le
. Le

s e
ssais ont é

té
réalisé

s e
n 20

04
. Les ba

ctérie
s 

A
. lw

o
ffii

P
T

A
-1

13, A
. lw

o
ffii

P
T

A
-15

2, B
. su

b
tilis

P
T

A
-27

1, P
. a

g
g
lo

m
e

ra
n
sP

T
A

-A
F

1
, P

. a
g
g
lo

m
era

n
sP

T
A

-A
F

2, P
. 

flu
o
resce

n
sP

T
A

-268
, P

. flu
o

rescen
sP

T
A

-C
T

2
, les m

é
la

n
ge

s binaire
s d

e so
uche

s (A
L

=
113

+
1

52
, P

A
=

A
F

1
+

A
F

2, P
F

=
2

68
+

C
T

2),
de

   trois, de
 q

uatre
, 

d
e

 cin
q, 

d
e six et d

e se
pt sou

che
s  on

t été
appliqué

s à
u

ne
 co

ncentratio
n fin

ale
 de 1x10 8U

F
C

 m
l -1a

u
 n

ive
au

 du sol (parcelle
 N

L
) le

 2
0 m

ai 20
04

. Le
s 

va
le

urs repré
se

nte
nt 

les m
o

ye
n

ne
s (n=

3) ±
l’erreur stan

da
rd

. . L’a
sté

risq
ue

 ind
iq

ue
 q

ue
 les va

le
urs sont significativem

e
nt d

iffére
ntes p

ar ra
pport a

u té
m

oin d’après le
 test de

 D
un

can 
(p

<
 0,05

).



Chapitre 2 
 

 

 112 

 également obervés à la maturation des fruits chez les vignes traitées par les combinaisons de 

trois souches 271+AL ou 271+PF. Une forte activité est observée chez les vignes traitées par 

le mélange de quatre souches AL+PF à la fin de la maturation (Figure 4 A). Parmi les 

mélanges contenant cinq ou six souches, seule la combinaison AL+PA+PF stimule l’activité 

chitinase dans les baies au début de la véraison et à la maturation des fruits (Figure 4 A). A ce 

stade, le mélange des sept souches (MIX 7) conduit aussi à une activité chitinase supérieure à 

celle du témoin. 

 

b.  Activité β-1,3-glucanase 

A l’inverse de l’activité chitinase, l’activité β-1,3-glucanase des baies diminue de façon 

régulière au cours de la maturation des baies chez le témoin (Figure 4 B). L’application du 

mélange des deux souches d’A. lwoffii (113+152) stimule l’activité ß-1,3-glucanase dans les 

baies depuis le début de la véraison jusqu’à la maturation des fruits. 

Le profil de cette activité reste comparable à celui observé en présence d’A. lwoffii PTA-

113 seule. L’apport au sol des autres mélanges binaires P. agglomerans (AF1+AF2) et 

P. fluorescens (268+CT2) ne stimule que faiblement cette activité.  

L’application de combinaisons de trois ou quatre souches se traduit dans la majorité des 

cas par une stimulation de l’activité β-1,3-glucanase dans les baies (Figure 4 B). A l’exception 

des combinaisons 271+AL ou 271+PF, les autres mélanges de trois (271+PA) ou de quatre 

souches (AL+PA), (AL+PF) ou (PA+PF) sont capables de stimuler l’activité β-1,3-glucanase 

dès la mi-véraison (Figure 4 B).  

L’activité β-1,3-glucanase dans les baies est également supérieure à celle du témoin suite 

à l’application des mélanges de 5 souches. Cette activité est d’autant plus importante à la fin 

de la véraison en présence du mélange 271+AL+PA, et en pleine maturation en présence du 

mélange 271+PA+PF. L’application du mélange de sept souches (MIX7) conduit aussi à une 

stimulation significative de l’activité β-1,3-glucanase, en particulier à la pleine maturation des 

fruits (Figure 4 B). 

2.2.3 Activité de la phénylalanine ammonia lyase (PAL) dans les feuilles de vigne 
suite à l’application des mélanges de bactéries au vignoble 

L’activité PAL des feuilles de vigne a été suivie après un mois d’application de bactéries 

au sol (le 25 mai 2003). Chez les feuilles témoins, l’activité PAL augmente légèrement depuis 

le stade "pleine floraison" (fin juin) jusqu’au début de la véraison (mi-août). Suite à 

l’application des mélanges de bactéries, les feuilles expriment une activité PAL dont le niveau 
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est variable selon les souches (Figure 5). L’apport au sol du mélange binaire A. lwoffii 

(113+152) stimule l’activité de la PAL dans les feuilles de vigne au stade "fermeture de la 

grappe" (fin juillet), avec un niveau sensiblement supérieur à celui induit par chacune des 

souches appliquée individuellement (PTA-113 ou PTA-152) (Figure 5). Le mélange des deux 

P. agglomerans (AF1+AF2) ne provoque aucune stimulation de l’activité PAL, alors qu’une 

activité significative et transitoire a été observée en présence de la souche P. agglomerans 

PTA-AF1 seule. En réponse au mélange des deux P. fluorescens (268+CT2), l’activité PAL 

est légèrement stimulée en début juillet et atteint des niveaux importants en début de la 

véraison (mi-août) (Figure 5). Aucune stimulation de cette activité n’a été observée suite à 

l’application de chacune des deux  souches constitutive du mélange, prise séparement (Figure 

5).  

Lorsque les plantes sont traitées avec trois ou quatre souches en mélange, l’activité PAL 

augmente significativement dans les feuilles. Le niveau de cette activité est au moins 

équivalent, voire supérieur, à celui atteint avec les souches constituant ces mélanges. Les 

mélanges les plus actifs sont représentés par 271+PA, AL+PA, AL+PF et PA+PF (Figure 5).  

Le mélange de cinq souches 271+AL+PA conduit aussi à une activité PAL environ deux 

fois supérieure à celle des vignes témoin au stade "grains grosseur de la grenaille" (fin juin) 

(Figure 5). Au stade "grains taille de petit pois" (début juillet), l’activité PAL est également 

stimulée dans les feuilles des vignes traitées par le mélange AL+PA+PF. Le mélange 

271+PA+PF stimule également l’activité PAL au moment de la véraison (mi-août) (Figure 5). 

Le mélange de sept souches ne stimule pas significativement l’activité PAL. Après le 15 

juillet, l’activité PAL est équivalente à celle du témoin en réponse aux mélanges contenant 

plus de cinq souches. 
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2.3 Approche comparative des effets de différentes méthodes 
d’application des mélanges bactériens  

2.3.1 Effet sur la protection des feuilles contre B. cinerea  

Différents mélanges constitués de deux, trois, quatre ou sept souches ont été appliqués au 

vignoble en 2003 et en 2004 selon trois méthodes différentes : par infiltration dans les 

bourgeons, par pulvérisation foliaire ou par apport au sol, à une concentration finale de 108 

UFC ml-1. Les effets protecteurs contre B. cinerea de ces mélanges ont été évalués sur feuilles 

deux mois après leur application. La contamination est déterminée par mesure de la taille de 

la nécrose 7 jours après contamination.  

 

a.  Infiltration dans les bourgeons 

L’infiltration des mélanges composés des deux P. fluorescens (268+CT2) ou de sept 

souches (MIX 7) conduit à une protection significative des feuilles de l’ordre de 35 et 44%, 

respectivement (Figure 6 A). Dans les mêmes conditions, le mélange des deux 

P. agglomerans (AF1+AF2) ne procure aucune protection significative contre B. cinerea, 

malgré une forte protection (50 %) induite par P. agglomerans PTA-AF1 (Figure 6 A). 

 

b.  Pulvérisation sur feuilles 

La pulvérisation des mélanges P. agglomerans (AF1+AF2) et du MIX 7 se traduit elle 

aussi par une réduction significative de la nécrose (entre 15 et 35%) (Figure 6 B). Le 

traitement des feuilles par les deux P. fluorescens n’aboutit pas à un effet protecteur, alors que 

la pulvérisation de P. fluorescens PTA-CT2 seule semble être plus efficace vis-à-vis de 

B. cinerea. 

 

c.  Application au sol 

L’enrichissement du sol par les mélanges des deux bactéries du genre P. fluorescens 

(268+CT2) et du MIX 7 conduit à une protection des feuilles d’environ 34% (Figure 6 C). On 

note aussi que malgré une protection significative (42-50%) obtenue en présence de 

P. agglomerans PTA-AF1 ou de P. agglomerans PTA-AF2 séparément, le mélange de ces 

deux souches ne conduit pas à une réduction significative des attaques foliaires de B. cinerea. 
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Figure 6 : Protection des feuilles de vigne contre B. cinerea par des mélanges de bactéries en relation 
avec leur méthode d’application au vignoble. Les bactéries A. lwoffii PTA-113, A. lwoffii PTA-152, 
B. subtilis PTA-271, P. agglomerans PTA-AF1, P. agglomerans PTA-AF2, P. fluorescens PTA-268, 
P. fluorescens PTA-CT2 et les mélanges de bactéries ont été appliqués au vignoble (CR) à une 
concentration finale de 108 UFC ml-1 par infiltration (A), pulvérisation (B) ou par dépôt au sol (C) en 
début de saisons 2003 et 2004. Les tests de protection ont été réalisés deux mois après l’application 
des bactéries au vignoble (soit le 13 juillet 2004). Les feuilles ont été prélevées puis inoculées 
artificiellement au laboratoire avec une suspension conidienne de B. cinerea à 1x105 spores ml-1. La 
contamination des feuilles (diamètre de la nécrose) a été estimée 7 j post-inoculation. Les valeurs 
représentent les moyennes des nécroses sur 20 à 30 feuilles par traitement. Les valeurs des 
histogrammes ayant la même lettre ne sont pas significativement différentes d’après le test de Duncan 
(p < 0,05). AL = 113+152, PA = AF1+AF2, PF = 268+CT2, MIX7 = 271+AL+PA+PF. 
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2.3.2 Effets sur les réactions de défense de la vigne 

Les réactions mesurées correspondent aux activités chitinase et β-1,3-glucanase. Ces 

activités ont été mesurées dans les feuilles et dans les baies suite à l’application de deux 

mélanges, un constitué de quatre souches représentatives des quatre genres étudiés : 

152+271+AF1+CT2 (MIX4) et l’autre constitué des sept souches (MIX7). Ces mélanges ont 

été appliqués en 2003 par infiltration dans les bourgeons, par pulvérisation foliaire ou 

directement au niveau du sol.  

 

a. Activité chitinase et β-1,3-glucanase dans les feuilles 

   Activité chitinase 

L’activité chitinase des feuilles de vigne a été suivie du 12 juin au 29 août 2003 (Figure 7 

A, B). Chez le témoin, l’activité chitinase varie au cours de la saison, avec une augmentation 

importante et transitoire au stade "fermeture de la grappe" (fin juillet). 

Suite à l’infiltration des bactéries, seul le mélange MIX4 conduit à une stimulation 

significative de l’activité chitinase, en particulier aux stades "boutons floraux séparés" (mi-

juin) et "fermeture de la grappe" (fin juillet). Le MIX7 quant à lui n’exerce pas d’effets sur 

cette réaction.  

Lorsque les deux mélanges sont appliqués par pulvérisation, les feuilles expriment une 

activité chitinase supérieure à celle du témoin au stade "boutons floraux séparés" (Figure II.7 

B). Cette activité est fortement stimulée au cours du mois de juillet suite à l’application des 

deux mélanges, le MIX4 étant plus actif. 

L’enrichissement du sol par le mélange MIX4 se traduit aussi par une stimulation de 

l’activité chitinase d’environ un facteur 2,3 au moment de "fermeture de la grappe" (fin 

juillet). Le MIX7, quant à lui stimule l’activité chitinase de manière plus précoce, mais d’une 

amplitude moins importante. (Figure 7 B). 

Activité β-1,3-glucanase 

L’activité β-1,3-glucanase a été déterminée dans les feuilles aux stades "fermeture de la 

grappe" (fin juillet) et à la fin de véraison (début septembre) (Figures 7 C, D). Cette activité 

est stimulée au stade "fermeture de la grappe" suite à l’application du mélange de sept 

souches (MIX7). Par contre, le mélange constitué de quatre souches (MIX4) n’exerce pas  
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Figure 7 : Activités chitinase (A, B) et β-1,3-glucanase (C, D) dans les feuilles de vigne suite à 
l’application de deux mélanges de bactéries MIX4 et MIX7 au vignoble. Les mélanges MIX4 
(152+271+AF1+CT2) et MIX7 (271+AL+PA+PF) ont été appliqués à une concentration finale de 
1x108 UFC ml-1 dans la parcelle CR par infiltration, pulvérisation et au niveau du sol en 2003. Les 
valeurs représentent les moyennes (n=3) ± l’erreur standard. L’astérisque indique que les valeurs sont 
significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de Duncan (p < 0,05). AL = 
113+152, PA = AF1+AF2, PF = 268+CT2. 
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d’effet à ce stade. Aucune augmentation de cette activité n’a été observée à la fin de la 

véraison (Figure 7 D). A l’inverse, une baisse significative a été observée chez les feuilles des 

plantes infiltrées et pulvérisée par les deux mélanges. 

 

b.  Activité chitinase et β-1,3-glucanase dans les baies 

Activité chitinase 

L’activité chitinase des baies a été déterminée à trois stades différents, "fermeture des 

grappes" (fin juillet), début (mi-août) et fin de la véraison (début septembre). Parmi les trois 

méthodes d’application étudiées, seule l’infiltration du mélange MIX4 dans les bourgeons se 

traduit par une stimulation de l’activité chitinase dans les baies (Figure 8 A). Cette activité est 

d’environ 2,5 à 3 fois supérieure à celle du témoin au stade "fermeture de la grappe" et au 

début de la véraison. A ce dernier stade, la pulvérisation de MIX7 se traduit également par 

une légère stimulation de l’activité chitinase dans les baies (Figure 8 B). A la fin de la 

véraison, l’augmentation de l’activité chitinase dans les baies est quasi-similaire à celle du 

témoin, quel que soit le mélange et la méthode d’application des bactéries. 

 

Activité β-1,3-glucanase 

L’activité β-1,3-glucanase a été déterminée dans les baies aux stades fermeture de la 

grappe (fin juillet) et à la fin de véraison (début septembre) suite à l’application des mélanges 

MIX4 et MIX7. La pulvérisation et l’application au sol du mélange MIX4 se traduisent par 

une stimulation significative de l’activité β-1,3-glucanase à la mi-véraison, alors que 

l’infiltration de ce mélange ne provoque pas d’effet sur cette réaction. En réponse au mélange 

MIX7, l’activité β-1,3-glucanase est fortement stimulée au stade fermeture de la grappe, 

quelle que soit la méthode de l’application des bactéries au vignoble (Figure 8 B). A la fin de 

la véraison, seules les baies des vignes dont les bourgeons ont été infiltrés et le sol a été 

enrichi par le mélange MIX 7 expriment une activité β-1,3-glucanase supérieure à celle des 

baies témoins.  

 

Comme dans le cas de l’application des bactéries individuelles (cf. chapitre 1), ces 

résultats montrent que les niveaux d’activités enzymatiques dépendent de la méthode 

d’application et des mélanges de bactéries. L’apport du mélange MIX7, en particulier par 

pulvérisation, conduit à une stimulation de l’activité chitinase plus précoces dans des feuilles  
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Figure 8 : Activités chitinase (A, B) et β-1,3-glucanase (C, D) dans les baies de vigne suite à 
l’application de deux mélanges de bactéries MIX4 et MIX7 au vignoble. Les mélanges MIX4 
(152+271+AF1+CT2) et MIX7 (271+AL+PA+PF) ont été appliqués à une concentration finale de 
1x108 UFC ml-1 dans la parcelle CR par infiltration, pulvérisation et au niveau du sol en 2003. Les 
valeurs représentent les moyennes (n=3) ± l’erreur standard. L’astérisque indique que les valeurs sont 
significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de Duncan (p < 0,05). AL = 
113+152, PA = AF1+AF2, PF = 268+CT2. 
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par rapport à celle observée avec les bactéries individuelles. L’application du MIX7, via les 

trois méthodes se traduit aussi par une stimulation de l’activité β-1,3-glucanase dans les baies 

avec des niveaux similaires à ceux induits par P. agglomerans PTA-AF1, P. agglomerans 

PTA-AF2 et P. fluorescens PTA-268.  

3 Discussion 

L’application d’un agent de lutte biologique dans des conditions du vignoble peut 

conduire à l’établissement d’interactions multiples avec d’autres microorganismes de la 

rhizosphère, qu’ils soient bénéfiques ou pathogènes. Dans ces conditions, l’efficacité de la 

lutte biologique peut dépendre à la fois d’un effet antagoniste ou synergique entre les 

différents microorganismes. Dans cette étude, afin d’optimiser la protection de la vigne contre 

B. cinerea au vignoble, diverses combinaisons de deux à sept souches de bactéries 

sélectionnées ont été étudiées. Les tests relatifs à la résistance de la plante ont permis de 

montrer qu’en 2004, l’application des mélanges de bactéries au sol se traduit par une 

protection significative des feuilles vis-à-vis de B. cinerea. Cette protection concerne 

particulièrement certaines combinaisons composées de P. agglomerans PA, AL+PA, 

271+PA, PA+PF, AL+271+PA, AL+PA+PF, 271+PA+PF ou encore AL+271 et 271+PF. 

Malgré une protection significative induite par ces combinaisons de souches, elle reste 

néanmoins équivalente voire inférieure à celle observée en présence des souches individuelles 

(constitutives de ces mélanges). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus chez la 

pomme de terre (de la Cruz et al., 1992), le radis (De Boer et al., 1999) et le concombre 

(Roberts et al., 2005). Ces effets peuvent être liés à la multiplication et à la concentration des 

bactéries dans le sol et /ou dans les tissus de la plante (Raaijmakers et al., 1995).  

Certaines combinaisons de souches sélectionnées, en particulier l’association des deux 

A. lwoffii (113+152) et /ou des deux P. fluorescens (268+CT2) ne procurent aucun effet 

protecteur des feuilles de vigne contre B. cinerea. L’absence d’effet protecteur pourrait 

relever de différents mécanismes impliquant l’antagonisme direct entre les souches 

constitutives de ces combinaisons, entre ces souches et d’autres microorganismes présents 

dans le sol ou encore entre ces microorganismes et les populations endophytes. Dans ce 

contexte, des études réalisées chez la tomate (Larkin et Fravel, 1998) et le radis (De Boer et 

al., 1999) ont montré que l’application des mélanges de bactéries n’aboutit pas toujours à une 

réduction des attaques de Fusarium oxysporum, comme elle a été observée avec ces mêmes 

bactéries appliquées individuellement. Il a également été rapporté que les populations 
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bactériennes de la rhizosphère représentent souvent une importante communauté compétitive 

pouvant contrôler la survie des bactéries introduites et donc leur capacité à agir comme agents 

de lutte biologique (Van Veen et al., 1997). 

Une certaine protection des baies contre B. cinerea a également été observée suite à 

l’application au sol des mélanges de bactéries. Les combinaisons les plus efficaces sont 

représentées par les deux P. agglomerans (AF1+AF2), en présence ou non de B. subtilis 

(271+PA). Ces combinaisons se sont également avérées efficaces chez les feuilles. 

Néanmoins, malgré un taux de protection supérieur à celui mesuré avec les bactéries 

individuelles, les valeurs obtenues suggèrent qu’il n’y a aucun effet synergique entre les 

bactéries, lorsqu’elles sont appliquées en mélange. L’absence de synergie pourrait être 

expliquée par une faible concentration individuelle des bactéries appliquées. Des résultats 

similaires ont été observés chez d’autres plantes traitées par des combinaisons de différentes 

bactéries (Schisler, 1997 ; Dunne et al., 1998 ; De Boer et al., 1999 ; Fukui et al., 1999 ;  De 

Boer et al., 2003 ), ou de bactéries avec des champignons (Janisiewicz et Bors, 1995 ; 

Leibinger et al., 1997 ; Mao et al., 1998 ; Guetsky et al., 2002a). Cependant, dans cette étude 

l’association des sept souches (MIX7) ne se traduit pas par une protection significative des 

baies contre B. cinerea. Ce résultat renvoi à l’hypothèse d’un antagonisme entre les 

différences souches, pouvant impliquer des mécanismes de compétition ou d’antibiose. 

Un maintien, voire une amélioration, de la protection de la vigne est enregistré en 2005 

sans nouvelle application des bactéries au vignoble. Cette protection varie entre 40 et 80% sur 

les plantes de vigne ayant été traitées pendant les années passées par des mélanges de 

souches. Ces résultats suggèrent qu’il y aurait une réitération des bactéries dans le sol et que 

leur maintien dans la plante est possible. Ceci pourrait être à l’origine de l’augmentation de la 

concentration en bactérie au cours du développement de la vigne favorisant ainsi une 

amplification de la résistance induite (Leibinger et al., 1997 ; Schisler, 1997 ; Nunes et al., 

2001). En effet, il a été rapporté qu’un seuil minimum de concentration bactérienne au niveau 

des racines est nécessaire pour induire une protection des plantes contre Fusarium oxysporum 

(Raaijmakers et al., 1995; Larkin et Fravel, 1999). Une corrélation positive a été établie entre 

la densité des populations de Pseudomonas fluorescens et le niveau de protection contre 

Gaeumannomyces graminis var. tritici  chez le blé et contre Fusarium oxysporum chez le radis 

(Bull et al., 1991 ; Raaijmakers et al., 1995).  

Par ailleurs, le niveau de protection obtenu en 2005 (généralement supérieur à celui 

obtenu en 2004) pourrait être lié à une faible contamination des baies par B. cinerea. Ces 
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résultats sont en adéquation avec ceux obtenus par ailleurs (Ferreira, 1990, Boland, 1997 ; 

Hervas et al., 1997 ; Larkin et Fravel, 1999 ; Fukui et al., 1999 ; Landa et al., 2001, Schmidt 

et al., 2004), montrant que la lutte biologique à l’aide de bactéries est plus efficace lorsque la 

pression parasitaire est faible. Plusieurs facteurs peuvent contribuer à cette protection. Elle 

peut résulter de conditions défavorables pour le développement du pathogène ou favorables 

en rendant la plante plus réceptive aux bactéries, mais encore d’un stress environnemental 

pouvant contribuer à la mise en place de la résistance de la plante.  

Les résultats obtenus au vignoble montrent que les bactéries locales sont capables 

d’induire l’activité des enzymes hydrolytiques, chitinase et β-1,3-glucanase dans les feuilles 

et dans les baies de vigne. Ces réactions typiques de défense sont variables suivant la 

combinaison de souches appliquée et sont pour la plupart associées à une protection des 

différents organes de la vigne contre B. cinerea. De fortes activités chitinase et β-1,3-

glucanase sont enregistrées suite à l’apport des mélanges de bactéries tels que 113+152, 

AF1+AF2, 268+CT2, AL+PA, AL+PF, AL+271+PF, 271+PA+PF. Ces réactions sont plus 

importantes avant la pleine floraison dans les feuilles et au début de la véraison dans les baies. 

Pour autant, une variabilité dans l’induction de ces mécanismes de défense a été observée. 

Quoi qu’il en soit, la protection contre B. cinerea au vignoble est positivement corrélée à ces 

réactions de défense. Les combinaisons 268+CT2 ou 271+PA semblent d’avantage induire 

l’activité chitinase alors que l’activité β-1,3-glucanase apparaît plutôt induite par les mélanges 

de souches AL+PF ou PA+PF. Ces réactions sont également induites chez d’autres plantes 

suite à l’inoculation de certaines bactéries de type Pseudomonas (Cartieaux et al., 2003). 

Chez la vigne, les chitinases et les β-1,3-glucanases sont stimulées au cours de son interaction 

avec de nombreux pathogènes (Busam et al., 1997, Derckel et al., 1999 ; Robert et al., 2002), 

mais aussi en réponse à différents éliciteurs (Repka et al. 2000, Aziz et al., 2003 ; 2004 ; 

Trotel-Aziz et al., 2006) et suite à l’exposition des feuilles aux UV (Bonomelli et al., 2004).  

Les chitinase et β-1,3-glucanase sont des protéines PR qui via leur action directe sont 

capables d’hydrolyser les constituants pariétaux de différents pathogènes (Derckel et al., 

1999). Par ailleurs, on peut noter que ces réactions sont plus précoces dans les feuilles en 

réponse aux mélanges de bactéries par comparaison aux bactéries individuelles. Ces réactions 

de défense locale peuvent contribuer à limiter au moins partiellement le développement du 

pathogène sur le plan spatio-temporel, les réactions induites et la protection sous-jacente nous 

indiquent que les bactéries locales sont capables d’induire une résistance systémique chez la 

vigne. 
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L’application de certains mélanges de bactéries induit également une stimulation 

transitoire de l’activité PAL chez les feuilles. Les mélanges de bactéries les plus performants 

sont constitués de 113+152, 268+CT2, AL+271, AL+PA, AL+PF, 271+PF, PA+PF, 

AL+271+PF, 271+PA+PF. La PAL est une enzyme clef impliquée dans la synthèse de 

nombreuses molécules de défense (phytoalexines, composés pariétaux, SA...). Ces composés 

jouent un rôle important dans la résistance de la plante aux pathogènes (Borie et al., 2004) et 

certains d’entre eux pourraient aussi être impliqués dans l’induction d’autres réactions de 

défense (Métraux et al., 1990 ; Ward et al., 1991). Différentes formes de phytoalexines sont 

également accumulées dans les feuilles et dans les baies de vigne suite à l’application des 

mélanges de bactéries au sol (Verhagen et al., communication personnelle). 

 

La comparaison des différentes méthodes d’application des mélanges de bactéries au 

vignoble rend compte de leur efficacité lorsqu’ils sont apportés au sol. Dans ces conditions, le 

niveau de protection ainsi que celui des réactions de défense induites sont relativement 

importants par comparaison aux autres méthodes. Le mélange des 7 souches semble 

cependant efficace quelle que soit la méthode de son application au vignoble. Ces résultats 

suggèrent que le mode d’application des bactéries serait déterminant dans l’optimisation de la 

lutte biologique au vignoble, comme il a été rapporté chez le blé (Mazzola et al., 1995b). Ceci 

implique différents types d’interaction à la fois au niveau du sol, mais aussi in planta pouvant 

ou non contribuer à améliorer la lutte contre les pathogènes. Les taux de protection obtenus 

peuvent relever à la fois d’une action concertée des différentes bactéries constituant le 

mélange sur le pathogène et d’une stimulation de différents mécanismes de défense de la 

plante (De Boer et al., 1999). La cœxistence des deux mécanismes serait le garant d’une lutte 

biologique efficace dans les conditions du vignoble. 
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CHAPITRE 3 

Effets des bactéries sur l’activité lipoxygénase et la composition en 

acides gras des feuilles de vigne  

 

1 Introduction 

De nombreuses rhizobactéries ont la capacité d’induire une résistance systémique (ISR) 

chez la plante, ce qui engendre une protection contre un grand nombre d’agents pathogènes 

fongiques et bactériens (Hammerschmidt et al., 2001 ; Ramamoorthy et al., 2001 ; Compant 

et al., 2005 ; Haas et Défago, 2005). L’ISR se traduit par une protection de l’ensemble des 

organes de la plante (Hoffland et al., 1995 ; M’Piga et al., 1997 ; Audenaert et al., 2002 ; 

Meziane et al., 2005), sans aucun contact obligatoire entre les bactéries et le pathogène 

(Hoffland et al., 1995 ; Pieterse et al., 1996 ; Van Loon et al., 1998). Cette ISR est souvent 

dépendante des populations bactériennes avec des concentrations seuils conduisant à une 

protection maximale (Raaijmakers et al., 1995 ; Strigul et Kravchenko, 2006). 

De nombreuses études ont montré que l’ISR est associée à l’induction des réactions de 

défense de la plante, qui seraient différentes de celles induites lors de la SAR (résistance 

systémique acquise). La SAR se trouve dépendante de l’accumulation du SA (Pieterse et al., 

1996) alors que l’ISR serait dépendante de la voie de JA et de celle de l’éthylène (Pieterse et 

al., 1998 ; Knoester et al., 1999). Certaines études suggéreraient que l’ISR serait associée à 

une augmentation de la sensibilité de la plante à ces hormones plutôt qu’à leur accumulation 

(Knoester et al., 1999 ; Van Wees et al., 1999 ; Pieterse et al., 2000 ; 2002). De plus, 

l’induction de l’ISR chez le mutant d’Arabidopsis jar1 (insensible au JA) par l’éthylène, 

suppose une activation séquentielle de la voie du JA d’abord puis celle de l’éthylène (Pieterse 

et al., 1998). Le JA jouerait donc un rôle important dans les étapes de signalisation conduisant 

à la mise en place de l’ISR (Van Wees et al., 1999 ; Pieterse et al., 2000). Ce composé, ainsi 

que son dérivé méthylé (MeJA) appartiennent à la famille des oxylipines dérivés de la voie 

des lipoxygénases (LOX). 

Les LOX catalysent la dégradation des acides gras polyinsaturés, via une dioxygénation 

du motif 1,4-cis,cis-pentadiène et conduisent ainsi à la formation d’hydropéroxydes d’acides 
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gras (Siedow, 1991 ; Grechkin, 1998). Ces composés considérés réactifs sont rapidement 

métabolisés et conduisent à leur tour à la synthèse de nombreuses molécules y compris le JA, 

le MeJA ou l’acide traumatique (Blée, 2002). Certains hydropéroxydes dérivant de l’acide 

linolénique (C18:3) ont une activité antimicrobienne et sont impliqués dans la résistance des 

plantes contre différents pathogènes (Ohta et al., 1991, Sailaja et al., 1997, Ongena et al., 

2004). Les LOX comportent différentes isoformes : la 9-LOX dont la dioxygénation 

s’effectue sur le carbone 9 et la 13- LOX dont la réaction se fait sur le carbone 13 (Grechkin, 

1998). Le plus souvent, c’est la 9-LOX qui serait surexprimée ou impliquée dans les 

mécanismes de défense de la plante. Il a d’ailleurs été démontré que des tabacs transgéniques 

incapables d’exprimer le 9-LOX sont plus sensibles à l’infection par Phytophtora parasitica 

var nicotianae (Rancé et al., 1998). A l’inverse, d’autres plants de tabacs transformés 

deviennent résistants vis-à-vis du même champignon, lorsqu’un gène de la LOX y est 

surexprimé (Mène-Saffrané et al., 2003). L’expression des gènes et l’activité de la LOX sont 

stimulées en réponse à différents stress biotiques et abiotiques, mais aussi par des éliciteurs de 

différentes natures et des phytohormones, tel que le JA et le MeJA (Melan et al., 1993 ; Royo 

et al., 1996 ; Véronési et al., 1996 ; Bohland et al., 1997 ; Heitz et al., 1997 ; Vörös et 

al.,1998 ; Fidantsef et al., 1999 ; Maccarone et al., 2000). Ces travaux suggèrent que l’activité 

LOX joue un rôle essentiel dans l’établissement de la résistance chez les plantes.  

Chez la vigne, l’expression de gène codant pour une 9-LOX a également été mise en 

évidence lors de contamination par B. cinerea (Bézier et al., 2002) ou P. viticola 

(Hamiduzzaman, 2005b). Des applications exogènes d’éliciteurs oligosaccharidiques 

(laminarine), protéique (polygalacturonase BcPG1) ou encore de BHT se traduisent aussi par 

l’expression du gène de la 9-LOX (Aziz et al., 2003 ; Hamiduzzaman, 2005b ; 

Hamiduzzaman et al., 2005a). L’activité LOX est également stimulée chez les feuilles de 

vitroplants de vigne traitées avec du chitosan (Trotel-Aziz et al. 2006). 

Les acides gras polyinsaturés (AGPI), en particulier l’acide linoléique (C18:2) et l’acide 

linolénique (C18:3), sont les substrats privilégiés des LOX. Chez de nombreuses plantes, il est 

bien établi que la composition en acide gras des feuilles varie lors d’attaques fongiques ou 

suite à des blessures (Conconi et al., 1996 ; Koussa et al., 1998 ; Ryu et Wang, 1998). 

L’application exogène de certains de ces acides gras, en particulier les AGPI, conduit à 

l’expression de diverses réponses de défense chez les plantes (Farmer et Ryan, 1992 ; 

Castoria et al., 1995 ; Ellard-Ivey et Douglas, 1996 ; Véronési et al., 1996). De même, des 

mutants d’A. thaliana déficients en acides gras polyinsaturés (McConn et al., 1997) ou 
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incapables de convertir l’acide linolénique en jasmonates (Howe et al., 1996) sont plus 

sensibles aux attaques d’insectes. Ces travaux rendent compte de l’importance des acides gras 

dans l’acquisition de la résistance aux pathogènes. Plusieurs études ont également montré 

l’importance de l’acide héxadécatriènoïque (C16:3) et de l’acide oléique (C18:1) dans la 

génération d’oxylipines, engagées ensuite dans la production de composés à activités 

antimicrobiennes. L’augmentation de la teneur en acide gras C16 :1, C16 :3 et C18 :1 chez la 

tomate et l’aubergine surexprimant un gène �-9-desaturase de levure est associée à une 

résistance accrue aux attaques d’Erysiphe polygoni et de Verticillium dahliae (Wang et al., 

1998 ; Xing et Chin, 2000).  

L’activité LOX et la synthèse de dérivés hydropéroxydes antimicrobiens sont observés 

chez l’arachide, le haricot ou la tomate en réponse à l’application de diverses rhizobactéries 

non-pathogènes, telles que Bacillus subtilis et Pseudomonas putida (Sailaja et al., 1997 ; 

Ongena et al., 2004 ; Silva et al., 2004). Chez les cellules de tomate, la voie des LOX est 

activée chez des cultivars devenus résistants en réponse à l’application de souches B. subtilis 

surproduisant des lipopeptides (Ongena et al., 2007). 

 

L’objectif de ce chapitre est (1) d’étudier les effets des bactéries au niveau de l’activité 

LOX chez les feuilles de vitroplants en relation avec la concentration bactérienne dans le 

milieu, (2) d’évaluer les effets de ces bactéries sur la composition et la teneur en acides gras 

totaux et libres, (3) d’établir une relation entre les réactions de défense induites (LOX, acides 

gras), la concentration bactérienne dans les tissus foliaires et la protection contre B. cinerea.  

 

2 Résultats 

2.1 Activité de la lipoxygénase dans les tissus foliaires de vigne 

L’activité LOX est mesurée dans les feuilles détachées de vitroplants puis incubées en 

présence de différentes concentrations (1x102 à 1x108 UFC ml-1) de B. subtilis PTA-271, 

P. agglomerans PTA-AF2 ou P. fluorescens PTA-CT2. L’excision des feuilles incubées dans 

le milieu témoin n’induit pas d’activité LOX (Figure 1). Aussi, en présence des trois souches 

bactériennes à des concentrations de 1x102 UFC ml-1, l’activité LOX reste similaire à celle du 

témoin (Figures 1 A, B et C). A partir d’une concentration bactérienne de 1x104 UFC ml-1 

l’activité LOX est stimulée (Figures 1 A, B et C). En présence de B. subtilis à des  
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Figure 1 : Activité lipoxygénase des feuilles de vigne en réponse aux bactéries issues du vignoble 
(A,B,C) ou suite à l’inoculation par B. cinerea (D).Les feuilles sont excisées à partir de vitroplants (9 
semaines) et mises en incubation en présence de B. subtilis PTA-271, de P. agglomerans PTA-AF2 et 
de P. fluorescens PTA-CT2 à des concentrations de 102 UFC ml-1, 104 UFC ml-1, 106 UFC ml-1 et 108 
UFC ml-1, ou sans bactéries (témoin). Les feuilles de vitroplants sont inoculées avec des conidies de 
B.cinerea à 1x105 spores ml-1. L’activité lipoxygénase est déterminée en fonction de la durée 
d’incubation. Les valeurs représentent les moyennes (n=3) et l’astérisque indique que les valeurs sont 
significativement différentes par rapport au témoin, d’après le test de Duncan (p <0,05). 
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concentrations de 1x106 et 1x108 UFC ml-1, les niveaux d’activités obtenus sont deux fois plus 

importants que ceux obtenus à 1x104 UFC ml-1 (Figure 1 A). Dans le cas de P. agglomerans 

PTA-AF2 et de P. fluorescens PTA-CT2, l’activité LOX est plus précoce à 1x106 et 1x108 

UFC ml-1 par rapport à celle obtenue en présence de 1x104 UFC ml-1 (Figure 1 B et C). En 

effet, des pics d’activité sont atteints dès 6 heures d’incubation des feuilles en présence des 

fortes concentrations en bactéries. L’incubation des feuilles en présence de la souche 

P. fluorescens PTA-CT2 à 1x104, 1x106 et 1x108 UFC ml-1, provoque également une nouvelle 

augmentation significative de l’activité LOX après 24 heures (Figure 1 C).  

Les résultats montrent qu’une concentration bactérienne minimale de 1x104 UFC ml-1 

semble nécessaire pour déclencher l’activité LOX dans les tissus foliaires de vigne. Au-delà 

de cette concentration, l’activité LOX reste relativement inchangée. 

L’activité LOX est également suivie dans les tissus foliaires de vigne suite à l’infection 

par B. cinerea (Figure 1 D). Les résultats montrent que B. cinerea ne provoque pas 

d’activation significative de LOX. Le niveau d’activité LOX reste similaire à celui du témoin 

pendant les 72 heures de contamination. 

Ces résultats suggèrent que les mécanismes impliqués dans la reconnaissance et les voies 

de transduction des signaux chez la vigne en réponse aux rhizobactéries seraient différents de 

ceux misent en œuvre lors de l’interaction avec l’agent pathogène B. cinerea.  

2.2 Composition en acides gras des tissus foliaires de vigne 

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont permis de détecter et de quantifier 

différents acides gras saturés (C16:0, C8:0) et insaturés (C16:1, C16:2, C18:1, C18:2, C18:3) 

dans les tissus foliaires de vigne (Figure 2).  

 

2.2.1 Acides gras totaux 

Les acides gras totaux retrouvés dans les feuilles de vitroplants de vigne sont représentés 

par ordre d’importance décroissant : l’acide linolénique (C18:3), l’acide palmitique (C16:0), 

l’acide linoléique (C18:2), l’acide palmitoléique (C16:1) qui représentent à eux quatre environ 

93 % des acides gras totaux. D’autres acides, tels que l’acide palmitolénique (C16 :2), l’acide 

stéarique (C18:0) et l’acide oléique (C18:1), sont également présents à des niveaux 

relativement faibles. 
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Figure 2 : Chromatogramme des acides gras totaux méthylés de feuilles de vitroplants de vigne 
témoin. 
C14:0, acide myristique ; C16:0, acide palmitique ; C16:1, acide palmitoléique ; C16:2, acide 
palmitolénique ; C16:3, acide hiragonique ; C17:0, acide heptadécanoïque (standard interne) ; C18:0, 
acide stéarique ; C18:1, acide oléïque ; C18:2, acide linoléïque ; et C18:3, acide linolénique. 
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L’incubation des feuilles dans un milieu de référence (témoin) sous lumière continue se 

traduit par une légère augmentation de la teneur en certains acides gras totaux (Figure 3), en 

particulier le C16:0 après 24 h d’incubation (Figure 3 A). En présence de B. subtilis PTA-271, 

la teneur en C16:0 augmente après 4h de traitement puis diminue après 24 h par comparaison 

au témoin. Cette tendance est également observée en réponse à P. agglomerans PTA-AF2 et 

P. fluorescens PTA-CT2 (Figure 3 A). Les teneurs en C16:1 restent similaires entre les 

témoins et les feuilles bactérisées tout au long de l’expérience (24 h) (Figure 3 B). En ce qui 

concerne le C18:0, sa teneur augmente sensiblement en présence de P. fluorescens PTA-CT2 

par comparaison au témoin (Figure 3 C). Cependant, une légère diminution de la teneur en 

C18:1 est observée durant les premières heures d’incubation des feuilles en présence de 

B. subtilis PTA-271 et de P. agglomerans PTA-AF2 (Figure 3 D). P. fluorescens PTA-CT2, 

quant à elle, ne provoque pas d’effet significatif sur la concentration en C18:1. 

 

Les teneurs en acides gras polyinsaturés en C18, quant à eux, subissent en général une 

baisse en réponse aux bactéries. En effet, une légère diminution de la teneur en C18:2 est 

observée dans les feuilles incubées en présence de P. agglomerans PTA-AF2 après 4 et 24 h 

d’incubation. C’est également le cas après 24 h d’incubation des feuilles en présence de 

B. subtilis PTA-271 et de P. fluorescens PTA-CT2 (Figure 3 E). En ce qui concerne le C18:3, 

les résultats montrent que sa teneur diminue sensiblement dans les feuilles en réponse à 

B. subtilis PTA-271 après 4 h et à P. agglomerans PTA-AF2 après 12 h (Figure 3 F). 

Toutefois, on peut noter que les teneurs en C18:3 augmentent légèrement pendant les 4 

premières heures dans les feuilles incubées en présence de P. fluorescens PTA-CT2.  

 

L’évolution de la composition en acides gras totaux a également été suivie dans les 

feuilles au cours de 72 h de contamination par B. cinerea (Figure 4). Les résultats obtenus 

montrent qu’à la différence des bactéries, l’inoculation des feuilles de vitroplants par 

B. cinerea se traduit par une légère diminution des teneurs en acides gras insaturés C16:1 et 

C18:3 dès 24 h (Figures 4 B, F).  

On note que les variations des teneurs en acides gras totaux des feuilles bactérisées 

concernent globalement les acides gras en C18. 
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Figure 3 : Evolution des teneurs en acides gras totaux dans les tissus foliaires de vigne en réponse aux 
bactéries issues du vignoble. Les feuilles sont excisées à partir de vitroplants (9 semaines) et mises en 
incubation en présence de B. subtilis PTA-271, de P. agglomerans PTA-AF2 et de P. fluorescens 
PTA-CT2 à une concentration de 1x106 UFC ml-1 et du témoin. Les valeurs représentent la moyenne 
(10 feuilles en duplicatas) ± l’écart à la moyenne. C16:0, acide palmitique (A) ; C16:1, acide 
palmitoléique (B) ; C18:0, acide stéarique (C) ; C18:1, acide oléique (D) ; C18:2, acide linoléique (E) 
et C18:3, acide linolénique (F). 
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Figure 4 : Evolution des teneurs en acides gras totaux dans les feuilles de vigne inoculées par 
B. cinerea. Les feuilles de vitroplants sont inoculées par des conidies de B. cinerea à 1x105 spores ml-
1. Les valeurs représentent la moyenne (n=2) ± l’écart à la moyenne. C16:0, acide palmitique (A) ; 
C16:1, acide palmitoléique (B) ; C18:0, acide stéarique (C) ; C18:1, acide oléique (D) ; 
C18:2, acide linoléique (E) et C18:3, acide linolénique (F). 

A
ci

d
e

s
gr

a
s

to
ta

u
x

(µ
g 

g-1
M

F
)

Témoin B. cinerea

A
ci

d
e

s
gr

a
s

to
ta

u
x

(µ
g 

g-1
M

F
)

0

10

20

30

40 A C 16:0

0 4 8 12 24 48 72

B C 16:1

0

10

20

30

40

0 4 8 12 24 48 72

E C 18:2

0 4 8 12 24 48 72
0

50

100

150

200

250

300 F C 18:3

0 4 8 12 24 48 72
0

600

1200

1800

Temps (h) Temps (h)

0 4 8 12 24 48 72

C C 18:0

0

2

4

6

8

10

A
ci

de
s

gr
a

s
to

ta
u

x
(µ

g 
g-1
M

F
)

Temps (h) Temps (h)

0 4 8 12 24 48 72

D C 18:1

0

2

4

6

8

10

A
ci

d
e

s
gr

a
s

to
ta

u
x

(µ
g 

g-1
M

F
)

Témoin B. cinerea

A
ci

d
e

s
gr

a
s

to
ta

u
x

(µ
g 

g-1
M

F
)

0

10

20

30

40 A C 16:0

0 4 8 12 24 48 72

B C 16:1

0

10

20

30

40

0 4 8 12 24 48 72

E C 18:2

0 4 8 12 24 48 72
0

50

100

150

200

250

300 F C 18:3

0 4 8 12 24 48 72
0

600

1200

1800

Temps (h) Temps (h)

0 4 8 12 24 48 72

C C 18:0

0

2

4

6

8

10

A
ci

de
s

gr
a

s
to

ta
u

x
(µ

g 
g-1
M

F
)

Temps (h) Temps (h)

0 4 8 12 24 48 72

D C 18:1

0

2

4

6

8

10

Témoin B. cinereaTémoinTémoin B. cinereaB. cinerea

A
ci

d
e

s
gr

a
s

to
ta

u
x

(µ
g 

g-1
M

F
)

0

10

20

30

40 A C 16:0

0 4 8 12 24 48 72

B C 16:1

0

10

20

30

40

0 4 8 12 24 48 72A
ci

d
e

s
gr

a
s

to
ta

u
x

(µ
g 

g-1
M

F
)

0

10

20

30

40

0

10

20

30

40 A C 16:0A C 16:0

0 4 8 12 24 48 72

B C 16:1

0 4 8 12 24 48 720 4 8 12 24 48 72

B C 16:1B C 16:1

0

10

20

30

40

0

10

20

30

40

0 4 8 12 24 48 720 4 8 12 24 48 72

E C 18:2

0 4 8 12 24 48 72
0

50

100

150

200

250

300 F C 18:3

0 4 8 12 24 48 72
0

600

1200

1800

Temps (h) Temps (h)

E C 18:2E C 18:2

0 4 8 12 24 48 720 4 8 12 24 48 72
0

50

100

150

200

250

300

0

50

100

150

200

250

300 F C 18:3F C 18:3

0 4 8 12 24 48 720 4 8 12 24 48 72
0

600

1200

1800

0

600

1200

1800

Temps (h) Temps (h)Temps (h) Temps (h)

0 4 8 12 24 48 72

C C 18:0

0

2

4

6

8

10

A
ci

de
s

gr
a

s
to

ta
u

x
(µ

g 
g-1
M

F
)

Temps (h) Temps (h)

0 4 8 12 24 48 72

D C 18:1

0

2

4

6

8

10

0 4 8 12 24 48 72

C C 18:0

0 4 8 12 24 48 720 4 8 12 24 48 72

C C 18:0C C 18:0

0

2

4

6

8

10

0

2

4

6

8

10

A
ci

de
s

gr
a

s
to

ta
u

x
(µ

g 
g-1
M

F
)

Temps (h) Temps (h)Temps (h) Temps (h)

0 4 8 12 24 48 72

D C 18:1

0 4 8 12 24 48 720 4 8 12 24 48 72

D C 18:1D C 18:1

0

2

4

6

8

10

0

2

4

6

8

10



Chapitre 3 
 

 

 135 

 

2.2.2 Acides gras libres 

Les acides gras libres représentent un substrat privilégié pour les LOX. Dans notre étude, 

les teneurs en acides gras libres sont déterminées dans les feuilles de vitroplants incubées en 

présence de B. subtilis PTA-271, de P. agglomerans PTA-AF2 et de P. fluorescens PTA-CT2 

à une concentration de 1x106 UFC ml-1. 

Chez le témoin, les teneurs en acides gras libres restent inchangés ou diminuent 

légèrement au cours du temps (Figure 5). L’incubation des feuilles en présence des bactéries 

se traduit, quant à elle, par une augmentation de la teneur en acides gras libres (Figure 5). Le 

niveau de cette augmentation varie selon la souche bactérienne. La figure 5 A montre que les 

teneurs en C16:0 sont supérieures à celles du témoin après 8 et 24 h en présence de 

P. fluorescens PTA-CT2, mais pas en présence de deux autres bactéries (Figure 5A). En 

présence de B. subtilis PTA-271 et de P. agglomerans PTA-AF2, les teneurs en C16 :1 

augmentent de manière significative après 12 h d’incubation (Figure 5B). Une augmentation 

transitoire des teneurs en C18 :0 est également observée en présence de P. fluorescens PTA-

CT2 et de P. agglomerans PTA-AF2 après 4 h et 24 h d’incubation des feuilles, 

respectivement (Figure 5 C). Les deux souches provoquent aussi un accroissement de la 

teneur C18:1 libre après 24 h d’incubation (Figure 5 D). 

En ce qui concerne le C18:2 libre, les résultats montrent que ses teneurs diminuent 

légèrement après 4h d’incubation en présence de P. agglomerans PTA-AF2, puis augmentent 

dans les feuilles en réponse aux trois bactéries après 24 heures d’incubation (Figure 5 E). Les 

trois souches conduisent aussi à une diminution transitoire des teneurs en C18 :3 libre après 

4h d’incubation, suivie d’une augmentation après 8 et 24 h. Cette augmentation est beaucoup 

plus prononcée en réponse à P. agglomerans PTA-AF2 et à P. fluorescens PTA-CT2 (Figure 

5 F).  

On peut noter que la baisse transitoire en C18:3 libre suite à l’action des bactéries est 

corrélée à l’augmentation de l’activité LOX. A l’inverse, lorsque l’activité LOX diminue 

après 10 h d’incubation des feuilles en présence des bactéries, les teneurs en acides gras libres 

en C18 :3 augmentent.   
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Figure 5 : Evolution des teneurs en acides gras libres dans les tissus foliaires de vigne en réponse aux 
bactéries issues du vignoble. Les feuilles sont excisées à partir de vitroplants (9 semaines) et mises en 
incubation en présence de chaque bactérie B. subtilis PTA-271, de P. agglomerans PTA-AF2 et de 
P. fluorescens PTA-CT2 à une concentration de 106 UFC ml-1 et du témoin. Les valeurs représentent 
la moyenne (10 feuilles en duplicatas) ± l’écart à la moyenne. C16:0, acide palmitique (A) ; 
C16:1, acide palmitoléique (B) ; C18:0, acide stéarique (C) ; C18:1, acide oléique (D) ; 
C18:2, acide linoléique (E) et C18:3, acide linolénique (F). L’astérisque indique que les 
valeurs sont significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de Duncan. 
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2.3 Effet des concentrations bactériennes sur la protection des feuilles 
de vigne contre B. cinerea 

Les feuilles détachées de vitroplants sont préalablement incubées pendant 16 heures en 

présence de B. subtilis PTA-271, P. agglomerans PTA-AF2 et P. fluorescens PTA-CT2 à 

différentes concentrations allant de 1x102 à 1x108 UFC ml-1. A l’issue de cette pré-incubation, 

les feuilles sont soigneusement lavées puis inoculées avec une suspension conidienne de 

B. cinerea. La protection est estimée via la mesure de la taille de la nécrose après 7 jours de 

contamination. 

Les résultats montrent qu’à une concentration bactérienne de 1x102 UFC ml-1, B. subtilis 

PTA-271 et P. agglomerans PTA-AF2 ne procurent pas de protection significative contre 

B. cinerea (Figure 6A, 6B). On peut noter toutefois une légère protection en présence de 

P. fluorescens PTA-CT2 (Figure 6C). A partir d’une concentration bactérienne de 1x104 UFC 

ml-1, la nécrose provoquée par B. cinerea est fortement réduite quelle que soit la souche 

(Figure 6 A, B et C). Ce niveau de protection est quasi-similaire et atteint un maximum à des 

concentrations supérieures ou égales à 1x104 UFC ml-1.  

2.4 Colonisation des feuilles par les bactéries 

Un suivi de la concentration bactérienne dans les tissus foliaires de vigne est réalisé afin 

d’établir une éventuelle relation entre l’amplitude des réactions induites (réactions de défense 

et protection contre B. cinerea) et la densité des bactéries dans les feuilles. Les résultats 

présentés dans la figure 7 A montrent l’évolution de la densité bactérienne dans les tissus 

foliaires en fonction de la concentration de P. agglomerans PTA-AF2 dans le milieu. On peut 

noter que plus la concentration de P. agglomerans PTA-AF2 dans le milieu augmente plus la 

concentration dans les feuilles est importante (Figure 7 A). Au bout de 24 h d’incubation, les 

concentrations du milieu et celles endogènes sont quasiment proportionnelles.  

 

Des cinétiques d’accumulation des bactéries dans les feuilles ont aussi été réalisées en 

présence des trois souches P. agglomerans PTA-AF2 (Figure 7 B), B. subtilis PTA-271 

(Figure 7 C) et P. fluorescens PTA-CT2 (Figure 7 D) à une concentration de 1x106 UFC ml-1. 

Dans tous les cas, on note une colonisation rapide des tissus foliaires par les bactéries. Cette  
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Figure 6 : Effet des bactéries issues du vignoble sur le développement de la nécrose foliaire causée 
par B. cinerea. Les feuilles de vitroplants sont préalablement incubées en présence de B. subtilis PTA-
271 (A), P. agglomerans PTA-AF2 (B) et P. fluorescens PTA-CT2 (C) à différentes concentrations 
pendant 16 heures. Les feuilles sont ensuite rincées puis inoculées avec une suspension conidienne de 
B. cinerea à 1x105 spores ml-1. La contamination des feuilles (diamètre de la nécrose) est déterminée 7 
jours post-inoculation. Les valeurs représentent la moyenne (n=20) et les valeurs des histogrammes 
présentant la même lettre ne sont pas significativement différentes d’après le test Newman-Keuls (p < 
0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 7 : Evolution de la concentration des bactéries dans les feuilles de vitroplants incubées en 
présence de P. agglomerans PTA-AF2, B. subtilis PTA-271 et P. fluorescens PTA-CT2. 
Concentration des bactéries dans les feuilles incubées en présence de P. agglomerans PTA-AF2 à 
différentes concentrations pendant 24 heures (A) ; cinétique d’accumulation des bactéries dans les 
feuilles incubées en présence de P. agglomerans PTA-AF2 (B), de B. subtilis PTA-271 (C) et de 
P. fluorescens PTA-CT2 (D) à 106 UFC ml-1. Les valeurs représentent les moyennes de triplicatas ± 
l’écart à la moyenne. 
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colonisation est exponentielle durant les premières heures d’incubation. L’accumulation de 

B. subtilis PTA-271 et de P. fluorescens PTA-CT2 semble plus précoce par rapport à 

P. agglomerans PTA-AF2. La densité des bactéries dans les feuilles atteint donc un maximum 

après 10 heures d’incubation, en particulier en présence de B. subtilis PTA-271 et de 

P. fluorescens PTA-CT2. En présence de P. agglomerans PTA-AF2, une forte concentration 

dans les feuilles est atteinte après 16 heures d’incubation. 

 

3 Discussion 

Dans cette étude, les expériences ont été réalisées sur des feuilles isolées de vitroplants et 

incubées en présence de trois bactéries : B. subtilis PTA-271, P. agglomerans PTA-AF2 et 

P. fluorescens PTA-CT2, dans des conditions contrôlées. Les résultats obtenus montrent que 

les bactéries issues du vignoble sont capables d’induire la voie des octadécanoïdes dans les 

tissus foliaires de vigne, matérialisée par une activation transitoire de la LOX et une 

modification des teneurs en acides gras. Ces réactions sont dans la plupart des cas corrélées à 

une accumulation des bactéries dans les tissus foliaires et à une protection contre B. cinerea.  

La détermination de l’activité LOX montre que cette réaction semble modulée de manière 

similaire par les trois souches bactériennes, en l’absence d’inoculation par B. cinerea. Ces 

résultats sont en conformités avec ceux de Sailaja et al. (1997) et d’Ongena et al. (2004), qui 

montrent que la LOX est stimulée suite à l’application de B. subtilis et de 

Pseudomonas putida chez les plantules d’arachides et les feuilles d’haricot. Toutefois, et 

quelle que soit la bactérie, cette activité LOX nécessite une concentration bactérienne 

minimale (1x104 UFC ml-1), au-delà de laquelle cette activité atteint un niveau maximal. Les 

fortes concentrations en bactérie (1x106 et 1x108 UFC ml-1) conduisent à une stimulation 

précoce de la LOX. Ces résultats suggèrent que la régulation de la voie des LOX serait 

dépendante de la densité des populations bactériennes. Ceci peut résulter du mécanisme de 

régulation bactérien "quorum sensing". Ce mécanisme serait responsable de la 

synchronisation de l'expression de signaux au sein d'une population bactérienne en fonction 

de sa concentration. Les bactéries qui utilisent ce mécanisme produisent des molécules 

signales dites autoinductrices, à l’image des N-acyl homosérine lactone (AHL), qui a forte 

concentration peuvent contribuer à contrôler l’expression de différents gènes (Pierson et al., 

1998b). Ainsi les AHL régulent par exemple, la production de phénazine (antibiotique) et de 

rhamnolipides, connus pour jouer un rôle dans la lutte contre les pathogènes par des 
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Pseudomonas (Pierson et Pierson, 1996, Pierson et al., 1998b). Les déterminants bactériens 

susceptibles de stimuler l’activité LOX pourraient être soumis à un même mode de régulation, 

entraînant leur production puis leur perception par le plante uniquement lorsqu’un seuil de 

densité des populations bactériennes est atteint.  

Dans cette étude, il apparaît aussi que l’activité LOX n’est pas stimulée par B. cinerea, 

agent de la pourriture grise de la vigne. Ce résultat suggère que les mécanismes impliqués 

dans la perception et la transduction des signaux des bactéries par la vigne seraient différents 

de ceux mis en œuvre au cours de l’interaction vigne-B. cinerea. Néanmoins, il a été montré 

par Bézier et al. (2002) que l’inoculation des feuilles par B. cinerea conduisait à l’expression 

tardive d’un gène codant pour une 9-LOX. Ceci suggère que la régulation de la voie de LOX 

chez les feuilles de vigne serait post-transcriptionnelle et diffère entre les microorganismes 

pathogènes et non-pathogènes. 

L’évolution de l’activité LOX en réponse aux bactéries du vignoble semble un caractère 

important à prendre en considération quand il s’agit de prédire l’induction de la résistance 

chez la vigne. Des travaux mettant en jeu des plantes transgéniques (surexpression ou anti-

sens du gène LOX) ont montré que les LOX, en particulier la 9-LOX, sont impliquées dans la 

mise en place de la résistance des plantes aux pathogènes fongiques (Rancé et al., 1998 ; 

Mène-Saffrané et al., 2003). Cette réaction est également associée à la réaction 

d’hypersensibilité au cours de laquelle l’activation de la voie des LOX conduit à la génération 

d’hydropéroxydes et de radicaux libres impliqués dans les phénomènes de mort cellulaire 

(Montillet et al., 2002). Néanmoins, dans notre étude aucune nécrose des tissus foliaires ni 

symptôme typique de la réaction HR n’ont été observés chez les feuilles de vigne incubées en 

présence des différentes bactéries.  

Il apparaît que l’activité LOX induite par les rhizobactéries dans les feuilles de vigne est 

accompagnée d’une modification de la composition en acides gras totaux et libres, en 

particulier d’une perte précoce d’acides gras polyinsaturés libres. La rapide augmentation de 

l’activité LOX observée et la diminution des teneurs en C18:3 dans les tissus foliaires 

bactérisés pourraient témoigner de leur implication dans la perception des signaux d’origine 

bactérienne et leur transduction au niveau cellulaire. La modification des teneurs en acides 

gras libres est souvent impliquée dans les évènements précoces de signalisation via leur rôle 

comme substrat de la LOX, nécessaire à la synthèse d’oxylipines (Ryu et Wang, 1998). 

Certaines oxylipines peuvent avoir des propriétés antifongiques (Vaughn et Gardner, 1993 ; 

Ricker et Bostock, 1994 ; Weber et al., 1999) ou antibactériennes (Croft et al., 1993). Des 
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dérivés de la voie de la LOX, en particulier des produits volatils, ont été mis en évidence dans 

les baies de vigne suite à des blessures (Nijssen et al., 1996). Certains de ces composés, tels 

que des aldéhydes en C6 et en C9, inhibent aussi le développement de B. cinerea (Archbold et 

al., 1997 ; Fallik et al., 1998 ; Ongena et al., 2004 ; Matsui et al., 2006).  

L’acide linolénique (C18:3) est un précurseur important de la synthèse du JA et du MeJA, 

considérés comme signaux impliqués dans la régulation des réactions de défense de la plante 

(Conconi et al., 1996). L’implication du JA dans l’ISR a été mise en évidence dans plusieurs 

modèles végétaux en réponse à des rhizobactéries (Pieterse et al., 2000 ; Ryu et al., 2003; 

Domenech et al., 2007). Des transformants d’Arabidopsis, capables d’accumuler du MeJA à 

des niveaux importants expriment une forte résistance contre B. cinerea (Seo et al., 2001).  

L’activation de la voie des LOX dans les feuilles de vigne incubées en présence de 

B. subtilis PTA-271, de P. agglomerans PTA-AF2 et de P. fluorescens PTA-CT2, est 

également associée à une protection accrue contre B. cinerea. Cette protection n’est obtenue 

qu’à partir d’une concentration bactérienne supérieure ou égale à 1x104 UFC ml-1, au-delà de 

laquelle le niveau de protection reste statistiquement similaire. Des résultats comparables ont 

également été rapporté par Raaijmakers et ses collaborateurs, montrant que l’application 

d’une rhizobactérie Pseudomonas fluorescens à une concentration comprise entre 1x105 et 

1x106 UFC g-1 de sol est nécessaire pour conférer une protection du radis contre Fusarium 

oxysporum (Raaijmakers et al., 1995) ou du blé contre Gaeumannomyces graminis var. tritici  

(Raaijmakers et Weller, 1998). Cette protection est apparemment liée à l’induction des 

mécanismes de défense de la plante, mais il n’est pas exclu que des mécanismes 

d’antagonisme direct peuvent avoir lieu entre les deux microorganismes. Dans cette étude, 

seule P. fluorescens PTA-CT2 se montre capable à la fois d’induire des réactions de défense 

de la vigne et de bloquer directement la croissance de B. cinerea in vitro (Trotel-Aziz et al., 

2007).  

Il apparaît que l’incubation des feuilles de vigne en présence des bactéries se traduit par 

une colonisation des tissus par celles-ci à des niveaux proches de ceux présents dans le milieu 

d’incubation. La colonisation des tissus foliaires par les bactéries est d’autant plus nette que la 

concentration bactérienne dans le milieu d’incubation est importante. Cette colonisation est 

variable selon la souche et atteint un niveau maximal après 8 ou 16 heures de mise en contact 

avec les feuilles. Les différences observées en terme de colonisation des feuilles par les trois 

souches bactériennes peuvent relever de caractère physiologique propre à chaque souche et 

donc de son aptitude à coloniser les tissus de la plante (Kim et al., 1997 ; Yan et al., 2003). 
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Ce potentiel de colonisation des tissus peut contribuer à activer efficacement certains 

mécanismes de résistance de la plante ou encore interagir avec le pathogène lorsque la 

bactérie a un caractère antagoniste. 
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

 

Jusqu’à présent la lutte contre B. cinerea, agent de la pourriture grise de la vigne, 

s’effectue principalement par l’utilisation de fongicides chimiques responsables d’une 

importante pollution de l’environnement et d’un déséquilibre écologique considérable. En 

outre, malgré le développement de nouveaux fongicides, le viticulteur se trouve confronté à 

l’émergence systématique de souches résistantes. Il est donc nécessaire de développer des 

alternatives à la seule lutte chimique pour une viticulture durable, plus respectueuse de 

l’environnement. Dans ce contexte, la lutte biologique contre les maladies cryptogamiques de 

la vigne à l’aide de rhizobactéries semble être une alternative prometteuse à l’emploi des 

fongicides, de part la présence de ces microorganismes dans les agro-systèmes, leur grande 

diversité et leur dissémination dans les sols rhizosphériques. Ainsi, le vignoble constituerait 

une réserve de microorganismes aux propriétés protectrices de la vigne particulièrement 

intéressantes.  

Les études réalisées par notre groupe (Trotel-Aziz et al., 2007), à la fois sur le terrain et au 

laboratoire, ont conduit à l’isolement et l’identification de différentes souches bactériennes 

issues des différents niveaux d’organisation de la vigne (racines, tiges, feuilles) et de la 

rhizosphère du vignoble champenois. Des tests réalisés dans des conditions in vitro ont permis 

de différencier certaines de ces souches ayant la capacité de protéger les feuilles de vigne 

contre B. cinerea. Il s’agit de deux souches d’Acinetobacter lwoffii PTA-113 et PTA-152, 

d’une Bacillus subtilis PTA-271, de deux Pantoea agglomerans PTA-AF1 et PTA-AF2 et de 

deux Pseudomonas fluorescens PTA-268 et PTA-CT2. Les effects protecteurs observés 

semblent relever de la capacité de ces souches à induire quelques réactions de défense de la 

vigne et pour certaines souches à inhiber directement le développement du pathogène.  

Dans cette étude, ces bactéries ont été appliquées au vignoble afin d’évaluer l’efficacité de 

chaque souche en culture pure ou sous forme de multiples combinaisons dans l’induction des 

différentes réactions de défense de la vigne (chitinase, β-1,3-glucanase, PAL) et de sa 

protection contre B. cinerea. L’action de ces bactéries sur certaines réactions précoces (LOX, 

acides gras) a également été étudiée dans des conditions in vitro. Les résultats présentés dans 

cette thèse indiquent qu’il est possible d’induire la résistance de la vigne à l’aide de 

rhizobactéries ou de combinaisons de bactéries et que la plante est capable de mobiliser sa 
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machinerie métabolique vers les voies de défense nécessaires pour lutter contre B. cinerea. La 

protection induite pourrait relever de mécanismes dépendant à la fois de la capacité de 

résistance de la plante, de l’expression des propriétés protectrices des bactéries locales, mais 

sans doute aussi des conditions du milieu. Au vignoble, le niveau de protection des feuilles et 

des baies contre B. cinerea semble dépendre de la souche bactérienne, de la combinaison de 

souche, de la méthode d’application et de la pression du pathogène. Quel que soit leur mode 

d’application, les souches les plus performantes en terme de protection des feuilles sont 

représentées par P. agglomerans PTA-AF1 et P. fluorescens PTA-CT2. Pour la plupart des 

bactéries étudiées, le mode d’application au sol se montre plus efficace par rapport à 

l’injection ou la pulvérisation de celles-ci. Les souches PTA-113 et PTA-CT2 induisent une 

réduction importante des attaques contre B. cinerea lorsque celles-ci sont appliquées au sol. 

Ceci suggère que les bactéries sont susceptibles d’induire une résistance systémique chez la 

vigne. 

Dans les baies, c’est la souche P. agglomerans PTA-AF1 qui semble plus active en terme 

de protection contre B. cinerea, notamment en situation de faible infection. Toutefois une 

certaine hétérogénéité de protection contre B. cinerea existe à la fois dans les feuilles et dans 

les baies d’une année sur l’autre. Cette hétérogénéité peut résulter de différents facteurs 

affectant la pression parasitaire ou l’interaction avec la microflore locale, la capacité de 

colonisation de la rhizosphère ou de la phylosphère par les agents de la lutte biologique ou 

encore de l’état physiologique de la plante.  

L’application de différentes combinaisons de bactéries aboutit également à une certaine 

protection des feuilles et des baies contre B. cinerea. Les mélanges les plus actifs sont ceux 

constitués de deux P. agglomerans (AF1+AF2), de trois souches (Bacillus+Pantoea), de 

quatre souches (Acinetobacter+Pantoea, Acinetobacter+Pseudomonas) et de 5 souches 

(Bacillus+Pantoea+Pseudomonas). Néanmoins, les mélanges combinant les deux A. lwoffii 

(113+152), les deux P. fluorescens (268+CT2) ou le mélange 

Acinetobacter+Bacillus+Pseudomonas sont inefficaces contre B. cinerea. Ceci renvoi à 

l’hypothèse selon laquelle ces bactéries seraient en antagonisme entre elles ou avec d’autres 

microorganismes de la microflore locale. Cet antagonisme peut relever de mécanismes de 

compétition ou d’antibiose, conduisant à une diminution des activités des agents de lutte 

biologique. Ces résultats rendent compte du fait que les mélanges de bactéries ne sont pas 

systématiquement plus efficaces que les bactéries individuelles. 



Conclusion et Perspectives 
 

 

 146 

Une variabilité dans la protection des baies a été observée en 2004. Cette variabilité 

semble résulter des conditions environnementales stressantes, puisque l’estimation de la 

contamination des baies par B. cinerea a été réalisée en période de post-vendanges. Les essais 

réalisés en 2005 ont permis d’enregistrer une amélioration de la protection de la vigne 

(pouvant atteindre 80%) sans apport annuel des bactéries. Ces résultats viennent conforter 

l’hypothèse selon laquelle une réitération ou un maintien des bactéries dans le sol et / ou dans 

la plante est possible.  

La protection contre B. cinerea en réponse à l’application de bactéries au vignoble est 

corrélée à une stimulation de certaines réactions de défense (activation de chitinase, β-1,3-

glucanase, PAL). L’induction de ces réactions semble évidente en réponse à l’application des 

bactéries individuelles (A. lwoffii PTA-113 et PTA-152, P. fluorescens PTA-CT2), mais 

également suite à l’application de mélanges associant particulièrement les Acinetobacter, les 

Pantoea et les Pseudomonas. 

Sur le plan spatio-temporel, les réactions induites et la protection sous-jacente nous 

indiquent que les bactéries étudiées sont capables d’induire une résistance systémique chez la 

vigne, notamment lorsque celles-ci sont appliquées au niveau du sol. L’activation des 

composantes de l’ISR pourrait être un élément clé de l’acquisition de la résistance de la vigne 

a différents pathogènes.  

Les activités chitinase et β-1,3-glucanase en réponse aux bactéries pourraient témoigner 

d’une capacité significative de résistance de la vigne envers B. cinerea. Par ailleurs, la 

succession de ces réactions de défense dans les différents organes pourrait témoigner d’un 

« transfert de signaux » des feuilles vers les baies après la véraison. Ce transfert impliquerait 

des signaux affectant l’expression des protéines de défense ou encore le transport de protéines 

de défense elles-mêmes. Un tel transfert peut également contribuer à la mise en place d’un 

état d’ISR, en particulier lorsque les bactéries sont appliquées au sol. 

 

Les expériences réalisées dans les conditions contrôlées montrent que le métabolisme des 

oxylipines est activé chez les feuilles de vitroplants de vigne en réponse à B. subtilis PTA-

271, à P. agglomerans PTA-AF2 et à P. fluorescens PTA-CT2. Cette activation est 

matérialisée par une stimulation transitoire de l’activité LOX accompagnée d’une perte 

précoce en acides gras poly-insaturés libres, notamment en C18:3. L’augmentation tardive de 

la teneur en cet acide gras libre pourrait résulter d’une baisse de l’activité LOX et / ou d’une 

activation importante de phospholipases.  
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La stimulation de l’activité LOX est également associée à une protection des feuilles 

bactérisées contre B. cinerea. Ces réactions se montrent dépendantes de la concentration 

bactérienne dans le milieu mais aussi de la colonisation des feuilles par les bactéries. Dans la 

majorité des cas, une concentration bactérienne minimale de 1x104 UFC ml-1 est nécessaire à 

la mise en place de ces réactions induites, suggérant ainsi l’implication directe des bactéries 

« in situ » ou de leurs déterminants, qui seraient eux même régulés par « quorum sensing ». 

 

Les travaux en cours ont également pour objectif d’élargir le succès de la lutte biologique, 

dans un contexte de lutte intégrée, à tous les vignobles en appellation Champagne. Différents 

prélèvements de sol et de plants de vignes ont été réalisés dans une parcelle viticole de 

l’Aube. 326 bactéries ont été isolées et sont représentatives de tous les milieux prospectés. 

Elles proviennent pour 35% du sol, pour 36% des racines et pour 29% des sarments (Annexe 

3). Le criblage des bactéries a permis de sélectionner 29 souches conférant une protection de 

la vigne contre B. cinerea. L’analyse par des galeries API a permis d’identifier 13 espèces 

différentes dont 4 appartiennent au genre des Pseudomonas et 1 au genre des Pantoea, 

retrouvées également dans les parcelles situés dans la Marne (Annexe 4). La protection 

induite varie en fonction de la température et du cultivar (Annexe 5). Dans la majorité des cas 

une augmentation de la température entraîne une faible protection par les bactéries.  

 

Ces résultats ouvrent de nombreuses perspectives parmi lesquelles : 

 

(1) L’importance de l’ISR s’avère déterminante dans la protection contre B. cinerea. Afin 

de tirer profit de l’ISR et d’améliorer son efficacité, une meilleure connaissance des 

caractéristiques bactériennes impliquées dans l’induction des voies de défense de la vigne est 

nécessaire. Il s’agira notamment de rechercher quels sont les principaux déterminants 

bactériens susceptibles d’induire les réactions de défense de la vigne impliquées dans la 

protection de la plante contre B. cinerea. 

 

(2) L’état physiologique et les conditions de culture des plantes jouent un rôle important 

dans le bon déroulement des phénomènes de résistance induite. Il s’agira donc de déterminer 

l’effet des différentes contraintes abiotiques sur le niveau de stimulation des réactions de 

défense de la plante au cours de son développement. Ces effets interviennent également sur la 

régularité de l’efficacité des agents de lutte biologique. Il serait donc judicieux d’étudier 
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l’effet des impacts environnementaux sur la capacité d’adaptation des bactéries (compétence 

écologique) et sur leur efficacité à induire une protection contre B. cinerea, relevant 

probablement de mécanismes de régulation impliquant le « quorum sensing ».  

 

(3) Afin de mieux comprendre le rôle que peuvent avoir les chitinases et les β-1,3-

glucanases dans la résistance de la vigne contre B. cinerea, il serait important de caractériser 

les différentes isoformes induites chez la vigne en réponse aux bactéries et d’identifier celles 

qui seraient impliquées dans la résistance de la plante au pathogène nécrotrophe. La 

stimulation de l’activité PAL chez la vigne en réponse aux bactéries pose la question de 

l’importance des composés secondaires de la voie des phénylpropanoïdes (phytoalexines 

stilbèniques, tanins, lignine) dans la protection de la vigne contre B. cinerea. La 

caractérisation de déterminants de l’ISR et leur implication dans la régulation de la voie des 

phénylpropanoïdes seront appréhendées.  

 

(4) Au niveau de la voie des octadécanoïdes, il sera intéressant d’approfondir nos 

connaissances sur les mécanismes déclenchés par l’application des bactéries non seulement en 

amont de l’activité LOX, telles que les phospholipases (A2, C ou D) qui sont impliquées dans 

de nombreux phénomènes d’élicitation (Chandra et al., 1996, Laxalt et al., 2001 ; Munnik et 

al., 1998 ; Van der Luit et al., 2000 ; Zhao et al., 2004), mais aussi en aval, à l’image des 

activités lipide hydropéroxydase ou de l’hydropéroxyde lyase, connues pour conduire à 

l’accumulation de molécules antimicrobiennes (hydropéroxydes, Z-3-hexenal) (Sailaja et al., 

1997 ; Ongena et al., 2004) ou molécules signales (JA, MeJA) (Croft et al., 1993 ; Blée, 

2002).



Annexes 
 

 

 149 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ANNEXES 

 
 

 
 



Annexes 
 

 

 150 

 
ANNEXES 

 
Annexe 1 : Produits antifongiques, mais non anti-botrytis, appliqués sur les parcelles CR et NL au 
cours des années 2002, 2003, 2004 et 2005. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
GB : Guignardia bidwelli = le black rot ; PH : Phomopsis viticola = l’excoriose ; PM : Plasmopara viticola = le 
mildiou ; PZ : Pseudopezicula tracheiphila = le rougeot ; EN : Erysiphe necator = l’oïdium.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2002 2003 
Date PRODUITS / substances actives Usage Date PRODUITS / substances actives Usage 
16/05 PANTHEOS / diméthomorphe +folpel 

 
PM 

 
04/05 PANTHEOS / diméthomorphe +folpel PM 

25/05 PANTHEOS / diméthomorphe +folpel PM 
 

15/05 PANTHEOS / diméthomorphe +folpel 
LEGEND / quinoxyfen 

PM 
EN 

04/06 OLYMP 10 EW  / flusilazole 
VAMIN / ofurace + folpel 

GB, PZ, EN 
PM, PH 

06/06 PANTHEOS / diméthomorphe +folpel 
SCORE / difénoconazole 

PM 
GB, PZ, EN 

14/06 MIKAL FLASH / foséthyl d’Al + folpel 
SCORE / difénoconazole 

PM 
GB, PZ, EN 

16/06 SCORE / difénoconazole 
SIRBEL / folpel+iprovalicarbe 

GB, PZ, EN 
PM 

27/06 LEGEND / quinoxyfen 
MIKAL FLASH / foséthyl d’Al + folpel 

EN 
PM 

24/06 LEGEND / quinoxyfen 
SIRBEL / folpel+iprovalicarbe 

EN 
PM 

04/07 VALIANT / folpel+fosethyl d’Al+cymoxanil 
 

PM 29/07 SYGAN / cymoxanil +folpel PM 

08/07 LEGEND / quinoxyfen 
VALIANT / folpel+fosethyl d’Al+cymoxanil 

EN 
PM 

09/07 KARATHANE LC / Dinocap 
PANTHEOS / diméthomorphe +folpel 

EN 
PM, 

20/07 KARATHANE LC / Dinocap 
VALIANT / folpel+fosethyl d’Al+cymoxanil 

EN 
PM 

21/07 KARATHANE LC / Dinocap 
SYGAN / cymoxanil +folpel 

EN 
PM 

01/08 ANTÉOR FLO / cymoxanil +folpel  PM 31/07 SYGAN / cymoxanil +folpel PM 
12/08 ANTÉOR FLO / cymoxanil +folpel  PM    

2004 2005 
Date PRODUITS / substances actives Usage Date PRODUITS / substances actives Usage 
19/05 EPERON / mancozèbe PM 02/05 SYGAN / cymoxanil +folpel PM 
28/05 SCORE / difénoconazole 

TAIREL F / bénalaxyl+folpel 
GB, PZ, EN 
PM, PH ; PZ 

11/05 PANTHEOS / diméthomorphe +folpel PM 

06/06 SCORE / difénoconazole 
TAIREL F / bénalaxyl+folpel 

GB, PZ, EN 
PM, PH ; PZ 

24/05 EPERON MIX / mancozèbe+méfénoxam 
LEGEND / quinoxyfen 

PM 
EN 

17/06 KARATHANE LC / Dinocap 
PANTHEOS / diméthomorphe +folpel 

EN 
PM, 

02/06 EPERON MIX / mancozèbe+méfénoxam 
LEGEND / quinoxyfen 

PM 
EN 

28/06 KARATHANE LC / Dinocap 
SIRBEL / folpel+iprovalicarbe 

EN 
PM 

14/06 SCORE / difénoconazole 
TAIREL F / bénalaxyl+folpel 

GB, PZ, EN 
PM, PH ; PZ 

09/07 LEGEND / quinoxyfen 
SIRBEL / folpel+iprovalicarbe 

EN 
PM 

24/06 SCORE / difénoconazole 
TAIREL F / bénalaxyl+folpel 

GB, PZ, EN 
PM, PH ; PZ 

17/07 SCORE / difénoconazole 
SYGAN / cymoxanil +folpel 

GB, PZ, EN 
PM 

06/07 LEGEND / quinoxyfen 
SIRBEL / folpel+iprovalicarbe 

EN 
PM 

28/07 SCORE / difénoconazole 
SYGAN / cymoxanil +folpel 

GB, PZ, EN 
PM 

19/07 KARATHANE LC / Dinocap 
SIRBEL / folpel+iprovalicarbe 

EN 
PM 

09/08 LEGEND / quinoxyfen 
SYGAN / cymoxanil +folpel 

EN 
PM 

28/07 KARATHANE LC / Dinocap 
SYGAN / cymoxanil +folpel 

EN 
PM 

21/08 SYGAN / cymoxanil +folpel PM 08/08 SYGAN / cymoxanil +folpel PM 
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Annexe 2 : Fréquence d’attaques de B. cinerea sur baies mâtures en 2004 et en 2005 dans la 
parcelle de Nogent l’Abbesse. 
 
Tableau I : Fréquence de contamination des baies de vignes par B. cinerea suite à l’application des 
bactéries individuelles issues du vignoble. Les mélanges de souches ont été appliqués au sol du 
vignoble (NL)  à une concentration de 1x108 UFC ml-1 (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. La 
fréquence de contamination des baies mâtures par B. cinerea a été déterminée le 28 octobre 2004 sur 
50 grappes orientées face Est et 50 grappes orientées face Ouest du rang des vignes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau II : Fréquence de contamination des baies de vignes par B. cinerea suite à l’application des 
mélanges de bactéries issues du vignoble. Les mélanges de souches ont été appliqués au sol du 
vignoble (NL)  à une concentration de 1x108 UFC ml-1 (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. La 
fréquence de contamination des baies mâtures par B. cinerea a été déterminée le 28 octobre 2004 sur 
50 grappes orientées face Est et 50 grappes orientées face Ouest du rang des vignes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Fréquence d’attaque (%) 

Traitements Totale Face Est Face Ouest 

Témoin 

A. lwoffii PTA-113 

A. lwoffii PTA-152 

B. subtilis PTA-271 

P. agglomerans PTA-AF1 

P. agglomerans PTA-AF2 

P. fluorescens PTA-268 

P. fluorescens PTA-CT2 

99 

100 

99 

98 

97 

95 

99 

100 

98 

100 

98 

96 

94 

92 

98 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

98 

100 

100 

 Fréquence d’attaque (%) 

Traitements Totale Face Est Face Ouest 

Témoin 

113+152 

AF1+AF2 

268+CT2 

271+AL 

271+PA 

271+PF 

AL+PA 

AL+PF 

PA+PF 

271+AL+PA 

271+AL+PF 

271+PA+PF 

AL+PA+PF 

271+AL+PA+PF 

99 

99 

97 

100 

98 

96 

97 

100 

98 

98 

99 

100 

98 

100 

99 

98 

98 

94 

100 

96 

94 

94 

100 

96 

96 

98 

100 

96 

100 

98 

100 

100 

100 

100 

100 

98 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 
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Tableau III : Fréquence de contamination des baies de vignes par B. cinerea suite à l’application des 
bactéries individuelles issues du vignoble. Les mélanges de souches ont été appliqués au sol du 
vignoble (NL)  à une concentration de 1x108 UFC ml-1 (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. En 
2005, aucun traitement bactérien n’a été renouvelé. La fréquence de contamination des baies mâtures 
par B. cinerea a été déterminée le 21 septembre 2005 sur 50 grappes orientées face Est et 50 grappes 
orientées face Ouest du rang des vignes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau IV : Fréquence de contamination des baies de vignes par B. cinerea suite à l’application des 
mélanges de bactéries issues du vignoble. Les mélanges de souches ont été appliqués au sol du 
vignoble (NL)  à une concentration de 1x108 UFC ml-1 (150 ml par plante) en 2003 et en 2004. En 
2005, aucun traitement bactérien n’a été renouvelé. La fréquence de contamination des baies mâtures 
par B. cinerea a été déterminée le 21 septembre 2005 sur 50 grappes orientées face Est et 50 grappes 
orientées face Ouest du rang des vignes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Fréquence d’attaque (%) 

Traitements Totale Face Est Face Ouest 

Témoin 

A. lwoffii PTA-113 

A. lwoffii PTA-152 

B. subtilis PTA-271 

P. agglomerans PTA-AF1 

P. agglomerans PTA-AF2 

P. fluorescens PTA-268 

P. fluorescens PTA-CT2 

78 

64 

64 

71 

68 

57 

83 

64 

76 

68 

60 

68 

66 

56 

78 

50 

80 

60 

68 

74 

70 

58 

88 

78 

 Fréquence d’attaque (%) 

Traitements Totale Face Est Face Ouest 

Témoin 

113+152 

AF1+AF2 

268+CT2 

271+AL 

271+PA 

271+PF 

AL+PA 

AL+PF 

PA+PF 

271+AL+PA 

271+AL+PF 

271+PA+PF 

AL+PA+PF 

271+AL+PA+PF 

78 

64 

46 

67 

75 

61 

67 

65 

65 

57 

67 

76 

63 

55 

80 

76 

58 

48 

66 

72 

54 

54 

66 

60 

54 

54 

58 

52 

56 

76 

80 

70 

44 

68 

78 

68 

80 

64 

70 

60 

80 

94 

74 

64 

84 
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Sol

Racine

Sarment

5
30
98
115
116
141
214
217

82
86
95
218
238
249

63
163
167
169
174
192
193
197

200
203
219
230
288
295
306

A

HautBas

Milieu

5
98
163
167
169
174
214
218
219
249

63
192
193
197
200
203
230
238
288
295

30
82
86
95
115
116
141
217
306B

Sol

Racine

Sarment

5
30
98
115
116
141
214
217

82
86
95
218
238
249

63
163
167
169
174
192
193
197

200
203
219
230
288
295
306

A

HautBas

Milieu

5
98
163
167
169
174
214
218
219
249

63
192
193
197
200
203
230
238
288
295

30
82
86
95
115
116
141
217
306B

Annexe 3 : Origine des bactéries sélectionnées et isolées d’un vignoble de l’Aube 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Répartition des bactéries sélectionnées (protection des feuilles de vitroplants) dans les 
organes de la vigne et dans sa rhizosphère. 
 B Répartition des bactéries sélectionnées (protection des feuilles de vitroplants) en 
relation avec l’inclinaison de la parcelle viticole. Les isolements (à partir du sol, des sarments et 
des racines de la vigne) ont été réalisés suivant les techniques développées par Trotel-Aziz et al. (2007). 
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86
200
288
95
63
306
5
82
163
169
203
214
217
219
249
192
193
238
174
197
230
167
30
295
98
115
116
141
218

Crème-jaunâtres, rondes, visqueuses, rondes, léger.opaque, croissance rapide
Crème-laiteuses, rondes, bombées, brillantes, opaques, croissance rapide
Crème-laiteuses, rondes, visqueuses, brillantes, léger.opaques, croissance rapide
Jaunes, léger.opaques, contours hérissés et translucides, croissance rapide
Jaunes, rondes, léger.opaques, croissance rapide
Crème-jaunâtres, rondes, léger.opaques, croissance rapide
Jaunes, arrondies, contours léger..hérissés, croissance rapide
Crèmes, visqueuses, croissance rapide
Crème-jaunâtres, arrondies, brillantes, opaques, contours nets, croissance rapide
Jaunes, rondes, brillantes, translucides, contours nets, croissance moyenne
Jaune-orangées, rondes, brillantes, léger.translucides, croissance rapide 
Crème, rondes, brillantes, opaques, croissance rapide
Jaune-citron, rondes,bombées, opaques, croissance rapide
Crème-laiteuses, rondes, visqueuses, brillantes, contours nets, croissance lente
Jaunes-laiteuses, arrondies, brillantes
Crème-laiteuses, rondes, visqueuses, léger.translucides, contours nets, croissance rapide
Beiges-laiteuses, visqueuses, translucides, croissance rapide
Jaunâtres, rondes, brillantes, translucides, contours nets, croissance moyenne
Jaunes, arrondies, translucides, contours nets, croissance rapide
Blanche-crèmes, laiteuses, arrondies, visqueuses, contours nets, croissance rapide
Jaunes, rondes, brillantes, translucides, contours nets, croissance moyenne
Crème-jaunâtres, rondes, léger.translucides, contours nets, croissance moyenne
Beiges, rondes, brillantes, bombées, léger.translucides, contours hérissées, croissance rapide
Jaunes, arrondies, léger.translucides, croissance rapide
Blanchâtres, ronde,  brillantes, léger.translucides, contours hérissées, croissance rapide
Jaunes, rondes, brillantes, translucides
Beiges, rondes, brillantes, croissance moyenne
Jaunes, arrondies, cotonneuses, opaques, contours hérissées, croissance rapide
Blanche-crèmes, arrondies, cotonneuses, opaques, croissance rapide

+
+
+
+
+
+
-
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
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Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram – (rose)
Gram + (violet)
Gram + (violet)
Gram + (violet)
Gram + (violet)
Gram + (violet)

Code Description : caractères macroscopiques
Test

Oxydase
Test

Catalase
MobilitéTest

0F-F
Coloration

Gram

Mc Conkey
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+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
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-
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63
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5
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169
203
214
217
219
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193
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174
197
230
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295
98
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116
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Crème-jaunâtres, rondes, visqueuses, rondes, léger.opaque, croissance rapide
Crème-laiteuses, rondes, bombées, brillantes, opaques, croissance rapide
Crème-laiteuses, rondes, visqueuses, brillantes, léger.opaques, croissance rapide
Jaunes, léger.opaques, contours hérissés et translucides, croissance rapide
Jaunes, rondes, léger.opaques, croissance rapide
Crème-jaunâtres, rondes, léger.opaques, croissance rapide
Jaunes, arrondies, contours léger..hérissés, croissance rapide
Crèmes, visqueuses, croissance rapide
Crème-jaunâtres, arrondies, brillantes, opaques, contours nets, croissance rapide
Jaunes, rondes, brillantes, translucides, contours nets, croissance moyenne
Jaune-orangées, rondes, brillantes, léger.translucides, croissance rapide 
Crème, rondes, brillantes, opaques, croissance rapide
Jaune-citron, rondes,bombées, opaques, croissance rapide
Crème-laiteuses, rondes, visqueuses, brillantes, contours nets, croissance lente
Jaunes-laiteuses, arrondies, brillantes
Crème-laiteuses, rondes, visqueuses, léger.translucides, contours nets, croissance rapide
Beiges-laiteuses, visqueuses, translucides, croissance rapide
Jaunâtres, rondes, brillantes, translucides, contours nets, croissance moyenne
Jaunes, arrondies, translucides, contours nets, croissance rapide
Blanche-crèmes, laiteuses, arrondies, visqueuses, contours nets, croissance rapide
Jaunes, rondes, brillantes, translucides, contours nets, croissance moyenne
Crème-jaunâtres, rondes, léger.translucides, contours nets, croissance moyenne
Beiges, rondes, brillantes, bombées, léger.translucides, contours hérissées, croissance rapide
Jaunes, arrondies, léger.translucides, croissance rapide
Blanchâtres, ronde,  brillantes, léger.translucides, contours hérissées, croissance rapide
Jaunes, rondes, brillantes, translucides
Beiges, rondes, brillantes, croissance moyenne
Jaunes, arrondies, cotonneuses, opaques, contours hérissées, croissance rapide
Blanche-crèmes, arrondies, cotonneuses, opaques, croissance rapide
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Annexe 5 : Test de protection in situ sur feuilles et test d’antagonisme in vitro sur milieu 
PDA vis-à-vis de B. cinerea en réponse aux bactéries sélectionnées 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Identification : 
a Les galeries API (Analytical Profil Index) sont utilisées pour identifier les bactéries sélectionnées : API20E, pour identifier 
les Enterobacteriaceae, API20NE pour les bactéries Gram-négative non-entériques et API50CH pour les bactéries Gram-
positive et Enterobacteriaceae positive. 
Protection : 
Les souches ont été incubées en présence des feuilles de vitroplants de vigne pendant 16 heures. Puis les feuilles, 
délicatement essuyées, sont artificiellement inoculées par une suspension conidienne de B. cinerea (10

5
 spores ml

-1
). 7 jours 

après l’inoculation des feuilles, les nécroses sont mesurées et le pourcentage de protection est évalué.  
b : température moyenne de 30°C le jour et de 28°C la nuit, cépage Chardonnay 
c : température moyenne de 24°C le jour et de  20 °C la nuit, cépage Chardonnay 
d : température moyenne de 24°C le jour et de  20 °C la nuit, cépage Merlot 

L’astérisque indique que les valeurs sont significativement différentes par rapport au témoin d’après le test de Duncan 
(p<0,05). 
Antagonisme : 
e Test d’antagonisme : incubation d’une souche bactérienne pendant 24 heures au centre d’une boîte de Pétri contenant du 
PDA (Potatoes Dextrose Agar), puis est inoculée par une suspension de B. cinerea (1x10

5
 spores ml

–1
). 

Pseudomonas fluorescens 
 
 
Pseudomonas spp. 
Burkholderia cepacia 
 
Pantoea spp.3 
Agrobacterium radiobacter 
Enterobacter cloacae 
 
Enterobacter aerogenes 
 
 
 
 
Serratia fronticola 
 
 
Rahnella aquatilis 
 
 
Citrobacter freundii 
Chryseomonas luteola  
Chryseabacterium 
Bacillus cereus 
 
 
 
 

Identificationa 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

Inhibition in vitro de 
B. cinerea  (%)e 

33 
27 
20 
56* 
58* 
38 
38* 
46 
38 
29 
16 
35 
28 
33 
29 
19 
52 
27 
63* 
52 
56* 
12 
35* 
18 
64* 
23 
42 
75* 
29 

Test CH1b 

34 
64* 
71* 
39 
54* 
86* 
66* 
92* 
78* 
92* 
90* 
15 
89* 
88* 
67* 
47* 
0 

43* 
85* 
91* 
100* 
90* 
60* 
77* 
2 

90* 
80* 
14 
76* 

Test CH2c 

37 
79* 
91* 
32 
40 
80* 
10 
11 
ND 
6 

12.5 
57* 
ND 
60* 
95* 
11 
82* 
31 
35 
65* 
85* 
ND 
2 
28 
ND 
13 
13 
30 
20 

Test Md 

Protection contre B. cinerea  (%) 

86 
200 
288 
95 
63 
306 
5 
82 
163 
169 
203 
214 
217 
219 
249 
192 
193 
238 
174 
197 
230 
167 
30 
295 
98 
115 
116 
141 
218 

Code 
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Annexe 6 : Curriculum vitae – Maryline MAGNIN-ROBERT 
 

1. Publications scientifiques 

Publications dans des revues internationales à comité de lecture 
Magnin-Robert, M., Trotel-Aziz, P., Quantinet, D., Biagianti, S. & Aziz, A. (2007) 

Biological control of Botrytis cinerea by selected grapevine-associated bacteria and 
stimulation of chitinase and β-1,3 glucanase activities under field conditions. European 
Journal of Plant Pathology 118 : 43-57. 

 
Magnin-Robert, M., Aziz; A., Biagianti, S. & Trotel-Aziz, P. : Magnin-Robert, M., 

Trotel-Aziz, P., Quantinet, D., Biagianti, S. & Aziz, A. (2007) Biological control of Botrytis 
cinerea by mixtures of bacteria and stimulation of chitinase and β-1,3 glucanase activities 
under field conditions. (soumise) 
 

Magnin-Robert, M., Trotel-Aziz; A., Biagianti, S. & Aziz, A. Non-pathogenic bacteria 
induced lipoxygenase activity, change of fatty acid content and resistance of grapevine (Vitis 
vinifera L.) to Botrytis cinerea. (soumise) 

 

Publications dans des revues internationales sans comité de lecture 
Magnin-Robert, M., Trotel-Aziz, P., Biagianti, S. & Aziz, A. (2007) Protection of 

grapevine against gray mold disease and activation of chitinase and β-1,3-glucanase by native 
rhizobacteria under field conditions. In "Biological control of fungal and bacterial plant 
pathogens, fundamental and pratical approaches to increase biocontrol efficacy" Ed. Y. Elad, 
Y., Ongena, M., Höfte, M. & Jijakli, H. IOBC/wprs Bulletin 30 : 209-213. 

 

2. Brevet  

Trotel-Aziz, P., Aziz, A., Magnin-Robert, M., Aït Barka, E. & Gognies, S. (2007) 
Bactéries présentant une activité protectrice de la vigne contre Botrytis cinerea. French patent 
06.06.513. 

 
3. Communications à des congrès internationaux 

Magnin-Robert M. , Trotel-Aziz, P., Quantinet, D., Biagianti, S. & Aziz, A. (2006) 
Induction of resistance to Botrytis cinerea in field grown Vitis vinifera by selected native 
rhizobacteria and pathogenesis-related proteins activity. First international symposium on 
macromolecules and secondary metabolites of grapevine and wines- MACROWINE, Reims, 
France 118-20 May 2004. (Résumé) 
 

Magnin-Robert M. , Trotel-Aziz, P., Biagianti, S. & Aziz, A. (2004) Induction of 
defense-related responses of grapevine by selected biocontrol rhizobacteria of Botrytis 
cinerea. Control of grapevine diseases, Epernay, France 19-20 November 2004. (Présentation 
orale) 

 
Magnin-Robert, M., Trotel-Aziz, P., Quantinet, D., Biagianti, S. & Aziz, A. (2006) 

Induction of resistance to Botrytis cinerea in field-grown grapevine by selected native 
rhizobactérie. Working group “ Biological control of fungal and bacterial plant pathogens”. 
“Fundamental and practical approaches to increase biocontrol efficacy”. Spa, Belgique 6-10 
Septembre 2006. (Poster)   
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