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Résumé 

               
 
             Lors de ces travaux, l’interaction entre la vigne, Vitis vinifera L., et une PGPR 

endophytique, Burkholderia phytofirmans souche PsJN, a été étudiée. Ceci a permis de 

caractériser des phénomènes de colonisation bactérienne, des réponses de défense de la 

plante, ainsi qu’une résistance systémique induite (ISR) permettant une protection contre 

l’agent pathogène Botrytis cinerea Pers. 

 L’association entre la vigne et la souche PsJN a tout d’abord été étudiée en conditions 

gnotobiotiques en utilisant des plantules in vitro, la souche bactérienne de type sauvage ou des 

dérivés génétiques (PsJN::gfp2x et PsJN::gusA11). Ceci a permis de déterminer une 

colonisation épi- et endophytique des racines de vigne par la souche PsJN ainsi qu’une 

migration de la bactérie de l’intérieur des racines jusqu’aux feuilles, par le biais du flux 

d’évapo-transpiration de la plante via les vaisseaux du xylème.  

 La colonisation de la vigne par la souche PsJN a ensuite été étudiée en conditions non 

stériles en utilisant des boutures fructifères dans le but de décrire une possible colonisation 

des inflorescences. Les résultats obtenus ont permis de montrer une colonisation épi- et 

endophytique du système racinaire par la bactérie et ensuite, une migration des racines 

jusqu’à la rafle et les jeunes baies, en présence d’autres micro-organismes. 

 La mise en place de composés de défense ainsi qu’une ISR induite par la souche PsJN 

a été ensuite déterminée sur des boutures fructifères. Ceci a été caractérisé avant sa 

progression systémique et avec des conditions plus stériles. Des événements précoces tels que 

l’accumulation de peroxyde d’hydrogène et d’oxyde nitrique, ainsi que la synthèse de 

composés phénoliques ont été caractérisés au niveau racinaire. De plus, il est apparu, d’après 

des résultats préliminaires, que la souche PsJN induit, au niveau local ainsi qu’au niveau 

systémique, des gènes codants des protéines PR dont la signalisation dépend de la voie de 

l’acide salicylique et / ou de l’acide jasmonique. Ceci a permis de suggérer que la souche 

bactérienne induit des mécanismes communs des phénomènes de résistance systémique 

acquise (SAR) et d’ISR. Ces phénomènes permettent, par la suite, une protection de la vigne 

au niveau floral vis à vis de l’infection causée par B. cinerea Pers. 

 

Mots Clés : Vitis vinifera L., Burkholderia phytofirmans souche PsJN, PGPR, 

endophyte, colonisation, défense, ISR, SAR, Botrytis cinerea Pers. 
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Abstract 

               
 
           The interaction between grapevine, Vitis vinifera L., and an endophytic PGPR, 

Burkholderia phytofirmans strain PsJN, has been studied in this work. This has allowed to 

characterize phenomenons of bacterial colonization, some plant defence responses as well as 

induced systemic resistance (ISR) confering protection against the phytopathogen Botrytis 

cinerea Pers. 

 Association between grapevine and strain PsJN has been studied, firstly, under 

gnotobotic conditions by using in vitro plantlets, PsJN wild-type strain or some genetically 

derivatives (PsJN::gfp2x and PsJN::gusA11). This has allowed to determine epi- and 

endophytic colonization of grapevine roots by strain PsJN as well as a migration of the 

bacterium from the endorhiza to the leaves, mediated by the plant transpiration stream via 

xylem vessels.  

 Grapevine colonization by strain PsJN has been then monitored under non-sterile 

conditions by using fruiting cuttings, with a special emphasis on putative inflorescence 

colonization. Results have demonstrated an epi- and an endophytic colonization of the root 

system by strain PsJN and then, its spreading from the endorhiza to grape inflorescence stalk 

and to young berries, even in presence of other microorganisms. 

 Plant defence compounds as well as a ISR induced by strain PsJN has been then 

determined on fruiting cuttings. This has been characterized before its systemic spreading 

inside plants and with some more sterile conditions. Some early events such as hydrogen 

peroxide and nitric oxide accumulations as well as phenolic compound synthesis have been 

characterized at the root level. In addition, preliminary results have demonstrated that strain 

PsJN induces locally and systemically some PR-encoding genes, dependent of salicylate 

and/or jasmonate signaling pathways. This has allowed to suggest that this bacterium induces 

common mechanisms of Systemic Acquired Resistance (SAR) and of ISR phenomenons. 

These phenomenons allow then a protection of grapevine flowers against infection caused by 

B. cinerea Pers. 

 

Keywords: Vitis vinifera L., Burkholderia phytofirmans strain PsJN, PGPR, 

endophyte, colonization, defence, ISR, SAR, Botrytis cinerea Pers. 
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Dans les écosystèmes naturels et cultivés, des interactions diverses s’établissent entre 

les plantes et des micro-organismes (Welbaum et al., 2004). Ces relations, qu’elles soient 

neutres, à l’origine de maladies ou de symbioses, ont toujours suscité un très grand intérêt. 

Dans un premier temps, l’homme a su utiliser ces interactions dans le but d’améliorer le 

rendement de ses plantes cultivées. Ensuite il les a étudiées en vue d’accroître ses propres 

connaissances. 

De nos jours, il devient courant d’apprendre que des micro-organismes ayant des 

propriétés bénéfiques pour un hôte végétal naturel sont utilisés chez d’autres plantes en vue 

d’augmenter leurs capacités. Le potentiel d’un tel micro-organisme a notamment été étudié 

chez la vigne et concerne la bactérie endophytique, Burkholderia phytofirmans souche PsJN 

(Sessitsch et al., 2005). Cette bactérie a été utilisée dans un premier temps afin de combattre 

le champignon Botrytis cinerea responsable de la pourriture grise (Ait Barka et al., 2000). B. 

phytofirmans souche PsJN inhibe la croissance in vitro de B. cinerea, permet d’augmenter la 

résistance de la plante vis à vis de cet agent pathogène, tout en stimulant directement la 

croissance de son hôte végétal (Ait Barka et al., 2000 ; 2002). B. phytofirmans souche PsJN 

présente donc un potentiel intéressant pour la viticulture. Néanmoins, certains points de 

l’interaction entre la vigne et cette souche bactérienne avaient besoin d’être étudiés. En effet, 

les défenses associées au phénomène de résistance contre B. cinerea ainsi que l’interaction 

entre la vigne et la souche bactérienne n’ont été que superficiellement abordées. Elles 

méritaient, ainsi, d’être étudiées d’avantage. De plus, la résistance induite contre B. cinerea 

avait été montrée sur feuilles de plantules in vitro de vigne mais pas sur les inflorescences. 

Compte tenu de l’importance de ces organes chez la vigne, les inflorescences méritaient ainsi 

de faire l’objet d’une étude.  

En outre, la bactérie a été détectée au niveau foliaire après inoculation d’explants de 

tige et il a été démontré qu’elle est transmise par micro-bouturage in vitro des plantules 

bactérisées sans un besoin de ré-inoculation (Ait Barka et al., 2002). Néanmoins, au début de 

cette thèse, aucune étude de suivi de la colonisation bactérienne n’avait été réalisée sur les 

plantules in vitro. De plus, aucune donnée ne concernait sa propagation et sa localisation sur 

un modèle in vivo. L’étude de la colonisation bactérienne de la plante paraissait de ce fait 

intéressante. Cependant, il fallait utiliser des souches modifiées (dérivées gfp et gusA), ceci 

permettant de visualiser la souche PsJN, de la différencier des autres micro-organismes et de 

mieux caractériser le phénomène de colonisation de la vigne par cette souche bactérienne. 
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Ainsi lors de cette thèse, l’interaction entre la vigne et B. phytofirmans souche PsJN a 

été étudiée. Ceci a porté aussi bien sur la colonisation bactérienne et ses mécanismes associés, 

que sur l’induction de défense chez la plante et la résistance de ses inflorescences contre B. 

cinerea. 
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1. La Vigne 

 

1.1. La vigne : présentation botanique 

La vigne, plante angiosperme dicotylédone est une liane de la famille des Vitacae, 

anciennement famille des Ampelideae (Planchon, 1887). Cette famille, associée aux familles 

des Rhamnaceae et des Leeceae, forme l’ordre des Rhamnales (Chadefaud et Emberger 

1960). Les Vitaceae sont, pour la plupart, des plantes ligneuses ou herbacées, ainsi que des 

arbustes à tiges sarmenteuses (Hellman, 2003). 

  

1.2. Le système racinaire de la vigne : généralités  

Comme toutes les dicotylédones, la vigne est composée d’un système racinaire 

pivotant permettant son ancrage dans le sol (Öpik et Rolfe, 2005). Cependant, suite aux 

attaques de phylloxéra en Europe dont les premiers foyers ont été observés en France dès 

1865, les vignes cultivées sont portées de nos jours par des portes-greffes d’espèces 

américaines (Huglin et Schneider, 2003).   

 

1.3. Le système végétatif aérien et reproducteur : généralités 

Le système aérien chez la vigne est porté par le cep de vigne et se trouve constitué 

d’un appareil végétatif avec la tige feuillée ainsi que d’un système reproducteur avec les 

inflorescences (Mullins et al., 1992 ; Hellman, 2003).  

En 1952, Baggiolini a décomposé le développement annuel de ces organes en 16 

stades phénologiques. La tendance fut ensuite d’affiner cette description en subdivisant les 

stades existants. Ceci fut notamment l’objet de la description de Meyer en 2001 dans l’échelle 

BBCH. 

   Dans cette échelle BBCH, il est décrit qu’après l’étalement des premières feuilles 

(stades 11 à 13), les inflorescences apparaissent (stade 53), puis se séparent grâce à 

l’allongement des entre-nœuds (stade 55). Ensuite, les boutons floraux se séparent (stade 57) 

et les pédicelles des fleurs s’allongent, ce qui permet de différencier chaque fleur lors de la 

floraison (stades 60 à 69). L’ovaire est ensuite fécondé et devient fruit, ce qui correspond à la 

nouaison (stade 71). Puis, les fruits se développent et passent progressivement aux stades de 

plomb de chasse (stade 73), de petit pois (stade 75) avant que les grappes pendent sous le 

poids des baies. Les fruits grossissent ensuite et finissent par se toucher, ce qui induit la 
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fermeture de la grappe (stades 77 à 79). Enfin, au cours de la maturation, les baies 

commencent à s’éclaircir et à changer de couleur (stade 81) et à la véraison, les baies 

deviennent molles au toucher (stade 85) puis mûrissent jusqu’à la vendange (stade 89).  

 

1.4. La vigne, le vignoble et le Champagne 

D’un point de vue économique, la vigne (Vitis spp.) est considérée comme une plante 

très importante compte tenu de l’utilisation de ses fruits (Aigrain, 1999). Parmi le genre Vitis, 

Vitis vinifera L. est l’espèce la plus cultivée en raison de ces nombreuses qualités, en 

particulier pour la production de raisins de table ou l’élaboration des vins (Galet, 1997).  

De nos jours, la France est le premier producteur de vin au niveau mondial. V. vinifera 

L. est, de ce fait, bien cultivée sur notre territoire. Elle y représente plus de 3,3 % des surfaces 

agricoles (Viniflhor, données 2006), faisant ainsi de la viticulture une composante majeure de 

notre agriculture.  

En Champagne, 32400 hectares sont actuellement consacrés à la culture de la vigne 

(Viniflhor, données 2006). Cette vigne sert à l’élaboration d’un vin blanc de renommée, le 

Champagne. Ce vin effervescent à appellation d’origine contrôlée (AOC) représente 

actuellement un chiffre d’affaire d’environ 3,4 milliards d’euros pour 300 millions de 

bouteilles vendues chaque année (Viniflhor, données 2006). Il est élaboré à partir de raisins 

provenant majoritairement des cépages Chardonnay, Pinot noir et Pinot meunier (Figure 1 a-

c) bien que d’autres cépages tels que Arbanne et Petit Meslier peuvent également être utilisés.  

En vue d’obtenir le meilleur Champagne, ces vignes font actuellement l’objet de 

pratiques culturales diverses en vue de contrôler leur rendement. Ceci inclut notamment des 

méthodes permettant d’augmenter la taille et le poids des raisins, une stimulation de la 

croissance de la plante, ainsi qu’une lutte contre les stress abiotiques pouvant intervenir sur 

ces plantes (Aigrain, 1999).  

 

1.5. La vigne et ses phytopathogènes  

La vigne, comme toutes les plantes, est sensible à différents agents pathogènes. Elle 

peut ainsi être attaquée par des virus (GFLV pour “Grapevine fanleaf virus” responsable du 

court-noué, Closterovirus sp. responsable de l’enroulement), des phytoplasmes (flavescence 

dorée causée par des micro-organismes de type mycoplasmes), des insectes (tordeuse de la 

grappe, cochenille, …) ou des bactéries (nécrose bactérienne due à Xylophylus ampelinus, 



  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1 : Principaux cépages utilisés dans la région champenoise : (a) Chardonnay, 

(b) Pinot noir et (c) Pinot meunier. Photographies d’après www.kobrandwine.com. Barres 

d’échelles : (a) 6 cm, (b) 4 cm et (c) 6 cm. 

 

http://www.kobrandwine.com/
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galle du collet avec Agrobacterium vitis, maladie de Pierce avec Xylella fastidiosa (Galet, 

1977 ; Huglin et Schneider, 2003).  

Des champignons phytopathogènes peuvent également infecter la vigne et sont à 

l’origine de différentes maladies. Plasmopara viticola est ainsi responsable du mildiou, 

Erysiphe necator de l’oïdium, Eutypa lata de l’eutypiose, Botrytosphaeria sp. du “black dead 

arm” et divers champignons (Phaemonacremonium sp., Phaemoniella sp., Phellinus sp…), de 

la maladie de l’esca (Galet, 1977 ; Huglin et Schneider, 2003).  

 

1.6. La vigne et Botrytis cinerea 

Un autre agent pathogène est le champignon nécrotrophe Botrytis cinerea. Ce 

phytopathogène mondialement répandu présente la particularité d’être polyphage et ainsi de 

s’attaquer à diverses plantes dès que les conditions climatiques lui sont favorables (Elad et al., 

2004). Chez la vigne, B. cinerea peut être à l’origine de la pourriture noble sur de rares 

terroirs, ce qui permet d’obtenir des vins plus liquoreux (Sauternes, Coteaux du Layon, 

Monbazillac). Dans d’autres régions en revanche, il est responsable de la pourriture grise 

(Pezet et al., 2004). C’est notamment le cas en Champagne où cette maladie provoque des 

pertes de récoltes autant quantitatives que qualitatives (Long, 1979 ; Pezet et al., 2004). Dans 

les dernières années, des pertes de rendement allant jusqu’à 40% ont été ainsi constatées 

(Viniflor, données 2006). De plus, il a été montré que la pourriture grise est à l’origine de 

conséquences graves sur la qualité des vins. Elle provoque ainsi une diminution de la 

moussabilité en même temps qu’une altération de leurs qualités organoleptiques (Marchal et 

al., 2002). Il apparaît, de ce fait, important de combattre la pourriture grise. Néanmoins, avant 

de lutter contre cette maladie, il importe de mieux connaître, au préalable, les sites d’infection 

de la vigne par le champignon B. cinerea.  

 

1.7. L’infection de la plante par B. cinerea 

Chez la vigne, B. cinerea peut infecter tous les organes de la plante après leur 

pénétration via des enzymes de virulence (cutinases, polygalacturonases, laccases, 

xylanases,…). Ce champignon peut ainsi être détecté sur la tige, les feuilles (Figure 2 a et b), 

les bourgeons préfloraux, les fleurs et les baies (Figure 3 a-c ; Jeandet et al., 1999 ; Pezet et 

al., 2004). Les conséquences de son infection sont cependant plus importantes au niveau des 

fleurs et des baies. L’infection des fleurs est même considérée comme une étape importante 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Liquoreux
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sauternes_%28vin%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Coteaux_du_Layon
http://fr.wikipedia.org/wiki/Monbazillac_%28vin%29


  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 : Symptômes de Botrytis cinerea sur des organes végétatifs de la vigne : (a) 

au niveau foliaire et (b) au niveau caulinaire. Photographies INRA. Barres d’échelles : (a) 

1cm et (b) 2 cm. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3 : Symptômes de Botrytis cinerea sur des organes reproducteurs de la vigne : 

(a) avant floraison, (b) pendant la floraison et (c) au niveau du fruit mature. Photographies (a) 

et (c) INRA et (b) original. Barres d’échelles : (a) 4 mm, (b) 2 mm et (c) 2 cm. 
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dans le développement de la pourriture grise au niveau des fruits. B. cinerea peut ainsi 

infecter divers organes floraux, puis entrer en phase de latence pour se développer ensuite au 

moment de la maturité des baies (Keller et al., 2003). Une étude a démontré, néanmoins, que 

différents groupes de populations de B. cinerea peuvent être à l’origine de l’infection de ces 

organes. Le groupe I et le groupe II (vacuma) sont ainsi trouvés principalement au niveau des 

fleurs, tandis que le groupe III (transposa) domine au niveau des fruits (Martinez et al., 

2005). Cependant, l’infection des fleurs peut expliquer de nos jours jusqu’à 78% de la 

pourriture grise identifiée au niveau des baies (Nair et al., 1995). A la floraison, les déchets 

floraux (étamines déhiscentes, capuchons floraux), le réceptacle floral, le stigma et l’ovaire 

offrent ainsi un support pour le champignon qui peut y établir un inoculum primaire (Wolf et 

al., 1997 ; Keller et al., 2003 ; Viret et al., 2004). Puis, à la maturité des baies, les fruits 

présentent des défenses affaiblies contre l’agent pathogène (Jeandet et al., 1991 ; Bais et al., 

2000). Si les conditions climatiques sont favorables (forte humidité, chaleur), la croissance du 

champignon est alors amplifiée (inoculum secondaire). La contamination s’étend ensuite par 

simple contact entre les baies contaminées et celles qui sont encore saines (Elad et al., 2004 ; 

Pezet et al., 2004).  

 

Afin de protéger la vigne contre les agents pathogènes, que ce soit B. cinerea ou 

d’autres micro-organismes agresseurs, différentes méthodes existent actuellement (Figure 4). 

Celles ci incluent notamment l’utilisation de micro-organismes bénéfiques comme dans le cas 

qui nous intéresse. Néanmoins, la résistance naturelle des plantes, la lutte chimique ainsi que 

la transgénèse sont également utilisées. Il apparaît ainsi intéressant de les développer.  

 
 

2. La résistance naturelle des plantes  

 
Les plantes ont toujours pu se protéger contre les agents pathogènes grâce à un 

système de défense complexe impliquant des défenses constitutives et des défenses induites 

(Jones et Dangl, 2006).  

Des défenses constitutives, peuvent ainsi se retrouver à différents niveaux de la 

plante (racines, tige, feuilles ou inflorescences) et sont constituées par des barrières physiques 

(écorce, épiderme, cuticule et composition des parois cellulaires) et chimiques (toxines et 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Illustration des différentes méthodes de lutte contre les agents pathogènes 

des plantes. 
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exsudats antimicrobiens ; Wittstock et Gershenzon, 2002). Ces défenses préformées 

permettent de restreindre l’infection par certains micro-organismes. Néanmoins, dans certains 

cas, elles peuvent être contournées par d’autres micro-organismes, tels que ceux à l’origine de 

maladies (Ton et al., 2006).  

Des défenses induites peuvent également se mettre en place lors de l’interaction entre 

la plante et un agent pathogène (Jones et Dangl, 2006). Elles sont les conséquences d’une 

reconnaissance entre l’hôte végétal et son agresseur (Figure 5). 

 

2.1. Reconnaissance de l’agent pathogène 

Lors de l’attaque d’une plante par un agent pathogène, une reconnaissance spécifique 

race/cultivar peut avoir lieu et impliquer un système gène pour gène comme défini par Flor 

dès 1942. Dans ce modèle, les gènes dominants de résistance (R) de la plante confèrent une 

résistance aux races d’agents pathogènes portant les gènes Avr correspondants. Cette 

combinaison précoce induit la mise en place de réactions de défense, ce qui permet de 

restreindre la progression de l’agent agresseur. Toute autre combinaison est à l’origine d’une 

réaction compatible, c’est à dire induisant une maladie (van der Hoorn et al., 2002).  

Néanmoins, le système Avr-R ne fonctionne pas dans tous les cas et un modèle de 

garde a été établi. D’après cette hypothèse, le produit du gène R est une protéine de garde qui 

reconnaît la cible de virulence modifiée par le produit du gène Avr et participe ensuite à 

l’activation des réactions de défense (Dangl et Jones, 2001 ; Mackey et al., 2002 ; van der 

Hoorn et al., 2002).  

La reconnaissance des agents pathogènes par les plantes peut également provenir de 

molécules sécrétées ou présentées par l’agent agresseur : les PAMPs pour “Pathogen-

Associated Molecular Pattern” ou MAMPs pour “Microbial-Associated Molecular Pattern” 

(Nürnberger et Brunner, 2002 ; Jones et Dangl, 2006). Ces éliciteurs généraux sont à l’origine 

de réactions de défense qui, dans ce cas, se font indépendemment du cultivar (Nürnberger et 

Brunner, 2002). 

  

2.2. Evénements précoces  

Après la phase de reconnaissance de l’agent pathogène, des réactions rapides de 

transduction du signal se mettent en place dans les cellules de la plante agressée. Ceci 



  

 

 

 

 

 

 
Figure 5 : Illustration du phénomène de résistance induite par les agents pathogènes. 

PAMP : Pathogen-Associated Molecular Pattern ou éliciteurs généraux. 
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intervient tout d’abord au niveau intracellulaire puis ensuite au niveau intercellulaire (Garcia-

Brugger et al., 2006 ; Kachroo et Kachroo, 2007).  

Dans le cas de la transduction intracellulaire, des changements de flux d’ions (influx 

de Ca2+, efflux de K+, Cl-), des activations de protéines kinases et de phosphatases, la 

production de formes actives de l’oxygène (FAO), d’oxyde nitrique ainsi qu’une oxydation 

lipidique prennent place suite à l’infection. Ces événements ont notamment pu être décrits 

lors de l’interaction entre le tabac et la cryptogéine, un PAMP sécrété par des champignons du 

genre Phytophtora spp. (pour revue Garcia-Brugger et al., 2006), ou entre la vigne et 

l’éliciteur BcPG1 issu de B. cinerea (Poinssot et al., 2003 ; Vandelle et al., 2006).  

Parmi ces événements précoces, la production de FAO est très intéressante. Elle 

intervient lors du développement de la plante comme dans le cas de la croissance cellulaire 

(Foreman et al., 2003) ou de l’élongation racinaire (pour revue Torres et Dangl, 2005) mais 

également lors de l’interaction entre la plante et un agent agresseur (Mitller et al., 2004), ou 

comme nous le verrons dans un autre chapitre, lors d’un contact entre la plante et des micro-

organismes bénéfiques (Gerber et al., 2004).  

Les FAO sont essentiellement représentées par l’anion superoxyde (O2•-), le radical 

hydroperoxyle (HO2•-), le peroxyde d’hydrogène (H2O2, la forme la plus stable) et enfin le 

radical hydroxyle (OH•) (Figure 6). Lors de l’interaction entre la plante et son environnement 

biotique, ces composés oxygénés vont s’accumuler pour former un “burst oxydatif” (Mitller 

et al., 2004). Ceci peut être à l’origine d’autres réactions de défense de la plante (Figure 7 ; 

Mellersch et al., 2002). Ainsi, les FAO sont impliquées dans le renforcement des parois 

cellulaires (Brisson et al., 1994), la mise en place de la réponse hypersensible (cf. paragraphe 

2.5.1. ; Gechev et Hille, 2005) et contribuent à l’expression de gènes de défense (Grant et 

Loake, 2000), tout en étant potentiellement cytotoxiques vis à vis des micro-organismes 

(Mehdy, 1994). 

Le monoxyde d’azote (NO) est également considéré comme une autre forme activée 

de l’oxygène (Delledonne, 2005). Ce gaz originellement décrit chez les bactéries et chez 

l’animal peut également être produit par les plantes (Lamotte et al., 2005). Il se retrouve par 

exemple lors de l’élongation racinaire (Lamattina et al., 2003 ; Stöhr et Stremlau, 2006) ou de 

la fermeture stomatique (Bright et al., 2006). Néanmoins, comme décrit pour les FAO, le NO 

intervient également lors de l’interaction entre un micro-organisme pathogène et son hôte 
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Figure 6 : Formes actives de l’oxygène via la réduction séquentielle de l’oxygène 

moléculaire. 

 

 

 

  Figure 7 : Principaux rôles des FAO lors de l’interaction de la plante avec des agents 

pathogènes. FAO : Formes Actives de l’Oxygène. 
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végétal (Wendehenne et al., 2004 ; Mur et al., 2006), ainsi que lors d’une association avec des 

micro-organismes bénéfiques, comme nous pourrons le constater lors de cette introduction.  

Lors de l’interaction entre une plante et un agent pathogène (ou ses PAMPs), le NO 

s’accumule et est à l’origine d’un “burst nitrique” (Wendehenne et al., 2004 ; Delledonne, 

2005 ; Mur et al. 2006 ; Zaninotto et al. 2006). Ce gaz peut présenter divers rôles dans les 

interactions plantes / pathogènes (Figure 8). Il peut ainsi être cytotoxique vis à vis des micro-

organismes (Stamler et al., 2001), être impliqué dans les cascades de signalisation (Lamotte et 

al., 2005), la mise en place de la réponse hypersensible avec l’H2O2 (Zaninotto et al., 2006), 

contribuer aux renforcements pariétaux (Prats et al., 2005) voire même induire l’expression 

de gènes de défense (Parani et al., 2004). 

 

2.3. Signalisation  intercellulaire 

Suite à ces événements précoces se met en place une signalisation intercellulaire au 

niveau de la plante agressée (Kachroo et Kachroo, 2007). 

Les phytohormones sont bien connues pour intervenir dans le développement de la 

plante (Davis, 2004). Elles interviennent également lors de la mise en place des réactions de 

défenses. Ainsi, lors de l’attaque d’un agent pathogène, une signalisation via ces molécules 

signals se met en place dans toute la plante. Ceci permet aux différentes parties de la plante 

d’être informées de l’agression extérieure (cf. paragraphes suivants). Cette signalisation fait 

intervenir principalement l’acide jasmonique (JA), l’acide salicylique (SA) et l’éthylène (ET) 

(Figure 9 ; Kachroo et Kachroo, 2007), bien qu’il y ait également participation de la 

systémine et de l’acide abscissique (Mauch-Mani et Mauch, 2005). Ces molécules signals 

interviennent lors de divers mécanismes de défenses et sont même caractéristiques de certains 

phénomènes de résistance. Nous pourrons le constater lors des paragraphes concernant les 

composés de défenses, ainsi que les mécanismes de résistance de la plante, induits en réponse 

aux agents microbiens. 

 

2.4. Les composés de défenses 

Lors de l’infection de la plante par un agent pathogène, divers composés de défenses 

peuvent être synthétisés (van Loon et al., 2006b).  



  

 

 

 

 

 

 
Figure 8 : Principaux rôles du NO lors de l’interaction de la plante avec des agents pa-

thogènes. NO : Oxyde nitrique. 
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Figure 9 : Formules chimiques des trois composés majeurs (éthylène, acide 

jasmonique et acide salicylique) impliqués dans la signalisation intercellulaire chez les 

plantes. 
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2.4.1. Les Protéines PR 

Des protéines PR (pour “Pathogenesis-Related”) peuvent être produites par la plante 

lors de l’interaction avec un agent pathogène (Tuzun et Somanchi, 2006). Les protéines PR 

ont été initiallement décrites chez le tabac suite à l’infection par le virus de la mosaïque du 

tabac (Gianinazzi et al., 1970 ; van Loon et van Kammen, 1970) et depuis dix-sept familles de 

protéines PR ont été répertoriées (Tableau 1). Celles ci incluent des isoformes basiques ou 

acides qui présentent des activités différentes (van Loon et al., 2006b). 

Les activités de toutes les protéines PR ne sont pas encore connues, mais la majorité 

d’entre elles présentent des activités antimicrobiennes. Parmi ces familles, existent les PR-1 à 

fonction encore inconnue (Alexander et al., 1993 ; Tahiri-Alaoui et al., 1993 ; Niderman et 

al., 1995), ainsi que les β-1,3-glucanases (PR-2) et les chitinases (PR-3, PR-4, PR-8 et PR-11) 

capables de dégrader les parois fongiques (Tuzun et Somanchi, 2006). A celles-ci s’ajoutent 

les PR-5, des osmotines qui perturbent la perméabilité membranaire des agents pathogènes 

(Vigers et al., 1992 ; Hu et Reddy 1997), les PR-6, des inhibiteurs de protéases (Ryan, 1990 ; 

Lorito et al., 1994), ainsi que les PR-7, des endoprotéases qui seraient impliquées dans la 

dissolution des parois cellulaires microbiennes (van Loon et al., 2006b). D’autres protéines 

PR existent également. C’est le cas pour les peroxydases ou PR-9 qui sont impliquées aussi 

bien dans le métabolisme de l’auxine et la biosynthèse de l’éthylène que dans la formation de 

la lignine (Lagrimini et al., 1987). Les PR-10, des N-glycosidases, quant à elles, sont capables 

d’inhiber la synthèse protéique chez les micro-organismes pathogènes (Stirpe et al., 1992). A 

ces protéines PR, s’ajoutent également les défensines, les thionines et les LTP (pour “Lipid 

Transfer Protein”), respectivement PR-12, PR-13 et PR-14 qui possèdent des activités 

antifongiques, parfois antibactériennes voire même insecticides comme c’est le cas pour des 

défensines (Wijaya et al., 2000 ; van Loon et al., 2006b). Chez les monocotylédones, des 

protéines PR-15 et PR-16 ont également été caractérisées. Elles sont à l’origine d’H2O2 

cytotoxique pour les agents pathogènes et peuvent induire indirectement les réactions de 

défenses de la plante (Donaldson et al., 2001 ; Hu et al., 2003). Enfin, les PR-17 ont été 

récemment détectées chez le tabac, le blé et l’orge infectés par des agents pathogènes. Elles 

contiennent des séquences ressemblant aux sites actifs des métalloprotéinases (Christensen et 

al., 2002) mais leurs fonctions n’ont pas encore été complètement caractérisées (van Loon et 

al., 2006b).  
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Protéines PR 

 
 

Membre type 
 

Activité enzymatique 
 

 
 

Cible 

PR-1 
 

Tabac PR-1a  Inconnue Inconnue 

PR-2 
 

Tabac PR-2 
 

β-1,3- glucanase 
 

β-1,3-glucanes de la 
paroi 

PR-3 
 

Tabac P, Q 

 

Chitinase de type I, II, 
III, IV, V, VI et VII 

 

 
Chitine de la paroi 

PR-4 
 

Tabac R 
 

Chitinase de type I, II 
 

Chitine de la paroi 

PR-5 
 

Tabac S 
 

Osmotine 

 

Membrane 
cytoplasmique 

 

PR-6 
 

Tabac Inhibiteur I 
 

Inhibiteur de protéinase 
 

 

Protéinase 

PR-7 
 

Tomate P69 
 

Endoprotéinase 
 

Inconnue 

PR-8 
 

Concombre, chitinase 
 

Chitinase de type VIII 
 

Chitine de la paroi 

PR-9 

 

Tabac « lignin-forming 
peroxydase » 

 

 
Peroxydase 

 
Inconnue 

PR-10 
 

PR1 de persil 
 

RNase 
 

Inconnue 

PR-11 

 

Tabac chitinase de 
classe V 

 

 
 

Chitinase de type I 

 
 

Chitine de la paroi 

PR-12 
 

Radis Rs-AFP3 
 

Défensine 
 

Inconnue 

PR-13 
 

Arabidopsis THI2.1 
 

Thionine 
 

Inconnue 

PR-14 

 

Orge LTP4 

 

Protéine de transfert de 
lipides 

 

 

Inconnue 

PR-15 
 

Orge OxOa (germine) 
 

Oxalate oxydase 

 

Membrane 
cytoplasmique 

 

PR-16 
 

Orge OxOLP 
 

Oxalate oxydase-like 
 

 

Membrane 
cytoplasmique 

 

PR-17 
 

Tabac PRp27 
 

Inconnue 
 

Inconnue 

 
Tableau 1 : Les différents types de protéines PR d’après van Loon et al. (2006b). 
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Même si ces protéines PR sont synthétisées en réponse à l’agression par un agent 

pathogène, il est important de prendre en compte qu’elles sont également synthétisées lors de 

divers stress biotiques et abotiques voire même lors du développement des plantes (pour 

revue récente van Loon et al., 2006b). Néanmoins, ce sont les mêmes types de protéines PR 

que l’on peut retrouver dans ces différentes situations (Broekaert et al., 2000 ; Veronese et al., 

2003).  

 

2.4.2. Les autres réponses de défenses 

En plus de ces protéines PR, d’autres molécules de défenses sont synthétisées lors de 

l’infection de la plante par un agent pathogène. Ainsi, des inhibiteurs de polygalacturonases 

(PGIP ; Glinka et Protsenko 1998 ; de Lorenzo et al., 2001), les lipoxygénases (LOX ; 

Feussner et Wasternack, 2002), les phénylalanine ammonia-lyases (PAL ; Fukasawa-Akada et 

al., 1996), les glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGP ; Esquerré-Tugayé et al., 

1999), les protéines riches en glycine (Sachetto-Martins et al., 2000) et également des 

produits d’autres gènes sont sécrétés en réponse à l’infection de la plante par un agent 

agresseur (pour revue van Loon et al., 2006b).  

La plupart de ces enzymes interviennent dans différents métabolismes secondaires et 

vont conduire à la production de différents composés qui, à leur tour, vont être impliqués dans 

les défenses de la plante. Des composés phénoliques issus du métabolisme secondaire tels que 

des terpénoïdes, des phénylpropanoïdes, des flavonoïdes, des isoflavonoïdes et des tanins vont 

être ainsi sécrétés (Bennett et Wallsgrove, 1994 ; van Etten et al., 1994 ; Hammershmidt, 

1999 ; Paiva, 2000). Ces molécules de faibles poids moléculaires peuvent former des barrières 

structurales ou sont toxiques sur les agents pathogènes, ce qui permet de restreindre leur 

progression (Jeandet et al., 2007 ; Seppänen et al., 2004 ; Serazetdinova et al., 2005).  

 

2.5. Les mécanismes de défense 

Lors de l’infection de la plante par un agent agresseur, différents mécanismes, 

impliquant les composés de défenses que nous venons de citer, se mettent en place dans les 

tissus de la plante infectée (Jones et Dangl, 2006). 
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2.5.1. La réponse hypersensible ou HR 

Une HR (pour “Hypersensitive Response”), se traduisant par une mort cellulaire 

programmée, peut intervenir dans le cas de l’interaction plante / agent pathogène (Watanabe 

et Lam, 2006). La HR est souvent associée à des niveaux élevés de SA, la synthèse de 

protéines PR, le renforcement des parois cellulaires ainsi que la production de composés 

antimicrobiens comme les phytoalexines (Hammond-Kosack et Jones, 1996 ; Ryals et al., 

1996). De multiples signaux secondaires tels que les FAO, le NO et le SA sont également 

essentiels pour l’activation et la mise en place de cette HR (Delledonne et al., 2001 ; Torres et 

al., 2002 ; Nawrath et al., 2006). Ce mécanisme de défense est particulièrement efficace pour 

contrer l’invasion de certains agents pathogènes, notamment les champignons biotrophes. En 

revanche chez les nécrotrophes, la HR ne suffit pas à restreindre leur colonisation 

(Glazebrook, 2005). 

 

2.5.2. Le renforcement des parois cellulaires 

Lors d’une attaque d’un agent pathogène, les parois des cellules infectées subissent 

également des modifications : la paroi cellulaire se renforce. Ce renforcement est 

généralement associé à la formation de papilles et de dépôts de macromolécules observables 

en microscopie telles que des composés phénoliques fluorescents sous Ultra-Violets (UV) ou 

sous lumière bleue (Benhamou, 2006). Des polysaccharides tels que la callose (un polymère 

de β-1,3-glucanes) et des HRGP peuvent également s’accumuler. Ceci augmente la résistance 

de la plante et permet de bloquer le développement de l’agent infectieux (Benhamou, 2006).  

 

2.5.3. La résistance locale acquise ou LAR 

Enfin, par un phénomène d'induction se met en place une résistance locale ou LAR 

(pour “Local Acquired Resistance”). La LAR est induite par les cellules en état de mort 

cellulaire via la transmission des molécules signals SA,  JA et ET et se met en place en marge 

de la zone de la HR (Dorey et al., 1998). C’est une zone typique où est accumulé et synthétisé 

un grand nombre de molécules antimicrobiennes telles que des composés phénoliques et des 

protéines PR. La résistance est de ce fait très importante au niveau de cette zone locale, ce qui 

contribue à restreindre la progression des agents pathogènes (Cordelier et al., 2003). 
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2.5.4. La résistance systémique acquise ou SAR 

Suite à la LAR se met en place une résistance au niveau systémique : la SAR (pour 

“Systemic Acquired Resistance”). Ce phénomène de SAR a fait l’objet de diverses études et a 

pu être nommé de différentes façons. Ainsi en 1933, Chester évoquait une “immunité 

physiologique acquise” chez des plantes infectées par des agents pathogènes. Cependant, ce 

terme prête aujourd’hui à confusion car il n’y a pas de système immunitaire chez les plantes 

comparable à ce qui existe chez l’animal. La SAR a pu également être nommée quelques fois 

ISR (pour “Induced Systemic Resistance”) puisqu’il s’agit d’une réponse induite (Kloepper et 

al., 1992). Néanmoins, ce terme a ensuite été beaucoup plus utilisé pour les micro-organismes 

de la rhizosphère (van Loon et Bakker, 2005), comme nous pourrons le constater. Il est, 

cependant, important de prendre en compte que ces termes de SAR et d’ISR ont été déclarés 

synonymes par Hammerschmidt et al. (2001) et par Tuzun (2006). Dans cette introduction, la 

SAR sera définie comme type de résistance induite par les agents pathogènes (Kuć, 1995) et 

l’ISR comme résistance induite par des micro-organismes bénéfiques (Pieterse et al., 1996 ; 

van Loon et al., 1998 ; 2006b), ces deux termes étant considérés encore comme différents par 

de nombreux auteurs. 

La SAR fait suite à l’infection d’agents pathogènes avirulents, lors d’expression de 

symptômes de maladies ou suite à l’application d’éliciteurs. Elle conduit à la protection 

systémique de la plante vis à vis de nouvelles infections (Ross, 1961 ; 1966). La SAR peut 

ainsi protéger les différents organes de la plante telles que la tige, les feuilles voire même les 

fleurs ou les fruits contre une attaque ultérieure par un phytopathogène. Son activité 

protectrice peut durer plusieurs semaines après le premier contact entre la plante et l’agent 

pathogène (pour revue van Loon et al., 2006b). 

Le phénomène de SAR est associé de nos jours à l’expression de différents gènes de 

défenses ainsi qu’à une signalisation impliquant le SA (Baker et al., 1997 ; Métraux et al., 

2002).  

Au niveau du signal impliqué dans la SAR, il est ainsi communément admis que cette 

résistance dépend majoritairement de l’accumulation du SA aussi bien au niveau local qu’au 

niveau systémique (Métraux et al., 2002 ; Nawrath et al., 2006). Néanmoins, le SA n’est peut 

être pas toujours transporté dans la plante (Verberne et al., 2003). A l’heure actuelle, il existe 

même l’hypothèse selon laquelle un autre signal est transporté et induit, à distance, une 

production de SA (Durrant et Dong, 2004). 
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Le SA peut être un signal intervenant dans la synthèse de différentes protéines PR qui 

sont, ainsi, devenues des marqueurs de la SAR. Ceci inclut certaines isoformes des PR-1, PR-

2, et PR-5 dont la synthèse dépend de la voie de biosynthèse du SA (van Loon et al., 2006b). 

Il existe cependant des différences selon les espèces végétales étudiées. Si chez A. thaliana, la 

distinction entre les PR-1, PR-2, et PR-5 induites par la voie du SA et les PR-3, PR4 et PR-12 

par la voie du JA / ET est claire (Thomma et al., 2001), chez d’autres plantes, ce n’est pas 

identique. Chez le tabac par exemple, la synthèse des protéines PR-1, PR-2, PR-3 et PR-5 

acides est tout d’abord régulée par le SA mais l’ET et / ou le JA peuvent également intervenir 

et être, de ce fait, des signaux à l’origine de leur biosynthèse (Niki et al., 1998 ; Seo et al., 

2001). 

 

2.6. La vigne et ses défenses 

Toutes les réactions de défense et leurs mécanismes associés cités précedemment ont 

été décrits chez la vigne. Des barrières constitutives sont ainsi trouvées au niveau des feuilles, 

des baies et des racines. Le nombre de couches cellulaires qui joue un rôle de protection 

(Sarig et al., 1998), ainsi que l’épaisseur et la composition de la cuticule (Hill et al., 1981 ; 

Marois et al., 1986 ; Percival et al., 1993 ; Commenil et al., 1997), la cire épidermique 

(Gabler et al., 2003) et la densité des baies dans une grappe (Vail et Marois, 1991 ; Percival et 

al., 1993) permettent ainsi de restreindre la progression des agents pathogènes.  

Des composés chimiques et des enzymes constitutives participent également à la 

résistance de la vigne (Pezet et al., 2004). Ainsi, des peroxydases et des phytoanticipines 

(composés chimiques de faibles poids moléculaires et issus du métabolisme secondaire) sont 

naturellement présentes au niveau de différents organes de la vigne. Ces défenses 

constitutives contribuent à la résistance contre divers agents pathogènes comme par exemple 

P. viticola, l’agent responsable du mildiou et B. cinerea, l’agent responsable de la pourriture 

grise (pour revue Pezet et al., 2004).  

Chez la vigne, il existe également des gènes de résistance (R) (Di Gaspero et Cipriani, 

2003). Néanmoins, il n’existe pas de résistance “gène pour gène” pour la plupart des agents 

pathogènes de cette plante. Des PAMPs issus de l’interaction vigne / agent pathogène sont 

cependant reconnus par la plante et conduisent à l’induction de différentes réactions de 

défenses. C’est le cas des PAMPs issus de B. cinerea tels que l’endopolygalacturonase 

BcPG1 (Poinssot et al., 2003 ; Vandelle et al., 2006) ou des éliciteurs “botrycin” et “cinerein” 
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(Repka, 2006). Ces PAMPs sont à l’origine de changements de flux d’ions, de l’activation de 

protéines kinases et de phosphatases, ainsi que de la production de FAO et de NO (Poinssot et 

al., 2003 ; Vandelle et al., 2006). 

Chez la vigne, différentes protéines PR ont également été identifiées et leurs gènes ont 

été séquencés. Depuis 1996, la littérature mentionne des glucanases (PR-2), des chitinases 

(PR-3), des osmotines (PR-5), des inhibiteurs de polygalacturonases (PR-6), des RNases (PR-

10), des protéines de transfert de lipides (PR-14), et une PR-17 (Salzman et al., 1998 ; Jacob 

et al., 1999 ; Bézier, 2003 ; Goes da Silva et al., 2005). Des analyses sérologiques ont 

également permis de mettre en évidence une peroxydase (PR-9) et une PR-1 (Repka et al., 

2000 ; 2001).  

Ces protéines PR ou leurs gènes ont été identifiés soit lors du développement de la 

vigne tels que pour des PR-2 (Goes da Silva et al., 2005), des chitinases (Derckel et al., 

1998), des PR-5 (Salzman et al., 1998) et des PR-14 (Salzman et al., 1998), soit suite à la 

réponse de la plante à un agent pathogène virulent (B. cinerea, E. necator, P. viticola) ou 

avirulent (Pseudomonas syringae pv. pisi) comme les PR-2, PR-3, PR-5, PR10 et PR-17 

(Derckel et al., 1996 ; Renault et al., 1996 ; Robinson et al., 1997 ; Robert et al., 2001 ; 

Bézier, 2003). D’autres ont été identifiés après une blessure comme par exemple pour les 

chitinases (Derckel et al, 1998) ou après application d’éliciteurs comme nous pourrons le 

constater lors de cette introduction.  

Parmi ces protéines ou leurs gènes associés, certains ont bien été étudiés au sein de 

notre laboratoire. C’est le cas notamment pour VvGluC (codant une PR-2 basique) et 

VvChi4C (codant une PR-3 acide) ou de leurs protéines qui présentent de fortes activités 

antimicrobiennes (Derckel et al., 1996 ; 1998 ; Bézier et al., 2002 ; 2007 ; Bézier, 2003). Une 

approche moléculaire par “Differential Display” a également permis d’identifier d’autres 

gènes codants des protéines PR ou des gènes régulés lors de l’infection de la vigne par B. 

cinerea (Bézier, 2003 ; Bézier et al., 2007). Parmi ces gènes, on peut distinguer ceux nommés 

Big (pour “Botrytis-induced grapevine gene”) et Brg (pour “Botrytis-repressed grapevine 

gene”). Certains d’entre eux ont permis d’identifier ou de ré-identifier VvPR6, VvPR10.1 et 

VvPR27 qui codent respectivement pour une PR-6, une PR-10 et une PR-17 (Bézier, 2003 ; 

Bézier et al., 2007). Un autre de ces gènes est le gène Vv102. Ce gène ne présente pas encore 

d’homologie avec d’autres gènes connus chez d’autres plantes et sa fonction est encore 

inconnue. Néanmoins, ce gène peut quand même être classé comme gène codant une protéine 
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PR (F. Baillieul, communication personnelle) puisqu’il a été détecté comme induit par un 

agent pathogène (Bézier et al., 2007).  

La signalisation permettant la régulation des gènes de défense de la vigne (c’est à dire 

dépendant du SA , du JA ou de l’ET) n’est pas encore caractérisée comme chez A. thaliana ou 

chez le tabac. Les connaissances actuelles font état de la synthèse de PR-1 dépendante du SA 

et de PR-4, de la voie du JA (Hamiduzzaman et al., 2005). Néanmoins, des analyses au sein 

de notre laboratoire ont révélé que l’induction du gène Vv102 est majoritairement dépendante 

du SA, et celle de VvPR6, de la voie du JA (Névians, 2007). De plus, les expressions de 

VvChi4C et VvGluC sont régulées à la fois par le SA et le JA (Névians, 2007). Ces gènes 

présentent ainsi un intérêt particulier lors d’étude sur l’interaction entre la vigne et un micro-

organisme puisque leur suivi permet de suggérer les voies de signalisation impliquées dans les 

mécanismes de défense en plus de décrire leur expression. En revanche, pour les gènes 

VvPR10.1 et VvPR27, les signalisations n’ont pas encore été élucidées. Une étude 

préliminaire a permis cependant de démontrer que leurs expressions étaient régulées par le JA 

mais ceci semble dépendre du stress appliqué au niveau de la plante puisque le SA peut être 

également impliqué (F. Mazeyrat-Gourbeyre, communication personnelle). 

Chez la vigne, d’autres molécules de défenses ou leurs gènes ont été également 

identifiés comme c’est le cas par exemple pour les PGIP, les LOX et les HRGP (Bézier, 

2003 ; Bézier et al., 2007). 

L’accumulation de composés phénoliques tels que des flavonoïdes, des tanins et des 

phytoalexines (les stilbènes trans- et cis–resvératrol et ses produits d’oxydation α-, β-, δ-, γ- 

et ε-viniférine) est également retrouvée fréquemment chez la vigne, notamment suite à 

l’infection par un agent pathogène (Jeandet et al., 1999 ; 2007). Comme nous avons pu le 

décrire précédemment, ces composés fluorescent sous lumière bleue ou sous U.V. Ils sont, de 

ce fait, particulièrement intéressants lors d’études microscopiques d’une interaction entre la 

plante et son environnement biotique puisqu’ils peuvent facilement identifiés, comme nous 

pourrons le constater lors de ces travaux de thèse. 

Ainsi, différents mécanismes de défenses ont été caractérisés chez la vigne. 

Néanmoins, ces défenses ne sont pas suffisantes pour contrer le développement de certains 

agents pathogènes comme c’est le cas pour B. cinerea (Pezet et al., 2004), d’où la nécessité de 

trouver d’autres méthodes de lutte. 

  
 

31 
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3. Les alternatives à la résistance naturelle 

 
Afin de contrer le développement des agents pathogènes, il existe de nos jours 

différentes méthodes de lutte pour pallier au manque de résistance naturelle des plantes. C’est 

le cas avec l’utilisation de micro-organismes bénéfiques. Néanmoins, l’utilisation de produits 

phytosanitaires, la transgénèse ainsi que l’élicitation ont également été bien étudiées (Leroux, 

2004 ; Gilbert et al., 2006 ; Garcia-Brugger et al., 2006). 

 

3.1. La lutte chimique et les produits phytosanitaires 

La lutte chimique s’est révélée depuis toujours une méthode de lutte efficace et 

indispensable pour combattre les agents pathogènes (Leroux, 2003 ; Pezet et al., 2004).  

Depuis les années 1960, cette méthode de lutte implique surtout les fongicides. Ces 

produits sont actuellement utilisés chez diverses plantes cultivées, y compris la vigne. Pour 

cette dernière, jusqu’à 78300 tonnes de produits phytosanitaires ont été utilisées en France en 

2005 (données UIPP). Ceci correspond à environ 50% des produits phytosanitaires utilisés 

dans notre pays.  

Les produits phytosanitaires sont très actifs sur la vigne en particulier pour combattre 

les agents pathogènes. Néanmoins, ils présentent également beaucoup d’inconvénients. Leur 

coût est très élevé et certains produits présentent une toxicité aiguë ou chronique pour 

l’homme et les organismes non cibles (Leroux, 2004). De plus, les agents pathogènes peuvent 

devenir résistants à ces produits chimiques. Ceci a entraîné l’arrêt de certains fongicides 

(Panon et al., 2006). Depuis 2002, plus de 160 matières actives dont une vingtaine de 

fongicides jugés trop toxiques sont par conséquent en cours de retrait. L’Organisation 

Européenne et Méditerranéenne pour la Protection des Plantes (OEPP) préconise même, pour 

une bonne pratique phytosanitaire, de limiter le nombre d’applications de chaque classe 

chimique et d’utiliser des fongicides ayant des modes d’actions biochimiques différents 

(Bulletin OEPP/EPP0,  2002). Ceci étant en accord avec la directive européenne 91/414/CEE 

concernant la mise sur le marché de nouveaux produits phytosanitaires. 
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3.2. Les plantes transgéniques 

Une autre méthode de protection des plantes vis-à-vis des agresseurs consiste à 

modifier génétiquement les plantes en exprimant des gènes de défense issus d’autres 

organismes ou en sur-exprimant les gènes de défenses déjà existants (Cornelissen et 

Melchers, 1993 ; Shah, 1997 ; Punja, 2001 ; Gilbert et al., 2006). De nombreuses stratégies 

visent ainsi à exprimer des gènes dont la protéine correspondante possède une activité 

antifongique comme c’est le cas pour des gènes codants des protéines PR ou d’autres 

molécules à fonction antimicrobienne (Cornelissen et Melchers, 1993). Une autre solution 

consiste à sur-exprimer des gènes à l’origine de signaux impliqués dans les voies de défenses 

ainsi que des gènes de résistance (Punja, 2001). Enfin, il est possible de transférer chez la 

plante des gènes codants des protéines capables d’inhiber une fonction nécessaire au 

déroulement du processus infectieux de l’agent pathogène (Cornelissen et Melchers, 1993).  

Au niveau de la vigne, l’utilisation de la transgénèse a permis de conférer une 

protection contre différentes maladies (Kikkert, 1997 ; Yamamoto et al., 2000 ; Coutos-

Thévenot et al., 2001 ; Legrand et al., 2003 ; Ferreira et al., 2004 ; Agüero et al., 2005 ; Vidal 

et al., 2006). Une sur-expression du gène Mag-2 codant la magainin-2 s’est ainsi révélée 

efficace contre Agrobacterium vitis et Erysiphe necator (Vidal et al., 2006). Les vignes ont 

également été transformées avec un gène codant une endochitinase d’origine fongique, ceci 

permettant de réduire l’infection de B. cinerea (Kikkert, 1997 ; Reisch et al., 2003). De plus, 

une construction impliquant un gène chimère combinant un promoteur inductible (originaire 

de la luzerne) par l’agent pathogène et le gène de la stilbène synthase cloné à partir de la 

vigne a fait ses preuves pour protéger la plante contre la pourriture grise (Coutos-Thévenot et 

al., 2001). Un autre exemple peut impliquer la sur-expression du gène codant les protéines 

inhibant les polygalacturonases de B. cinerea, ceci permettant à la plante d’être mieux 

protégée contre cet agent pathogène (Agüero et al., 2005).  

Il existe ainsi différentes possibilités de transgénèses permettant de combattre les 

agents pathogènes de la vigne et en particulier B. cinerea. Néanmoins, même si la directive 

européenne 2003/11/CE autorise la préparation de plants transgéniques de vigne sur tout le 

territoire de l’Union Européenne, la profession viti-vinicole est aujourd’hui réservée vis à vis 

d’un éventuel recours aux vignes génétiquement modifiées. Celles-ci pourraient, en effet, 

ternir l’image des vins français aussi bien sur notre propre territoire qu’au niveau 

international. De ce fait, des stratégies alternatives ont été envisagées.  
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3.3. Les éliciteurs en vue de déclencher les défenses des plantes 

Les éliciteurs d’origines biotique ou abiotique sont de nos jours bien connus pour 

pouvoir induire des réactions de défense et permettre une protection de la plante contre ses 

agresseurs (Garcia-Brugger et al., 2006). 

 

3.3.1. Les éliciteurs d’origines biotiques 

Il est communément admis que certains éliciteurs sont des PAMPs ou des MAMPs 

quand ils sont d’origines biotiques et peuvent être même des MIMPs (pour “Microbial-

Induced Molecular Pattern”) quand ils proviennent de la plante agressée (Mackey et MacFall, 

2006). Ces produits peuvent être sécrétés par des micro-organismes ou dérivent des parois 

fongiques, bactériennes ou de la plante lors de l’interaction avec un agent pathogène (Côté et 

Hahn, 1994 ; Ebel et Costo, 1994) voire même d’algues marines (Bouarab et al., 1999 ; 

Klarzinski et al., 2000 ; Potin et al., 1999). 

De nos jours, différents éliciteurs existent. Des glycoprotéines (Felix et al., 1999 ; 

Felbrich et al., 2002 ; Poinssot et al., 2003 ; Garcia-Brugger et al., 2006), des 

oligosaccharides (Côté et al., 1998 ; Klarzynski et al., 2000 ; Rabea et al., 2003), des 

composés lipidiques (Amborabé et al., 2003 ; Zeidler et al., 2004) ainsi que les molécules 

signals (JA, ET ou SA et ses dérivés analogues acide 2,6-dichloroisonicotinique ou INA et 

acide benzo (1, 2, 3) thiadiazole-7-carbothioïque S-méthyl-ester ou BTH ; Kachroo et 

Kachroo, 2007)  peuvent éliciter des réponses de défenses. 

Chez la vigne, certains de ces éliciteurs sont actuellement utilisés et permettent de 

protéger la vigne contre divers agents pathogènes, notamment B. cinerea. Parmi eux existe 

l’ergostérol, un stérol majeur des champignons, qui élicite des réponses de défense sur 

cultures cellulaires, ce qui se manifeste par l’expression du gène de la stilbène synthase, la 

synthèse de protéines de transfert de lipides, de facteurs de transcription ainsi que par une 

accumulation de resvératrol (Laquitaine et al., 2006). Cette élicitation de la vigne par 

l’ergostérol permet une protection des plantules in vitro contre B. cinerea (Laquitaine et al., 

2006).  

Chez la vigne le chitosane a également été étudié. Ce composé, issu de l’exosquelette 

de crustacés ou d’insectes, stimule la sécrétion de la LOX, de la PAL, de phytoalexines, de β-

1,3-glucanase et de chitinases, ce qui induit une résistance des feuilles de vigne contre B. 

cinerea (Compant, 2002 ; Ait Barka et al., 2004 ; Aziz et al., 2006 ; Trotel-Aziz et al., 2006). 
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La laminarine peut également éliciter les réactions de défense chez la vigne. Il a été 

ainsi montré que cet éliciteur, provenant de Laminaria digitata, induit un influx de calcium, 

une alcalinisation du milieu extracellulaire, un burst oxydatif, l’activation de deux MAP 

kinases, l’induction de gènes de défenses (VvLox, VvPal, VvSts1, VvChi1b, VvChi3, VvChi4C, 

VvGlu1 et VvPgip) ainsi que la production de phytoalexines. La laminarine protège les 

feuilles de vigne contre B. cinerea en même temps qu’envers P. viticola (Aziz et al., 2003). 

Les molécules signals sont également utilisées chez la vigne. Par exemple, une 

application de SA sur la vigne stimule l’accumulation de protéines PR sur suspensions 

cellulaires (Busam et al., 1997), ainsi que lors d’une application sur des racines, des tiges, des 

feuilles et des baies (Renault et al., 1996 ; Derckel et al., 1996 ; 1998).  

Ainsi, différents composés d’origine biologique élicitent les réponses de défenses chez 

les plantes y compris sur la vigne et contribuent à restreindre le développement de maladies. 

 

3.3.2. Les éliciteurs d’origines abiotiques 

Des composés d’origines abiotiques sont également connus pour éliciter les réactions 

de défenses des plantes. Ces composés tels que le cuivre, le chlorure d’aluminium, le calcium 

et / ou les U.V. peuvent ainsi éliciter des réactions de défenses chez diverses plantes dont la 

vigne (Langcake et Pryce, 1977 ; Adrian et al., 1996l ; Coulomb et al., 1998 ; Bonomelli et 

al., 2004 ; Borie et al., 2004). Cette stratégie permet de diminuer l’infection causée par divers 

agents pathogènes, notamment B. cinerea (pour revue récente Elmer et Reglinski, 2006).  

 

3.3.3. Le phénomène de potentialisation ou “priming”   

Certains éliciteurs peuvent également agir comme potentialisateurs. Ce phénomène de 

potentialisation, également appelé “priming”, correspond à la capacité de la plante à présenter 

des réactions de défenses plus intenses et plus rapides lors de l’attaque d’un agent pathogène 

(pour revues récentes Conrath et al., 2002 ; Conrath et al., 2006). Cet effet, tout d’abord décrit 

chez l’animal dès 1987 (Gifford et Lohman-Mathhes, 1987) a ensuite été étudié chez les 

plantes (Kauss et al., 1992). Il a été ainsi décrit qu’un traitement au SA (Kauss et al., 1992 ; 

Thulke et Conrath, 1998), ses dérivés INA et BTH (Katz et al., 1998 ; 2002 ; Thulke et 

Conrath, 1998), des composés volatiles (Kessler et al., 2006) voire même des micro-

organismes bénéfiques (cf. chapitre suivant ; van Wees et al., 1999 ; Ton et al., 2007) peuvent 

potentialiser les défenses des plantes lors d’une infection par un agent pathogène.  
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Chez la vigne, la potentialisation peut être générée avec l’acide β-aminobutyrique 

(BABA ; Hamiduzzaman et al., 2005). Le BABA n’induit pas de défense lorsqu’il est 

appliqué sur la vigne. Cependant, lors d’une infection ultérieure par P. viticola, les défenses 

sont potentialisées et permettent de protéger plus efficacement la plante contre son agresseur. 

Ceci se fait par le biais d’une formation de callose et de l’induction de gènes régulés par la 

voie du JA (VvLox9 et VvPR4 ; Hamiduzzaman et al., 2005).  

Ainsi, différentes stratégies telles que la lutte chimique, la transgénèse et l’élicitation 

peuvent pallier au manque de résistance naturelle des plantes. Néanmoins, une autre stratégie 

prometteuse correspond actuellement à la lutte biologique. 

 
 
 

4. Les micro-organismes bénéfiques 

 
 Dans le cas qui nous intéresse, cette alternative consiste à utiliser des micro-

organismes pouvant être antagonistes des agents pathogènes et / ou éliciteurs des plantes 

(Nowak et Schulaev, 2003). Néanmoins, il est important de prendre en compte que ces micro-

organismes peuvent également stimuler directement la croissance des plantes. Du point de 

vue de l’agriculture, ces micro-organismes ont ainsi suscité un très grand intérêt (Morrissey et 

al., 2004). 

 La plupart de ces micro-organismes dérivent de la rhizosphère, les 2 à 5 mm de sol 

entourant le système racinaire où des populations microbiennes sont en relation avec la plante 

(Hinsinger et Marschner, 2006). Certains de ces micro-organismes sont épiphytiques, c’est à 

dire qu’ils colonisent les surfaces racinaires, tandis que d’autres peuvent également entrer à 

l’intérieur des plantes et devenir ainsi des endophytes. Certains d’entre eux peuvent 

également former des symbioses remarquables avec leur hôte végétal (pour revue Gray et 

Smith, 2005). Néanmoins, il est nécessaire de clarifier certains de ces termes compte tenu des 

controverses relevées dans la littérature. J’entends ainsi par le terme “épiphyte”, un micro-

organisme capable de coloniser les surfaces de la plante comme décrit par Hallman et al. 

(1997). Pour le terme “endophyte”, je sous-entends un micro-organisme capable d’entrer à 

l’intérieur d’une plante et d’y survivre au moins une partie de sa vie sans provoquer de 

symptômes apparents à son hôte végétal. Cette définition correspond à la définition de 

Hallmann (2001) pour les bactéries endophytiques et inclut également les micro-organismes 
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de nature fongique. Ceci exclut en revanche les autres définitions de de Bary (1866), Kado 

(1992) ainsi que celle de Quispel (1992) trop restrictives ou pouvant également inclure des 

agents pathogènes. Pour le terme de symbiose, je sous-entends la définition de de Bary (1879) 

qui se définit par une association entre deux partenaires d’espèces différentes. Ceci inclut une 

association de type commensalisme, neutralisme, mutualisme ou de type parasitisme (de 

Bary, 1879). Etant donné que l’interaction plante / agents pathogène peut être, ainsi, 

représentée dans ce terme de symbiose, j’utiliserai souvent le terme de symbiose de type 

mutualisme d’après la définition de Daida et al. (1996), c’est à dire une association à caractère 

constant et durable où des bénéfices sont partagés entre deux espèces différentes. Ceci exclut, 

par conséquent, les micro-organismes ne présentant un impact positif sur leur hôte que 

pendant un laps de temps limité. Cependant, ces derniers peuvent quand même être considérés 

comme symbiontes puisqu’ils restent au contact de la plante pour certains, mais deviennent 

neutres pour leur hôte végétal. 

 

Parmi les micro-organismes bénéfiques, qu’ils soient épiphytiques ou endophytiques 

voire même à l’origine de symbioses remarquables (de type mutualisme), existent des 

champignons et des bactéries (Welbaum et al., 2004). 

 

4.1. Les PGPF ou champignons bénéfiques 

4.1.1. Définition et propriétés 

Des champignons peuvent stimuler les défenses de la plante et présenter une activité 

antagoniste envers différents phytopathogènes, ceci tout en stimulant directement la 

croissance de la plante (Whipps, 2001). Ces champignons bénéfiques ont été récemment 

appelés PGPF pour “ Plant Growth-Promoting Fungi” (pour revue Bent, 2006). Ils peuvent 

être des champignons filamenteux (Harman et al., 2004) voire même des levures également 

appelées PGPY pour “Plant Growth-Promoting Yeasts” (El-Tarabily et Sivasithamparam, 

2006). Les PGPF peuvent être naturellement présents chez diverses plantes, aussi bien chez 

des plantes herbacées (Sinclair et Cerkauskas, 1996 ; Saikkonen et al., 1998) que des plantes 

ligneuses (Arnold et al., 2003), notamment la vigne (Nappi et al., 1985 ; Cheng et 

Baumgartner, 2004 ; 2006). Chez ces plantes, les PGPF peuvent être épiphytiques et / ou 

endophytiques (Carroll, 1988 ; Clay, 1990 ; Ahlohm et al., 2002 ; Faeth, 2002 ; Hahn et al., 
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2003 ; Schardl et al., 2004) et sont même quelquefois à l’origine de symbioses remarquables 

comme c’est le cas avec les mycorrhizes (Selosse et al., 2004).  

 

4.1.2. Mécanismes impliqués dans la protection et la stimulation de croissance des 

plantes 

Divers mécanismes sont impliqués dans la protection et la stimulation de croissance de 

la plante lors de l’association bénéfique entre une plante et un PGPF. Ces micro-organismes 

peuvent agir par une interaction directe avec l’agent pathogène, ce qui protège la plante 

indirectement. Ceci peut se réaliser par le biais d’un mycoparasitisme et d’une sécrétion 

d’allélochimiques inhibiteurs (ce terme est utilisé en fonction de sa dernière définition, pour 

plus d’information voir IAS, 1998 ou Sturz et Christie, 2003), et / ou d’un phénomène de 

compétition pour l’espace et les nutriments (Whipps, 2001 ; Mauchline et al., 2002 ; Howell, 

2003), tout en fournissant des composés bénéfiques pour le développement de la plante 

(Harman et al., 2004 ; El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006). 

Ces micro-organismes peuvent également stimuler les défenses des plantes, ce qui va 

aboutir à une résistance de la plante hôte contre les agents pathogènes (pour revue Bent, 

2006). Des barrières structurales avec des appositions pariétales peuvent notamment se mettre 

en place et des phytoalexines ainsi que des protéines PR peuvent être ou non sécrétées suite à 

l’inoculation de la plante avec un PGPF. Cependant, la plupart des PGPF induisent une ISR à 

la place d’une SAR : il n’y a pas de HR, le SA n’est pas impliqué au niveau systémique mais 

est remplacé par le JA et l’ET. En outre, et souvent, il n’y a pas de protéines PR sans présence 

d’un agent pathogène (pour revue Harman et al., 2006).  

Diverses recherches ayant porté sur l’interaction plante-PGPF mentionnent un 

phénomène de potentialisation des défenses. C’est le cas lors de l’interaction entre la tomate 

et un champignon mycorrhizien, Glomus mosseae, ceci permettant une protection de la plante 

contre Phytophthora parasitica (Cordier et al., 1998 ; Pozo et al., 1999 ; 2002). Un autre 

exemple concerne des plants de concombres, pré-inoculés avec Trichoderma asperellum 

souche T203, puis ensuite confrontés à l’agent pathogène Pseudomonas syringae pv. 

Lachrymans. Les résultats ont montré que les défenses sont potentialisées suite à l’infection 

par la bactérie pathogène, ce qui permet une protection de la plante contre l’agent agresseur 

(Shoresh et al., 2005).  
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4.1.3. L’utilisation des PGPF sur la vigne 

Chez la vigne, divers PGPF sont actuellement étudiés ou utilisés en vue de protéger 

cette plante contre les agents pathogènes, notamment B. cinerea. Il existe ainsi des 

champignons filamenteux appartenant aux genres Trichoderma, Ulocladium, Pythium, 

Gliocladium et Epicoccum, ainsi que des levures comme Pichia spp. et Aureobasidium spp. 

(pour revue récente Elmer et Reglinski, 2006). Bien que la plupart de ces champignons 

proviennent de la rhizosphère (et également de la spermosphère, de la phyllosphère, voire 

même de la carposphère pour certains d’entre eux), les études démontrant leur potentiel 

d’action envers les agents pathogènes (notamment B. cinerea) portent souvent sur une 

application aux sites d’infection et de colonisation des agents infectieux (Pezet et al., 2004). 

Ainsi, ces micro-organismes sont généralement appliqués aux niveaux des déchets floraux 

ainsi qu’au niveau foliaire en vue de lutter directement sur le développement de l’agent 

pathogène (pour revue Elmer et Reglinski, 2006), sans tenir compte de leur niche écologique 

naturelle. Cependant, il existe des exceptions. Une étude a par exemple montré chez la vigne 

le potentiel d’une souche de Pythium oligandrum issue de la rhizosphère et d’un de ses 

MAMP, l’oligandrine, pour contrer le développement de la pourriture grise après application 

racinaire (Mohamed et al., 2007). 

 

4.2. Les PGPB (“Plant Growth-Promoting Bacteria”) et les PGPR (“Plant 

Growth-Promoting Rhizobacteria”) 

4.2.1. Généralités 

Parallèlement aux PGPF, des bactéries bénéfiques sont également utilisées pour 

protéger la plante contre les infections par les agents pathogènes (Schroth et Hancock, 1981 ; 

van Loon et Bakker, 2004 ; 2005). Certaines de ces bactéries peuvent de plus stimuler 

directement la croissance de leur hôte végétal et sont ainsi d’un grand intérêt pour 

l’agriculture (Glick, 1995 ; Welbaum et al., 2004). 

Ces micro-organismes bénéfiques ou PGPB (pour “Plant Growth-Promoting 

Bacteria” ; Bashan et Holguin, 1998) peuvent provenir de différentes niches écologiques 

telles que la rhizosphère, la spermosphère, la phyllosphère voire même de l’anthosphère ou de 

la carposphère. Néanmoins la plupart d’entre elles sont originaires de la rhizosphère comme 

décrit par Lorenz Hitlner dès 1904 (pour revue Hartmann, 2005). Elles sont de ce fait des 

rhizobactéries et ont ainsi été appelées PGPR pour “Plant Growth-Promoting Rhizobacteria” 
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(Kloepper et Schroth, 1978). Néanmoins, d’autres appellations telles que EPR (“Emergence-

Promoting Rhizobacteria” ; Kloepper et al., 1986), PGPB (Bashan et Holguin, 1998), 

“biocontrol-PGPB” (Bashan et Holguin, 1998) voire même YIB (“Yield-Increased Bacteria” ; 

Chen et al., 1996) peuvent être rencontrées dans la littérature, ceci coïncidant avec leurs 

différentes actions sur les plantes.  

Les PGPR peuvent ainsi présenter des activités antagonistes, induire une résistance 

systémique chez la plante, produire des composés stimulant la croissance des plantes, 

accélérer l’émergence des graines, induire une floraison précoce, augmenter la récolte de leur 

hôte végétal, voire même conférer au sol des propriétés minimisant les dégâts des plantes 

(pour revues Vessey, 2003 ; Welbaum et al., 2004). 

De nos jours, il est communément admis que ces PGPR colonisent les surfaces 

racinaires et sont ainsi épiphytiques. Néanmoins, la plupart d’entre elles peuvent également 

entrer à l’intérieur des racines et se propager au sein de leur hôte végétal (Gray et Smith, 

2005). Certaines de ces PGPR endophytiques peuvent même former des symbioses 

remarquables avec les plantes comme c’est le cas avec les genres Rhizobium (pour revue 

récente Sessitsch et al., 2002), et Burkholderia dans les nodules des Fabacées (Moulin et al., 

2001 ; Chen et al., 2003 ; 2005 ; 2006) ou chez les plantes actinorhiziennes avec Frankia sp. 

(pour revue Schwencke et Caru, 2001). 

 

4.2.2. Protection envers les agents pathogènes et stimulation de la croissance des 

plantes 

Les PGPR (qu’elles soient des épiphytes et / ou des endophytes) influencent leur hôte 

végétal par différents mécanismes (Figure 10).  

Ceci peut impliquer une stimulation directe de la croissance par le biais d’une 

biofertilisation et via la sécrétion d’autres composés augmentant la croissance de leur hôte 

végétal comme par exemple des sidérophores chélatant le fer, la production de vitamines, des 

phytohormones ou l’aminocyclopropane carboxylate (ACC) déaminase qui clive l’ACC, le 

précurseur de l’éthylène qui inhibe la croissance racinaire, ce qui permet en retour une 

augmentation de la croissance de la plante (pour revue de ces mécanismes, voir Glick et al., 

1998 ; Vessey et al, 2003 ; Sturz et Christie, 2003). 

L’effet des PGPR peut provenir en outre de leur activité de bio-contrôle (van Loon et 

Bakker, 2005) comme dans le cas qui nous intéresse. Cette activité a été associée à différents 
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Figure 10 : Illustration des mécanismes d’action des PGPR épiphytiques et / ou 

endophytiques sur la plante et les agents pathogènes. 
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mécanismes. Le phénomène de compétence rhizosphèrique, une sécrétion d’allélochimiques 

pour une activité de bio-contrôle directe, et l’ISR induite par la bactérie ou par ses composés 

ont ainsi pu être décrits. Nous allons pouvoir le constater dans la revue “Use of Plant Growth-

Promoting Bacteria for Biocontrol of Plant Diseases: Principles, Mechanisms of Action, and 

Future Prospects” (Compant et al., 2005a). 
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Ainsi, les PGPR restreintes au niveau des surfaces racinaires ou endophytiques 

peuvent présenter diverses caractéristiques permettant de réduire le développement des agents 

pathogènes. Bien que ces phénomènes ont été développés dans la publication précédente, 

certains d’entre eux nécessitent cependant d’être mieux développés dans cette introduction, 

compte tenu de leur importance dans ce travail de thèse. C’est le cas, notamment, des 

phénomènes de compétence rhizosphèrique et de colonisation épi- et endophytique par ces 

micro-organismes, ainsi que les réponses de défenses induites chez la plante et également le 

phénomène de résistance systémique. Une compréhension de ces phénomènes permet de 

mieux cibler le type de micro-organisme pouvant être utilisé chez la vigne ainsi que ces 

conséquences bénéfiques sur la plante, comme nous allons pouvoir le contaster.  

 
4.2.3. La compétence rhizosphèrique et la colonisation épiphytique des PGPR  

Une des particularités intéressantes des PGPR réside tout d’abord dans leur 

compétence rhizosphèrique. Ceci correspond à leur capacité à coloniser la rhizosphère, les 

surfaces racinaires, à y survivre et y proliférer pendant une période considérable en présence 

ou non d’une microflore existante (Parke, 1991 ; Whipps, 1997 ; Lugtenberg et Dekkers, 

1999 ; Benizri et al., 2001 ; Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Compant et al., 2005a). Cette 

compétence rhizosphèrique est un pré-requis pour que les PGPR puisse présenter des effets 

sur leur plante hôte. En effet, une absence d’effet des PGPR, que ce soit dans un cas de bio-

contrôle ou de stimulation directe de la croissance de la plante, a souvent été associée à une 

faible compétence des PGPR à coloniser la rhizosphère et les surfaces racinaires 

(Thomashow, 1996). Ceci a conduit à la recherche de PGPR présentant une forte compétence 

rhizosphèrique (Compant et al., 2005a). 

Diverses études ont permis de constater que les PGPR colonisent la rhizosphère puis la 

surface racinaire (rhizoplan) de leur hôte végétal où sont présentes des molécules exsudées 

par la plante (sucres, acides aminés, acides organiques, vitamines, mucilage…), nécessaires à 

leur développement (Bais et al., 2006). Les PGPR peuvent ainsi se retrouver au niveau de 

zones riches en ces macromolécules et coloniser, de ce fait, la zone d’émergence des racines 

secondaires, la zone pilifère, la zone d’élongation, l’apex racinaire ainsi que leurs portions de 

sols associés (Hansen et al., 1997 ; Benizri et al., 2001 ; Humphris et al., 2005). Au niveau de 

ces zones, les PGPR sont attirées chimiotactiquement par ces sources de nutrition puis 

s’attachent ensuite aux surfaces racinaires notamment par le biais de poils bactériens et de 

lectines (Bashan et de Bashan, 2005). Cependant, il est important de prendre en compte que 
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les molécules exsudées par la plante attirent également d’autres micro-organismes. Ainsi, des 

différences peuvent survenir entre la colonisation des surfaces racinaires en conditions 

gnotobiotiques (environnements contrôlés où le seul micro-organisme présent est celui 

inoculé) et en conditions non stériles, ceci étant fonction de l’activité directe de bio-contrôle 

des PGPR. De plus, des différences physiologiques des plantes cultivées dans ces deux 

conditions interviennent également. Par exemple, des plantules in vitro et des plantes in vivo 

n’exsudent pas quantitativement de la même façon les exsudats racinaires (Benizri et al., 

2001). Ceci a de plus une incidence sur le potentiel des PGPR à présenter un effet sur la 

plante puisqu’il y a moins de sources de nutrition pour ces micro-organismes et par 

conséquent leurs effets sont moins importants.  

Ainsi, des différences peuvent survenir lors d’études en conditions gnotobiotiques ou 

in vivo et souvent, certains de ces micro-organismes, dits symbiotiques, ne présentent même 

pas d’effets sur la plante en conditions naturelles ou leur effets sont limités (Bashan et de 

Bashan, 2005). De plus, certains d’entre eux disparaissent rapidement de la rhizosphère ou 

des surfaces racinaires, en particulier lors de l’inoculation de plantes non naturellement hôtes. 

Ceci coïncide avec l’équilibre microbiologique s’étant mis en place depuis l’apparition des 

plantes et est due également aux conditions stressantes régnantes au niveau de la rhizosphère 

(Compant et al., 2005a ; Bashan et de Bashan, 2005). Ceci a amené à la recherche de PGPR 

ayant une très forte compétence rhizosphérique mais également de PGPR pouvant entrer à 

l’intérieur de leur hôte végétal, lieu où elles peuvent être relativement protégées des 

conditions extérieures (Nowak et Shulaev, 2003 ; Compant et al., 2005a). 

 

4.2.4. La colonisation endophytique de la plante par les PGPR 

Les effets des PGPR endophytiques sur la plante sont souvent plus prononcés que 

ceux des bactéries restreintes au niveau des surfaces racinaires (Conn et al., 1997 ; Chanway 

et al., 2000). En effet, lors de la colonisation endophytique, les PGPR internes ont une 

interaction plus proche avec les cellules végétales que les PGPR non endophytiques. Elles 

stimulent, de ce fait, d’avantage les défenses et la croissance de la plante (Nowak et Shulaev, 

2003). Enfin, elles sont mieux protégées face aux stress biotiques et abiotiques que les 

épiphytes bactériens et interagissent ainsi plus longtemps avec leurs hôtes (Hallmann et al., 

1997). Les PGPR endophytiques ont ainsi fait l’objet d’un très grand intérêt en agriculture 

(Sturz et al., 2000). 

 53 
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4.2.4.1. L’étude de la colonisation endophytique de la plante par les PGPR, un 

pré-requis avant leur utilisation  

La plupart des PGPR peut coloniser leur hôte végétal de façon endophytique (Hallman 

et al., 1997 ; Sturz et al., 2000 ; Hallman, 2001 ; Lodewyckx et al., 2002 ; Nowak et Shulaev, 

2003 ; Gray et Smith, 2005 ; Rosenblueth et Martínez-Romero, 2006). Cependant, peu 

d’études portent sur la colonisation endophytique de la plante par les PGPR en comparaison 

aux études concernant leurs utilisations. Pourtant, le devenir des PGPR endophytiques au sein 

de la plante, ainsi que les mécanismes associés à leur colonisation méritent d’être étudiés. 

Tout d’abord, d’un point de vue fondamental, afin d’analyser et de comprendre où se situent 

les bactéries, pourquoi elles se retrouvent dans certaines parties de la plante et quels sont les 

mécanismes de défense de la plante associés à leur colonisation. Ensuite, d’un point de vue 

appliqué, car le consommateur peut demander si ces micro-organismes sont présents dans les 

parties de la plante destinées à sa consommation. Ainsi, l’étude de la colonisation de la plante 

par les PGPR endophytiques apparaît comme un pré-requis avant leur utilisation sur des 

plantes cultivées (Nowak et Shulaev, 2003).  

 

4.2.4.2. La pénétration au sein de la plante par les PGPR endophytiques 

D’après la littérature, la colonisation endophytique des PGPR au niveau racinaire peut 

se réaliser de différentes façons (Figure 11). Tout d’abord, la zone d’émergence des racines 

secondaires constitue une ouverture naturelle permettant l’entrée des PGPR à l’intérieur de la 

plante (Reinhold-Hurek et Hurek, 1998). Ensuite, les blessures provoquées par des facteurs 

biotiques, comme par exemple les agents pathogènes, peuvent également permettre l’entrée 

des PGPR (Lodewyckx et al., 2002). Une autre possibilité consiste en la sécrétion par ces 

micro-organismes d’enzymes dégradant les parois cellulaires de la plante telles que des 

cellulases, des endoglucanases, des polygalacturonases et des xylanases (Hallman, 2001 ; 

Lodewyckx et al., 2002 ; Gyaneshwar et al., 2001). Cette sécrétion enzymatique est 

cependant de faible intensité et n’est pas une sécrétion continue qui détruirait les tissus de la 

plante. Elle permet ainsi juste à certaines PGPR endophytiques d’entrer à l’intérieur de leur 

hôte végétal (pour revue Rosenblueth et Martínez-Romero, 2006).  
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Figure 11 : Illustration des sites possibles d’infection et de colonisation des racines par 

des PGPR endophytiques montrés par une section longitudinale et transversale d’une racine, 

modifié d’après Reinhold-Hurek et Hurek (1998). 
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4.2.4.3. La propagation des PGPR endophytiques à l’intérieur de la plante 

Suite à leur pénétration dans les racines, certaines PGPR endophytiques vont se 

propager dans différents tissus de leur hôte (Whipps, 2001 ; Rosenblueth et Martínez-Romero, 

2006 ; Sørensen et Sessitsch, 2006). La colonisation affecte tout d’abord le cortex racinaire 

par la voie intercellulaire et atteint ensuite la barrière de l’endoderme (Sprent et James, 1995 ; 

Reinhold-Hurek et Hurek, 1998 ; Hallmann, 2001). Cette barrière peut être partiellement  

détruite par certaines PGPR (James et al., 2002). Néanmoins, des cellules de l’endoderme 

sont détruites lors du développement des racines secondaires (Hallmann, 2001), ce qui facilite 

la progression des PGPR endophytiques jusqu’au cylindre central. Les endophytes bactériens 

peuvent alors atteindre les vaisseaux conducteurs du xylème (Figures 11 et 12 a-b) et les 

utiliser pour se propager jusqu’aux parties aériennes de la plante (Sprent et James, 1995 ; 

James et al., 2002 ; Cocking, 2003). Cependant, il est important de prendre en compte que 

cette migration des bactéries endophytiques via les vaisseaux du xylème a fait l’objet de 

beaucoup de discussions. Il a ainsi été rapporté par certains botanistes que les endophytes ne 

se propagent pas par le xylème, mais plutôt par l’apoplaste de ces vaisseaux, la lumière du 

xylème étant utilisée, selon eux, seulement par les agents pathogènes (McCully, 2001). 

Cependant, la migration des bactéries endophytiques par la lumière du xylème a bien été 

prouvée et diverses publications citent, ainsi, une propagation des endophytes bactériens par 

cette voie de colonisation (pour revue Hallmann, 2001).  

 

4.2.4.4. Les différences de colonisation de la plante par les PGPR endophytiques  

Toutes les PGPR endophytiques ne colonisent pas leur hôte de la même façon. Une 

spécificité de colonisation se met ainsi en place entre la plante hôte et le micro-organisme 

(Rosenblueth et Martínez-Romero, 2006). Certains micro-organismes sont ainsi cantonnés 

aux racines, voire même aux tubercules, tandis que d’autres vont se retrouver dans la tige et 

dans les feuilles (Kobayashi et Palumbo, 2000 ; Whipps, 2001).  

Différentes études ont ainsi permis de démontrer la colonisation endophytique des 

PGPR, notamment chez des hôtes naturels, comme par exemple Pantoea sp. et 

Ochrobacterium sp. qui colonisent les racines de riz (Verma et al., 2004), Azorhizobium 

caulinodans colonisant le xylème racinaire d’Arabidopsis (Cocking, 2003) et Herbaspirillum 

seropedicae Z67 (James et al., 2002) ainsi que Serratia marcescens (Gyaneshwar et al., 2001) 

qui colonisent le riz, des racines jusqu’aux parties aériennes. Des autres exemples concernent 
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Figure 12 : Microphotographies de PGPR endophytiques (Serratia marcescens) dans 

les vaisseaux du xylème racinaire de Oriza sativa d’après Gyaneshwar et al. (2001). Barres 

d’échelles : (a) 30 µm et (b) 1 µm. Les flèches indiquent la présence de bactéries 

endophytiques dans les vaisseaux du xylème. 
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également Azoarcus sp. souche BH72, par exemple, qui colonise des plantes herbacées 

(Hurek et al., 1994), ou encore B. megaterium souche C4, colonisateur endophytique du maïs, 

des racines jusqu’aux parties aériennes (Liu et al., 2006). 

En parallèle, il est important de prendre en compte qu’il existe des différences de 

colonisation pour des plantes sauvages ou cultivées. Par exemple, Herbaspirillum sp. souche 

B501 colonise, chez le riz sauvage, les graines et les parties aériennes. En revanche, chez le 

riz cultivé, il n’y a pas de colonisation endophytique par cette PGPR (Elbeltagy et al., 2001).  

Compte tenu des variations de colonisations des PGPR endophytiques dans leurs 

hôtes, il apparaît, ainsi, nécessaire de caractériser la colonisation des PGPR endophytiques 

chez diverses plantes, en particulier lors d’une application d’une PGPR sur un nouvel hôte 

végétal. Ceci permet de déterminer les sites de colonisation par ces micro-organismes et de 

connaître, ainsi, leurs niches écologiques au sein de la plante. 

 

4.2.4.5. La colonisation des inflorescences par les endophytes bactériens 

Des études sur les inflorescences ont permis de constater que les endophytes 

bactériens peuvent se retrouver dans les fleurs, au niveau de l’ovule et des fruits (Mundt et 

Hinkle, 1976 ; Misaghi et Donndelinger, 1990). Ceci pourrait sous-entendre une transmission 

des bactéries endophytiques par les graines. Cependant, la plupart des fleurs, des fruits et des 

graines ne contiennent pas ou peu de bactéries endophytiques (pour revue Hallmann, 2001). 

La colonisation des différents organes des inflorescences par les bactéries endophytiques est 

néanmoins possible. Elle mérite, cependant, d’être plus approfondie, en particulier avec les 

PGPR endophytiques utilisées en agriculture, car aucune étude n’a porté sur la colonisation de 

ces parties de la plante par ces micro-organismes bénéfiques. En effet, la plupart des études 

ont porté sur la détection des endophytes dans ces organes. Néanmoins, il est important de 

prendre en compte que tous les endophytes bactériens ne sont pas des PGPR puisque certains 

d’entre eux peuvent présenter un impact neutre sur la plante (Hallmann, 2001). Ainsi, suite à 

la colonisation par des PGPR, rien ne semble avoir été démontré concernant les 

inflorescences. Pourtant, certaines PGPR endophytiques sont utilisées sur des espèces 

cultivées. Il apparaît, donc, intéressant d’étudier si ces PGPR peuvent se retrouver dans les 

organes des inflorescences, en particulier chez les plantes comme la vigne où l’organe récolté 

est le fruit. 
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Afin d’étudier la colonisation des PGPR endophytiques, il faut pouvoir visualiser ces 

micro-organismes et les différencier de la microflore existante. De plus, des composés de la 

plante peuvent souvent être confondus avec des bactéries. Il apparaît, de ce fait, primordial de 

les identifier également sous conditions gnotobiotiques (Hallmann, 2001). Ceci est possible, 

notamment, grâce à des marqueurs moléculaires comme par exemple le gène gfp (pour 

“Green Fluorescent Protein”) codant la protéine verte fluorescente ou ses dérivés egfp, cgfp et 

ygfp (Larrainzar et al., 2005) ou à des marqueurs chromogéniques comme le gène gusA 

codant la protéine GUS ou β-glucuronidase conférant une coloration bleue à la bactérie après 

ajout d’un substrat (Gamalero et al., 2003 ; Jansson, 2003). 

 

4.2.5. Les défenses induites et la résistance systémique associée aux PGPR 

Une des propriétés intéressantes des PGPR, qu’elles soient épiphytiques et / ou 

endophytiques, réside dans leur capacité à induire ou non des réactions de défense lors de leur 

colonisation (Figure 13). Ces réactions de défense peuvent être à l’origine d’une résistance 

systémique ou ISR conférant une protection de la plante vis à vis des agents pathogènes 

(Compant et al., 2005a ; van Loon et Bakker, 2005 ; van Loon, 2007). 

 

4.2.5.1. Reconnaissance des PGPR 

 Lors de l’interaction plante / PGPR, une reconnaissance entre l’hôte végétal et le 

micro-organisme bénéfique peut se mettre en place, comme nous l’avons décrit pour les 

agents pathogènes avirulents. Néanmoins, il n’existe pas, à l’heure actuelle, de données 

concernant des gènes d’avirulence chez les PGPR. Cependant, des éliciteurs généraux de type 

MAMPs ont pu être mis en évidence lors d’études portant sur les déterminants moléculaires 

de l’ISR (van Loon et Bakker, 2005). C’est le cas pour les LPS (van Peers et Schippers, 

1992 ; Leeman et al., 1995 ; van Wees et al., 1997 ; Reitz et al., 2002 ; Meziane et al., 2005), 

les sidérophores (Maurhofer et al., 1994 ; Leeman et al., 1996 ; Audenaert et al., 2002 ; 

Meziane et al., 2005), le composé volatile 2,3-butanediol (Ryu et al., 2004) ou des 

antibiotiques comme le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG ; Iavicoli et al., 2003 ; Siddiqui et 

Shaukat, 2003 ; Weller et al., 2004) et la pyocyanine (Audenaert et al., 2002) provenant des 

PGPR. Ces composés sont nécessaires à l’ISR et peuvent donc être considérés comme des 

MAMPs (van Loon et Bakker, 2005). 
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Figure 13 : Illustration des différents phénomènes intervenants lors de l’interaction 

entre des PGPR et des plantes. 
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4.2.5.2. Signalisation  

Lors de l’interaction plante-PGPR, une signalisation intracellulaire puis intercellulaire 

se met en place.  

Des événements précoces comme un influx de Ca2+, la production d’H2O2 et de NO 

ont ainsi pu être mis en évidence chez le tabac avec les LPS de la PGPR endophytique 

Burkholderia cepacia (Gerber et al., 2004). En outre, il a été démontré que le sidérophore 

pyocheline et l’antibiotique pyocyanine induisent la production d’H2O2 au niveau des racines 

du riz (de Vleesschauwer et al., 2006). 

Au niveau de la signalisation intercellulaire, une accumulation de SA a pu être 

constatée dans les racines lors de l’interaction entre diverses PGPR et leurs plantes hôtes. 

C’est notamment le cas chez la tomate ou le haricot avec Pseudomonas aeruginosa 7NSK2 

(de Meyer et Höfte, 1997). Toutefois, il est généralement admis qu’il n’y a pas de production 

de SA lors de l’interaction entre une plante et une PGPR (pour revue van Loon et Bakker, 

2005). 

Au niveau systémique, le SA ne semble pas non plus impliqué mais il serait remplacé 

par l’ET et le JA (Pieterse et al., 2001 ; 2007 ; van Loon et al., 2006a ; Pieterse et van Loon, 

2007). Il existe néanmoins des exceptions. Une augmentation de SA au niveau systémique a 

ainsi été constatée après application racinaire de l’endophyte P. fluorescens souche CHAO 

sur le tabac (Maurhofer et al., 1994) ou de P. aeruginosa souche 7NSK2 sur la tomate (de 

Meyer et al., 1999), ce qui souligne que des différences peuvent survenir lors de l’interaction 

entre les plantes et les PGPR.  

 

4.2.5.3. Induction ou non de gènes codants des protéines PR et potentialisation 

Diverses publications indiquent que lors de l’interaction plante-PGPR il n’y a pas 

expression de gènes codants des protéines PR aux niveaux local et systémique. C’est le cas 

pour P. fluorescens souche WCS417r qui n’induit pas l’expression des gènes PR-1, PR-2, PR-

3, PR-4 et PR-5 chez Raphanus sativus (Hoffland et al., 1995) ni des gènes PR-1, PR-2, et 

PR-5 chez A. thaliana (Pieterse et al., 1996), ni la synthèse de protéines PR-1 et de chitinases 

chez Lycopersicon esculentum (Duijff et al., 1998). En revanche, ces défenses sont 

potentialisées lors de l’infection ultérieure de la plante par un agent pathogène comme dans le 

cas de l’infection d’A. thaliana par Pseudomonas syringae pv. tomato (van Wees et al., 

1999). De ce fait, il a été décrit que la colonisation de la plante par les PGPR n’est 
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généralement pas associée avec l’accumulation de protéines PR en l’absence d’un agent 

pathogène (van Loon et al., 1998). En accord avec cette proposition, Ongena et al. (2005) ont 

montré qu’il n’y a pas d’expression de PR-1 chez la tomate ni de PR-8 chez le concombre 

après inoculation de Bacillus subtilis souche M4. 

Néanmoins, d’autres études ont démontré l’induction locale et systémique de gènes 

codants des protéines PR lors de l’interaction entre la plante et une PGPR, qu’elle soit 

épiphytique et / ou endophytique (Tableau 2). Au niveau local, Léon-Kloosterziel et al. 

(2005) ont ainsi montré l’accumulation d’une PR-5 (dont l’expression dépend de l’éthylène) 

dans le xylème d’A. thaliana suite à l’application de la PGPR épiphytique P. fluorescens 

souche WCS417r. L’activation d’un promoteur de PR-1 a pu être également démontré dans 

les racines de tabac suite à l’inoculation de diverses PGPR (Park et Kloepper, 2000). Une 

autre étude concerne la PGPR endophytique Azoarcus sp. BH72. Cette bactérie induit 

l’accumulation, au niveau racinaire, d’une PR-10 (dépendante du JA) chez Oryza sativa cv. 

IR36 suivant la colonisation endophytique par la bactérie ainsi qu’une PR-1 chez Oriza sativa 

cv. IR42, un cultivar moins compatible à la colonisation endophytique de la plante par la 

PGPR (Miché et al., 2006). Enfin, la PGPR endophytique Paenibacillus polymyxa induit 

l’expression du gène PR-1 dans les racines d’A. thaliana (Timmusk et Wagner, 1999).  

L’induction de gènes codants des protéines PR, suite à l’application racinaire de 

PGPR, a également été démontrée au niveau systémique. Il a ainsi été montré que chez le 

tabac, P. fluorescens souche CHAO induit l’induction de gènes codant une PR-1, une β-1,3-

glucanase et une endochitinase au niveau foliaire (Maurhofer et al., 1994). Ryu et al. (2004) 

ont également démontré que des transcripts de Pdf1-2 (dépendant du JA) mais pas de PR-1 

(dépendant du SA) s’accumulent au niveau systémique chez A. thaliana suite à l’application 

de Serratia marcescens souche 90-166. Un autre exemple concerne l’application de 

Pseudomonas thivervarlensis souche MLG45 qui induit l’expression systémique de gènes 

codants des chitinases chez A. thaliana (Cartieaux et al., 2003).  

Ces données récentes contredisent le fait admis que les PGPR n’induisent pas 

l’expression de gènes codants des protéines PR (Pieterse et al., 1996 ; van Loon et al., 1996). 

Cependant, des analyses ont parfois été réalisées après inoculation de fortes concentrations 

bactériennes, ce qui peut rendre les PGPR toxiques pour la plante et induire, de ce fait, la 

synthèse de protéines PR sans même provoquer de symptômes apparents (pour revue van 

Loon et Bakker, 2005). Néanmoins, d’après la littérature, certaines PGPR peuvent quand 
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Tableau 2 : Exemples de types d’associations PGPR-plante et leurs inductions de gènes codant 

des protéines PR ou leurs accumulations. 

PGPR - plante hôte   
  

Type 
d’interaction    

  

  
Réponses de défense   

  
Références   

  

Azoarcus  sp. BH72 -   
Oriza sativa 

  

  
Endophytisme   

  
PR - 1 ou PR - 10, fonction 
du type de cultivar de riz   

  

Miché et al ., 2006   

  
Bacillus subtilis souche M4 - 
Lycopersicon esculentum   

  

  
  
  Epiphytisme   Pas d’induction de PR - 1     Ongena et al. , 2005   

  
Bacillus subtilis souche M4 - 
Cucumis sativus   

  

  
  
Epiphytisme   Pas d’induction de PR - 8   Ongena et al. , 2005   

  
Paenibacillus polymyxa -   
Arabidopsis thaliana   
  

  
  
Endophytisme   

  
  

Induction de  PR - 1   Timmusk et al., 1999   

  
Pseudomonas fluorescens   
souche CHAO - Nicotiana 
glutinosa /N. tabacu m   
  

  
  
Endophytisme   

  
  

PR - 1, β - 1,3 - glucanase, 
endochitinase   

Maurhofer et al., 1994   

P. fluorescens souche 
FPT9601 - T5 - A. thaliana   

  
  
Endophytisme   

  
Induction de gènes codant 
des PR - 2, PR - 3 et PR - 4   

  

Wang et al.,  2005   

P. fluorescens souche 
WCS417r - A. thaliana   

  
Ep iphytisme   

Rien excepté une PR - 5 
dans le xylème des racines   

  
Léon - Kloosterziel et 
al.,  2005   
  

  
P. fluorescens souche 
WCS417r - Lycopersicon 
esculentum   

  

  
  
  
  Endophytisme   

Pas de PR - 1 ni de 
chitinase   

Duijff et al., 1998   

P. fluorescens souche 
WCS417r -  Raphanus s ativus   

  
Epiphytisme, 

(endophytisme 
non déterminé)   
  

  
Pas d’induction des gènes 
codant des PR - 1, PR - 2, 

PR - 3, PR - 4 et PR - 5   
    

Hoffland et al., 1995   

Pseudomonas thivarlensis 
souche MLG45   - A. thaliana   

  
Epiphytisme,   

(endophytisme 
non déterminé)   
  

Chitinase   Carti eaux et al.,  2003   

Serratia marcescens     
souche 90 - 166 - A. thaliana 

  

  
Epiphytisme 

(endophytisme 
non déterminé)   
  

  
  
  
  
  Pas de PR - 1  mais Pdf 1 - 2   
  

Ryu et al., 2004 
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même induire la synthèse de protéines PR même à de faibles densités bactériennes. Une 

spécificité plante / PGPR peut ainsi exister, ce qui expliquerait les différences concernant 

l’induction ou non de gènes codants des protéines PR. Il serait intéressant, de ce fait, d’étudier 

si une expression de ces gènes est déclenchée au cours d’autres interactions, en particulier lors 

de l’association Vitis vinifera L.-B. phytofirmans souche PsJN, comme dans le cas qui nous 

intéresse. 

 

4.2.5.4. Les autres réponses de défenses des plantes induites par les PGPR 

D’autres mécanismes de défense peuvent être également déclenchés au niveau de la 

plante après inoculation de PGPR. C’est le cas avec Pseudomonas putida BTP1 chez le 

haricot qui est à l’origine d’une accumulation de lipoxygénases ou d’hydroperoxyde lyases 

(Ongena et al., 2004).  

Chez les PGPR endophytiques, des renforcements pariétaux, un dépôt de callose et 

l’accumulation de composés phénoliques ont été également caractérisés comme lors de 

l’interaction entre l’endophyte P. fluorescens 63-28 chez le pois (Benhamou et al., 1996b) ou 

chez la tomate (M’Piga et al., 1997). Ces modifications locales forment des barrières 

structurales permettant de restreindre la colonisation de pathogènes des genres Fusarium ou 

Pythium (Benhamou et al., 1996a ; M’Piga et al., 1997). D’autres PGPR endophytiques telles 

que Bacillus pumilus souche SE 34 (Benhamou et al., 1998), P. fluorescens souche WCS417r 

chez la tomate (Duijff et al., 1997) et même Serratia plymuthica souche RIGC4 chez le 

concombre (Figure 14 ; Benhamou et al., 2000) peuvent également induire la formation de 

barrières structurales au niveau racinaire. Néanmoins, pour les autres endophytes, nous ne 

savons pas à l’heure actuelle si ces barrières peuvent être formées. Il apparaît, de ce fait, 

intéressant, de déterminer si ces événements peuvent se mettre en place lors de nouvelles 

associations plantes-PGPR endophytiques. Ceci pourrait accroître nos connaissances sur les 

réponses de défenses induites par les PGPR endophytiques. 

 

4.2.5.5. La résistance systémique induite par les PGPR 

L’interaction entre la plante et une PGPR est à l’origine d’une résistance systémique 

(Figure 15) qui fait suite à l’induction ou à la préparation des mécanismes de défense que 

nous avons pu décrire précédemment (van Loon et al., 2006b).  
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Figure 14 : Microphotographies de sections transversales d’une racine de concombre 

inoculée avec Serratia plymuthica souche RIGC4 et observée au microscope optique 

montrant (a) la présence de bactéries au niveau du rhizoderme (flèche), responsables d’un 

épaississement (EW) de l’épiderme (E) ainsi que (b) les bactéries dans un espace 

intercellulaire (IS), au niveau cortical, responsables d’une apposition pariétale (WA) dans les 

cellules adjacentes. Barres d’échelle : 10 µm. D’après Benhamou et al. (2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Illustration des phénomènes généraux de la résistance systémique acquise 

(SAR) et de la résistance systémique induite (ISR). Modifiée d’après Vallad et Goodman 

(2004) et en accord avec le modèle de van Loon et al. (2006b). 
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L’ISR induite par les PGPR (que ce soit des épiphytes et / ou des endophytes) s’est 

montrée efficace pour contrer l’infection de différents pathogènes tels que les virus, bactéries 

et champignons (pour revues Compant et al., 2005a ; Ton et al, 2006). Ce phénomène permet 

ainsi une protection de la plante au niveau de différents organes : les feuilles, les fleurs et les 

fruits (Hoffland et al., 1996), comme nous avons pu le décrire dans le cas de la SAR.  

L’ISR induite par les PGPR présente ainsi des similitudes avec la SAR. Cependant, 

l’ISR permet de protéger la plante à un niveau plus faible que la SAR car les mécanismes de 

défense ne sont pas induits avec la même intensité (Hoffland et al., 1996). De plus, dans le 

cas général, l’ISR est caractérisée comme n’étant pas associée à la synthèse de protéines PR et 

est dépendante au niveau systémique de la voie de synthèse du JA et de l’ET (Pieterse et al., 

1996), contrairement à la SAR qui passe par la synthèse de protéines PR et qui est dépendante 

du SA au niveau systémique (Figure 15 ; Ton et al., 2006 ; van Loon, 2007). Néanmoins, il 

peut y avoir des exceptions comme nous avons pu le décrire précédemment. Ainsi, des PGPR 

ont été caractérisées comme inductrices d’une SAR à la place d’une ISR (pour revue van 

Loon et Bakker, 2005).  

Récemment, une étude a également montré que l’application de l’endophyte P. 

fluorescens souche FPT9601-T5 chez A. thaliana induit à la fois les mécanismes de l’ISR et 

de la SAR (Wang et al., 2005). Cette PGPR induit ainsi l’expression de gènes codants des 

protéines PR, mais à une faible intensité, et cette induction est dépendante du JA et de l’ET au 

niveau systémique. Il semblerait intéressant de confirmer que ce même type de réponse peut 

survenir lors d’autres interactions plante / PGPR endophytique, en particulier lors de 

l’interaction entre la vigne et B. phytofirmans souche PsJN et même au niveau des 

inflorescences, organes cibles de B. cinerea.  

 

4.2.6. Les PGPR épiphytiques et / ou endophytiques et la vigne  

Au début de ce travail de doctorat, peu d’études avaient porté sur l’interaction entre la 

vigne et des PGPR (Khmel et al., 1998 ; Ait Barka et al., 2000 ; 2002 ; Thomma, 2004 ; 

2006 ; Trotel-Aziz et al., 2003 ; 2004). Certaines de ces études avaient porté sur des micro-

organismes qui ont même été isolés comme naturellement endophytiques chez la vigne 

(Tableau 3). Néanmoins, tous les endophytes de la vigne n’ont pas encore été caractérisés 

comme PGPR, à l’exception de Brevibacillus sp., qui peut stimuler la croissance des plantes 

et former des populations endophytiques dans des plantules in vitro de vigne (Thomma, 2006) 
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Espèce endophytique 

 
 

Organes d’origine 
 

 

 

Références 

Acinetobacter lwoffii           racines  Trotel-Aziz et al., 2003 

Bacillus fastidiosus tige (sève) Bell et al., 1995 

Bacilus pumilus 

 

culture in vitro 
(désinfection) 

 

Thomas, 2004 

Brevibacillus sp. 

 

culture in vitro 
(désinfection) 

 

Thomas, 2006 

Comamonas terrigena 
 

tige (sève) 
 

Bell et al., 1995 

 

Enterobacter agglomerans 
E. cloacae 
 

 

tige (sève) 
tige (sève) 

 

 

Bell et al., 1995 
Bell et al., 1995 

 

Klebsiella ozaenae 
K. pneumoniae 
K. terrigena 
 

 

tige (sève) 
tige (sève) 
tige (sève) 

 

Bell et al., 1995 
Bell et al., 1995 
Bell et al., 1995 

Moraxella bovis 
 

tige (sève) 
 

Bell et al., 1995 

Pantoea agglomerans 
 

          feuilles 
 

Trotel-Aziz et al., 2003 

 

Pseudomonas cichorii 
P. corrugata 
P. fluorescens 
P. marginalis 
P. putida 
P. syringae 
Pseudomonas spp. 
 

 

tige (sève) 
tige (sève) 

          tige 
tige (sève) 
tige (sève) 
tige (sève) 
tige (sève) 

 

 

Bell et al., 1995 
Bell et al., 1995 
Trotel-Aziz et al., 2003  
Bell et al., 1995 
Bell et al., 1995 
Bell et al., 1995 
Bell et al., 1995 

Rahnella aquatilis 
 

tige (sève) 
 

Bell et al., 1995 

Rhodococcus luteus 
 

tige (sève) 
 

Bell et al., 1995 

Straphylococcus spp. 
 

tige (sève) 
 

Bell et al., 1995 

Xanthomonas campestris 
 

tige (sève) 
 

Bell et al., 1995 

 
  Tableau 3 : Les différentes espèces de bactéries endophytiques originaires de la vigne. 

 

Bacillus pumilus 
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ou encore différentes souches des genres Acinetobacter, Pseudomonas et Pantoea issues du 

vignoble champenois qui protègent la vigne contre B. cinerea (Trotel-Aziz et al., 2003 ; 

2004 ; Magnin-Robert et al., 2007).  

En vue de lutter contre B. cinerea, plusieurs études avaient montré le potentiel de 

bactéries bénéfiques chez la vigne au début de ces travaux de thèse. C’est le cas pour 

différentes souches des genres Bacillus (Ferreira et al., 1990 ; Krol, 1998 ; Paul et al., 1997 ; 

1998 ; Esterio et al., 2000), Pseudomonas (Krol, 1998) et Serratia (Whitman et Stewart, 

1998). Pourtant, la plupart de ces travaux ont porté sur une protection des baies en post-

récolte ou sur des feuilles et, de ce fait, ne concerne pas des PGPR, ou bien ne prend pas en 

compte leur niche écologique naturelle. En vue de lutter contre B. cinerea avec des PGPR, et 

en respectant leurs niches écologiques, les seuls travaux effectués portent sur Burkholderia 

phytofirmans souche PsJN (Ait Barka et al., 2000 ; 2002), isolée d’une plante autre que la 

vigne (cf. paragraphe 4.2.7.), ainsi que sur des bactéries des genres Acinetobacter, 

Pseudomonas, Bacillus et Pantoea issues du vignoble champenois (Magnin-Robert et al., 

2007). 

  

Au sein de notre laboratoire, la PGPR endophytique B. phytofirmans souche PsJN, 

avait déjà fait l’objet de quelques études (Ait Barka et al., 2000 ; 2002). Cependant, le mode 

de vie épi- et endophytique de cette PGPR en conditions gnotobiotiques et in vivo, ainsi que 

l’induction de défenses et d’une résistance systémique protégeant la vigne contre B. cinerea 

n’ont été que superficiellement abordés. 

 
4.2.7. Le genre Burkholderia, l’espèce B. phytofirmans et la souche PsJN 

De nos jours, le genre Burkholderia suscite un intérêt croissant. Ce genre bactérien a 

été originellement connu pour ses espèces pathogènes de l’homme, des animaux ou des 

plantes. A ce jour, il apparaît néanmoins que de nombreuses espèces de Burkholderia ne sont 

pas pathogènes et peuvent même être bénéfiques pour leur hôte végétal (pour plus 

d’informations cf. Annexe 1). C’est le cas notamment pour B. phytofirmans. 

B. phytofirmans est présente au niveau de divers écosystèmes naturels et cultivés. Elle 

a ainsi été trouvée en association avec le riz en Corée (Muthukumarasamy et al., 2007), des 

plantes herbacées en Hollande (Salles et al., 2006) et avec la sphaigne en Russie (Belova et 

al., 2006). Néanmoins, la plupart des études sur cette espèce bactérienne a porté sur la souche 
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PsJN, cette souche étant à l’origine de l’identification de l’espèce B. phytofirmans (Sessitsch 

et al., 2005). 

B. phytofirmans souche PsJN (Sessitsch et al., 2005) était préalablement nommée 

Pseudomonas sp. souche PsJN et a été isolée des tissus internes de racines d’oignon infectées 

par l’agent mycorrhizien Glomus vesiculiferum (Frommel et al., 1991 ; Nowak et al., 1995). 

B. phytofirmans souche PsJN peut établir des populations endophytiques à l’intérieur des 

plantes (Frommel et al., 1991 ; Pillay et Nowak, 1997 ; Ait Barka et al., 2000 ; Sessitsch et 

al., 2005). Elle a été ainsi détectée comme endophyte notamment dans les racines et les tiges 

de plants de pomme de terre (Frommel et al., 1991) et de tomate (Pillay et Nowak, 1997), 

ainsi que dans les racines de pois chiches (Sessistch et al., 2005) et les feuilles de vigne après 

inoculation d’explants de tige (Ait Barka et al., 2002). Cette souche bactérienne peut 

également être transmise par multiplication clonale des plantules in vitro bactérisées sans 

besoin de ré-inoculation, comme c’est le cas avec la pomme de terre (Frommel et al., 1991) 

ou la vigne (Ait Barka et al., 2002). B. phytofirmans souche PsJN présente également une 

activité antagoniste contre différents phytopathogènes comme par exemple B. cinerea (Ait 

Barka et al., 2000), tout en pouvant induire une certaine résistance des plantes face aux 

maladies (Figure 16 ; Frommel et al., 1991 ; Sharma et Nowak, 1998 ; Ait Barka et al., 2000), 

notamment la pourriture grise foliaire causée par Botrytis cinerea (Figure 17 ; Ait Barka et 

al., 2000 ; 2002). Parallèlement, la souche PsJN est bien connue pour stimuler directement la 

croissance de diverses plantes non hôtes comme c’est le cas pour la pomme de terre, la 

tomate, le concombre, la pastèque et la vigne (Frommel et al., 1991 ; Nowak et al., 1995 ; 

1998 ; Bensalim et al., 1998 ; Ait Barka et al., 2000 ; 2002). Cette stimulation est associée à 

de hauts niveaux d’ACC déaminases sécrétées par la bactérie (Sessitsch et al., 2005), ainsi 

qu’à l’activité d’une quinolinate phosphoribosyl transférase bactérienne (Wang et al., 2006). 

B. phytofirmans souche PsJN présente ainsi un potentiel intéressant pour l’agriculture. 

Néanmoins, différents points concernant cette bactérie avaient besoin d’être clarifiés, en 

particulier chez la vigne, où elle se retrouve au niveau foliaire après inoculation d’explants de 

tige et confère une résistance contre l’agent pathogène B. cinerea. Tout d’abord, les 

mécanismes précis de pénétration et de colonisation de cette plante par la bactérie méritaient 

d’être étudiés, ceci étant un pré-requis avant son utilisation. Ensuite, l’induction de défenses 
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Figure 16 : Illustration énumérant les différentes propriétés de B. phytofirmans souche 

PsJN. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 17 : Photographies de plantules in vitro de vigne ou de leurs feuilles, 

bactérisées ou non avec Burkholderia phytofirmans souche PsJN. (a et b) Portions de feuilles 

issues de plantules montrant la formation de colonies (flèche) sur une feuille issue d’une 

plantule bactérisée après dépôt sur un milieu nutritif. (c et d) Plantules in vitro (c) témoins et 

(d) bactérisées montrant l’augmentation de la croissance et la protection envers B. cinerea. 

D’après Ait Barka et al. (2002). Barres d’échelle : (a et b) 1cm et (c et d) 2,5 cm. 

    +/-       +/+     +/+       -/-       -/+ 
/- sans B.  cinerea 
/+ avec B. cinerea 

 

-/ témoin 
+/ bactérisé 

 
 

 
 

 

Pathogène 

 

Burkholderia phytofirmans 
souche PsJN  

 

 

allélochimiques  

Colonisation 
endophytique 

Défenses induites 
 
 

P 
L 
A
N 
T 
E 

 

Colonisation 
épiphytique 

Inhibition  

phytostimulateurs 

Inhibition  



Chapitre 1 : Introduction générale 64 

associées à ce phénomène de colonisation ainsi que la résistance systémique induite contre B. 

cinerea méritaient d’être approfondies. 
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Objectifs de la thèse 

 
Compte tenu du potentiel bénéfique de l’interaction B. phytofirmans souche PsJN-V. 

vinifera L., il apparaissait nécessaire de mieux comprendre la nature de cette association (en 

particulier sur le cépage ‘Chardonnay’ sur lequel avaient porté des études précédentes ; Ait 

Barka et al., 2000 ; 2002). De ce fait nous avons décidé : 

1/ de caractériser la colonisation épi- et endophytique de la vigne cultivée in vitro par 

B. phytofirmans souche PsJN afin de déterminer la localisation de la bactérie et les 

mécanismes de défenses déclenchés par cette colonisation (Figure 18a). Pour cela nous avons 

utilisé des plantules in vitro ainsi que des souches transformées avec les gènes gfp et gusA, en 

même temps que les souches sauvages (Chapitre 2). Les plantules in vitro nous ont permis de 

travailler en conditions gnotobiotiques et les bactéries modifiées, de pouvoir localiser la 

colonisation de B. phytofirmans souche PsJN ; 

2/ d’étudier la colonisation endophytique de la vigne par B. phytofirmans souche PsJN 

in vivo par le biais de boutures fructifères et des souches génétiquement modifiées (Figure 18 

b). Les boutures fructifères permettent de travailler avec des inflorescences et sont un modèle 

plus proche de la plante entière. Ceci permet de déterminer si la bactérie peut coloniser 

également les organes reproducteurs, organes cibles de B. cinerea et de très grande 

importance chez la vigne (Chapitre 3). Pour cela nous avons utilisé des boutures fructifères 

présentant des bourgeons préfloraux, des fleurs ou des fruits ;  

3/ d’étudier l’induction d’événements précoces et de gènes de défenses au niveau des 

racines et des parties aériennes de la vigne après inoculation par B. phytofirmans souche PsJN 

(Figure 18c). Pour cela nous avons étudié l’induction d’un “burst” oxydatif, d’un “burst” 

nitrique, ainsi que l’induction de gènes de défense principalement ceux codants des protéines 

PR (VvGluC, VvChi4C, VvPR6, VvPR10.1, VvPR27 et Vv102), dont l’expression dépend des 

voies de signalisation du SA, du JA ou des deux, sur des boutures fructifères présentant des 

bourgeons préfloraux (Chapitre 4). L’étude de l’expression des gènes nous permet de 

caractériser s’il y a induction de protéines PR ou non lors de la colonisation de la vigne par B. 

phytofirmans souche PsJN, d’appréhender la signalisation dont ils dépendent et de déterminer 

si des marqueurs de SAR ou d’ISR interviennent ainsi lors de cette interaction. 
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Afin d’étudier une réponse locale et systémique de la vigne à la colonisation bactérienne, nous 

avons choisi d’étudier ces phénomènes sur des boutures fructifères et non sur des plantules in 

vitro, ceci étant fonction de la différence de rapidité de colonisation de la vigne par B. 

phytofirmans souche PsJN décrites dans les chapitres 2 et 3 ;  

4/ de caractériser les effets protecteurs de la vigne envers B. cinerea. Les plantules in 

vitro étant rapidement colonisées par la bactérie (Chapitre 2) et compte tenu du fait que cette 

dernière possède une activité inhibitrice envers ce pathogène (Ait Barka et al., 2000) et peut 

être présente dans les feuilles (Chapitre 2), ceci ne permettait pas de caractériser la résistance 

systémique contre B. cinerea comme énoncé par van Loon et al. (1998). En effet, les bactéries 

PGPR doivent être absentes du site d’infection du phytopathogène et, ceux-ci doivent être, par 

conséquent, séparés afin d’étudier l’ISR (van Loon et al., 1998). Notre attention a de ce fait 

porté sur les inflorescences et ceci avant même leur colonisation par B. phytofirmans souche 

PsJN au niveau des fruits (caractérisée dans le chapitre 3). De plus, cette étude a été réalisée 

après les réponses de défenses induites analysées lors du stade de bourgeons préfloraux 

(Chapitre 4), la résistance des plantes nécessitant quelques jours avant de se mettre en place 

(van Loon et al., 2006b). Ainsi, le phénomène de résistance a été caractérisé au stade de 

floraison (Figure 18d). Cette démarche a permis de démontrer, d’un point de vue 

fondamental, l’ISR induite par B. phytofirmans souche PsJN contre l’infection florale causée 

par B. cinerea (Chapitre 4).  
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Figure 18 : Illustration des objectifs de la thèse. Etudier la colonisation de la vigne à 

partir de plantules in vitro (a) ou de boutures fructifères (b) par B. phytofirmans souche PsJN, 

et analyser (a) les défenses suite au phénomène de colonisation sur plantules in vitro puis (c) 

sur boutures fructifères tels que les événements précoces, l’induction de gènes codants des 

protéines PR, leur signalisation et enfin déterminer (d) la résistance systémique induite chez la 

vigne par B. phytofirmans souche PsJN envers B. cinerea. 
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Les travaux présentés dans l’article du chapitre 2 démontrent une colonisation épi- et 

endophytique des plantules in vitro de vigne par B. phytofirmans souche PsJN, ainsi que 

l’induction de la synthèse de composés de défense en réponse à la propagation bactérienne. 

Cette étude a été réalisée avec deux souches modifiées génétiquement, l’une étant transformée 

avec le gène gfp, l’autre avec le gène gusA, ainsi que par le biais de l’utilisation de la souche 

de type sauvage. Ces souches ont été considérées comme identiques dans cet article par le 

biais de différents tests et nous ont permis de visualiser la colonisation bactérienne et d’être 

sûr que c’était bien la souche PsJN que l’on observait.  

Tout d’abord les résultats obtenus ont permis de montrer que B. phytofirmans souche 

PsJN colonise les surfaces racinaires de plantules in vitro après inoculation de la rhizosphère. 

La bactérie PsJN a ainsi été localisée au niveau de l’émergence des racines secondaires et des 

extrémités racinaires, ainsi que sur toute la surface des cellules rhizodermiques des racines 

primaires.  

Suite à la colonisation épiphytique du rhizoplan, B. phytofirmans souche PsJN a été 

retrouvée à l’intérieur des racines. Cette propagation bactérienne intra-racinaire peut 

s’expliquer par un passage via les extrémités racinaires ou par les ouvertures naturelles. 

Néanmoins, elle peut provenir également de la sécrétion bactérienne d’enzymes dégradant les 

parois cellulaires de la plante. En effet, nous avons montré que B. phytofirmans souche PsJN 

sécrète des cellulases et des endopolygalacturonases. Ces enzymes ou leurs produits de 

dégradation peuvent de plus être à l’origine de l’induction de composés de défense par la 

plante comme suggéré par James et al. (2002). Suite à la pénétration de la souche PsJN, nous 

avons détecté une accumulation de composés phénoliques au niveau de l’exoderme et des 

cellules corticales, ainsi que des renforcements pariétaux, ce qui démontre que des 

mécanismes de défense sont induits chez la plante en réponse à la colonisation bactérienne.  

Lors de ce travail, nous avons également mis en évidence une progression de la souche 

PsJN jusqu’à l’endoderme. Compte tenu de nos résultats, il apparaît que cette barrière est 

détruite à certains endroits par la souche PsJN. Ceci lui permet de progresser jusqu’au 

cylindre central et d’atteindre les vaisseaux conducteurs du xylème. Des réactions de défense 

sous la forme d’épaississements pariétaux se mettent en place dans le parenchyme des 

vaisseaux du xylème suite à la propagation endophytique de la bactérie PsJN (Figure 19a et 

b ; Annexe 2), bien que nous ne les avons pas mentionnées dans l’article du chapitre 2. Ceci 

démontre, de plus, que le phénomène de colonisation endophytique de la vigne par B. phyto- 
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Figure 19 : Microphotographies optiques après coloration au bleu de toluidine du 

xylème de racine d’une plantule in vitro de vigne inoculée avec B. phytofirmans souche PsJN 

montrant la présence d’appositions pariétales (flèches) au niveau des cellules du parenchyme 

du xylème, suite à la propagation de la bactérie (têtes de flèches). Barres d’échelle : (a et b) 15 

µm. 
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firmans souche PsJN est associé à des réponses de défense de son hôte jusqu’au niveau du 

xylème. 

Suite à l’invasion des vaisseaux du xylème racinaire, la bactérie a ensuite été détectée 

dans le xylème de la tige et des feuilles, 72 heures après inoculation. Nous avons également 

montré la présence de nombres différents de populations dans ces organes végétatifs aériens. 

En effet, les sous-populations endophytiques de la souche PsJN sont plus importantes dans les 

feuilles que dans la tige. De façon intéressante, la bactérie endophytique est présente dans les 

chambres sous-stomatiques des feuilles. Il est possible que la bactérie s’y multiplie compte 

tenu du fort taux d’humidité régnant dans ce lieu de colonisation (Lindow, 1991). Ceci 

pourrait expliquer les différences de populations de la souche PsJN dans la tige et dans les 

feuilles. Ce lieu privilégié de colonisation suggère également que la colonisation bactérienne 

est favorisée par le phénomène d’évapo-transpiration de la plante via la voie du xylème. Des 

résultats similaires avaient été obtenus chez le riz avec Herbaspirillum seropedicae Z67 

(James et al., 2002). Néanmoins, lors de cette étude, la présence des bactéries dans les 

chambres sous-stomatiques foliaires pouvait également provenir d’une contamination du 

phylloplane (James et al., 2002). Dans notre étude, cependant, aucune contamination foliaire 

ne fut détectée. Ainsi, il apparaît que B. phytofirmans souche PsJN se propage au sein de la 

plante par le phénomène d’évapotranspiration de la plante via les vaisseaux du xylème. 

Toutefois, il est également possible que la bactérie PsJN se propage d’elle même au sein des 

vaisseaux de la plante puisque cette souche bactérienne est flagellée (Sessitsch et al., 2005).  

Il est possible que des enzymes dégradant les parois cellulaires de la plante soient 

sécrétées par la bactérie au niveau des parties aériennes de la plante. Ceci pourrait faciliter la 

progression de la bactérie jusqu’au niveau des feuilles en migrant d’un vaisseau de xylème à 

un autre. Néanmoins, il a été décrit que les vaisseaux du xylème de la vigne permettent la 

migration de micro-organismes sans besoin de sécrétion enzymatique (Thorne et al., 2006). 

De ce fait, il est possible que la sécrétion d’enzymes dégradant les parois cellulaires par la 

bactérie n’intervienne qu’au niveau racinaire et au non au niveau aérien, même si celà devra 

faire l’objet d’une étude approfondie. 

Ainsi, nous avons pu démontrer, en conditions gnotobiotiques, que B. phytofirmans 

souche PsJN colonise les surfaces racinaires, pénètre dans les racines et se propage de façon 

systémique dans les parties aériennes des plantules in vitro de vigne par les vaisseaux du 

xylème, tout en induisant des réactions de défense lors de sa propagation.  
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Ait Barka et al. (2002) avaient déjà détecté la souche PsJN au niveau foliaire. 

Néanmoins, des explants nodulaires avaient été utilisés lors de cette étude. Ainsi, la bactérie 

pouvait être directement en contact avec les vaisseaux conducteurs et se propager rapidement 

jusqu’au niveau foliaire. Dans notre étude, nous avons utilisé des plantules enracinées afin 

d’étudier la colonisation bactérienne à partir de la rhizosphère jusqu’aux parties aériennes. 

Nous avons ainsi respecté les niches microbiologiques naturelles de la souche PsJN et étudié 

son phénomène de colonisation. De plus, nous avons utilisé des souches transformées pour 

étudier le phénomène de colonisation de la vigne par la souche PsJN. Ceci a permis d’être sûr 

que la souche observée était bien la souche PsJN. 

Compte tenu de nos résultats obtenus en conditions gnotobiotiques, nous nous sommes 

ensuite interrogés si B. phytofirmans souche PsJN pouvait coloniser des plantes ex vitro, et se 

retrouver, en particulier, au niveau des inflorescences, organes de très grande importance chez 

la vigne. 
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Introduction 

Interaction between plants and beneficial bacteria can 
have a profound effect on plant health, growth, 
development, yield as well as on soil quality (Welbaum et 
al., 2004; Compant et al., 2005a; Haas and Défago, 2005; 
Unno et al., 2005). Plant growth-promoting rhizobacteria 
(PGPR) (Kloepper and Schroth, 1978) or plant growth-
promoting bacteria (PGPB) (Bashan and Holguin, 1998) 
can colonize the plant interior and thrive as endophytes in 
various organs without harming their host (James and 
Olivares, 1998; Lodewyckx et al., 2002; Berg et al., 
2004; Compant et al., 2005b; Rosenblueth and Martínez-
Romero, 2006). Bacterial endophytes have been found in 
different vegetative parts of plants, such as roots, tubers, 
stem and leaves (Hallmann, 2001; Compant et al., 2005b; 
Gray and Smith, 2005). A few studies have also reported 
bacterial endophytes in reproductive organs, such as 
flowers and fruits. This has been demonstrated mainly 

through the isolation of endophytes from their natural 
plant hosts (Samish et al., 1961; Misaghi and 
Donndelinger, 1990; Hallmann, 2001; Bacon and 
Hinton, 2006). However, the colonization process of 
reproductive organs by endophytic bacteria, particularly 
by some PGPR, is unknown. A understanding of this 
process in plants of agricultural importance could 
potentially be used for enhancing plant production  
(Lodewyckx et al., 2002; Welbaum et al., 2004; 
Compant et al., 2005a).  

One of these endophytic PGPR, Burkholderia 
phytofirmans strain PsJN (Sessitsch et al., 2005), has 
been isolated from surface sterilized onion roots. Strain 
PsJN has been able to differentially promote plant 
growth of non-natural hosts in addition to lowering 
biotic and abiotic stresses. This bacterium can also 
thrive as an endophyte inside various plant hosts, 
including tomato (Pillay and Nowak, 1997; Sharma and 
Nowak, 1998), potato (Frommel et al., 1991; Bensalim 

Abstract  

The colonization pattern of Vitis vinifera L. by B. phytofirmans strain PsJN 
was determined using grapevine fruiting cuttings with emphasis on 
putative inflorescence colonization under non-sterile conditions. Two 
week-old rooted plants harbouring flower bud initials, grown in non-sterile 
soil, were inoculated with PsJN::gfp2x. Plant colonization was 
subsequently monitored at various times after inoculation with plate counts 
and epifluorescence and/or confocal microscopy. Strain PsJN was 
chronologically detected on the root surfaces, in the endorhiza, inside 
grape inflorescence stalks, not inside pre-flower buds and flowers but 
rather as an endophyte inside young berries. Data demonstrated low 
endophytic populations of strain PsJN in inflorescences organs, i.e. grape 
stalks and immature berries with inconsistency among plants for bacterial 
colonization of inflorescences. Nevertheless, endophytic colonization of 
inflorescences by strain PsJN was substantial for some plants. Microscopic 
analysis revealed PsJN as a thriving endophyte in inflorescence organs 
after the colonization process. Strain PsJN was visualized colonizing the 
root surface, entering the endorhiza and spreading to grape inflorescence 
stalks, pedicels and then to immature berries through xylem vessels. In 
parallel to these observations, a natural microflora was also detected on 
and inside plants, demonstrating the colonization of grapevine by strain 
PsJN in the presence of other microorganisms. 
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et al., 1999), and grape (Ait Barka et al., 2000; 2002; 
2007; Compant et al., 2005b). With grapevine, strain 
PsJN can form epiphytic as well as endophytic 
populations with in vitro plantlets (Compant et al., 
2005b). This was monitored mainly via the use of a gfp 
derivative of strain PsJN that allowed visualization of the 
bacterium both on and inside plants. Use of this tagged 
strain on grapevine plantlets has demonstrated bacterial 
colonization of the root surface and subsequent entrance 
into the endorhiza mainly through the ‘root tip way’, 
lateral root cracks or between rhizodermal cells via cell-
wall degrading enzyme secretions. Finally, strain PsJN 
colonized stem and leaves through xylem vessels, before 
thriving as an endophyte inside substomatal chambers of 
leaves after using the plant transpiration stream (Compant 
et al., 2005b). Prior analysis of the colonization patterns 
of grapevine by strain PsJN was conducted under 
gnotobiotic conditions. The epi- and endophytic 
colonization behaviour of strain PsJN in plants, grown in 
non-sterile soil, has not been elucidated. Furthermore, 
nothing was known on inflorescence colonization by 
strain PsJN. However, in grapevine, inflorescences are of 
particular interest and putative reproductive organs 
colonization by strain PsJN needed to be studied.  

Therefore, the objective of the present study was to 
investigate epi- and endophytic colonization of grapevine 
by B. phytofirmans strain PsJN in plants grown in non-
sterile soil with emphasis on putative inflorescence 
colonization, and to compare this pattern with the 
previous study on the colonization of in vitro plantlets.  

 

Materials and methods 

Bacterial strains, growth conditions and 
inoculum preparation  

The gfp-marked strain PsJN::gfp2x (Compant et al., 
2005b) was grown in 100 ml Luria-Bertani liquid 
medium in 250 ml Erlenmeyer flask and incubated at 
25°C, on a shaker (150 rpm) for 48h as described by 
Compant et al. (2005b). Bacteria were collected by 
centrifugation (4500g; 10min) and washed twice with 
sterile phosphate buffer, pH 6.5 (PBS). The bacterial 
concentration of the inoculum was then adjusted with 
PBS, based on optical density (600 nm) and confirmed 
with plate counting (Pillay and Nowak, 1997).  

Plant material and growth conditions   

Three-node cuttings (20 cm long) of Vitis vinifera L. cv. 
Chardonnay were cane pruned from 6-year-old plants in 
2005, 2006 and 2007 at the ‘Moët et Chandon’ vineyard 
(Epernay, France). Fruiting cuttings were then prepared 
according to Lebon et al. (2005) with the following 
modifications: the cuttings were treated with 0.05% 
Cryptonol® during 4 hours and the distal node was 
covered with grafting wax (Agrochemie®, Germany) 
containing fungicide (0.1% Oxiquinoleine) and plant 
growth regulators (0.00175% 2,5-dichlorobenzoïc acid). 
Cuttings were then stored in the dark at 4°C for at least 
for 2 weeks. Before use and after 15h of hydratation at 
28°C, the two proximal nodes were removed and the 

cuttings were immersed for 30s in indole-3-butyric acid 
solution (2 g/L) to promote rhizogenesis. Each cutting 
was then placed in a plastic pot (9x9x10 cm) filled with 
one part of clay balls and four parts (v/v) of potting soil 
(special Gramoflor, Gramoflor GmbH & Co. KG, 
Vechta, Germany) that was not sterilized in order to 
allow the growth of a natural microflora. The potted 
cuttings were irrigated daily with tap water and 
incubated in a growth chamber at 25/20°C day/night 
temperature, 16 h photoperiod, under 500 µmol.s-1.m-2 

(Lumilux cool white L30W/840 and Fluora L30W/77, 
Osram, Germany) and 70% relative humidity. To avoid 
the beginning of vegetative growth and to facilitate 
development of inflorescence, we removed leaves daily 
according to Lebon et al. (2005). More than 400 
fruiting cuttings were planted as only 25 to 75% of 
potted plants developed inflorescences. 

Plant inoculation and growth conditions 

Fruiting cuttings with a rooting system and fully 
developed inflorescences were then inoculated with 
either 5x107 or 5x108 CFU of PsJN::gfp2x g-1 of soil at  
stage 57 of the BBCH scale (last step of pre-flower 
buds development before anthesis, according to Meyer, 
2001).  

Preparation of plant samples for bacterial 
enumeration   

The rhizoplane and endophytic colonizations of roots 
and inflorescences by the gfp-marked strain were 
determined by plate counting of bacterial colonies 
under a fluorescence stereomicroscope (model MZ 
FLIII; Leica, Heerbrugg, Switzerland) equipped with a 
GFP 1 filter (Leica, Switzerland) after inoculation with 
5x107 or 5x108 CFU g-1 of soil. Roots, stalks, and 
reproductive organs, such as pre-flower buds, flowers 
or young berries, were sampled at different time 
intervals (Table 1). Five replicates of ten independent 
plating assays were used to determine the average 
colonization patterns. Base level of detection was 
between 0 and –1 log10 CFU g-1 of Fresh Weight (FW) 
for each plant organs. 

Rhizoplane colonization   

Root surface colonization by PsJN was determined at 
different times after soil inoculation. Plants were 
removed from the potting soil and roots were rinsed (4 
times) with sterile distilled water. Root samples (1 g 
each) were ground in a mortlar and pestle, containing 1 
mL of PBS. The homogenates were serially diluted in 
microtiter plates, and 100 µL aliquots plated on solid 
LB medium containing cycloheximide (100 µg.mL-1) to 
inhibit fungal growth and kanamycin (100 µg.mL-1; 
PsJN::gfp2x is resistant to kanamycin). Bacterial 
colonies were then counted under UV light 3 days after 
incubation at 30°C. Rhizoplane colonization by the gfp-
marked strain was determined by subtracting bacterial 
counts after surface sterilization from the total gfp-
tagged bacteria enumerated without surface 
sterilization, as described in Compant et al. (2005b). 



Chapitre 3 
 
 
 

 

85 

Endophytic colonization  

To determine endophytic populations of the gfp-marked 
strain, we surfaces sterilized roots, grape stalks, pre-
flower buds and/or flowers or young berries with 70% 
ethanol for 5 min, followed by a bath of 1% commercial 
bleach and 0.01% Tween 20 solution for 1 min. The 
samples were then washed three times with distilled 
water (1 min each) and ground and handled as described 
above. Bacterial colonies were counted under UV light 
and confirmed under a fluorescence stereomicroscope, 3-
5 after incubation at 30°C.  

Evaluation of surface-sterilization methods   

To determine the efficacy of the surface-sterilization 
procedure, we detached roots from five plants 1 week 
after soil inoculation with 5.108 CFU g-1 of soil, surface 
sterilized as described before and observed them at 200x 
and 1000x under an optical microscope (model BH2; 
Olympus, Tokyo, Japan) equipped with a UV light 
source (BH2-RFL-T3; Olympus) and a 495-nm 
fluorescent filter (BP495; Olympus). Surface sterilized 
roots were placed on LB plates amended with 100 
µg.mL-1 of kanamycin and 100 µg.mL-1 cycloheximide 
during 1 min prior to crushing. Additionally, 100 µL 
aliquots of the last bath of surface-sterilization were 
plated on LB plates amended with 100 µg.mL-1 of each 
antibiotic and bacterial colonies were counted to be sure 
of the surface-sterilization procedure.  
To confirm systemic colonization from the rhizosphere to 
inflorescence tissues, we sampled ten plants 6 weeks 
after soil inoculation with 5.108 CFU g-1 of soil. 
Inflorescences were used without surface-sterilization 
and ground in a mortlar and pestle containing 1 mL of 
PBS. The homogenates (100 µL aliquots) were plated on 
solid LB medium containing 100 µg.mL-1 cycloheximide 
and 100 µg.mL-1 of kanamycin. Then, bacterial colonies 
were counted under UV light, and confirmed under 
fluorescence stereomicroscope, 3 days after incubation at 
30°C.   

Microscopy of epiphytic and endophytic 
colonization by PsJN  

The epiphytic and endophytic colonizations of roots, 
stalks, and reproductive organs such as pre-flower buds 
and/or flowers or young berries by PsJN::gfp2x were 
monitored at different time intervals (as presented in 
Table 2) after soil inoculation with 5.108 CFU g-1 soil. 
The different parts were sampled separately and ten 
longitudinal sections were made on independents 
samples of different plant parts taken from 20-60 plants 
(roots or inflorescences) before examination under  an 
epifluorescence and/or a confocal microscope (MRC 
1024; Biorad, Hercules, CA,. USA) equipped with a 
x63 PlanApo objective. 

Statistical analysis   

Microscopic observations were made on samples taken 
from independent experiments. Population density data 
(CFU) from experiments on fruiting cuttings were 
pooled over 3 years. These data were submitted to 
logarithmic transformation (Loper et al., 1984) and 
statistically analysed using Student’s t test.  
 

Results 

Density populations on the rhizoplane, in the 
endorhiza and inside inflorescences 
following soil inoculations  

The rhizoplane of fruiting cuttings was colonized by 
PsJN::gfp2x cells immediately after soil inoculation, 
reaching 6.99 +/- 0.43 log10 CFU g-1 FW of root tissue 
within 0-15 h after inoculation with 5x107 CFU g-1 of 
soil (Table 1) and 7.41 log10 CFU g-1 FW with 5x108 

CFU g-1 of soil (Table 2). The bacterial population 
subsequently stabilized at 5.57 +/- 0.33 log10 CFU g-1 
FW and at 5.72 +/- 0.37 log10 CFU g-1 FW 1 week after 
soil inoculation with 5x107 CFU g-1 of soil (Table 1) or 
5x108 CFU g-1 of soil (Table 2)  
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Table 1: Colonization of grapevine fruiting cuttings by Burkholderia phytofirmans strain PsJN after 
inoculation with 5.107 CFU of PsJN::gfp2x per gram of soil. Log numbers of plant populations of PsJN were 
determined on the rhizoplane, in endorhiza and inside grape stalk and reproductive organs. n.d.: not detectable. Base 
limit of detection was between 0 and –1 log10 CFU.g-1 FW.  

 
Table 1: Colonization of grapevine fruiting cuttings by Burkholderia phytofirmans strain PsJN after 

inoculation with 5.107 CFU of PsJN::gfp2x g-1 of soil. Log numbers of plant populations of PsJN were determined on 
the rhizoplane, in the endorhiza as well as inside grape inflorescence stalk and reproductive organs. n.d.: not 
detectable. Base limit of detection was between 0 and –1 log10 CFU g-1 FW. 
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n.d. (young berries)

1.36 +/- 0.32 (young berries)

1.89 +/- 0.31 (young berries)

Table 2: Colonization of grapevine fruiting cuttings by Burkholderia phytofirmans strain PsJN after
inoculation with 5.108 CFU of PsJN::gfp2x per gram of soil. Log numbers of plant populations of PsJN were 
determined on the rhizoplane, in endorhiza and inside grape stalk and reproductive organs. n.d.: not detectable. Base 
limit of detection was between 0 and –1 log10 CFU.g-1 FW.  

 
respectively. Then, these bacterial titer numbers 
remained almost unchanged over the 6 week duration of 
this study (Tables 1 and 2).  
Following rhizoplane colonization, PsJN::gfp2x cells 
appeared in the endorhiza of all tested plants 2-3 after 
soil inoculation and reached their highest level 1 week 
after soil inoculation (2.15 +/- 0.93 log10 CFU g-1 FW 
after inoculation 5x107 CFU g-1 of soil and 2.3 +/- 1.00 
log10 CFU g-1 FW with 5x108 CFU g-1 of soil; Tables 1 
and 2). Bacterial titer numbers stabilized at 2.23 +/- 0.45 
log10 CFU g-1 FW after inoculation with 5x107 CFU g-1 of 
soil and 2.4 +/- 0.62 log10 CFU g-1 FW with 5x108 CFU g-

1 of soil 2-6 weeks post inoculation (Tables 1 and 2).  
In addition to these root analyses, endophytic 

subpopulation densities of strain PsJN in inflorescences 
were determined using plate counting. After soil 
inoculation with 5x107 CFU g-1 of soil, PsJN::gfp2x were 
not found in grape stalk, pre-flower buds and flowers 
during the first 2 weeks after inoculation (Table 1). 
However, they were detected in grape inflorescence 
stalks and in young berries after 5 and 6 weeks post 
inoculation. Nevertheless, bacterial concentrations in 
these organs were low with 1.08 +/-0.35 log10 CFU g-1 
FW in grape stalks and 0.85 +/- 0.65 log10 CFU g-1 FW in 
young berries following inoculation with 5x107 CFU g-1 
of soil, and with 1.56 +/- 0.41 log10 CFU g-1 FW and 1.36 
+/- 0.32 log10 CFU g-1 FW in stalks and berries 
respectively 5 weeks after 5x108 CFU g-1 of soil (Tables 
1 and 2). Six weeks post-inoculation, the densities of 
strain PsJN remained constant in inflorescence organs: 
0.99 +/- 0.54 log10 CFU g-1 FW in grape stalks and 1.40 
+/- 0.60 log10 CFU g-1 FW in young berries following 
soil inoculation with 5x107 CFU g-1 of soil (Table 1) and 
1.66 +/- 0.22 log10 CFU g-1 FW in grape stalks and 1.89 
+/- 0.31 log10 CFU g-1 FW in berries after inoculation 

with 5x108 CFU g-1 of soil (Table 2). However, even if 
these data represent the average colonization, a 
significant population (2 log10 CFU g-1 FW) in stalk and 
berries of individual cutting was only detected after 
inoculation with 5x108 CFU g-1 of soil but not with 
5x107 CFU g-1 of soil. Consequently, some cuttings 
yielded up to 2.12 log10 CFU g-1 FW and 1.60 log10 
CFU g-1 FW in grape stalks and 1.90 log10 CFU g-1 FW 
and 2.15 log10 CFU g-1 FW in berries, 5 and 6 weeks 
post inoculation, respectively, after soil inoculation with 
5x108 CFU g-1 of soil. However, some plants did not 
contain gfp-tagged bacteria in grape inflorescence stalk 
and young berries taken from bacterized plants: strain 
PsJN tagged with the gfp gene was only detected in 
13% until 60% of grape stalk and berries, respectively.  

Additionally, not all grape inflorescence stalks and 
berries from bacterized plants were colonized by strain 
PsJN: only 20 to 60% of grape stalks and berries , 
respectively, hosted the inoculated strain after 5x107 
CFU g-1 of soil and 13 to 60% of grape stalks and 
berries yielded strain PsJN tagged with the gfp gene 
after inoculation with 5x108 CFU g-1 of soil.  
 

Microscopic observations of rhizoplane 
population of B. phytofirmans strain PsJN 

During the first 4 weeks post inoculation, microscopic 
observations of the rhizoplane demonstrated that strain 
PsJN tagged with the gfp gene colonized the root 
surface after inoculation with 5x108 CFU g-1 of soil. 
Strain PsJN was found mainly in the root hair zone, 
lateral root emergence sites and root tips. However, 
differences in the bacterial densities of gfp- 

Table 2: Colonization of grapevine fruiting cuttings by Burkholderia phytofirmans strain PsJN after 
inoculation with 5.108 CFU of PsJN::gfp2x g-1 of soil. Log numbers of plant populations of PsJN were determined on 
the rhizoplane, in the endorhiza and inside grape stalks and reproductive organs. n.d.: not detectable. Base limit of 
detection was between 0 and –1 log10 CFU g-1 FW. 
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Fig. 1: Microphotographs under epifluorescence microscope of roots of grapevine fruiting cuttings 
inoculated with PsJN::gfp2x 1-4 weeks after soil inoculation with 5.108 CFU/g soil. Gfp-tagged bacteria (arrows) 
were visualized at the pili zone (a-c) colonized pili (a-c), on epidermal cells (d and e), at lateral root emergence sites 
(f) and at root tip level (g-i) in presence of a natural epiphytic microflora (arrows in b, e, f and i) that has also 
colonized control plants (arrows in j and k). Scale bars: (a) 100 µm, (b) 30 µm, (c) 75 µm, (d and e) 30 µm, (f) 100 
µm, (g) 1 mm, (h) 500 µm, (i) 250 µm, and (j and k) 100µm. 

 

 

 

tagged cells were observed in these different areas. The 
root hair zone was more highly colonized than other root 
zones with PsJN::gfp2x (Fig. 1a-c). Other rhizodermal 
cells were colonized differentially: some rhizoplane cells 
were filled with bacteria (Fig. 1d) whereas gfp-tagged 
cells were found closely attached to cell-walls in other 
cells (Fig. 1d-e). In addition, gfp-tagged cells were 
visualized in lateral root emergence sites and root tips    
(Fig. 1f-i). The root surface colonization pattern by strain 
PsJN was also observed with native microflora. This 
included yellow, green (Fig. 1e and 1f) and/or blue 
fluorescing bacteria that formed slight halos (data not 
shown) that were detected in control plants (Fig. 1k). Red 
fluorescing algae were also detected under blue light in 
the rhizosphere of bacterized (Fig. 1b, 1f and 1i) or 
control plants (Fig. 1j) due to the use of non-sterile 
conditions and tap water. Some fungi (yeasts and mold), 
and even worms were detected on the root surface of 
these plants, in both control and inoculated plants (data 
not shown), indicating the diverse array of 
microorganisms in the rhizosphere. 
 
 
 

Visualization of endorhiza colonization by B. 
phytofirmans strain PsJN 

Following rhizoplane colonization, PsJN::gfp2x was 
detected inside the root cortex as well as in the central 
cylinder, both 1 week and 4 weeks after soil inoculation 
(Fig. 2). Gfp-tagged bacteria were subsequently 
visualized in the exodermis, other cortical cell layers 
(Fig. 2a-b) and passing through the endodermis via an 
inter- and/ or intracellular pathway (Fig. 2c). Although 
the pericycle is expected to be the first cellular layer 
within the central cylinder, it was not clearly defined 
under epifluorescence, making visualization of the 
bacterium in this tissue difficult. However, in the 
central cylinder, gfp-tagged bacteria were detected 
inside xylem vessels 4 weeks after inoculation (Fig. 2d-
e). As with the root surface, other autofluorescent 
microorganisms (mainly orange fluorescing bacteria) 
were observed in the endorhiza. These microorganisms 
were detected inside all root internal tissues as well as 
in xylem vessels of both control and bacterized plants 
(Fig. 2f and 2g). 

Figure 1: Images under an epifluorescence microscope of roots of grapevine fruiting cuttings inoculated 
with PsJN::gfp2x 1-4 weeks after soil inoculation with 5.108 CFU g-1 soil. Gfp-tagged bacteria (arrows) were 
visualized at the root hair zone (a-c) colonized root hairs (a-c), on other rhizodermal cells (d and e), at lateral root 
emergence sites (f) and at the root tip (g-i). A natural epiphytic microflora was also detected on the root surface of 
inoculated plants (arrows in b, e, f and i) as well as on roots of control plants (arrows in j and k). Similar rhizoplane 
colonizations by strain PsJN were found from 1 to 4 weeks post inoculation. Scale bars: (a) 100 µm, (b) 30 µm, (c) 75 
µm, (d and e) 30 µm, (f) 100 µm, (g) 1 mm, (h) 500 µm, (i) 250 µm, and (j and k) 100µm. 
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Fig. 2: Microphotographs under epifluorescence and/or confocal microscope of roots of grapevine fruiting 
cuttings inoculated with PsJN::gfp2x 1-4 weeks after soil inoculation with 5.108 CFU/g soil. Gfp-tagged bacteria 
(arrow heads) were visualized in the cortex (a) near the endodermis barrier (b), passing this barrier (c) and colonizing 
xylem vessels (d-e) that can contain some others fluorescent microorganims (arrows in f) similarly than in control 
plants (arrows in g). Scale bars: (a and b) 30 µm, (c) 50 µm, (d) 30 µm, (e) 15 µm, and (f and g) 20 µm. 

 

Fig. 3: Microphotographs under epifluorescence and/or confocal microscope of grape 
inflorescence organs of fruiting cuttings inoculated with PsJN::gfp2x, 5 weeks after inoculation with 5.108

CFU/g soil. PsJN cells tagged with the gfp gene (arrow heads) were detected inside xylem vessels of grape 
stalk (a and c). (d) 3-D reconstruction of gfp-tagged cells in a xylem vessel of grape stalk. Inflorescence 
stalk can contain others fluorescent microorganisms (e) similarly than in control plants (f). PsJN::gfp2x 
(arrow heads) was also detected inside xylem vessels of pedicell (g) and young berries (h) together with 
others fluorescent microorganisms (arrows in i) similarly to control plants (arrows in j). Scale bars: (a) 30 
µm, (b-e) 15 µm, (f) 10 µm, (g) 15 µm, (h) 5 µm, and (i and j) 20 µm. 

Figure 2: Images from epifluorescence and/or confocal microscope of roots of grapevine fruiting cuttings 
inoculated with PsJN::gfp2x 1-4 weeks after soil inoculation with 5.108 CFU g-1 soil showing strain PsJN in the 
endorhiza. Gfp-tagged bacteria (arrow heads) were visualized in the cortex (a) near the endodermis barrier (b), 
passing this barrier (c) and colonizing xylem vessels (d-e). Other fluorescent microorganims were visualized inside 
xylem vessels of inoculated cuttings (arrows in f) as well as of non-treated plants (arrows in g). Similar endorhiza 
colonizations by strain PsJN were visualized at 1 until 4 weeks post inoculation Scale bars: (a and b) 30 µm, (c) 50 
µm, (d) 30 µm, (e) 15 µm, and (f and g) 20 µm. 

Figure 3: Images under epifluorescence and/or confocal microscope of grape inflorescence organs of 
fruiting cuttings inoculated with PsJN::gfp2x, 5 weeks after inoculation with 5.108 CFU g-1 soil. PsJN cells tagged 
with the gfp gene (arrow heads) were detected inside xylem vessels of grape stalk (a and c). (d) 3-D reconstruction of 
gfp-tagged cells inside a xylem vessel of grape stalk showing PsJN::gfp2x in the lumen of this vascular bundle. 
Inflorescence stalks can contain other fluorescent microorganisms (e) as in control plants (f). PsJN::gfp2x (arrow 
heads) was also detected inside xylem vessels of pedicel (g) and young berries (h) together with other fluorescent 
microorganisms (arrows in i) similar to control plants (arrows in j). Scale bars: (a) 30 µm, (b-e) 15 µm, (f) 10 µm, (g) 
15 µm, (h) 5 µm, and (i and j) 20 µm. 
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Endophytic subpopulations of B. 
phytofirmans strain PsJN in grape 
inflorescence stalk 

Following endorhizal colonization, PsJN::gfp2x was 
detected inside xylem vessels of grape inflorescence 
stalks through epifluorescence or confocal microscopy 5 
and 6 weeks post inoculation with 5x108 CFU g-1 of soil. 
However, in some fruiting cuttings, gfp-tagged cells of 
PsJN were not present in the grape inflorescence stalk 
although many longitudinal sections of stalk were  
examined. Inflorescence stalk colonization by strain 
PsJN was visualized in only 10-60% of bacterized 
fruiting cuttings. In these plants harbouring gfp-tagged 
cells, PsJN::gfp2x was visualized within xylem vessels, 
exclusively in the lumen of the vascular bundles (Fig. 3a-
d). However, xylem vessels were not replete with 
PsJN::gfp2x; only single or few bacteria were detected 
inside the vascular bundles (Fig. 3a-d), mainly packaged 
within xylem elements (Fig. 3b and 3c). Again, a natural 
microflora was observed in the xylem vessels of stalks of 
bacterized plants (Fig. 3e) as well as control plants (Fig. 
3f). This included orange (Fig. 3e and f) and also blue 
autofluorescent microorganisms (data not shown).  

Endophytic colonization of grape berries 

Strain PsJN has been detected as an endophyte within 
young berries following soil inoculation. This endophytic 
colonization of the fruit by B. phytofirmans strain PsJN 
followed the same pattern shown in grape stalks. Strain 
PsJN was thus detected inside grape berries in 10 to 60% 
of fruiting cuttings in each of the six independent 
repetitions of this study after inoculation with 5x108 CFU 
g-1 of soil. As described for grape stalk colonization, gfp-
tagged cells were found exclusively inside xylem vessels 
of pedicel and/or berries 5 and 6 weeks post inoculation. 
However, PsJN::gfp2x was not found inside all berries 
although four to five longitudinal sections were 
examined for pedicel and berries. Some plants that 
demonstrated PsJN colonization in grape stalks did not 
host the inoculant strain in pedicels or in young berries. 
In addition, some plants hosted gfp-tagged cells in 
pedicels or in young berries, despite their abscence in 
grape stalks. Even in infructescence, only some of the 
young berries and their pedicels were colonized by strain 
PsJN. Some PsJN::gfp2x bacteria were thus detected in 
the pedicel and were visualized as singlets, doublets or 
clusters of a few cells inside some xylem elements (Fig. 
3g). In some young berries, gfp-tagged cells were also 
visualized within xylem vessels (peripheral or central 
vascular elements), either as singlets (Fig. 3h) or doublet 
s(data not shown). These gfp-tagged bacteria were 
visualized in the presence of a natural microflora, 
including mainly orange fluorescent microorganisms 
(Fig. 3i) as well as yellow and blue microorganisms (data 
not shown) that were also detected in control plants (Fig. 
3j). This natural microflora was abundant inside young 
berries of some cuttings where gfp-tagged cells were not 
visualized. Strong defense reactions as well as necrotic 
tissues have been even associated with some of these 
microorganisms (data not shown). 

Discussion 

The present study clearly demonstrates the intimate 
association between B. phytofirmans strain PsJN and 
Vitis vinifera L. using fruiting cuttings, grown in non-
sterile soil, with emphasis on colonization of 
inflorescence organs.  

Following soil inoculation, grapevine fruiting 
cutting colonization by B. phytofirmans strain PsJN 
proceeded in distinct steps. Firstly, the root surface was 
rapidly colonized in a nonuniform manner. The highest 
concentrations occurred on the root hair zone compared 
to the emerging lateral roots and root tips. This 
colonization pattern was comparable to that one 
observed under a gnotobiotic system (Compant et al., 
2005b). However, in vitro plantlets do not develop root 
hairs when grown on agar (unpublished results). Similar 
rhizoplane colonization have been described for other 
plant-bacterial interactions (Hansen et al., 1997; 
Gamalero et al., 2004) where rhizosphere bacteria 
colonize exudate-rich zones such as root hairs, 
emerging lateral roots or root tips that provide them 
with nutrients (Walker et al., 2003; Bais et al., 2006). 
However, rhizoplane colonization by strain PsJN has 
been monitored in the present study with plants grown 
under non-sterile soil and thus in the presence of a 
natural microflora that may have competed for nutrients 
with the inoculated strain. Accordingly, this epiphytic 
population of strain PsJN declined 1 week after 
inoculation. However, strain PsJN survived in the 
presence of these other microorganisms and continued 
to colonize the root surface, demonstrating its 
rhizosphere competence.   

Following root surface colonization, strain PsJN 
colonizes the endorhiza environment. To enter the root 
system, endophytic PGPR may secrete cell wall-
degrading enzymes (James et al., 2001; James et al., 
2002; Lodewyckx et al., 2002; Compant et al., 2005a; 
Rosenblueth and Martínez-Romero, 2006). This has 
been demonstrated for B. phytofirmans strain PsJN that 
secretes endoglucanase and endopolygalacturonase 
(Compant et al., 2005b), as well as endo-β-D-
cellobiosidase and exo-β-1,4-glucanase (unpublished 
results), which may falicitate its entrance to the 
endorhiza. Following its entry inside roots, strain PsJN 
progresses from the rhizodermis to the exodermis and 
then to the cortical cell layers intercellularly. Then, 
strain PsJN was detected passing the barrier of 
endodermis. Using a gnotobiotic biosystem we have 
previously reported the colonization of the peripheral 
cylinder by strain PsJN and that the endodermis barrier 
can be broken following the progression of strain PsJN 
in the endorhiza (Compant et al., 2005b). However, in 
the present study, performed under non-sterile 
conditions, passage of strain PsJN through the 
endodermis could also be attributed to breaches opened 
by other microorganisms. Alternatively, the fact that  
the endodermis was broken can be also attributed to 
emergence of secondary roots (Hallmann, 2001). 
However, passage of strain PsJN through the 
endodermis was detected even without the presence of 
secondary root growth.  



Chapitre 3 
 
 
 

 

90 

Following this progression, strain PsJN has been 
detected inside the central cylinder mainly inside xylem 
vessels and even in the presence of other 
microorganisms. This colonization of xylem vessels by 
strain PsJN was similar to our previous study conducted 
under gnotobiotic conditions (Compant et al., 2005b), 
demonstrating the possibility to colonize these vascular 
bundles even under non sterile conditions.  

Xylem vessels colonization at the root level by strain 
PsJN allowed it to spread inside plants. Following 
colonization of the endorhiza, strain PsJN was  
subsequently found in the vascular bundles of grape 
inflorescence stalks, pedicels and young berries. 
However, strain PsJN was not found in xylem elements 
of pre-flower buds and of flowers of the same plants. 
This can be attributed to the slow systemic spread of 
strain PsJN, requiring 5 weeks to reach the inflorescence 
following soil inoculation. Endophytic colonization of 
aerial plant parts by strain PsJN required more time 
compared to the in vitro system in our previous study, in 
which only 72h were required for the bacterium to spread  
systemically inside plants. This difference could be 
attributed to the difference of the physiology between the 
two systems. The xylem network of an in vitro plantlet is 
considerably smaller, and only a primarly xylem must 
occur in in vitro plantlets in comparison to cuttings as 
suggested by Thorne et al. (2006). This can explain the 
differences in colonization between the two models, 
together with the fact that cell-wall degrading enzymes 
activities of strain PsJN are probably required to allow 
passage from one vessel element to another and thus 
bacterial progression inside small plantlets and cuttings 
are different. However, Thorne et al. (2006) and Chatelet 
et al. (2006) have recently demonstrated that xylem 
structures and connectivity of grapevine provide passive 
mechanisms for a bacterial spread inside plants without 
the need for cell-wall degrading enzyme secretion. This 
also explains why the non-pathogenic endophyte B. 
phytofirmans strain PsJN could colonize aerial plant parts 
even under in vivo conditions without being harmful to 
its host. This does not explain, however, all the 
differences of colonization processes between the two 
models. In fruiting cuttings, some xylem elements may 
be occluded, restricting passage between xylem elements 
through pit membrane degradation, thereby lenghtening 
the time required for strain PsJN to reach the aerial plant 
parts. However, the present study demonstrated that 
some cuttings did not yield strain PsJN in the 
inflorescences. Thus problems with xylem connectivity 
can be envisaged. Some microorganisms from the natural 
microflora detected inside xylem vessels may be neutral, 
beneficial or even pathogenic strains that impact the 
physiology of xylem in cuttings. Alternatively,  
competition between strain PsJN and other 
microorganisms in the root, in the endorhiza or during 
xylem colonization, may have delayed systemic spread 
inside plants and contributed to differences between the 
two models.  

In the present study, we demonstrated that the 
endophytic populations of strain PsJN were low (<2 log10 
CFU g-1 FW) in inflorescence tissues after soil 
inoculation with 5.107 CFU g-1, practically nonexistent 

from a biological viewpoint. Similar results were 
obtained after soil inoculation with 5.108 CFU g-1. 
However, some cuttings contained more than 2 log10 
CFU g-1 FW and berries of fruiting cuttings yielded up 
to 2.15 log10 CFU g-1 FW after soil inoculation with 
5.108 CFU g-1. This demonstrates that the berries of 
grapevine can be colonized by the bacterium after 
inoculation at a higher density. However, inconsistency 
of colonized grape inflorescences and the low density of 
endophytic populations support previous hypotheses 
about plant colonization by endophytic bacteria: 
endophytes are low or absent in generative organs like 
flowers and fruits (Hallmann, 2001). With gfp 
molecular markers, the colonization of inflorescence 
parts by endophytes can be monitored, even when a low 
endophytic colonization occurs. Strain PsJN tagged 
with the gfp gene was visualized inside inflorescences, 
in particular inside the lumen of xylem vessels of grape 
stalks, pedicels and young berries. This indicates 
bacterial progression from xylem vessels of the root 
system to the grape inflorescence stalks, pedicels and 
then to the berries. Consequently, stem stalks may serve 
only as a pathway for bacteria to reach the berries. 
However, this bacterial progression may be blocked  
sometimes inside plants. This may be related to the 
xylem structure of the plant or the natural microflora as 
discussed before. However, this microflora that may 
derived from the rhizosphere, is unlikely to have a 
strong impact on strain PsJN colonization, as in parallel 
to this study, the same average numbers of endophytic 
subpopulations were detected using sterilized soil and 
surfaces of fruiting cuttings (unpublished results). Plant 
defense responses can influence and regulate 
endophytic colonization (Iniguez et al., 2005; Miché et 
al., 2006) in addition to their potential to protect the 
plant against phytopathogen invasion and diseases 
(Maurhofer et al., 1994; Wang et al., 2005). Although 
this assumption has to be tested in grapevine-strain 
PsJN association, at both root and inflorescence levels, 
and against invasion of inflorescences by a pathogen 
(Compant et al., in preparation), we demonstrated in the 
present study that strain PsJN can colonize roots 
epiphytically and thrive as an endophyte in the 
endorhiza, inside grape inflorescence stalks and 
subsquently inside young berries. Further works will be 
needed to determine if strain PsJN persists as an 
endophyte during berry ripening and at maturity.  

Although endophytic subpopulations of strain PsJN 
are low in inflorescences of grapevine plants, they can 
be monitored by using gfp molecular marker. This 
technique and others have been used to monitor epi- 
and/or endophytic colonization of beneficial bacteria  
inside different plant hosts (Gamalero et al., 2004; Chi 
et al., 2005; Götz et al., 2006). However, studies on 
colonization by rhizosphere-derived bacteria have 
mainly focussed on vegetative plant parts such as roots, 
stems and leaves. In this study, additional 
characteristics of plant colonization by PGPR have been 
elucidated through colonization of grapevine 
inflorescences by strain PsJN. Such knowledge will 
lead to a better understanding of plant-endophytic 
bacteria interactions, in particular in cultivated plants 
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with which some beneficial strains are currently or will 
be used for agricultural improvement.  

Data from the present study relate to an old debate 
on plant colonization by microorganisms. It has been 
strongly argued by some plant anatomists that only 
pathogens can be transported via xylem vessels lumens 
and that endophytes colonize only nonfunctional vessels 
or move through the apoplaste to reach aerial plant parts 
(McCully, 2001). Although this has been argued for 
monocotyledons, it should also apply to dicotyledons. 
According to this hypothesis, the migration of strain 
PsJN from the endorhiza to inflorescence organs of 
grapevine would use nonfunctional vessels or strain PsJN 
should in fact be considered a phytopathogen. However, 
as strain PsJN can promote plant growth, protect its host 
again biotic and abiotic stress, it is a PGPR and unlikely 
to be a pathogen. Furthermore, xylem vessels are opened 
conduits that allow bacterial progression within plant 
(Thorne et al., 2006; Chatelet et al., 2006) and strain 
PsJN was detected in the lumen of xylem vessels. The 
present study is a substantial contribution to this debate 
with particular relevance to inflorescence colonization by 
an endophytic PGPR, on a woody plant for which the 
most valuable part used is the infructescence.  
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Ces travaux ont permis de démontrer que B. phytofirmans souche PsJN peut former 

des populations épi- et endophytiques dans des boutures fructifères de vigne, en particulier au 

niveau de leurs inflorescences. En outre, cette étude a été réalisée en présence d’une 

microflore naturelle, ce qui montre les phénomènes de compétences rhizosphèrique et 

endophytique de B. phytofirmans souche PsJN. Pour cela, nous avons utilisé la souche 

transformée avec le gène gfp et caractérisée dans le chapitre 2 (Compant et al., 2005b) afin de 

différencier la souche PsJN des autres micro-organismes naturellement présents au niveau des 

boutures fructifères. 

Après inoculation du sol des boutures fructifères, il est apparu que B. phytofirmans 

souche PsJN colonise tout d’abord les surfaces racinaires, puis pénètre dans les racines. Cette 

souche bactérienne atteint ensuite les vaisseaux conducteurs du xylème et se propage jusqu’à 

la rafle et les jeunes baies. Ces résultats concordent avec nos travaux précédents sur la 

colonisation épi- et endophytique de la vigne par B. phytofirmans souche PsJN étudiée lors de 

conditions gnotobiotiques (Compant et al., 2005b ; Chapitre 2). Néanmoins, la propagation 

bactérienne, du système racinaire jusqu’aux parties aériennes, a nécessité entre 5 et 6 

semaines après inoculation du sol dans le cas des boutures fructifères, alors que 72 heures 

suffisaient avec les plantules in vitro. Ceci peut s’expliquer par les différences physiologiques 

entre les deux modèles utilisés ainsi que par la présence ou non de micro-organismes. En 

effet, les boutures fructifères sont beaucoup plus grandes que les plantules in vitro et 

présentent, ainsi, des physiologies différentes. De plus, nos expériences ont été réalisées en 

présence d’une microflore naturelle, bien qu’il soit possible que cette dernière ne présente pas 

d’impact sur la colonisation de la vigne par B. phytofirmans souche PsJN. 

Lors de ces travaux, une colonisation des organes de l’inflorescence par la souche 

PsJN a été démontrée. Néanmoins, en utilisant tout d’abord des boutures présentant des 

bourgeons préfloraux, puis des fleurs et des baies, nous avons montré que la souche PsJN 

colonise les inflorescences seulement à partir du stade de jeunes baies (stade 71 selon 

l’échelle BBCH correspondant au stade de nouaison). Il est possible que la colonisation des 

inflorescences par la souche PsJN coïncide avec l’augmentation de la force puit des 

inflorescences lors de leur transformation en fruits (Lebon, 2005). En effet, cette force est plus 

importante à partir du stade 71 en comparaison aux stades de bourgeons préfloraux et de 

fleurs. Elle augmente ensuite progressivement lors du développement de la baie (Lebon, 

2005). Il est de ce fait possible que la bactérie soit transportée jusqu’aux inflorescences par le 
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biais de ce phénomène. En parallèle et comme dans le cas de l’étude en conditions 

gnotobiotiques, la migration bactérienne dans les vaisseaux du xylème via l’utilisation de 

flagelles peut également être envisagée et devra faire l’objet d’une étude supplémentaire. 

Lors de cette étude, nous avons montré que les populations endophytiques de la rafle 

et des jeunes baies sont peu nombreuses, c’est à dire inférieures à 2 log UFC/g MF après 

inoculation avec 5x107 log UFC/g de sol. Une telle concentration est considérée comme 

inexistante d’un point de vue biologique puisque 2 log UFC/g MF est une limite reconnue 

dans le domaine de la microbiologie. D’autres analyses, après une inoculation avec 5x108 

UFC/g de sol, ont également permis d’observer une moyenne également inférieure à 2 log 

UFC/g MF. Néanmoins, des boutures ont présenté des populations maximales supérieures à 2 

log UFC/g MF (2.12 log10 UFC.g-1 MF pour la rafle et 2.15 log10 UFC.g-1 MF pour les baies), 

ce qui démontre, quand même, la possibilité pour la souche PsJN d’établir des populations 

endophytiques significatives dans la rafle et dans les baies de la vigne.  

Suite à ces travaux, nous nous sommes demandés si des mécanismes de défense 

étaient déclenchés dans la plante lors de la colonisation bactérienne. De plus, il semblait 

intéressant de voir si l’inoculation des boutures fructifères avec la souche PsJN pouvait 

entraîner une protection des inflorescences contre l’infection causée par B. cinerea. En effet, 

une ISR induite par la souche PsJN pouvait être envisagée au niveau des inflorescences. Ait 

Barka et al. (2000 ; 2002) avaient déjà montré une protection foliaire de la vigne contre B. 

cinerea, suite à l’inoculation de plantules in vitro avec la souche PsJN. Néanmoins, lors de 

cette étude, la souche PsJN était présente dans les feuilles et il était, par conséquent, possible 

que la protection contre B. cinerea résulte également d’une activité antagoniste de la souche 

PsJN envers le champignon pathogène.  

L’ISR induite par les PGPR ne peut être étudiée que si il y a séparation dans l’espace 

entre les rhizobactéries et l’agent infectieux (van Loon et al., 1998). Afin d’étudier une 

possible ISR envers B. cinerea au niveau des inflorescences, la bactérie PsJN ne doit pas être 

présente, par conséquent, dans ces parties de la plante. Il fallait, ainsi, déterminer une ISR 

avant la progression de la bactérie dans les inflorescences, c’est à dire avant le stade de jeunes 

baies (stade 71 selon l’échelle BBCH). De plus, il fallait débarrasser, le plus possible, les 

boutures fructifères de leur microflore naturelle afin d’éviter que l’ISR et ses mécanismes 

proviennent de l’interaction de la plante avec d’autres micro-organismes. Dans cette optique, 

nous avons stérilisé les surfaces externes des boutures fructifères et leur sol, puis inoculé la 
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bactérie PsJN. Ensuite, nous avons testé si l’inoculation des plants avec la souche PsJN 

induisait des mécanismes de défense et une protection de la vigne contre B. cinerea. Le laps 

de temps nécessaire avant que les PGPR initient une ISR et instaurent une protection de la 

plante contre les infections causées par les agents pathogènes est approximativement de 10 

jours (van Loon et Bakker, 2005). De ce fait, nous nous sommes attachés à démontrer les 

mécanismes de défense mis en place suite à l’inoculation de plante avec la souche PsJN avant 

cette protection, c’est à dire au stade de bourgeons préfloraux. Ensuite, une possible résistance 

contre B. cinerea a été étudiée au niveau des fleurs, un lieu privilégié d’infection de ce 

champignon nécrotrophe (Pezet et al., 2004). 
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In both managed and natural ecosystems, plants can 
form intimate association with beneficial microorganisms. 

This can lead to profound effects on host growth, 
development, yield as well as soil quality (Raaijmakers et 
al., 2002; van Loon and Bakker, 2004; Welbaum et al., 
2004; Compant et al., 2005a; Haas and Défago, 2005). The 
associative bacteria designated as PGPR (Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria; Kloepper and Schroth, 1978) or 
PGPB (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria; Bashan 
and Holguin, 1998) can also induced a systemic resistance 
(ISR) protecting their plant host to various environmental 
stress conditions (Nowak and Shulaev, 2003; van Loon 
and Bakker, 2005). This induced state of resistance is 
generally described as jasmonate (JA) and ethylene (ET) 
dependent and PR-encoding gene expression seems to not 
occur during this phenomenon of resistance (van Wees et 
al., 1997; Pieterse et al., 1996; 1998; van Loon and 
Bakker, 2005; Verhagen et al., 2006). This differes from 
the well known systemic acquired resistance (SAR), 
induced by phytopathogens, which is associated with PR-
encoding genes expression and a systemic signalling via 
the salicylate (SA) pathway (Metraux et al., 2002; Ton et 
al., 2006). Although these two types of resistances have 
been declared to be synonymous by Hammerschmidt et al. 
(2001), and more recently by Tuzun (2006), they are 
however phenotypically different and ISR mechanisms 
induced by PGPR seem to be more complex than those 
involved during SAR. Moreover, in some plant-PGPR 
associations, the bacterial partner induces typical SAR 
responses whereas others do not (Maurhofer et al., 1994; 
van Loon, 2007). Recent studies have thus reported that 
some PGPR (or their microbial-associated molecular 
patterns; MAMPs) induce early signalling events such as 
production of H2O2 and nitric oxide (NO) as well as SA 
dependent PR gene expression and the induction of other 
defense responses (reviewed by van Loon, 2007). As some 
differences can occur during various plant-PGPR 
interactions, it thus seems important to study these plant 
responses to other PGPR and with other plant hosts. One 
of these is correlated to Vitis vinifera L.-Burkholderia 
phytofirmans strain PsJN interaction (Compant et al., 
2005b). B. phytofirmans strain PsJN (Sessitsch et al., 

 Induced defence responses were evaluated during 
interaction between Vitis vinifera L. and the endophyte 
Burkholderia phytofirmans strain PsJN, with a special 
emphasis on preflowering stages. In addition, systemic 
resistance induced by strain PsJN was determined in 
grapevine flowers against infection caused by Botrytis 
cinerea Pers. Fruiting cuttings of V. vinifera L. cv. 
’Chardonnay’ with emerging inflorescences were thus root 
inoculated with strain PsJN and early events, as well as 
phenolic compound accumulation, and PR encoding genes 
expression, were monitored in roots and/or preflowers 
before to check for an enhanced flower defense capacity 
towards B. cinerea infection. Results of this study 
demonstrated that following its epiphytic and/or 
colonization, strain PsJN induces visual local defense 
reactions such as phenolic deposition as well as oxydatif 
and nitric bursts at the root level. Some defense-related 
genes expressions such as for VvGluC, VvChi4C, VvPR6, 
VvPR10.1, VvPR27 (encoding respectively PR-2, PR-3, PR-
6, PR-10, and PR-17 proteins) and Vv102 (a putative PR-
encoding gene), were also detected but with differences in 
roots and preflowers. As some of these PR-encoding genes 
have known signaling, PR-encoding genes analyses suggest 
an SA dependent pathway in roots but a JA signaling in 
preflowers. It thus seems that ISR and SAR mechanism are 
involved during grapevine strain PsJN interaction. In 
parallel, we demonstrated that the beneficial association 
between grapevine and strain PsJN leads to flowers 
protection against early infection caused by B cinerea. 
Consequently it seems that typical SAR and ISR 
mechanisms are involved during grapevine-strain PsJN 
interaction which leads to flower protection against B. 
cinerea infection. 
 

 * Corresponding author : Essaïd Ait Barka; E-mail : ea.barka@univ-
reims.fr  Phone/Fax : +33-3-26-91-34-41. 

Induced defense responses were evaluated during the 
interaction between Vitis vinifera L. and the endophyte 
Burkholderia phytofirmans strain PsJN. In addition, 
systemic resistance induced by strain PsJN was 
determined in grapevine flowers against early infection 
caused by Botrytis cinerea Pers. Fruiting cuttings of V.
vinifera L. cv. ’Chardonnay’ with emerging inflorescences 
were thus root inoculated with strain PsJN and early 
events, as well as phenolic compound accumulation, and 
PR encoding genes expression, were monitored in roots 
and/or preflowers before to check for an enhanced flower 
defense capacity towards B. cinerea infection. Results of 
this study demonstrated that following its epiphytic and/or 
colonization, strain PsJN induces visual local defense 
reactions such as phenolic deposition as well as oxydatif 
and nitric bursts at the root level. Some defense-related 
genes expressions such as for VvGluC, VvChi4C, VvPR6, 
VvPR10.1, VvPR27 (encoding respectively PR-2, PR-3, PR-
6, PR-10, and PR-17 proteins) and Vv102 (a putative PR-
encoding gene) were also detected, but with differences, in 
roots and preflowers. As some of these PR-encoding genes 
have known signaling, PR-encoding genes analyses suggest 
an SA dependent pathway in roots but a JA signaling in 
preflowers. Following these induced defense responses, the 
beneficial association between grapevine and strain PsJN 
leads to flowers protection against early infection caused 
by B. cinerea. As some typical SAR and ISR mechanisms 
are involved during grapevine-strain PsJN interaction and 
its associated systemic resistance, SAR and ISR 
mechanisms triggered by strain PsJN are discussed. 
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2005) can efficiently colonize various plants and can induce 
beneficial effects on plant growth and development as well 
as trigger resistance to abiotic and biotic stresses (Frommel 
et al., 1991; Ait Barka et al., 2000; 2002; Nowak and 
Shulaev, 2003). In an in vitro system this bacterium can also 
induce cell-wall reinforcement during internal colonization 
via accumulation of polyphenolic compounds (Compant et 
al., 2005b; 2007), although this needs to be demonstrated 
using an in vivo system. Under gnotobiotic conditions, 
inoculation of grapevine with strain PsJN also enhanced 
plantlet tolerance to Botrytis cinerea, the causing agent of 
gray mould disease (Ait Barka et al., 2002).  The mechanism 
of this resistance however has not been yet investigated and 
it is actually unclear if this is associated to ISR or SAR 
mechanisms. However, a space between the bio-control 
bacterium and the phytopathogen is required to monitor and 
study these phenomenons in a fundamental view point (van 
Loon et al., 1998).  Mechanisms of plantlets resistance can 
not be determined as strain PsJN can thrive as endophyte 
inside plants and spread to aerial plant parts in few days post 
rhizosphere inoculation under gnotobiotic conditions 
(Compant et al., 2005b). However, by using an other model 
involving fruitng cuttings, systemic colonization inside 
plants has been demonstrated on berries but not on flowers 
nor on preflowers (flower buds) in presence of a natural 
microflora (Compant et al., submitted) or not (unpublished). 
Nowadays, it is well known that grapevine inflorescences 
are prone to severe infections and B. cinerea infects 
primarly flowers before enter a latency phase and then 
expresses disease symptoms in berries (Keller et al., 2003; 
Viret et al., 2004; Pezet et al., 2004). Thus, flower infection 
can enabling us to study ISR or SAR mechanisms triggered 
by strain PsJN before its systemic spreading inside plants.  

In this study we investigated grapevine plant defense 
reactions following root inoculation with strain PsJN at both 
local and systemic level as well as the resistance of flowers 

to early infection by B. cinerea before that the bacterium 
systemically spreads inside plants. Early events leading to 
the induction of the systemic resistance, such as nitric 
oxide and hydrogen peroxide (H2O2) formation, 
accumulation of phenolics were thus monitored in roots 
followed by the analysis of the local (in roots) and 
systemic (in flower buds) expression of some PR-encoding 
genes. As some of these genes expressions are dependant 
of SA or JA signaling pathway, we further discuss the 
signaling pathway triggered by strain PsJN and SAR and 
ISR mechanisms. Finally, we demonstrated that the 
beneficial association between grapevine and strain PsJN 
leads to flower protection against early infection by B. 
cinerea that could be correlated to the previous plant 
defense reactions investigated.  
 
RESULTS 
Accumulation of autofluorescent phenolics in roots.  
Autofluorescent phenolics have been detected on the root 
surface of both control and bacterized plants at 12 and 96 h 
after inoculation with no significant differences between 
the two treatments (Figure 1a-d). A noticeable difference 
occurred, however, in root internal tissues 96 h post 
inoculation. Bacterized plants accumulated thus more 
phenolic compounds in exodermis and in the first layers of 
the cortex than non-bacterized controls (Figure 1e-f). 
 
Hydrogen peroxide production in roots. 
 H2O2 production progressively increased from the basal 
parts to the root tips independently of the time after 
inoculation, as demonstrated by a red/pink colour in both 
control and bacterized plants by using the DAB method 
(Figure 2). No difference was found on the root surfaces 
between the bacterized and control treatments 12 h post 
inoculation (Figures 2a and 2b). However, a slight 
difference occurred between the two treatments at 96 h 

 

Fig. 1: M icrophotographs of autofluorescent phenolic compounds on the root surfaces (a-e) 
and inside root internal tissues (e and f) after 12h (a and b), and 96h (c-f) post inoculation with control 
(a, c and e) or PsJN::gfp2x (b, d and f) showing no differences on the root surfaces but a more 
pronunced accumulation of autofluorescent phenols in exodermis and in the first cell layer of the cortex 
of bacterized roots (arrows). PsJN::gfp2x was used to visualize bacterial cells on and inside the root 
system. Similar results were obtened with root inoculations with PsJN wild-type strain (data not shown). 
Scale bars: (a-b) 50 µ m, (c) 20 µ m, (d) 15 µ m, and (e and f) 50 µ m.  

 

 

 Fig. 1: Microphotographs of autofluorescent phenolic compounds on the root surfaces (a-e) and 
inside root internal tissues (e and f) after 12h (a and b), and 96h (c-f) post inoculation with control (a, c and 
e) or PsJN::gfp2x (b, d and f) showing no differences on the root surfaces but a more pronunced 
accumulation of autofluorescent phenols in exodermis and in the first cell layer of the cortex of bacterized 
roots (arrows). PsJN::gfp2x was used to visualize bacterial cells on and inside the root system. Similar 
results were obtened with root inoculations with PsJN wild-type strain (data not shown). Scale bars : (a-b) 
50 µm, (c) 20 µm, (d) 15 µm, and (e and f) 50 µm. 

Fig. 1: Microphotographs of autofluorescent phenolic compounds on the root surfaces (a-e) and 
inside root internal tissues (e and f) after 12 h (a and b), and 96 h (c-f) post inoculation with control (a,c 
and e) or PsJN::gfp2x (b, d and f) showing no differences on the root surfaces but a more pronunced 
accumulation of autofluorescent phenols in exodermis and in the first cell layers of bacterized roots 
(arrows). PsJN::gfp2x was used to visualize bacterial cells on and inside the root system. Similar results 
were obtained with root inoculations with PsJN wild-type strain (data not shown). Scale bars : (a and b) 50 
µm, (c) 20 µm, (d) 15µm, and (e and f) 50 µm.  
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after inoculation. H2O2 accumulation was thus found more 
pronounced on the root surfaces (Figure 2c and 2d) and 
inside root internal tissues colonized by strain PsJN (Figure 
2e and 2f).  
 
Nitric oxide production in roots. 
Similarly to H2O2, nitric oxide accumulated in roots of 
control plants as demonstrated using DAF-2DA fluorescent 
probe (Figure 3). NO production was thus detected on the 
root surfaces of control plants as visualized on the cell-wall 

of rhizodermal cells and increased from the proximal parts 
of the roots to the tips. On the root surfaces of bacterized 
plants, NO accumulation was comparable to that found in 
the control treatment 12 h post inoculation (Figures 3a and 
b). However, the two treatments showed slight differences 
at 96 h post inoculation. DAF-2DA/NO associated 
fluorescence was thus visualized at the subcellular level of 
roots colonized by strain PsJN in comparison to the control 
treatment in which no such accumulation was observed 
(Figures 3c-f). 

  

  

  

Fig. 2: Microphotographs of H2O2 accumulation, using DAB staining method, on the root 
surfaces (a-d) and inside root internal tissues (e and f) after 12 h (a and b), and 96 h (c-f) post 
inoculation with control (a, c and e) or PsJN wild type strain (b, d, and f) showing no difference in 
H2O2 accumulation at 12 h post inoculation but a slight more accumulation of H2O2, 96 h post 
inoculation in bacterized roots, as detected on the root surfaces (arrows) as well as inside root internal 
tissues (arrow heads). Scale bars : (a) 50 µm, (b and c) 100 µm, (d) 200µm, (e and f) 100 µm.  

 

Fig. 3: Microphotographs of nitric oxyde accumulation on the root surfaces after 12h (a and 
b), and 96h (c-f) post inoculation with control (a and c) or PsJN wild-type strain (b, d, e and f) showing 
no difference at 12 h post inoculation but a slight more accumulation (arrow heads) of NO at subcellular 
level of some rhizodermal cells in bacterized roots 96h post inoculation (d-f) using DAF-2DA 
fluorescent prob. Scale bars: (a-c) 50 µm, (c) 75 µm, (e and f) 50 µm.  

 

 

Fig. 3: Microphotographs of nitric oxide accumulation on the root surfaces after 12 h (a and b), 
and 96 h (c-f) post inoculation with control (a and c) or PsJN wild type strain (b, d, e and f) showing no 
difference at 12 h post inoculation but a slight more accumulation (arrow heads) of NO at subcellular 
level of some rhizodermal cells in bacterized roots 96 h post inoculation (d-f) using DAF-2DA 
fluorescent probe. Scale bars : (a-c) 50 µm, (c) 75 µm, (e and f) 50 µm.  
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Names Forward primers Reverse primers

VvChit4C
VvGluC
VvPR6
VvPR10
VvPR27
VvBS102
VvEF1α

5’-TCCCCTGTCGAAACACCAAG-3’
5’-CGGTCGATGTTGCGAGATTTA-3’
5’-CGTCGACCCAAACACGGACCCTAGTGC-3’
5’GCATCAGGGTGTGCCAAGA-3’
5’-TGGACTGCTAGTTAATTTCCATATTT-3’
5’-TGGCCTTGACTTGCATATGC-3’
5’-AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA-3’

5’-TCGAATGCGATGGTGGAAA-3’ 
5’- TCAATGGCTGCAATGGTGC-3’
5’-AFTTCAGGGAGAGGTTGCTC-3’
5’CGTTAAGGGCGGCAAAGAG-3’
5’-CAGACTTCTTCGTGGAGCTTCTG-3’
5’-CATGGATTGGAGCCTTGATCA-3’
5’-GAACTGGGTGCTTGATAGGC-3’

Names Forward primers Reverse primers

VvChit4C
VvGluC
VvPR6
VvPR10
VvPR27
VvBS102
VvEF1α

VvChit4C
VvGluC
VvPR6
VvPR10
VvPR27
VvBS102
VvEF1α

5’-TCCCCTGTCGAAACACCAAG-3’
5’-CGGTCGATGTTGCGAGATTTA-3’
5’-CGTCGACCCAAACACGGACCCTAGTGC-3’
5’GCATCAGGGTGTGCCAAGA-3’
5’-TGGACTGCTAGTTAATTTCCATATTT-3’
5’-TGGCCTTGACTTGCATATGC-3’
5’-AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA-3’

5’-TCCCCTGTCGAAACACCAAG-3’
5’-CGGTCGATGTTGCGAGATTTA-3’
5’-CGTCGACCCAAACACGGACCCTAGTGC-3’
5’GCATCAGGGTGTGCCAAGA-3’
5’-TGGACTGCTAGTTAATTTCCATATTT-3’
5’-TGGCCTTGACTTGCATATGC-3’
5’-AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA-3’

5’-TCGAATGCGATGGTGGAAA-3’ 
5’- TCAATGGCTGCAATGGTGC-3’
5’-AFTTCAGGGAGAGGTTGCTC-3’
5’CGTTAAGGGCGGCAAAGAG-3’
5’-CAGACTTCTTCGTGGAGCTTCTG-3’
5’-CATGGATTGGAGCCTTGATCA-3’
5’-GAACTGGGTGCTTGATAGGC-3’

5’-TCGAATGCGATGGTGGAAA-3’ 
5’- TCAATGGCTGCAATGGTGC-3’
5’-AFTTCAGGGAGAGGTTGCTC-3’
5’CGTTAAGGGCGGCAAAGAG-3’
5’-CAGACTTCTTCGTGGAGCTTCTG-3’
5’-CATGGATTGGAGCCTTGATCA-3’
5’-GAACTGGGTGCTTGATAGGC-3’

 VvChi4C 
VvGluC 
VvPR6 
VvPR10.1 
VvPR27 
Vv102 
VvEF1α 

VvChi4C, VvGluC and VvPR6 also named CHI4C, GLUI and PIN (Aziz et al., 2003), VvPR10.1 (Robert et al., 
2001). Others sequences from F. Baillieul, personal communication. 

Table 1: Sequences of defense gene primers used for real time quantitative polymerase chain reactiona. 
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Fig. 4: Kinetics of the expression of some PR-encoding genes in grapevine roots following root 
colonization by B. phytofirmans strain PsJN. (a) VvChi4C, (b) VvGluC, (c) VvPR6, (d) VvPR10.1, (e) VvPR27 and 
(f) Vv102. 
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Defense-related gene expression in roots.  
The expression of the all tested PR encoding genes have 
been induced locally in roots following soil inoculation 
with PsJN (Figure 4). VvChi4C, VvGluC, VvPR6, VvPR10.1 
and VvPR27, encoding PR-2, PR-3, PR-6, PR-10, and PR-
17, respectively, showed 4, 25, 4, 4, and 3 fold higher 
expression in roots of bacterized plants at two days after 
inoculation compared to control plants (Figures 4a-e). Their 
level of expression then decreased to reach the level of non-
inoculated plants at four days after inoculation (Figures 4a-
e). Similarly, Vv102 which encodes a putative PR protein 
with unknown function was expressed 15 fold higher in 
roots of bacterized plants than in controls at two days after 
inoculation (Figure 4f). Vv102 expression then decreased in 
bacterized roots until to reach the level of control plants 
(Figure 4f). 
 
Defense-related gene expression in flower buds.  
Defense-related gene expression was also detected in 
inflorescences (i.e. flower buds) following soil inoculation 
with strain PsJN (Figure 5). VvChi4C expression peaked at 

six days post inoculation with a 3-4 fold higher expression 
in the bacterized treatment than in control plants(Figure 5a). 
Similarly, the expression of VvGluC, VvPR6, VvPR10.1, 
VvPR27, and Vv102 was 6, 25, 15, 40 and 3 times, 
respectively, higher in flower buds of bacterized plants, 
four days post inoculation (Figure 5b-f). The expression of 
all the tested genes then decreased to the level of non-
treated plants (Figure 5a-f).  
 
Induced flower protection towards early Botrytis cinerea 
infection and colonization in bacterized fruiting 
cuttings.  
Grapevine inflorescences at the stage of flower buds were 
not protected against B. cinerea infection by the PsJN 
inoculation of soil (data not shown). However, at the 
flowering stage, when 70% of flowers were opened, 
protection against B. cinerea infection was observed in 
bacterized plants in comparison to control plants following 
soil inoculation. Three days post-inoculation with a conidial 
suspension of a twenty days old B. cinerea culture, applied 
ten days post soil inoculation with strain PsJN, no grey 
mould disease symptoms appeared on 
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Fig. 5: Kinetics of the expression of some PR-encoding genes in grapevine preflower buds following root 
colonization by B. phytofirmans strain PsJN. (a) VvChi4C, (b) VvGluC, (c) VvPR6, (d) VvPR10.1, (e) VvPR27, and 
(f) Vv102. 
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Fig. 6: Systemic resistance induced in grapevine flowers by strain PsJN against Botrytis 
cinerea infection. (a-h) Photographs of flower infection by Botrytis cinerea. Two methods have been 
used: inoculation were realized with (a and b) control treatment, (c-e) conidia from twenty or (f-h) ten 
days old-growing fungus on flowers from (a, c and f) control or (b, d, e, g and h) bacterized plants with 
strain PsJN showing that some flowers of bacterized plants (d and g) were infected whereas some others 
(e and h) were not colonized by the pathogenic fungus. (i) Percentages of protection against B. cinerea 
using conidia from ten days old growing fungus. Similar percentages of protection were obtained using 
the two differents methods. Scale bars: (a and b) 1 mm, (c-e) 1.5 mm, and (f-h) 1 mm. 
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flowers. Nevertheless, a white mycelium covered the 
calyptra of all controls and of some bacterized plants 
(Figure 6) indicating a pathogen’s latency phase (Figures 
6a-d). Sixty percent of flowers on the bacterized plants did 
not develop, however, this white mycelium (Figures 6e), 
demonstrating a – at least partly - protection of flowers of 
bacterized plants against B. cinerea infection. When a fresh 
conidial inoculum from 10 days old B. cinerea was applied, 
some differences occurred. Flowers were necrotic and 
aborted in comparison to non-inoculated flowers (Figures 
6f and 6g). Similar symptoms take place on flowers from 
both control and bacterized plants (Figures 6h). However, 
only 40% of flowers were infected in bacterized plants in 
comparison to control plants, where all flowers were 
infected by the pathogen (Figure 6i).  

Similar results of infection and protection were 
obtained with conidial suspension aged from ten or twenty 
days old conidia taken from BC3-GFP isolate transformed 
with the gfp gene (data not shown). The gfp-transformed B. 
cinerea has allowed us to visualize fungal infection and to 
monitor its colonization pattern of the grapevine flowers 
(Figure 7). No B. cinerea was detected on non-inoculated 
flowers from control and bacterized plants (Figures 7a and 
7b). By using conidia from twenty day old growing fungus, 
B. cinerea tagged with the gfp gene (Figures 7c and 7d) was 
not also not detected microscopically in flowers of 
bacterized plants but was found on the calyptra of others, 
similarly than in the case of flowers on non-bacterized 
controls (Figures 7e and 7f). Using conidia from ten days 
old growing fungus, B. cinerea was also not detected in 
some flowers of bacterized plants but found as infecting 
others similarly than in control plants (Figure 7g-t).  

 
B. cinerea was visible on the calyptra (Figures 7g and 7h), 
pistil (mainly on the ovary and style but never on the 
stigma; Figures 7i and 7j), stamen filaments (Figures 7k 
and 7l), anthers (Figures 7m and 7n), inside a very few (1 - 
5 %) pollen grains (Figures 7o and 7p), on sepal and 
receptacle area (Figures 7q and 7r), and on pedicell 
(Figures 7s and 7t) of both control and bacterized plants. 
However, it should be taken into consideration that all these 
flower parts were not colonized by B. cinerea at the same 
intensity and the phytopathogen was thus detected 
colonizing more the calyptra, the ovary, the receptacle area 
as well as the pedicell than others flower parts in both 
control and bacterized plants. In some case however, no 
fungus was detected in some flowers of bacterized plants 
(Figure 7u). 
 
DISCUSSION 
The present study clearly demonstrates that Burkholderia 
phytofirmans strain PsJN induced grapevine plant defense 
responses in roots and flower buds and then enhanced 
resistance of flowers to B. cinerea infection.  
Grapevine defense responses triggered by strain PsJN 
involved firstly early events such as H2O2 and NO 
accumulations. These substances were detected both on the 
root surfaces of control and bacterized plants independently 
of time after inoculation. This is in accordance with 
previous studies showing that H2O2 and NO are usually 
produced during root elongation and plant development 
(Torres and Dangl, 2005; Stöhr and Stremlau, 2006). At an 
early stage, bacterized and control plants did not behave 
differently in terms of H2O2 and NO production, but 
differences were detected 96 h post inoculation. 
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Interestingly, more pronounced H2O2 and NO production 
were visualized on and/or inside root tissues of bacterized 
roots in comparison to control plants, demonstrating that 
these early events are triggered in grapevine plants by strain 
PsJN. It might be that rhizoplane is required for inducing 
H2O2 and NO production. However, it has been reported 
that these so-called early events are triggered in a few hours 
post inoculation (Garcia-Brugger et al., 2006; Mur et al., 
2006). As we detected them on and/or inside root internal 
tissues 96 h post inoculation and as strain PsJN can enter 
inside root internal tissues within the first 2-3 days post 
inoculation (data not shown), the hypothesis that H2O2 and 

NO production could be correlated to the bacterial 
penetration inside root internal tissues can not be excluded. 
According to this, strain PsJN secretes various cell-wall 
degrading enzymes that allow it to enter inside roots 
(Compant et al., 2005b). These enzymes can be potential 
MAMPs that induce plant defense responses including 
H2O2 and NO accumulations (Garcia-Brugger et al., 2006). 
As H2O2 and NO are typically produced when a pathogen 
infects and invades plant tissues or by their MAMPs (Apel 
and Kirt, 2004; Wendehenne et al., 2004; Garcia-Brugger et  
al., 2006; Mur et al., 2006; Vandelle et al., 2006), strain 

  

 
 

Fig. 7: Epifluorescence microphotographs of B. cinerea colonization in infected flowers using the gfp 
derivative BC3-GFP. (a and b) non infected flowers from (a) control plants or (b) bacterized plants. (c and) 
conidia and mycelium of BC3-GFP. (e and f) B. cinerea infection on the calyptra from (e) control plants or (f) 
bacterized plants after inoculation of twenty days old growing fungus. (g-t) B. cinerea infection on flowers was 
detected on both control and bacterized plants after inoculation with ten days old growing fungus. B. cinerea 
was thus visualized on (g and h) the calyptra, (i and j) on the pistil (mainly on the ovary and style but neither on 
the stigma;), (k and l) on stamen filaments, (m and n) anthers, (o and p) inside pollen, (q and r) on pedicell and 
(s and t) on sepal and receptacle area. (u) In some flowers of bacterized plants no B. cinerea was detected after 
inoculation with conidia from ten days old growing fungus. Scale bars: (a and b) 1.5 mm, (c) 10 µm, (d) 30 µm, 
(e and f) 100 µm, (g and h) 75 µm, (i and j) 1.5 mm, (k and l) 100 µm, (m and n) 50 µm, (o and p) 10 µm, (q 
and r) 1 mm, (s and t) 0.5 mm, and (u) 1.5 mm. 
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PsJN seems to be recognized first as an invader by 
grapevine and then, as a beneficial partner.  

During grapevine-strain PsJN interaction, 
autofluorescent phenolic compounds are produced. 
However, strain PsJN did not induce polyphenol 
accumulation on the root surfaces but these defense 
compounds were detected inside grapevine roots, mainly in 
the exodermis and in the first cell layers of cortical cells. 
This suggests that the production of phenolic compounds is 
linked to the endophytic colonization of strain PsJN and is  
in accordance to our previous study under gnotobiotic 
conditions (Compant et al., 2005b). The accumulation of 
autofluorescent phenolic compounds has been often linked 
to hypersensitive responses (HR; Heath, 2000). However, 
PGPR generally do not induce HR as they do not trigger 
strong plant defense reactions (van Loon and Bakker, 
2005). Rather, only a slight polyphenolic compound 
accumulation is induced during plant-PGPR interaction. 
This have been often described during various plant-
endophytic PGPR interactions (Hallmann, 2001; 
Rosenblueth and Martinez-Romero, 2006) and this is not 
surprising for endophytes as endophytic PGPR create little 
stress when they enter inside plant tissues, without being 
harmful for their host (Hallmann, 2001; Rosenblueth and 
Martinez-Romero, 2006). 

In the present study, grapevine inoculation with 
strain PsJN leads to PR-encoding gene expression in roots 
and preflowers of grapevine plants. The PR-encoding genes 
tested, VvGluc, VvChi4C, VvPR6, VvPR10.1, VvPR27 and 
Vv102, were thus induced locally and systemically after soil 
inoculation of grapevine plants with strain PsJN. It has been 
postulated that PGPR do not induce PR gene expression 
(Pieterse et al., 1996; van Wees et al., 1997). However, 
various publications have demonstrated that certains PGPR 
induce the expression of PR-encoding genes during their 
interaction with a plant host, locally and/or sytemically. For 
examples, PR1, PR2 and PR3 were induced in roots and 
leaves during P. fluorescens CHAO-tobacco interaction 
(Maurhofer et al., 1994). Similarly, in A. thaliana, PR5 was 
induced in the root xylem in response to P. fluorescens 
WCS417r (Leon-Kloosterzield et al., 2005). Furthermore, 
Timmusk and Wagner (1999) showed PR1 accumulation in 
roots after Paenibacillus polymyxa inoculation, and PR2, 
PR3, PR4, PR5 and/or PR12 were induced in response to P. 
fluorescens PFT9601-T5 (Wang et al., 2005), P. 
thivarlensis MLG45 (Cartieaux et al., 2003), or Serratia 
marcescens 90-166 (Ryu et al., 2004). In some of these 
studies, high levels of PGPR were applied, however, that 
can be toxic for the plant host and thus induce PR-encoding 
genes (described by van Loon and Bakker, 2005). 
Nevertheless, for others, even at low density levels of 
PGPR, some PR-encoding genes are induced in the plant 
hosts although their expression are very low. In our study, 
the induction levels of defense-related genes tested were 
also low but significant, demonstrating that grapevine-strain 
PsJN interaction leads to PR-encoding gene expression.  

With regard to their level of induction, some 
differences of the PR-encoding genes tested occur in roots 
and preflowers of grapevine plants interacting with strain 
PsJN. VvChi4C is the only gene that does not present 
differences. However, VvGluC and Vv102 are more induced 
at the root level than in preflowers. Interestingly, in case of 
VvPR6, VvPR10.1 and VvPR27, this seems to totally 
change. Thus, these genes have been detected as more 

induced in preflowers than in roots. This suggests that a 
difference of signaling occurs locally and systemically in 
fruiting cutting plants inoculated with strain PsJN. In A. 
thaliana, signaling of PR-encoding genes is well known 
and PR1, PR2, PR3 and PR5 acids depend of the SA 
pathway that caracterized them furthermore as SAR 
markers (van Loon et al., 2006). However, for other plants, 
this is not so clear. In grapevine, PR-1a depends of the SA 
pathway, whereas PR-4 depends on JA (Hamiduzzaman et 
al., 2005). PR-1a and PR-4 encoding genes were not 
studied in the present paper but others, which also represent 
different signaling pathways. The signaling pathways of 
VvChi4C, VvGluc, VvPR10.1 and VvPR27 is correlated 
with SA and JA. However, Vv102 expression depends only 
of SA signaling, whereas VvPR6, depend only of JA 
(unpublished results). This allow to indicate that SA-
dependent PR-encoding genes were more induced at the 
root level, whereas JA-dependent genes were more induced 
in preflowers during grapevine-strain PsJN interaction. 

It is well known that some PGPR strains can 
produce SA under iron limitation that is then incorporated 
into the iron-chelating compound siderophore (Bakker et 
al., 2007). Strain PsJN is a siderophore producer (Sessitsch 
et al., unpublished results) and thus signaling through SA 
could derive from the bacterium. However, bacterial SA 
production is expected mostly under Fe limiting conditions, 
that did not encounter in the present study and rather SA 
must derive from the plant response.  

It have been reported that PGPR trigger JA 
dependent responses systemically (van Loon, 2007) and JA 
(together with ET) as well as non induction of PR-encoding 
gene have thus been described to be characteristic for ISR 
induced by PGPR (van Loon et al., 1998). SAR associated 
with a systemic SA signaling and PR-encoding gene 
expression (Nawrath et al., 2006; Ton et al., 2006) has been 
associated mostly with pathogen attack. If we place our 
results in the context of these definitions, the interaction 
between grapevine and strain PsJN seems to overlap both 
common mechanisms of ISR and SAR as strain PsJN 
induces lower PR-encoding genes expression and signalling 
via JA seems to be involved systemically. This strongly 
resembles to the interaction between A. thaliana and the 
endophyte P. fluorescens PFT9601-T5 as recently 
described by Wang et al. (2005), for which low PR-
encoding gene expression and JA/ET signaling were 
involved systemically. However, this has been determined 
on leaves but not on flower buds. With the present study, 
the mechanisms seems to be the same for a flowering plant 
with another endophytic PGPR. 

In the present study, strain PsJN induces flowers 
protection against B. cinerea infection as a follow of plant 
defense establishment at the preflowering stage. This has 
been proved  by using two different procedures, i.e. young 
or old conidia and two different B. cinerea isolates. By 
using old conidia (twenty days old growing fungus), B. 
cinerea develops mainly on the calyptra and strain PsJN 
seems to protect calyptra with a 60% rate of protection 
before that the fungus enter in a latency phase. 
Interestingly, when young conidia were used, some flowers 
were aborted. This has been previously reported by Keller 
et al. (2003) using fruiting cuttings and could be related to 
the fact that senescing flowers can be sources for B. cinerea 
infection which uses them in order to colonize berries at 
maturity (Pezet et al., 2004). However, if studies reported 
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that B. cinerea can grow on senescing flowers, they do not 
report a flower abortion due to the fungus, excepted during 
lab experiments using Chardonnay cultivar, very sensitive 
to B. cinerea infection (Keller et al., 2003). It is thus 
possible that this is far in natural conditions. However, this 
allow us to visualize again systemic resistance induced by 
strain PsJN in a fundamental viewpoint. It appears, 
therefore, that the bacterium protects grapevine flowers 
toward fungal infection with a 60% rate of protection. This 
induced state of resistance of flowers from bacterized plants 
toward B. cinerea infection can be correlated to the PR-
encoding gene expressions together with others 
mechanisms demonstrated in the present study. However, it 
have been postulated that PR-encoding gene expressions 
and others defense-related compounds that can take place 
sometimes during plant-PGPR interactions are not required 
for ISR. Rather, plant defense responses are primed and 
respond better after pathogen challenge (van Loon and 
Bakker, 2005). Although this needs to be determined in the 
system grapevine-strain PsJN-B. cinerea, we have 
demonstrated in the present study that grapevine-strain 
PsJN interaction seems to overlap both common 
mechanisms of ISR and SAR, as well as induces a 
protection of flowers against B. cinerea infection. This 
greatly contributes to our understanding of the grapevine–
strain PsJN interaction, and also more largely on SAR or 
ISR mechanisms induced by PGPR. 
 
MATERIAL AND METHODS 
Bacterial strains, growth conditions and inoculum 
preparation.  
Strain PsJN and the gfp-marked strain PsJN::gfp2x 
(Compant et al., 2005b) were grown in 100 ml Luria-
Bertani liquid medium in 250 ml Erlenmeyer flask and 
incubated at 25°C, on a shaker (150 rpm) for 48 h as 
described by Compant et al. (2005b). Bacteria were 
collected by centrifugation (4500 g; 10 min) and washed 
twice with sterile phosphate buffer, pH 6.5 (PBS). The 
bacterial concentration of the inoculum was then adjusted 
with PBS, based on optical density (600 nm) confirmed 
with plate counting (Pillay and Nowak, 1997). 
 
Plant material and growth conditions.  
Three-node cuttings (20 cm long) of Vitis vinifera L. cv. 
Chardonnay were cane pruned from 6-year-old plants from 
the ‘Moët et Chandon’ vineyard (Epernay, France). Fruiting 
cuttings were then prepared according to Lebon et al. 
(2005) with some modifications. Briefly, cuttings were 
treated with 0.05 % Cryptonol®, and the distal node was 
covered with grafting wax (Agrochemie®, Germany) 
containing a fungicide (0.1% Oxiquinoleine) and a plant 
growth regulator (0.00175% 2,5-Dichlorobenzoïc acid). 
Cuttings were then stored in the dark at 4°C for at least 2 
weeks. After 15 h of hydratation at 28°C, fruiting cuttings 
were surface sterilized during 30 min in an ethanol 70% 
bath, then they were placed in a 2.5% bleach solution for 10 
min to decontaminate cuttings. They were subsequently 
rinsed three times in sterilized tap water baths. The two 
proximal nodes were removed and cuttings were immersed 
for 30 s in indole-3-butyric acid (2 g/L) to promote 
rhizogenesis and then stored in containers with sterilized 
tap water until roots were developped. They were then 
placed after in plastic pots (9x9x10 cm) filled with 
sterilized 1/5 (v/v) clay balls and 4/5 (v/v) potting soil, 

irrigated daily with sterilized tap water and incubated in a 
growth chamber at 25/20°C day/night temperature, 16 h 
photoperiod, under 500 µmol.s-1.m-2 (Lumilux cool white 
L30W/840 and Fluora L30W/77, Osram, Germany) and 
70% relative humidity. To facilitate development of 
inflorescence leaves were removed daily as described by 
Lebon et al. (2005).  
 
Plant inoculation and growth conditions. 
Soils of fruiting cuttings with fully developed 
inflorescences, corresponding to stage 57 (preflowers) 
according to the BBCH scale (Meyer, 2001), were 
inoculated with Burkholderia phytofirmans strain PsJN at a 
density of 5x107 CFU colonizing per g of roots, e.g. after 
inoculation with 5x108 CFU/g of soil. 
 
Autofluorescence detection of phenolic compounds. 
Phenolic autofluorescent compounds were detected 
according to Compant et al. (2005b).  Roots were placed on 
glass slide at various time after inoculation and examined 
under an epifluorescence microscope under blue light. 
 
Cytological detection of hydrogen peroxide.  
For histochemical detection of H2O2, the 3,3-benzidine-HCl 
(DAB, Sigma-Aldrich) method was used according to 
Thordal-Christensen et al. (1997). Entire roots were 
immersed at various time intervals after inoculation in the 
DAB solution (1 mg/mL for 8 h at 37°C) before 
observation under an optical microscope. 
 
Nitric oxide detection. 
Nitric oxide localisation was determined by using the 
fluorophore 4,5-diamino-fluorescein diacetate (DAF-2DA, 
Sigma-Aldrich) according to Desikan et al. (2002) with 
some modifications. Roots were immersed at various time 
points after inoculation in DAF-2DA solution (10 µM in a 
KCl buffer) for 10 min, followed by a wash step (in a KCl 
buffer) for 20 min before that samples were examined 
under epifluorescence microscope.  
 
Plant parts sampling and mRNA extraction. 
Roots and inflorescences tissues (pedicell and preflowers) 
were sampled at 0, 2, 4, and 6 days after root inoculation to 
monitor gene expression. Messenger RNA was then 
extracted from roots and inflorescences with magnetic 
beads (Dynal, France) according to the manufacturer’s 
instructions with changes in extraction buffer (Tris-HCl 
600mM pH 7.5, LiCl 500 mM, EDTA10mM pH8, LiDS 
1.5%, sodium deoxycholate 1.5%, NP-40 1.5%, DTT 
10mM, β-mercaptoethanol 1%). 
 
Real-time RT-PCR analysis.  
RT and RT-PCR analysis of gene expression of roots and 
inflorescences were determined according to Bézier et al. 
(2002). Briefly, RT of RNA from roots and inflorescences 
was performed with 0.5–1 µg of total RNA reverse-
transcribed with 5 µM Oligo(dT) (Life 
Technologies/Gibco-BRL) following the manufacturer’s 
instructions. RT-PCR reactions were carried out in 96-well 
plates (25 µL per well) in a reaction buffer containing 
1xSYBR Green I mix (PE Biosystems; including Taq 
polymerase, dNTPs, SYBR Green dye), 300 nM primers 
(forward and reverse) and 3.2–1600 pg of reverse 
transcribed RNA depending of experiments on roots or 
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preflowers. PCR conditions were 95°C for 15 s 
(denaturation) and 60°C for 1 min (annealing/extension) for 
40 cycles on a GeneAmp 5700 sequence Detection System 
(PE Biosystems). Each time point was determined as an 
average from data obtained from triplicate samples. The 
grapevine gene EF1α was used as internal control and the 
other gene specific primers used in this study are listed in 
Table 1. 
 
Determination of the state of resistance in grapevine 
inflorescences induced by strain PsJN. 
Potential protection of flowers against early colonization 
and infection by Botrytis cinerea was monitored by 
spraying, ten days after inoculation with strain PsJN, 200 
µL of a conidial suspension of the pathogen (105 conidies 
per mL from 10 or 20 days-old growing B630 isolate or 
BC3-GFP in ¼ potatodestrose broth) per inflorescence at 
full bloom (i.e. 70% opened flowers). Three days after 
pathogen inoculation, flower infections were analysed 
between control and bacterized plants and flower 
colonization was particularly examined under 
epifluorescence microscope using BC3-GFP isolate. 
 
Statistical analysis  
For phenolic compound determination, H2O2 and NO 
accumulation, analyses were realized on samples taken 
from eight independent experiments. PR-encoding gene 
expressions were analysed on two independent batches, 
each taken from five control or bacterized plants. Flowers 
protection and microscopic analyses were determined on 
seven independent experiments and data were statistically 
analysed using Student’s t test for flower infections with 
P<0.05.  
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Lors de ce chapitre, nous avons montré que B. phytofirmans souche PsJN induit des 

réactions de défense dans les boutures fructifères de vigne ainsi qu’une résistance systémique 

contre l’infection florale causée par B. cinerea. 

Au niveau racinaire, B. phytofirmans souche PsJN n’induit pas de réponse 

d’hypersensibilité contrairement aux agents pathogènes (Watanabe et Lam, 2006). Cependant, 

cette PGPR induit une accumulation de composés phénoliques, un stress oxydatif ainsi qu’un 

stress nitrique au niveau du rhizoplan et / ou à l’intérieur des racines. Ceci démontre que des 

défenses mises en évidence dans le cas d’agents pathogènes ou lors de l’application 

d’éliciteurs (Appel et Kirk, 2004 ; Garcia-Bruger et al., 2006 ; Mur et al., 2006) peuvent 

également se mettre en place, chez la vigne, suite à l’inoculation par une PGPR, notamment la 

souche PsJN. Néanmoins, ces défenses ont été détectées à des niveaux très faibles, ce qui 

suggère que les endophytes induisent un stress léger lors de leur colonisation.  

Lors de cette étude, nous avons également mis en évidence, d’après des résultats 

préliminaires, une induction locale et systémique des gènes VvGluC, VvChi4C, VvPR6, 

VvPR10.1 et VvPR27 codants respectivement des protéines PR-2, PR-3, PR-6, PR-10 et PR-

17, ainsi que Vv102, un gène à fonction inconnue. Il semble que la régulation de l’expression 

de ces gènes est différente dans les racines et les inflorescences des boutures bactérisées, tant 

au niveau des gènes induits que de leurs niveaux d’expression. En effet, des différences de 

profils d’expressions spatio-temporelles et de niveaux d’induction de ces gènes ont pu être 

constatées dans ces deux parties de la plante, à l’exception du gène VvChi4C. Vv102 et 

VvGluC sont ainsi plus induits au niveau racinaire que dans les inflorescences et à l’inverse, 

VvPR6, VvPR10.1, et VvPR27 sont plus induits dans les inflorescences que dans les racines. 

Bien que VvGluC, VvChi4C, VvPR10.1 et VvPR27 dépendent du SA et du JA, la signalisation 

de Vv102 dépend majoritairement de la voie du SA et VvPR6, seulement du JA (Névians, 

2007). Il semble par conséquent que la réponse de la plante à la souche PsJN soit dépendante 

du SA, au niveau racinaire, et du JA, au niveau systémique.  

Les mécanismes de la SAR comprennent l’induction de gènes codants des protéines 

PR et une signalisation via le SA au niveau systémique. Par ailleurs, l’ISR est indépendante 

de l’induction de gènes codants des protéines PR et de l’accumulation du SA au niveau 

systémique (van Loon et al., 2006b ; Ton et al., 2007). Il semble donc que la souche PsJN 

induit à la fois des mécanismes communs de la SAR et de l’ISR. Néanmoins, ces premiers 

résultats ne permettaient d’étudier que les mécanismes associés à ces phénomènes de 



Chapitre 4 
 

 
 

111 

résistances. Ces résultats doivent être de plus confirmés puisque seulement deux répétitions 

ont été analysées.  

Lors de ces travaux, nous avons pu mettre en évidence que l’inoculation de B. 

phytofirmans souche PsJN réduit l’infection florale par B. cinerea. Comme nous avons pu le 

décrire précedemment, les expériences ont été réalisées avant que la souche PsJN colonise les 

inflorescences. Par conséquent, il apparaît que la souche PsJN induit une résistance 

systémique au niveau des inflorescences. Divers travaux avaient montré que l’utilisation de 

micro-organismes bénéfiques pouvait résulter en une protection des fleurs de vigne contre B. 

cinerea. Ces microorganismes tels que des souches du genre Trichordema, Bacillus ou 

Pseudomonas étaient cependant directement appliquées au niveau floral et la protection était 

liée à l’activité antagoiniste de ces microorganismes (pour revue Elmer et Reglinski, 2006). 

Par conséquent, aucune donnée ne concernait, auparavant, l’application de PGPR chez la 

vigne à l’origine d’une ISR permettant de contrer le développement de B. cinerea et de plus 

rien n’avait été montré au niveau floral. Il est possible que cette résistance diminue les 

symptômes de pourriture grise à maturité puisque l’infection des fleurs par B. cinerea est une 

étape précoce à l’origine de symptômes au niveau des fruits (Nair et al., 1995 ; Pezet et al., 

2004). Néanmoins, ceci n’est pour l’instant qu’une hypothèse et devra, de ce fait, faire l’objet 

d’une étude complémentaire.  
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L’étude des interactions entre les PGPR endophytiques et leurs plantes hôtes constitue 

à l’heure actuelle un enjeu majeur. Dans cette thèse, une de ces interactions a été étudiée avec 

le modèle Vitis vinifera L.-Burkholderia phytofirmans souche PsJN. Une partie de cette 

interaction a été caractérisée, notamment la colonisation de la plante par la bactérie, 

l’élicitation des défenses de la plante, ainsi que l’induction d’une ISR conduisant à un certain 

niveau de protection contre B. cinerea. 

  

Colonisation des plantules in vitro de vigne par Burkholderia phytofirmans souche 

PsJN  

La colonisation de la vigne par B. phytofirmans souche PsN a tout d’abord été 

caractérisée sur des plantules in vitro (Figure 20).  

Après inoculation artificielle de la rhizosphère des plantules in vitro, B. phytofirmans 

souche PsJN colonise les surfaces racinaires puis pénètre dans les racines. Cette propagation 

bactérienne déclenche des réactions de défense de la vigne, principalement au niveau de 

l’exoderme et des cellules corticales, qui se manifestent par des épaississements pariétaux et 

une accumulation de composés phénoliques.  

La pénétration intra-racinaire de la souche PsJN et les défenses de la vigne associées 

peuvent être corrélées à la sécrétion d’enzymes dégradant les parois cellulaires par la bactérie 

PsJN. En effet, nous avons démontré que B. phytofirmans souche PsJN synthétise des 

polygalacturonases et des cellulases. Ces enzymes ou leurs produits d’hydrolyse 

(oligosaccharides, oligogalacturonides) peuvent être à l’origine de réactions de défense chez 

la vigne. Nous avons également montré que B. phytofirmans souche PsJN colonise de façon 

intracellulaire tous les tissus du cylindre périphérique pour atteindre, ensuite, la barrière de 

l’endoderme qu’elle va dégrader à certains endroits.  

Suite à cette première étape de pénétration, B. phytofirmans souche PsJN entre dans le 

cylindre central. Cette étape de colonisation est également à l’origine de réactions de défense 

de la plante telles qu’au niveau des cellules du parenchyme du xylème où des épaississements 

pariétaux prennent place suite à la colonisation bactérienne. Ensuite, B. phytofirmans souche 

PsJN atteint les vaisseaux du xylème et les utilise pour se propager de façon systémique 

jusqu’aux feuilles, où elle colonise également les chambres sous-stomatiques, en 72-96 heures 

après inoculation. Ceci suggère une colonisation bactérienne via le phénomène 
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Figure 20 : Illustration des résultats sur la colonisation des plantules in vitro de vigne 

par B. phytofirmans souche PsJN. CWE : Enzymes dégradant les parois cellulaires. 
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d’évapotranspiration de la plante par le biais des vaisseaux du xylème, bien qu’une migration 

active de la bactérie par le biais de ses flagelles peut également être envisagée.  

 

Colonisation des boutures fructifères de vigne par Burkholderia phytofirmans 

souche PsJN  

Suite à l’étude de la colonisation des plantules in vitro, la colonisation de boutures 

fructifères par B. phytofirmans souche PsJN a été caractérisée (Figure 21). Ceci a permis 

d’évaluer si cette souche bactérienne pouvait migrer dans un tronçon de tige aouté et coloniser 

les differents organes de l’inflorescence. 

Comme sur les plantules in vitro, B. phytofirmans souche PsJN colonise en premier les 

surfaces racinaires des boutures fructifères avant de pénétrer dans les tissus de la plante 

jusqu’aux vaisseaux du xylème. Ensuite, la bactérie PsJN migre jusqu’aux inflorescences par 

le biais de ces vaisseaux conducteurs.  

Lors de ces travaux, des boutures fructifères qui présentaient à l’origine des bourgeons 

préfloraux, puis des fleurs et des baies, ont été utlisées. Il est apparu que la souche PsJN ne 

colonise les inflorescences qu’à partir du stade de jeunes fruits. En effet, la colonisation 

systémique de la plante n’est apparue qu’après 5 à 6 semaines après inoculation. Dans ce 

délai, les inflorescences se sont développées et ont atteint le stade 71 selon l’échelle BBCH 

correspondant à la nouaison, puis le stade 73 correspondant au stade de plomb de chasse. 

Ainsi, la rafle et les jeunes fruits n’ont pu présenter des sous-populations endophytiques de la 

souche PsJN qu’après un certain temps de développement des inflorescences. Cette 

colonisation endophytique des organes de l’inflorescence est différente des résultats obtenus 

avec le système in vitro où la bactérie est apparue au niveau systémique à partir de 72 heures 

après inoculation. Ceci peut s’expliquer par les différences de taille des plantes utilisées, par 

la différence de physiologie des plantes ainsi que par la présence ou non d’une microflore 

naturelle comme cela a pu être suggéré dans le chapitre 3. 

Diverses études avaient préalablement démontré la présence de bactéries 

endophytiques dans les fruits (pour revue Hallmann, 2001). Néanmoins, aucune étude n’avait 

corrélé jusqu’à présent la présence des bactéries endophytiques dans ces organes avec une 

origine rhizosphèrique, même si cela avait été suggéré (Hallmann, 2001). Par le biais de cette 

thèse, nous avons montré qu’une PGPR, la souche PsJN, migre jusque dans les fruits après 

inoculation du sol. Les sous-populations endophytiques de la souche PsJN sont, cependant, 
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Figure 21 : Illustration des résultats sur la colonisation des boutures fructifères par B. 

phytofirmans souche PsJN. (-) Absence ou (+) présence de la souche PsJN. 
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peu nombreuses dans ces organes avec une moyenne détectée comme inférieure à 2 log 

UFC/g MF. Il est, de ce fait, possible qu’en application au vignoble, la souche PsJN ne 

colonise pas les inflorescences, compte tenu de cette faible densité bactérienne détectée en 

utilisant un modèle de boutures fructifères, même si cela reste à être vérifier. 

 

Induction de défenses de la vigne par Burkholderia phytofirmans souche PsJN  

Lors de cette thèse, l’induction de défenses par la souche PsJN a été étudiée sur des 

boutures fructifères présentant des bourgeons préfloraux, c’est à dire avant sa migration dans 

les organes de l’inflorescence. Ceci a permis de caractériser une réponse locale et systémique 

induite chez la plante suite à l’inoculation bactérienne (Figure 22). 

Dans un premier temps, une accumulation de composés phénoliques, un stress 

oxydatif ainsi qu’un stress nitrique ont été montré au niveau racinaire suite à la colonisation 

épi- et / ou endophytique des racines par B. phytofirmans souche PsJN. Par ailleurs, des 

inductions de gènes codants des protéines PR ont été mis en évidence tels que pour les gènes 

VvGluC, VvChi4C, VvPR6, VvPR10.1, VvPR27 et Vv102. Il est apparu que ces gènes sont 

d’abord induits au niveau racinaire et ensuite au niveau systémique dans les bourgeons 

préfloraux. Néanmoins, des différences de niveaux d’induction de ces gènes aux niveaux local 

et systémique ont pu être mis en évidence, par le biais de résultats préliminaires. Bien que la 

signalisation de certains gènes correspond à la fois au SA et au JA, les travaux de cette thèse 

ont permis de montrer une signalisation via le SA au niveau racinaire et impliquant le JA au 

niveau systémique. En effet, le gène Vv102, dépendant majoritairement de la voie de 

signalisation du SA, est plus induit au niveau local qu’au niveau systémique et à l’inverse, le 

gène VvPR6 dépendant seulement de la voie du JA, est, quant à lui, plus induit dans les 

inflorescences que dans les racines. 

Par le biais de cette étude, nous avons montré que le modèle V. vinifera L.- B. 

phytofirmans souche PsJN englobe les mécanismes communs des phénomènes de SAR et 

d’ISR. En effet, la souche induit un stress oxydatif et un stress nitrique ainsi que des gènes 

codants des protéines PR, comme dans le cas de la SAR (van Loon et al., 2006b). Néanmoins, 

il n’y a pas de HR. De plus, la réponse de la plante semble dépendre du JA au niveau 

systémique comme dans le cas de l’ISR (van Loon et Bakker, 2005). En outre, l’induction de 

gènes par la souche PsJN est faible en comparaison à ce qu’il se passe chez les plantes en 

réponse aux agents pathogènes, même si celà nécessite d’être confirmé.  
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Figure 22 : Illustration des résultats sur l’étude de l’induction de défenses chez des 

boutures fructifères par B. phytofirmans souche PsJN. H2O2 : peroxyde d’hydrogène, JA : 

acide jasmonique, NO : oxyde nitrique et SA : acide salicylique. VvChi4C, VvGluC, VvPR6, 

VvPR10.1, VvPR27 : gènes codants respectivement une PR-2, PR-3, PR-6, PR-10 et PR-17. 

Vv102 : gène à fonction inconnue. * signalisation intercellulaire probable. 
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Des travaux similaires ont été publiés récemment par Wang et al., (2005) concernant 

les effets de l’endophyte P. fluorescens PFT9601-T5 sur A. thaliana. Néanmoins, dans cette 

étude, rien n’a été démontré au niveau local mais plutôt au niveau systémique. Nous avons 

ainsi démontré une partie des réponses locales et systémiques des plantes suite à l’inoculation 

des PGPR endophytiques avec B. phytofirmans souche PsJN. Ceci a été réalisé, en particulier, 

chez une plante ligneuse, la vigne, sur laquelle peu d’études ont porté sur son interaction avec 

des PGPR. De plus, notre étude a porté sur les inflorescences, des organes peu étudiés suite à 

l’inoculation de PGPR. 

Cette étude n’a permis, cependant, d’analyser que les mécanismes de défense induits 

lors de l’interaction entre la vigne et la souche PsJN. Il a fallu ensuite déterminer si ces 

défenses étaient accompagnées d’une résistance de l’inflorescence contre B. cinerea. Ceci ne 

pouvait qu’être déterminé au stade floral puisque la mise en place d’une résistance systémique 

induite nécessite environ une dizaine de jours après inoculation d’un micro-organisme (van 

Loon et al., 1998). De plus, nous ne pouvions pas déterminer l’ISR d’un point de vue 

fondamental dans les fruits puisqu’afin d’étudier l’ISR, le micro-organisme bénéfique doit 

être absent de lieu d’infection de l’agent pathogène (van Loon et al., 1998).  

 

Résistance systémique induite par Burkholderia phytofirmans souche PsJN chez la 

vigne contre l’infection florale causée par Botrytis cinerea 

Une partie de cette thèse a ainsi permis d’analyser l’incidence de l’inoculation de B. 

phytofirmans souche PsJN chez la vigne envers l’infection florale causée par B. cinerea 

(Figure 23). Nous avons montré que les inflorescences de boutures bactérisées sont moins 

infectées (60% de protection) que les boutures non traitées. Ceci démontre le potentiel de 

l’interaction entre la vigne et la souche PsJN pour contrer le développement de B. cinerea. De 

plus, cette étude nous a permis de caractériser l’ISR induite par B. phytofirmans souche PsJN. 

En effet, la protection observée ne pouvait résulter que d’une résistance systémique induite au 

niveau racinaire, la bactérie PsJN ne s’étant pas encore propagée jusque dans les 

inflorescences.  

Il est probable que cette protection résulte des réactions de défense de la vigne mises 

en place lors de son interaction avec B. phytofirmans souche PsJN. Néanmoins, l’ISR induite 

par les PGPR a le plus souvent été corrélée à un phénomène de potentialisation des défenses 

existantes (pour revue van Loon, 2007). Il est de ce fait possible qu’une potentialisation se 
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Figure 23 : Illustration des résultats sur l’ISR au niveau floral induite par B. 

phytofirmans souche PsJN envers l’infection précoce causée par B. cinerea. 
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mette en place lors de l’infection des plants bactérisés par B. cinerea et que les défenses mises 

en évidence lors de cette thèse ne permettent pas d’expliquer le phénomène d’ISR. 

Néanmoins, à l’heure actuelle, nous ne savons encore rien sur ce possible phénomène de 

potentialisation et il serait, par conséquent, intéressant de l’envisager comme perspective.  

 
Perspectives 

En perspective de ces travaux de thèse, différents points peuvent être envisagés. Tout 

d’abord d’un point de vue fondamental et ensuite d’un point de vue appliqué. 

 

Perspectives fondamentales 

Des changements de flux d’ions ainsi que des MAP kinases interviennent-ils lors 

de l’interaction Vitis vinifera L.-B. phytofirmans souche PsJN ? 

Une étude approfondie de la signalisation intracellulaire peut tout d’abord être 

envisagée. En effet, lors de ces travaux, nous avons décrit une partie de la signalisation 

intracellulaire qui se met en place lors de l’interaction entre la vigne et B. phytofirmans 

souche PsJN et qui se traduit par une accumulation d’H2O2 et de NO au niveau racinaire. Or, 

il existe d’autres événements précoces lors de l’interaction entre les plantes et les micro-

organismes ou leurs composés éliciteurs. Ainsi, des changements de flux d’ions (influx de 

Ca2+, efflux de K+, Cl-) et des MAP kinases peuvent intervenir dans cette cascade de 

signalisation (pour revue Garcia-Brugger et al., 2006). Il serait, de ce fait, intéressant 

d’analyser si ces phénomènes moléculaires interviennent lors de la reconnaissance entre la 

vigne et la souche PsJN. Ceci pourrait être déterminé sur des suspensions cellulaires, des 

plantules in vitro voire même des boutures fructifères. Une telle étude permettrait de mieux 

comprendre les mécanismes impliqués lors de l’interaction Vitis vinifera L.-B. phytofirmans 

souche PsJN. 

 

Signalisation intercellulaire à approfondir ? 

Une étude approfondie de la signalisation intercellulaire peut être également 

envisagée.  

Nos résultats suggèrent que la voie de signalisation du SA se met en place au niveau 

racinaire. En revanche, le JA semble être impliqué au niveau systémique. Il serait, cependant, 

intéressant de quantifier ces phytohormones par chromatographie phase gazeuse puisque les 
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seules indications concernant l’implication de ces phytohormones dans notre modèle d’étude 

proviennent de l’étude de l’expression de gènes codants des protéines PR.  

Lors de l’interaction entre les plantes et les PGPR, il a été montré que la signalisation 

via le JA au niveau systémique se fait en synergie avec l’ET (pour revues van Loon et Bakker, 

2005 ; Pieterse et al., 2007 ; Pieterse et van Loon, 2007). Il est donc possible que l’ET soit 

impliqué au niveau systémique dans l’interaction que nous étudions. Néanmoins, nous ne 

savons pas à l’heure actuelle si cette phytohormone joue un rôle de signalisation dans notre 

modèle. Il serait, par conséquent, intéressant de déterminer son rôle lors de l’interaction entre 

la vigne et la souche PsJN.  

 

Etude du suivi d’autres gènes de défense ? 

Une étude plus approfondie des gènes de défenses induits chez la vigne en réponse à 

B. phytofirmans souche PsJN peut également être envisagée. 

Au cours de cette thèse, nous avons pu montrer l’expression de gènes de défense, en 

particulier ceux codants des protéines PR. Néanmoins, nous n’avons pas étudié tous les gènes 

codants des protéines PR connus chez la vigne (Bézier et al., 2007). Certains d’entre eux ont 

bien été étudiés lors de l’interaction entre la vigne et des micro-organismes ou suite à 

l’application d’éliciteurs (Bézier, 2003 ; Hamiduzzaman et al., 2005 ; Aziz et al., 2007 ; 

Bézier et al., 2007). C’est le cas par exemple de VvChi1b, VvChi4D, VvPR10.2, VvCH3, 

VvPR1 et VvPR4. Ces gènes peuvent être notamment induits en réponse à B. cinerea (Bézier 

et al., 2007), Pseudomonas syrinage pv. pisi (Robert et al., 2001), au BABA (Hamiduzzaman 

et al., 2005), ou à d’autres éliciteurs (Aziz et al., 2003 ; 2007). Néanmoins, leurs expressions 

n’ont pas été étudiées dans le cas de l’interaction Vitis vinifera L.-B. phytofirmans souche 

PsJN. Il serait, de ce fait, intéressant de vérifier si ces gènes sont induits dans notre modèle 

d’étude. De plus, les voies de signalisation qui régulent l’expression de certains de ces gènes 

sont connues. L’expression de VvPR1 dépend ainsi de la voie du SA et VvPR4 de la voie du 

JA (Hamiduzzaman et al., 2005). Le suivi de l’expression de ces gènes permettrait de 

confirmer l’implication de la voie du SA au niveau racinaire et du JA au niveau systémique.  

D’autres gènes de défense tels que VvPAL et VvLox codants respectivement la PAL et 

la LOX pourraient également être étudiés. En effet, il serait intéressant d’analyser leur 

expression puisque VvPAL dépend de la voie du SA et VvLox, de celle du JA (Hamiduzzaman 

et al., 2005). Une telle démarche permettrait de compléter l’étude précédente sur les gènes 



Chapitre 5 : Conclusions et Perspectives 
 

119 

VvPR1 et VvPR4 et ainsi de confirmer la signalisation qui se met en place lors de l’interaction 

entre la vigne et B. phytofirmans souche PsJN. 

Enfin, l’étude du transcriptome de la vigne en réponse à B. cinerea (Bézier et al., 

2007) a permis de mettre en évidence plusieurs gènes impliqués dans les réponses de défense 

de la plante. Tous ces gènes, Big ou Brg, pourraient être analysés lors de l’interaction entre la 

vigne et la souche PsJN. Le suivi de ces gènes pourrait nous apporter des informations 

considérables sur les défenses de la plante qui se mettent en place en réponse à la PGPR. Une 

étude plus globale pourrait même être réalisée en utilisant des puces à ADN. Ceci 

contribuerait à accroître nos connaissances actuelles sur l’interaction V. vinifera L.-B. 

phytofirmans souche PsJN. 

  

Détermination de composés phénoliques ? 

La détermination des composés phénoliques impliqués lors de l’interaction entre la 

vigne et B. phytofirmans souche PsJN serait également une perspective intéressante. En effet, 

lors de cette thèse, nous avons décrit une accumulation de composés phénoliques au niveau 

racinaire. Néanmoins, nous ne connaissons pas encore à l’heure actuelle leur composition 

chimique exacte. De ce fait, il serait intéressant de les caractériser. Ceci permettrait de savoir 

quels types de phénols s’accumulent chez la vigne en réponse à la souche PsJN.  

En outre, les stilbènes tels que le resvératrol n’ont pas été analysés lors de ces travaux 

de thèse. Compte tenu du fait que ces métabolites secondaires ont bien été caractérisés chez la 

vigne (Jeandet et al., 2007), il serait de ce fait intéressant d’analyser si ces composés sont 

produits lors de l’interaction entre la vigne et B. phytofirmans souche PsJN. Cette analyse 

permettrait de mieux comprendre leur rôle dans les défenses des plantes et leur possible 

implication dans notre modèle d’étude. 

 

Potentialisation ? 

Pour la suite de ces travaux, nous pourrions également étudier si un phénomène de 

potentialisation se met en place lors de l’interaction Vitis vinifera L.-B. phytofirmans souche 

PsJN-B. cinerea. Ce phénomène a bien été caractérisé chez diverses plantes en réponse à des 

PGPR, en particulier chez A. thaliana (Ton et al., 2007 ; van Loon, 2007). Néanmoins, nous 

ne savons pas encore si des défenses sont potentialisées dans notre modèle d’étude. Un suivi 

des gènes de défenses ou de leurs produits sur des plants témoins et bactérisés, en présence ou 
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non de B. cinerea, permettrait de répondre à cette question. Cette démarche permettrait en 

outre de déterminer si les défenses constatées lors de notre thèse sont indispensables à la 

protection de la vigne contre B. cinerea. Il est possible que ces défenses ne présentent pas de 

rôle dans l’ISR comme cela a pu être décrit par van Loon et Bakker (2005). En revanche, il 

est possible qu’elles soient potentialisées lors d’une infection ultérieure par un agent 

pathogène, bien que celà reste à être démontrer dans le cas de l’interaction que nous venons 

d’étudier. 

 

Perspectives d’un point de vue appliqué 

Identification de l’espèce Burkholderia phytofirmans dans le vignoble 

champenois ? 

Tout d’abord, il serait intéressant d’étudier si B. phytofirmans est une PGPR 

naturellement présente chez la vigne. A l’heure actuelle, nous ne savons pas si cette espèce 

fait partie de la microflore rhizosphèrique et / ou endophytique des vignes champenoises. Or, 

la réglementation française est très restrictive concernant l’application d’un micro-organisme 

(directive 2001/36/CE). Jusqu’à 10 ans d’attente peuvent être nécessaires avant son 

utilisation, en particulier quand celui ci n’est pas d’origine française. Il serait, de ce fait, 

intéressant de rechercher si cette espèce bactérienne est naturellement présente dans nos 

régions septentrionales. Ceci permettrait de l’appliquer plus rapidement au vignoble et de 

vérifier si elle protège réellement la vigne contre l’infection causée par B. cinerea.  

 

Impact de B. phytofirmans souche PsJN sur la vinification ? 

Un suivi de la colonisation de la vigne par la souche PsJN jusqu’à la maturité du raisin 

ainsi que son impact sur la vinification peuvent également faire l’objet d’un projet intéressant. 

Lors de ces travaux de thèse, nous avons décrit la colonisation de la vigne par la souche PsJN, 

en particulier au niveau des inflorescences. Néanmoins, nous n’avons pas été jusqu’à la 

fermeture de la grappe ni jusqu’à la maturation du fruit. Il serait, de ce fait, intéressant 

d’étudier si la souche PsJN persiste dans les baies de raisin. Cette étude pourrait être effectuée 

sur des boutures fructifères mais également sur des plantes en pots, voire même au vignoble si 

l’espèce B. phytofirmans y a été auparavant détectée. Les résultats de cette démarche 

permettraient d’éclairer les viticulteurs sur une éventuelle persistence de cette souche 
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bactérienne dans les fruits à maturité et d’envisager ensuite l’étude de son impact sur la 

vinification des vins de Champagne.  

 

Résistance des plants bactérisés avec B. phytofirmans souche PsJN envers B. 

cinerea lors de la maturation du raisin ? 

Un autre projet peut correspondre à l’analyse de la résistance des plants bactérisés 

contre l’infection des baies matures par B. cinerea. Nous n’avons pas été jusqu’à maturité du 

fruit lors de cette thèse. Etant donné que B. cinerea provoque des dégâts importants au niveau 

des baies matûres, il serait intéressant d’analyser si les plants bactérisés sont résistants envers 

B. cinerea au cours de la maturation. Dans le cas où une réduction de la pourriture grise serait 

constatée, l’utilisation de B. phytofirmans souche PsJN permettrait de diminuer l’utilisation de 

produits phytosanitaires, produits dont certains sont néfastes pour l’environnement. 

 

Résistance contre d’autres agents pathogènes ? 

Enfin, un autre projet peut correspondre à l’étude du suivi de la protection des plants 

bactérisés envers divers agents pathogènes. En effet, la vigne de nos régions septentrionales 

est infectée par divers agents pathogènes comme par exemple Plasmopara viticola, Erysiphe 

nector, ou les champignons responsables de la maladie de l’Esca (Huglin et Schneider, 2003). 

D’un point de vue appliqué, il serait par conséquent intéressant d’étudier si B. phytofirmans 

souche PsJN réduit le développement de ces champignons. Si cette alternative était mise en 

place, elle permettrait de réduire l’utilisation massive de produits phytosanitaires sur la vigne 

et serait par conséquent une approche plus respectueuse de l’environnement.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



Chapitre 5 : Conclusions et Perspectives 
 

122 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Bibliographie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Les références utlisées dans les articles de cette thèse, que ce soit des revues ou des articles de recherche, et qui ont été 
préalablement développées, ne sont pas reprises dans cette bibliographie.  



Bibliographie 
 

123 

Adrian M., Jeandet P., Bessis R. and Joubert J.M. (1996) Induction of phytoalexin 

(resveratrol) synthesis in grapevine leaves treated with aluminium chloride (AlCl3). Journal of 

Agriculture and Food Chemistry 44: 1979-1981.  

Agüero C.B., Uratsu S.L., Greve C., Powell A.L.T., Labavitch J.M., Meredith C.P. and 

and Dandekar A.M. (2005) Evaluation of tolerance to Pierce's disease and Botrytis in 

transgenic plants of Vitis vinifera L. expressing the pear PGIP gene. Molecular Plant 

Pathology 6: 43-51. 

Ahlholm J.U., Helander M., Lehtimäki S., Wäli P. and Saikkonen K. (2002) Vertically 

transmitted fungal endophytes: different responses of host–parasite systems to environmental 

conditions. Oikos 99: 173-183. 

Aigrain P. (1999) Conjoncture viti-vinicole mondiale. Le Progrès Agricole et Viticole 116: 

175-182. 

Ait Barka E., Belarbi A., Hachet C., Nowak J. and Audran J.C. (2000) Enhancement of in 

vitro growth and resistance to gray mould of Vitis vinifera co-cultured with plant growth-

promoting rhizobacteria. FEMS Microbiology Letters 186: 91-95.  

Ait Barka E., Eullafroy P., Clément C. and Vernet G. (2004) Chitosan improves 

development, and protects Vitis vinifera L. against Botrytis cinerea. Plant Cell Reports 22: 

608-614.  

Ait Barka E., Gognies S., Nowak J., Audran J.C. and Belarbi A. (2002) Inhibitory effect 

of bacteria on Botrytis cinerea and its influence to promote the grapevine growth. Biological 

Control 24: 135-142. 

Alexander D., Goodman R.M., Gut-Rella M., Glascock C., Weymann K., Friedrich L., 

Maddox D., Ahl-Goy P., Luntz T., Ward E. and Ryals J. (1993) Increased tolerance to two 

oomycete pathogens in transgenic tobacco expressing pathogenesis-related protein 1a. 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 90: 7327-

7331. 

Amborabé B.E., Rossard S., Pérault J.M. and Roblin G. (2003) Specific perception of 

ergosterol by plant cells. Comptes Rendus de Biologie 326: 363-370. 

Anonyme (2002) Good plant protection practice – Grapevine. Bulletin OEPP/EPP0 2: 371-

392. 

Apel K. and Hirt H.  (2004) Reactive oxygen species: metabolism, oxidative stress, and 

signal transduction. Annual Review in Plant Biology 55: 373-399. 



Bibliographie 
 

124 

Arnold  A.E, Mejía L.C., Kyllo  D., Rojas E.I., Maynard  Z, Robbins N. and Herre E.A. 

(2003) Fungal endophytes limit pathogen damage in a tropical tree. Proceedings of the 

National Academy of Sciences of the United States of America 100: 15649-15654. 

Audenaert K., Pattery T., Cornelis P. and Höfte M. (2002) Induction of systemic 

resistance to Botrytis cinerea in tomato by Pseudomonas aeruginosa 7NSK2: role of salicylic 

acid, pyochelin and pyocyanin. Molecular Plant–Microbe Interactions 15: 1147-1156.  

Aziz A., Poinssot B., Daire X., Adrian M., Bézier A., Lambert B., Joubert J.M. and 

Pugin A. (2003) Laminarin elicits defense responses in grapevine and induces protection 

against Botrytis cinerea and Plasmopara viticola. Molecular Plant-Microbe Interactions 16: 

1118-1128. 

Aziz A., Trotel-Aziz P., Dhuicq L., Jeandet P., Couderchet M. and Vernet G. (2006) 

Chitosans oligomers and copper sulfate induce grapevine defense reactions and resistance to 

Botrytis cinerea and Plasmopara viticola. Phytopathology 96: 1188-1194.  

Aziz A., Gauthier A., Bézier A., Poinssot B., Joubert J.M., Pugin A., Heyraud A. and 

Baillieul F. (2007) Elicitor and resistance-inducing activities of beta-1,4 cellodextrins in 

grapevine, comparison with beta-1,3 glucans and alpha-1,4 oligogalacturonides. Journal of 

Experimental Botany 58: 1463-1472. 

Baggiolini M. (1952) Les stades repères dans le développement annuel de la vigne et leur 

utilisation pratique. Revue Romande d’Agriculture et d’Arboriculture 8: 4-6. 

Bais A.J., Murphy P. J. and Dry I.B. (2000) The molecular regulation of stilbene 

phytoalexin biosynthesis in Vitis vinifera during grape berry development. Australian Journal 

of Plant Physiology 27: 425-433. 

Bais H.P.,  Weir T.L.,  Perry L.G., Gilroy S. and Vivanco J.M. (2006) The role of root 

exudates in rhizosphere interactions with plants and other organisms. Annual Review in Plant 

Biology 57: 233-266. 

Baker B., Zambryski P., Staskawicz B. and Dinesh-Kumar S.P. (1997) Signaling in plant-

microbe interactions. Science 276: 726-733. 

Bashan Y. and de-Bashan L.E. (2005) Plant growth-promoting bacteria. In: Encyclopedia of 

Soils in the Environment (Hillel D., ed), Elsevier, Oxford, United Kingdom, pp. 103-115. 

Bashan Y. and Holguin G. (1998) Proposal for the division of plant growth-promoting 

rhizobacteria into two classifications: biocontrol-PGPB (plant growth-promoting bacteria) and 

PGPB. Soil Biology and Biochemistry 30: 1225-1228.  



Bibliographie 
 

125 

Bell C.R., Dickie G.A., Harvey W.L.G. and Chan J.W.Y.F. (1995) Endophytic bacteria in 

grapevine. Canadian Journal of Microbiology 41: 46-53.  

Belova S.E., Pankratov T.A. and Dedysh S.N. (2006) Bacteria of the genus Burkholderia as 

a typical component of the microbial community of Sphagnum peat bogs. Mikrobiologiia 75: 

110-117. 

Benhamou N. (2006) Ultrastructural studies in plant disease resistance. In: Multigenic and 

Induced Systemic Resistance in Plants (Tuzun S. and Bent E., eds), Springer 

Science+Business Media, New York, United States of America, pp. 49-82. 

Benhamou N., Belanger R.R. and Paulitz T.C. (1996a) Induction of differential host 

responses by Pseudomonas fluorescens in Ri T-DNA-transformed pea roots after challenge 

with Fusarium oxysporum f. sp. pisi and Pythium ultimum. Phytopathology 86: 114-178.  

Benhamou N., Gagné S., Le Quéré D. and Dehbi L. (2000) Bacterial-mediated induced 

resistance in cucumber : beneficial effect of the endophytic bacterium Serratia plymuthica on 

the protection against infection by Pythium ultimum. Phytopathology 90: 45-56. 

Benhamou N., Kloepper J.W. and Tuzun S. (1998) Induction of resistance against 

Fusarium wilt of tomato by combination of chitosan with an endophytic bacterial strain: 

ultrastructure and cytochemistry o f the host response. Planta 204: 153-168. 

Benhamou N., Kloepper J.W., Quadt-Hallmann A. and Tuzun S. (1996b) Induction of 

defense-related ultrastructural modifications in pea root tissues inoculated with endophytic 

bacteria. Plant Physiology 112: 919-929.  

Benizri E., Baudoin E. and Guckert A. (2001) Root colonization by inoculated plant-

growth rhizobacteria. Biocontrol Science and Technology 11: 557-574. 

Bennett R.N. and Wallsgrove R.M. (1994) Secondary metabolites in plant defence 

mechanisms. New Phytologist 127: 617-633.  

Bensalim S., Nowak J. and Asiedu S.K. (1998) Temperature and pseudomonad bacterium 

effects on in vitro and ex vitro performance of 18 clones of potato. American Journal of 

Potato Research 75: 145-152.  

Bent E. (2006) Induced systemic resistance mediated by plant growth-promoting 

rhizobacteria (PGPR) and fungi (PGPF). In: Multigenic and Induced Systemic Resistance in 

Plants (Tuzun S. and Bent E., eds), Springer Science+Business Media, New York, United 

States of America, pp. 225-258. 



Bibliographie 
 

126 

Bézier A. (2003) Caractérisation de gènes de défense exprimés par la vigne en réponse à 

l’infection par Botrytis cinerea par la technique de differential display RT-PCR. Thèse de 

doctorat, Université de Reims Champagne-Ardenne, Reims, France, pp. 1-337. 

Bézier A., Lambert B. and Baillieul F. (2002) Study of defense-related gene expression in 

grapevine leaves and berries infected with Botrytis cinerea. European Journal of Plant 

Pathology 108: 111-120. 

Bézier A., Mazeyrat-Gourbeyre F., Bonomelli A., Varnier A.-L., Paquis S., Hachet C., 

Manteau S., Dorey S., Dhondt-Cordelier S., Clément C. and Baillieul F. (2007) 

Identification of grapevine genes regulated upon Botrytis cinerea infection by differential 

display. In: Macromolecules and Secondary Metabolites of Grapevine and Wine (Jeandet P., 

Clément C. and Conreux A., eds), Lavoisier, Paris, France, pp. 69-74. 

Bloemberg G.V. and Lugtenberg B.J.J. (2001) Molecular basis of plant-growth promotion 

and biocontrol by rhizobacteria. Current Opinion Plant Biology 4: 343-350.  

Bonomelli A., Mercier L., Franchel J., Baillieul F., Benizri E. and Mauro M.C. (2004) 

Response of grapevine defenses to UV-C exposure. American Journal of Enology and 

Viticulture 55: 51-59. 

Borie B., Jeandet P., Parize A., Bessis R. and Adrian M. (2004) Resveratrol and stilbene 

synthase mRNA production in grapevine leaves treated with biotic and abiotic phytoalexin 

elicitors. American Journal of Enology and Viticulture 55: 60-64. 

Bouarab K., Potin P., Correa J. and Kloareg B. (1999) Sulfated oligosaccharides mediate 

the interaction between a marine red alga and its green algal pathogenic endophyte. The Plant 

Cell 11: 1635-1650.  

Bright J., Desikan R., Hancock J.T., Weir I.S. and Neill S.J. (2006) ABA-induced NO 

generation and stomatal closure in Arabidopsis are dependent on H2O2 synthesis. The Plant 

Journal 45: 113-122. 

Broekaert W.F., Terras F.R.G. and Cammue B.P.A. (2000) Induced and preformed 

antimicrobial proteins. In: Mechanisms of Resistance to Plant Diseases (Slusarenko A.J., 

Fraser R.S.S. and van Loon L.C., eds), Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The 

Netherlands, pp. 325-477. 

Busam G., Kassemeyer H.H. and Matern U. (1997) Differential expression of chitinases in 

Vitis vinifera L. responding to systemic acquired resistance activators or fungal challenge. 

Plant Physiology 115: 1029-1038.  



Bibliographie 
 

127 

Carroll G.  (1988) Fungal endophytes in stems and leaves: from latent pathogens to 

mutualistic symbionts. Ecology 69: 2-9.  

Cartieaux F., Thibaud M.C., Zimmerli L., Lessard P., Sarrobert C., David P., Gerbaud 

A., Robaglia C., Somerville S. and Nussaume L. (2003) Transcriptome analysis of 

Arabidopsis colonized by a plant-growth promoting rhizobacterium reveals a general effect on 

disease resistance. The Plant Journal 36: 177-188.  

Chadefaud M. and Emberger L. (1960) Les végétaux vasculaires. In: Traité de Botanique, 

Vol. 2, Masson, Paris, France, pp. 1-1450.  

Chanway C.P., Shishido M., Nairn J., Jungwirth S., Markham J., Xiao G. and Holl F.B. 

(2000) Endophytic colonization and field responses of hybrid spruce seedlings after 

inoculation with plant growth-promoting rhizobacteria. Forest Ecology Managment 133: 81-

88. 

Chen W.M., James E.K., Chou J.H., Sheu S.Y., Yang S.Z. and Sprent J.I. (2005) β-

rhizobia from Mimosa pigra, a newly discovered invasive plant in Taiwan. New Phytologist 

168: 661-675. 

Chen W.M., James E.K., Coenye T., Chou J.-H., Barrios E., de Faria S.M., Elliott  G.N., 

Sheu S.-Y., Sprent J.I. and Vandamme P. (2006) Burkholderia mimosarum sp. nov., 

isolated from root nodules of Mimosa spp. from Taiwan and South America. International 

Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 56: 1847-1851. 

Chen W.M., Moulin L., Bontemps C., Vandamme P., Béna G. and Boivin-Masson C. 

(2003) Legume symbiotic nitrogen fixation by ß-Proteobacteria is widespread in nature. 

Journal of  Bacteriology 185: 7266-7272.  

Chen Y.P., Mei R., and Lu S. (1996) The use of yield increasing bacteria (YIB) as plant 

growth-promoting rhizobacteria in Chinese agriculture. In: Management of Soil-Born 

Diseases (Gupta V.K. and Utkhede R., eds), M/S Narosa, Kalayani Publisher, New Delhi, 

India, pp. 165-176.  

Cheng X. and Baumgartner K. (2004) Arbuscular mycorrhizal fungi-mediated nitrogen 

transfer from vineyard cover crops to grapevines. Biology and Fertility of Soils 40: 406-412. 

Cheng X. and Baumgartner K. (2006) Effects of mycorrhizal roots and extraradical hyphae 

on [15]N uptake from vineyard cover crop litter and the soil microbial community. Soil 

Biology and Biochemistry 38: 2665-2675. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Cartieaux+F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Thibaud+MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Zimmerli+L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Lessard+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Sarrobert+C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22David+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Gerbaud+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Robaglia+C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Somerville+S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Nussaume+L%22%5BAuthor%5D
http://www.springerlink.com/content/100400/


Bibliographie 
 

128 

Chester K. (1933) The problem of acquired physiological immunity in plants. Quarterly 

Review of Biology 8: 129-154. 

Chi F., Shen S.H., Cheng H.P., Jing Y.X., Yanni Y.G. and Dazzo F.B. (2005) Ascending 

migration of endophytic rhizobia, from roots to leaves, inside rice plants and assessment of 

benefits to rice growth physiology. Applied and Environmental Microbiology 71: 7271-7278. 

Christensen A.B., Cho B.H., Næsby M., Gregersen P.L., Brandt J., Madriz-Ordeñana 

K., Collinge D.B. and Thordal-Christensen H. (2002) The molecular characterisation of 

two barley proteins establishes the novel PR-17 family of pathogenesis-related proteins. 

Molecular Plant Pathology 3: 135-144.  

Clay K. (1990) Fungal endophytes of grasses. Annual review of Ecology and systematics 21: 

275-297.  

Cocking E.C. (2003) Endophytic colonization of plant roots by nitrogen-fixing bacteria. 

Plant and Soil 252: 169-175. 

Comménil P., Brunet L. and Audran J.C. (1997) The development of the grape berry 

cuticle in relation to susceptibility to bunch rot disease. Journal of Experimental Botany 48: 

1599-1607.  

Compant S. (2002) Caractérisation et comparaison de l'efficacité de biofongicides 

systémiques à base de chitosan sur le contrôle du champignon phytopathogène Botrytis 

cinerea chez la vigne Vitis vinifera L. Diplôme d’Etudes Approfondies, Compiègne, France, 

pp. 1-45. 

Compant S., Duffy B., Nowak J., Clément C. and Barka E.A. (2005a) Use of plant 

growth-promoting bacteria for biocontrol of plant diseases: principles, mechanisms of action, 

and future prospects. Applied and Environmental Microbiology 71: 4951-4959. 

Compant S., Reiter B., Sessitsch A., Nowak J., Clément C. and Ait Barka E. (2005b) 

Endophytic colonization of Vitis vinifera L. by plant growth-promoting bacterium 

Burkholderia sp. strain PsJN. Applied and Environmental Microbiology 71: 1685-1693.  

Conn K.L., Nowak J. and Lazarovitz G. (1997) A gnotobiotic bioassay for studying 

interactions between potato and plant growth-promoting rhizobacteria. Canadian Journal of 

Microbiology 43: 801-808. 

Conrath U., Beckers G.J.M., Flors V., Garcia-Agustin P., Jakab G., Mauch F., Newman 

M.-A., Pieterse C.M.J., Poinssot B., Pozo M.J., Pugin A., Schaffrath U., Ton J., 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Shen+SH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Cheng+HP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Jing+YX%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Yanni+YG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Dazzo+FB%22%5BAuthor%5D


Bibliographie 
 

129 

Wendehenne D., Zimmerli L. and Mauch-Mani B. (2006) Priming: getting ready for battle. 

Molecular Plant-Microbe Interactions 19: 1062-1071. 

Conrath U., Pieterse C.M.J. and Mauch-Mani B. (2002) Priming in plant-pathogen 

interactions. Trends in Plant Science 7: 210-216.   

Cordelier S., de Ruffray P., Fritig B. and Kauffmann S. (2003) Biological and molecular 

comparison between localized and systemic acquired resistance induced in tobacco by a 

Phytophthora megasperma glycoprotein elicitin. Plant Molecular Biology 51: 109-118. 

Cordier C., Pozo M.J., Barea J.M., Gianinazzi S. and Gianinazzi–Pearson V. (1998) Cell 

defense responses associated with localized and systemic resistance to Phytophthora induced 

in tomato by an arbuscular mycorrhizal fungus. Molecular Plant–Microbe Interactions 11: 

1017-1028.  

Cornelissen B.J. and Melchers L.S. (1993) Strategies for control of fungal disease with 

transgenic plants. Plant Physiology 101: 709-712.  

Coté F. and Hahn M.G. (1994) Oligosaccharins: structures and signal transduction. Plant 

Molecular Biology 26: 1379-1411.  

Côté F., Ham K.-S., Hahn M.G. and Bergmann C.W. (1998) Oligosaccharide elicitors in 

host-pathogen interactions. In: Generation, Perception, and Signal Transduction, Subcellular 

Biochemistry (Biswas B.B. and Das H., eds), Plenum Press, New York, United States of 

America, pp. 385-432. 

Coulomb C., Lizzi Y., Coulomb P.J., Roggero J.P., Coulomb P.O. and Agullon O. (1998) 

Can copper be an elicitor? Phytoma 512: 41-46. 

Coutos-Thévenot P., Poinssot B., Bonomelli A., Yean H., Breda C., Buffard D., Esnault 

T., Hain R. and Boulay M. (2001) In vitro tolerance to Botrytis cinerea of grapevine 41B 

rootstock in transgenic plants expressing the stilbene synthase Vst1 gene under the control of 

a pathogen-inducible PR-10 promoter. Journal of Experimental Botany 52: 901-910.  

Daida J.M., Grasso C.S., Stanhope S.A. and Ross S.J. (1996) Symbionticism and complex 

adaptive systems I: implications of having symbiosis occur in nature. In: Evolutionary 

Programming V: Proceedings of the Fifth Annual Conference on Evolutionary Programming 

(Fogel L.J., Angeline P.J. and Bäck T., eds), The MIT Press, Cambridge, United Kingdom, 

pp. 177-186.  

Dangl J.L. and Jones J.D.G. (2001) Plant pathogens and integrated defence responses to 

infection. Nature 411: 826-833. 



Bibliographie 
 

130 

Davis P.J. (2004) Plant hormones biosynthesis, signal transduction, action! In: Davies P.J., 

ed, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands, pp. 1-751. 

de Bary A.H. (1879) De la symbiose. Revue internationale des Sciences 3: 301-309. 

de Bary A.H. (1866) “Morphologie und physiologie der pilze. Flechten und Myxomyceten”. 

In: Hofmeister’s Handbook of Physiological Botany. Vol II, Leipzig, Germany, pp. 1-316. 

de Lorenzo G., d’Ovidio R. and Cervone F. (2001) The role of polygalacturonase-inhibiting 

proteins (PGIPs) in defense against pathogen fungi. Annual Review of Phytopathology 39: 

313-335.  

de Meyer G. and Höfte M. (1997) Salicylic acid produced by the rhizobacterium 

Pseudomonas aeruginosa 7NSK2 induces resistance to leaf infection by Botrytis cinerea on 

bean. Phytopathology 87: 588-593. 

de Vleesschauwer D., Cornelis P. and Höfte M. (2006) Redox-active pyocyanin secreted by 

Pseudomonas aeruginosa 7NSK2 triggers systemic resistance to Magnaporthe grisea but 

enhances Rhizoctonia solani susceptibility in rice. Molecular Plant-Microbe Interactions 19: 

1406-1419. 

Delledonne M. (2005) NO news is good news for plants. Current Opinion in Plant Biology 8: 

390-396. 

Delledonne M., Zeier J., Marocco A. and Lamb C. (2001) Signal interactions between 

nitric oxide and reactive oxygen intermediates in the plant hypersensitive disease resistance 

response. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 

98: 13454-13459.  

Derckel J.P., Legendre L., Audran J.C., Haye B. and Lambert B. (1996) Chitinases of 

grapevine (Vitis vinifera L.): five isoforms induced in leaves by salicylic acid are 

constitutively expressed in other tissues. Plant Science 119: 31-37. 

Derckel J.P., Legendre L., Audran J.C., Haye B. and Lambert B. (1998) Characterization, 

induction by wounding and salicylic acid and activity against Botrytis cinerea of chitinases 

and β-1,3-glucanases of ripening grape berries. Physiologia Plantarum 104: 56-64. 

Di Gaspero G. and Cipriani G. (2003) Nucleotide binding site/leucine-rich repeats, Pto-like 

and receptor-like kinases related to disease resistance in grapevine. Molecular Genetic and 

Genomics 269: 612-623. 

Donaldson P.A., Anderson T., Lane B.G., Davidson A.L. and Simmonds D.H. (2001) 

Soybean plants expressing an active oligomeric oxalate oxidase from the wheat gf-2.8 



Bibliographie 
 

131 

(germin) gene are resistant to the oxalate-secreting pathogen Sclerotina sclerotiorum. 

Physiological and Molecular Plant Pathology 59: 297-307.  

Dorey S., Baillieul F., Saindrenan P., Fritig B. and Kauffmann S. (1998) Tobacco class I 

and class II catalases are differentially expressed during elicitor-induced hypersensitive cell 

death and localized acquired resistance. Molecular Plant-Microbe Interactions 11: 1102-

1109. 

Duijff B.J., Gianinazzi-Pearson V. and Lemanceau P. (1997) Involvement of the outer 

membrane lipopolysaccharides in the endophytic colonization of tomato roots by biocontrol 

Pseudomonas fluorescens strain WCS417r. New Phytologist 135: 325-334.  

Duijff B.J., Pouhair D., Olivain C., Alabouvette C. and Lemanceau P. (1998) Implication 

of systemic induced resistance in the suppression of Fusarium wilt of tomato by 

Pseudomonas fluorescens WCS417r and by non-pathogenic Fusarium oxysporum Fo47. 

European Journal of Plant Pathology 104: 903-910. 

Durrant W.E. and Dong X. (2004) Systemic acquired resistance. Annual Review of 

Phytopathology 42: 185-209.  

Ebel J. and Costo E.G. (1994) Elicitors of plant defense responses. International Review of 

Cytology 148: 1-36.  

Elad Y., Williamson B., Tudzynski P. and Delen N. (2004) Botrytis spp. and diseases they 

cause in agricultural systems-an introduction. In: Botrytis: Biology, Pathology and Control 

(Elad Y., Williamson B., Tudzynski P. and Delen N., eds), Kluwer Academic Publishers, 

Dordrecht, The Netherlands, pp. 1-9. 

Elbeltagy A., Nishioka K., Sato T., Suzuki H., Ye B., Hamada T., Isawa T., Mitsui H. 

and Minamisawa K. (2001) Endophytic colonization and in planta nitrogen fixation by a 

Herbaspirillum sp. isolated from wild rice species. Applied and Environmental Microbiology 

67: 5285-5293. 

Elmer P.A.G. and Reglinski T. (2006) Biosuppression of Botrytis cinerea in grapes. Plant 

Pathology 55: 155-177.  

El-Tarabily K.A. and Sivasithamparam K.  (2006) Potential of yeasts as biocontrol agents 

of soil-borne fungal pathogens and as plant growth promoters. Mycoscience 47: 25-35.   

Esquerré-Tugayé M.-T., Campargue C. and Mazau D. (1999) The response of plant cell 

wall hydroxyprolin-rich glycoproteins to microbial pathogens and their elicitors. In: 

http://www.ingentaconnect.com/content/bsc/ppathjsessionid=8ysnjb5w3r8x.victoria


Bibliographie 
 

132 

Pathogenesis-Related Proteins in Plants (Datta S.K. and Muthukrishnan S., eds), CRC Press, 

Boca Raton, Florida, United States of America, pp. 157-170. 

Esterio M., Auger J., Droguett A., Flanagan S. and Campos F. (2000) Efficacy of Bacillus 

subtilis (Ehrenberg), Cohn, QST-713 Strain (SerenadeTM), on Botrytis cinerea control in 

table grape (Vitis viniferea L. cv Thomson Seedless). In: Proceedings of the XII International 

Botrytis Symposium, Reims, France, Abstract L27.  

Faeth S.H. (2002) Are endophytic fungi defensive plant mutualist? Oikos 98: 25-36.  

Felbrich G., Romanski A., Varet A., Blume B., Brunner F., Engelhardt S., Felix G., 

Kemmerling B., Krzymowska M. and Nürnberger T. (2002) NPP1, a Phytophthora-

associated trigger of plant defense in parsley and Arabidopsis. The Plant Journal 32: 375-390. 

Felix G., Duran J.D., Volko S. and Boller T. (1999) Plants have a sensitive perception 

system for the most conserved domain of bacterial flagellin. The Plant Journal 18: 265-276. 

Ferreira J.H.S. (1990) In vitro evaluation of epiphytic bacteria from table grapes for the 

suppression of Botrytis cinerea. South African Journal of Enology and Viticulture 11: 38-41. 

Ferreira R.B., Monteiro S.S., Piçarra-Pereira M.A. and Teixeira A.R. (2004) Engineering 

grapevine for increased resistance to fungal pathogens without compromising wine stability. 

Trends in Biotechnology 22: 168-173. 

Feussner I. and Wasternack C. (2002) The lipoxygenase pathway. Annual Review in Plant 

Biology 53: 275-297.  

Flor H.H. (1942) Inheritance of pathogenicity in Melampsora lini. Phythopathology 32: 653-

669.  

Foreman J., Demidchik V., Bothwell J.H.F., Miedema H., Mylona P., Torres M.A., 

Linstead P., Brownlee C., Jones J.D.G., Davies J. and Dolan L. (2003) Reactive oxygen 

species produced by NADPH oxidase regulate plant cell growth. Nature 422: 442-446.  

Frommel M.I., Nowak J. and Lazarovits G. (1991) Growth enhancement and 

developmental modifications in vitro growth potato (Solanum tuberosum spp. tuberosum) as 

affected by a non-fluorescent Pseudomonas sp. Plant Physiology 96: 928-936.  

Fukasa-Akada T., Kung S.-D. and Watson J.C. (1996) Phenylalanine ammonia-lyase gene 

structure, expression, and evolution in Nicotiana. Plant Molecular Biology 30: 711-722. 

Gabler F.M., Smilanick J.L., Mansour M., Ramming D.W. and Mackey B.E. (2003) 

Correlations of morphological, anatomical, and chemical features of grape berries with 

resistance to Botrytis cinerea. Phytopathology 93: 1263-1273. 



Bibliographie 
 

133 

Galet P. (1977) Les Maladies et Les Parasites de La Vigne. Tome I, Imprimerie du Paysan du 

Midi, France, pp. 313-360. 

Gamalero E., Lingua G., Berta G. and P. Lemanceau (2003) Methods for studying root 

colonization by introduced beneficial bacteria. Agronomie 23: 407-418. 

Garcia-Brugger A., Lamotte O., Vandelle E., Bourque S., Lecourieux D., Poinssot B., 

Wendehenne D. and Pugin A. (2006) Early signaling events induced by elicitors of plant 

defenses. Molecular Plant-Microbe Interactions 19: 711-724.  

Gechev T. and Hille J. (2005) Hydrogen peroxide as a signal controlling plant programmed 

cell death. Journal of Cell Biology 168: 17-20. 

Gerber I.B., Zeidler D., Durner J. and Dubery I.A. (2004) Early perception responses of 

Nicotiana tabacum cells in response to lipopolysaccharides from Burkholderia cepacia. 

Planta 218: 647-657.  

Gianinazzi S., Martin C. and Vallée J.C. (1970) Hypersensibilité au virus, température et 

protéines solubles chez le Nicotiana Xanthi nc. Apparition de nouvelles macromolécules lors 

de la répression de la synthèse virale. Comptes Rendus de l'Académie des Sciences-Paris 270: 

2383-2386.  

Gilbert J., Jordan M., Somers D.J., Xing T. and Punja Z.K.  (2006) Engineering plants for 

durable disease resistance. In: Multigenic and Induced Systemic Resistance in Plants (Tuzun 

S. and Bent E., eds), Springer Science+Business Media, New York, United States of America, 

pp. 225-258. 

Gifford G.E. and Lohman-Mathes M.-L. (1987) Gamma interferon priming of mouse and 

human macrophages for induction of tumor necrosis factor production by bacterial 

lipopolysaccharide. Journal of the National Cancer Instute 78: 121-124. 

Glazebrook J. (2005) Contrasting mechanisms of defense against biotrophic and 

necrotrophic pathogens. Annual Review of Phytopathology 43: 205-227. 

Glick B. (1995) The enhancement of plant growth by free-living bacteria. Canadian Journal 

of Microbiology 41: 109-117.  

Glick B.R., Penrose D. and Li J. (1998) A model for the lowering of plant ethylene 

concentrations by plant growth-promoting bacteria. Journal of Theoretical Biology 190: 63-

68.  

Glinka E.M. and Protsenko M.A. (1998) Polygalacturonase inhibiting protein in plant cell 

walls. Biochemistry 63: 1015-1020.  



Bibliographie 
 

134 

Goes da Silva F., Iandolino A., Al-Kayal F., Bohlmann M.C., Cushman M.A., Lim H., 

Ergul A., Figueroa R., Kabuloglu E.K., Osborne C., Rowe J., Tattersall E., Leslie A., Xu 

J., Baek J.M., Cramer G.R., Cushman J.C. and Cook D.R. (2005) Characterizing the 

grape transcriptome. Analysis of expressed sequence tags from multiple Vitis species and 

development of a compendium of gene expression during berry development. Plant 

Physiology 139: 574-597. 

Grant J.J. and Loake G.J. (2000) Role of reactive oxygen intermediates and cognate redox 

signaling in disease resistance. Plant Physiology 124: 21-29.  

Gray E.J. and Smith D.L. (2005) Intracellular and extracellular PGPR: commonalities and 

distinctions in the plant-bacterium signaling processes. Soil Biology and Biochemistry 37: 

395-412. 

Gyaneshwar P., James E.K., Mathan N., Teddy P.M., Reinhold-Hurek B. and Ladha 

J.K. (2001) Endophytic colonization of rice by a diazotrophic strain of Serratia marcescens. 

Journal of Bacteriology 183: 2634-2645.  

Hahn  H., Huth W., Schöb W. and Diepenbrock W. (2003) Detection of endophytic fungi 

in Festuca spp. by means of tissue print immunoassay. Plant Bredding 122: 217-223.  

Hallmann J. (2001) Plant interactions with endophytic bacteria. In: Biotic Interactions in 

Plant-Pathogen Associations (Jeger M.J. and Spence N.J., eds), CABI Publishing, 

Wallingford, United Kingdom, pp. 87-119. 

Hallmann J., Quadt-Hallmann A., Mahaffee W.F. and Kloepper J.W. (1997) Bacterial 

endophytes in agricultural crops. Canadian Journal of Microbiology 43: 895-914. 

Hamiduzzaman M.M., Jakab G., Barnavon L., Neuhaus J.M. and Mauch-Mani B. 

(2005) β-Aminobutyric acid-induced resistance against downy mildew in grapevine acts 

through the potentiation of callose formation and jasmonic acid signaling. Molecular Plant-

Microbe Interactions 18: 819-829.  

Hammerschmidt R. (1999) Phytoalexins: what we learned after 60 years? Annual Review of 

Phytopathology 37: 285-306. 

Hammerschmidt R., Métraux J.-P. and van Loon L.C. (2001) Inducing resistance: a 

summary of papers presented at the first international symposium on induced resistance to 

plant diseases, Corfu, May 2000. European Journal of Plant Pathology 107: 1-6.  

Hammond-Kosack and Jones J.D.G. (1996) Resistance gene-dependent plant defense 

responses. The Plant Cell 8: 1773-1791.  



Bibliographie 
 

135 

Hansen M., Kregelund L., Nybroe O. and Sorensen J. (1997) Early colonization of barley 

roots by Pseudomonas fluorescens studied by immunofluorescence technique and confocal 

laser scanning microscopy. FEMS Microbiology Ecology 23: 353-360. 

Harman G.E. (2006) Overview of mechanisms and uses of Trichoderma spp. 

Phytopathology 96: 190-194. 

Harman G.E., Howell C.R., Vitarbo A., Chet I. and Lorito M. (2004) Trichoderma 

species-opportunistic, avirulent plant symbionts. Nature Review Microbiology 2: 43-56.  

Hartmann A.  (2005) Prof. Dr. Lorenz Hiltner, a pioneer in soil bacteriology and rhizosphere 

research. In: Rhizosphere 2004: Perpectives and Challenges – A Tribute to Lorenz Hiltner 

(Hartmann A., Schmid M., Wenzel W. and Hinsinger P., eds), GSF-Forschungszentrum, 

Neuherberg, Germany, pp. 1-4. 

Hellman E.W. (2003) Grapevine structure and function. In: Oregon Viticulture (Hellman 

E.W., ed), Corvallis: Oregon State University Press, United Stes of America, pp. 5-19. 

Hill G., Stellwaag-Kittler F., Huth G. and Schlosser E. (1981) Resistance of grapes in 

different developmental stages to Botrytis cinerea. Phytopathology Z 102: 328-338.  

Hinsinger P. and Marschner P. (2006) Rhizosphere–perspectives and challenges–a tribute 

to Lorenz Hiltner 12–17 September 2004- Munich, Germany. Plant and Soil 283: vii–viii.  

Hoffland E., Hakulinen J. and van Pelt J.A. (1996) Comparison of systemic resistance 

induced by avirulent and nonpathogenic Pseudomonas species. Phytopathology 86: 757-762. 

Hoffland E., Pieterse C.M.J., Bik L. and van Pelt J.A. (1995) Induced systemic resistance 

in radish is not associated with accumulation of pathogenesis-related proteins. Physiological 

and Molecular Plant Pathology 46: 309-320. 

Hoffmann-Sommergruber K. (2002) Pathogenesis-related (PR)-proteins identified as 

allergens. Biochemical Society Transactions 30: 930-935.  

Howell C.R. (2003) Mechanisms employed by Trichoderma species in the biological control 

of plant diseases: the history and evolution of current concepts. Plant Disease 87: 4-10.  

Hu X. and Reddy A.S.N. (1997) Cloning and expression of a PR-5-like protein from 

Arabidopsis: inhibition of fungal growth by bacterially expressed protein. Plant Molecular 

Biology 34: 949-959. 

Hu X., Bidney D.L., Yalpani N., Duvick J.P., Crasta O., Folkerts O. and Lu G. (2003) 

Overexpression of a gene encoding hydrogen peroxide-generating oxalate oxidase evokes 

defense responses in sunflower. Plant Physiology 133: 170-181.  



Bibliographie 
 

136 

Huglin P. and Schneider C. (2003) Biologie et écologie de la vigne. 2ème édition Lavoisier, 

Paris, France, pp. 1-370.  

Humphris S.N., Bengough A.G., Griffiths B.S., Kilham K., Rodger S., Stubbs V., 

Valentine T.A. and Young I.M. (2005) Root cap influences root colonisation by 

Pseudomonas fluorescens SBW25 on maize. FEMS Microbiology Ecology 54: 123-130. 

Hurek T., Reinhold-Hurek B., van Montagu M. and Kellenbberger E. (1994) Root 

colonization and systemic spreading of Azoarcus sp. strain BH72 in grasses. Journal of 

Bacteriology 176: 1913-1923. 

IAS (1998) Article 2, IAS Constitution (draft), Second Newsletter 1998, International 

Allelopathy Society. http://www-ias.uca.es/newslett2.htm. 

Iavicoli A., Boutet E., Buchala A. and Métraux J.P. (2003) Induced systemic resistance in 

Arabidopsis thaliana in response to root inoculation with Pseudomonas fluorescens CHA0. 

Molecular Plant-Microbe Interactions 16: 851-858.  

Jacobs A.K., Dry I.B. and Robinson S.P. (1999) Induction of different pathogenesis-related 

cDNAs in grapevine infected with powdery mildew and treated with ethephon. Plant 

Pathology 48: 325-336. 

James E.K., Gyaneshwar P., Manthan N., Barraquio W.L., Reddy P.M., Ianetta P.P.M., 

Olivares F.L. and Ladha J.K. (2002) Infection and colonization of rice seedlings by the 

plant growth-promoting bacterium Herbaspirillum seropedicae Z67. Molecular Plant-

Microbe Interactions 15: 894-906. 

Jansson J.K. (2003) Marker and reporter genes: illuminating tools for environmental 

microbiologists. Current Opinion in Microbiology 6: 310-316. 

Jeandet P., Bessis R. and Gautheron B. (1991) The production of resveratrol (3,5,4-

trihydroxystilbene) by grape berries in different developmental stages. American Journal of 

Enology and Viticulture 42: 41-46. 

Jeandet P., Jacquot C., Parmentier M., Conreux A., Sbaghi M., Adrian M. and Waffo-

Téguo P. (2007). Role of stilbene dehydrodimers (viniferins) in the Botrytis 

cinerea/grapevine interaction. In: Macromolecules and Secondary Metabolites of Grapevine 

and Wine (Jeandet P., Clément C. and Conreux A., eds), Lavoisier, Paris, France, pp. 105-

110. 

Jeandet P., Vasserot Y. , Marchal R. , Maujean A., Adrian M. Breuil A.-C. and Bessis R. 

(1999) Interaction entre la vigne et Botrytis cinerea : aspects phytopathologiques et 



Bibliographie 
 

137 

œnologiques (Interaction between grapevine and Botrytis cinerea: phytopathological and 

enological aspects). Revue Française d'Oenologie 177: 19-22. 

Jones J.D. and Dangl J.L. (2006) The plant immune system. Nature 16: 323-329. 

Kachroo A. and Kachroo P. (2007) Salicylic acid-, jasmonic acid- and ethylene-mediated 

regulation of plant defense signaling. In: Genetic Engineering, Principles and Methods 

(Setlow J., ed), Springer, Heidelberg, Germany, 28: 55-83. 

Kado C.I. (1992) Plant pathogenic bacteria. In: The Prokaryotes, vol. I. (Balows A., Truper 

H.G., Dworkin M., Harder W., and Schleifer K.-H., eds), Springer-Verlag, New York, United 

States of America, pp. 659-674. 

Katz V.A., Thulke O.U. and Conrath U. (1998) A benzothiadiazole primes parsley cells for 

augmented elicitation of defense responses. Plant Physiology 117: 1333-1339.  

Katz V., Fuchs A. and Conrath U. (2002) Pretreatement with salicylic acid primes parsley 

cells for enhanced ion transport following elicitation. FEBS Letters 520: 53-57.  

Kauss H., Theisinger-Hinkel E., Mindermann R. and Conrath U. (1992) 

Dichloroisonicotinic and salicylic acid, inducers of systemic acquired resistance, enhance 

fungal elicitor responses in parsley cells. The Plant Journal 2: 655-660.  

Keller M., Viret O. and Cole F.M. (2003) Botrytis cinerea infection in grape flowers: 

defense reaction, latency, and disease expression. Phytopathology 93: 316-322. 

Kessler A., Halitschke R., Diezel C. and Baldwin I..T. (2006) Priming of plant defense 

responses in nature by airborne signaling between Artemisia tridentata and Nicotiana 

attenuata. Oecologia 148: 280-292. 

Khmel I.A., Sorokina T.A., Lemanova N.B., Lipasova V.A., Metlitski O.S., Burdeinay 

T.V. and Chernin L.S. (1998) Biological control on crown gall in grapevine and raspberry 

by two Pseudomonas spp. with a wide spectrum of antagonistic activity. Biocontrol Science 

and Technology 8: 45-57. 

Kikkert J., Ali G.S., Striem M.J., Martens M., Wallace P.G., Molino L. and Reisch B.I. 

(1997) Genetic engineering of grapevine (Vitis sp.) for enhancement of disease resistance. 

Acta Horticulturae 447: 273-279.  

Klarzynski O., Plesse B., Joubert J.M., Yin J.C., Kopp M., Kloareg B. and Fritig B. 

(2000) Linear β-1,3 glucans are elicitors of defense responses in tobacco. Plant Physiology 

124: 1027-1037.  



Bibliographie 
 

138 

Kloepper J.W. and Schroth M.N. (1978) Plant growth-promoting rhizobacteria on radishes. 

In: Proceedings of the 4th International Conference on Plant Pathogenic Bacteria, vol. II 

(Station de Pathologie Végétale et Phyto-Bactériologie, ed), Gilbert-Clarey, Tours, France, 

pp. 879-882. 

Kloepper J.W., Scher F.M., Laliberte M. and Tipping B. (1986) Emergence-promoting 

rhizobacteria: description and implications for agriculture. In: Iron, Siderophores and Plant 

Diseases (Swinburne T.R., ed), Plenum, Publishing Corporation, New York, United States of 

America, pp. 155-164. 

Kloepper J.W., Tuzun S. and Kuć J.A. (1992) Proposed definitions related to induced 

disease resistance. Biocontrol Science and Technology 2: 349-351. 

Kobayashi D.Y. and Palumbo J.D. (2000) Bacterial endophytes and their effects on plants 

and uses in agriculture. In: Microbial Endophytes (Bacon C.W. and White J.F., eds), Marcel 

Dekker Incorporated, New York, United States of America, pp. 199-233. 

Krol E.  (1998) Epiphytic bacteria isolated from grape leaves and its effect on Botrytis cinerea 

Pers. Phytopathologia Polonica 16: 53-61. 

Kuć J. (1995) Phytoalexins, stress metabolism, and disease resistance in plants. Annual 

Review of Phytopathology 33: 275-297. 

Lagrimini  L.M., Burkhart W., Moyer M. and Rothstein S. (1987) Molecular cloning of 

complementary DNA encoding the lignin-forming peroxidase from tobacco: molecular 

analysis and tissue-specific expression. Proceedings of the National Academy of Sciences of 

the United States of America 84: 7542-7546. 

Lamattina L., Garcia-Mata C., Graziano M. and Pagnussat G. (2003) Nitric oxide: The 

versatility of an extensive signal molecule. Annual Review in Plant Biology 54: 109-136. 

Lamotte O., Courtois C., Barnavon L., Pugin A. and Wendehenne D. (2005) Nitric oxide 

in plants: the biosynthesis and cell signaling properties of a fascinating molecule. Planta 221: 

1-4. 

Langcake P. and Pryce R.J. (1977) The production of resveratrol and the viniferins by 

grapevines in response to ultraviolet irradiation. Phytochemistry 16: 1193-1196. 

Laquitaine L., Gomès E., François J., Marchive C., Pascal S., Hamdi S., Atanassova R. 

Delrot S. and Coutos-Thévenot P. (2006) Molecular basis of ergosterol-induced protection 

of grape against Botrytis cinerea: induction of type I LTP promoter activity, WRKY, and 

Stilbene synthase gene expression. Molecular Plant-Microbe Interactions  19: 1103-1112. 



Bibliographie 
 

139 

Larrainzar E., O'Gara F. and Morrissey J.P. (2005) Applications of autofluorescent 

proteins for in situ studies in microbial ecology. Annual Review in Microbiology 59: 257-277. 

Lebon G. (2005) Importance des glucides lors de la floraison chez la vigne (Vitis vinifera L.). 

Exemples de cépages présentant une sensibilité différente à la coulure. Thèse de doctorat, 

Université de Reims Champagne-Ardenne, Reims, France, pp. 1-158. 

Leeman M., Den Ouden F.M., van Pelt J.A., Cornelissen C., Matamala-Garros A., 

Bakker P.A.H.M. and Schippers B. (1996) Suppression of fusarium wilt of radish by co-

inoculation of fluorescent Pseudomonas spp. and root-colonizing fungi. European Journal of 

Plant Pathology 102: 21-31.  

Leeman M., van Pelt J.A., den Ouden F.M., Heinsbroek M., Bakker P.A.H.M. and 

Schippers B. (1995) Induction of systemic resistance by Pseudomonas fluorescens in radish 

cultivars differing in susceptibility to Fusarium wilt, using a novel bioassay. European 

Journal of Plant Pathology 101: 655-664.  

Legrand V., Dalmayrac S., Latché A., Pech J.C., Bouzayen M., Fallot J., Torregrosa L., 

Bouquet A. and Roustan J.P. (2003) Constitutive expression of Vr-ERE gene in transformed 

grapevine confers enhanced resistance to eutypine, a toxin from Eutypa lata. Plant Science 

164: 809-814.  

Léon-Kloosterziel K.M., Verhagen B.W.M., Keurentjes J.J.B., van Pelt J.A., Rep M., 

van Loon L.C. and Pieterse C.M.J. (2005) Colonization of the Arabidopsis rhizosphere by 

fluorescent Pseudomonas spp. activates a root-specific, ethylene-responsive PR-5 gene in the 

vascular bundle. Plant Molecular Biology 57: 731-748.  

Leroux P. (2003) Modes d’action des produits phytosanitaires sur les organismes pathogènes 

des plantes. Comptes Rendus de Biologie 326: 9-21.  

Leroux P. (2004) Chemical control of Botrytis and its resistance to chemical fungicides. In: 

Botrytis: Biology, Pathology and Control (Elad Y., Williamson B., Tudzynski P. and Delen 

N., eds), Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands, pp. 195-222. 

Lindow S.E. (1991) Determinants of epiphytic fitness in bacteria. In: Microbial ecology of 

leaves (Andrews J.H. and Hirano S.S., eds.), Springer-Verlag, New York, USA, pp. 295-314. 

Liu X., Zhao H. and Chen S. (2006) Colonization of maize and rice plants by strain Bacillus 

megaterium C4. Current Microbiology 52 : 186-190. 



Bibliographie 
 

140 

Lodewyckx C., Vangronsveld J., Porteous F., Moore E.R.B., Taghavi S., Mezgeay M. 

and van der Lelie D. (2002) Endophytic bacteria and their potential applications. Critical 

Review in Plant Science 21: 583-606. 

Long J. (1979) Vignes et vignobles. In: Long J., ed, Hachette, Paris, France, pp. 1-251.  

Lorito M., Broadway R.M., Hayes C.K., Woo S.L., Noviello C., Williams D.L. and 

Harman G.E. (1994) Proteinase inhibitors from plants as a novel class of fungicides. 

Molecular Plant-Microbe Interactions 7: 525-527.  

Lugtenberg B.J.J. and Dekkers L.C. (1999) What make Pseudomonas bacteria rhizosphere 

competent? Environnemental Microbiology 1: 9-13.  

Mackey D., Holt B.F., Wiig A. and Dangl J.L. (2002) RIN4 interacts with Pseudomonas 

syringae type III effector molecules and is required for RPM1-mediated resistance in 

Arabidopsis. Cell 108: 743-754. 

Mackey D. and McFall A.J. (2006) MAMPs and MIMPs: proposed classifications for 

inducers of innate immunity. Molecular Microbiology 61: 1365-1371.  

Magnin-Robert M., Trotel-Aziz P., Quantinet D., Biagianti S. and 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. 

Marchal R., Tabary I., Valade M., Moncomble D., Viaux L., Robillard B., Duteubre B. 

and Jeandet P. (2002) Influence de la pourriture grise sur les propriétés moussantes des 

champagnes. Le Vigneron Champenois 6: 52-64.   

Marois J.J., Nelson J.K., Morrison J.C., Lile L.S. and Bledsoe A.M.  (1986) The influence 

of berry contact within grape clusters on the development of Botrytis cinerea and epicuticular 

wax. American Journal of Enology and Viticulture 37: 293-296.  

Martinez F., Dubos B. and Fermaud M. (2005) The role of saprotrophy and virulence in the 

population dynamics of Botrytis cinerea in vineyards. Phytopathology 95: 692-701.  

Mauchline T.H., Kerry B.R. and Hirsch P.R. (2002) Quantification in soil and the 

rhizosphere of the nematophagous fungus Verticillium chlamydosporium by competitive PCR 

and comparison with selective plating. Applied and Environmental Microbiology 68: 1846-

1853.  

Mauch-Mani B. and Mauch F. (2005) The role of abscisic acid in plant-pathogen 

interactions. Current Opinion in Plant Biology 8: 409-414.  



Bibliographie 
 

141 

Maurhofer M., Hase C., Meuwly P., Metraux J.P. and Defago G. (1994) Induction of 

systemic resistance of tobacco necrosis virus by the root-colonizing Pseudomonas fluorescens 

strain CHAO: influence of the gacA gene and pyoverdine production. Phytopathology 84: 

139-146. 

McCully M.E.  (2001) Niches for bacterial endophytes in crop plants: a plant biologist's view. 

Australian Journal of Plant Physiology 28: 983-990. 

Mehdy M.C. (1994) Active oxygen species in plant defense against pathogens. Plant 

Physiology 105: 467-472. 

Mellersch D.G., Foulds I.V., Higgins V.J. and Heath M.C. (2002) H2O2 plays different 

roles in determining penetration failure in three diverse plant–fungal interactions. The Plant 

Journal 29: 257-268.  

Métraux J.P., Nawrath C. and Genoud T. (2002) Systemic acquired resistance. Euphytica 

124: 237-243.  

Meyer U. (2001) Grapevine. In: Growth Satges of Mono- and Dicotyledonous Plants, BBCH 

Monograph (Federal Biological Research Centre for Agriculture and Forestry, ed), Blackwell 

Wissenschafts-verlag, Berlin, Germany, pp. 93-95. 

Meziane H., van der Sluis I., van Loon L.C., Höfte M. and Bakker P.A.H.M.  (2005) 

Determinants of Pseudomonas putida WCS358 involved in inducing systemic resistance in 

plants. Molecular Plant Pathology 6: 177-185. 

Miché L., Battistoni F., Gemmer S., Belghazi M. and Reinhold-Hurek B. (2006) 

Upregulation of jasmonate-inducible defense proteins and differential colonization of roots of 

Oryza sativa cultivars with the endophyte Azoarcus sp. Molecular Plant-Microbe Interactions 

19: 502-511. 

Misaghi I.J. and Donndelinger C.R. (1990) Endophytic bacteria in symptom-free cotton 

plants. Phytopathology 80: 808-811.  

Mittler R., Vanderauwera S., Gollery M. and van Breusegem F. (2004) Reactive oxygen 

gene network of plants. Trends in Plant Science 9: 490-498. 

Mohamed N., Lherminier J., Farmer M.-J., Fromentin J., Béno N., Houot V., Milat M.-

L. and Blein J.-P. (2007) Defense responses in grapevine leaves against Botrytis cinerea 

induced by application of a Pythium oligandrum strain or its elicitin, Oligandrin, to roots. 

Phytopathology 97: 611-620. 



Bibliographie 
 

142 

Morrissey J.P., Dow J.M., Mark G.L. and O’Gara F. (2004) Are microbes at the root of a 

solution to world food production? EMBO Reports 5: 922-926.  

Moulin L., Munive A., Dreyfus B. and Boivin-Masson C. (2001) Nodulation of legumes by 

members of the beta-subclass of Proteobacteria. Nature 411: 948-950.  

M'Piga P., Belanger R.R., Paulitz T.C. and Benhamou N. (1997) Increased resistance to 

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici in tomato plants treated with the endophytic 

bacterium Pseudomonas fluorescens strain 63-28. Physiological and Molecular Plant 

Pathology 50: 301-320. 

Mullins M.G., Bouquet A. and Williams L.E. (1992) Biology of the grapevine. In: Mullins 

M.G., ed, Cambridge University Press, Cambridge, United Kingdom, pp. 1-239.  

Mundt J.O. and Hinkle N.F. (1976) Bacteria within ovules and seeds. Applied and 

Environmental Microbiology 32: 694-698.  

Mur L.A., Carver T.L. and Prats E.  (2006) NO way to live; the various roles of nitric oxide 

in plant-pathogen interactions. Journal of Experimental Botany 57: 489-505.  

Muthukumarasamy R., Kang U.G., Park K.D, Jeon W.-T., Park C.Y., Cho Y.S, Kwon 

S.-W., Song J., Roh D.-H. and Revathi G. (2007) Enumeration, isolation and identification 

of diazotrophs from Korean wetland rice varieties grown with long-term application of N and 

compost and their short-term inoculation effect on rice plants. Journal of Applied 

Microbiology 102: 981-991.  

Nair N.G., Guilbaud Oulton S., Barchia I. and Emmett R. (1995) Significance of carry 

over inoculum, flower infection and latency on the incidence of Botrytis cinerea in berries of 

grapevines at harvest in New South Wales. Australian Journal of Experimental Agriculture 

35: 1177-1180.  

Nappi P., Jodice R., Luzzati A. and Corino L. (1985) Grapevine root system and vesicular-

arbuscular mycorrhizae in some soils of Piedmont (Italy). Plant and Soil 85: 205-210. 

Nawrath C, Métraux J.P. and Genoux T. (2006) Chemical signals in plant resistance: 

salicylic acid. In: Multigenic and Induced Systemic Resistance in Plants (Tuzun S. and Bent 

E., eds), Springer Science+Business Media, New York, United States of America, pp. 143-

165. 

Névians J. (2007) Validation de gènes marqueurs des voies signalisation de défenses chez la 

vigne. Diplôme d’Etudes Approfondies, Université de Reims Champagne-Ardenne, Reims, 

France, pp. 1-23. 



Bibliographie 
 

143 

Niderman T., Genetet I., Bruyere T., Gees R., Stintzi A., Legrand M., Fritig B. and 

Mösinger E. (1995) Pathogenesis-related PR-1 proteins are antifungal - Isolation and 

characterization of three 14-kilodalton proteins of tomato and of a basic PR-1 of tobacco with 

inhibitory activity against Phytophthora infestans. Plant Physiology 108: 17-27.  

Niki T., Mitsuhara I., Seo S., Ohtsubo N. and Ohashi Y. (1998) Antagonistic effect of 

salicylic acid and jasmonic acid on the expression of pathogenesis-related (PR) protein genes 

in wounded mature tobacco leaves. Plant Cell Physiology 39: 500-507. 

Nowak J. and Shulaev V. (2003) Priming for transplant stress resistance in in vitro 

propagation. In Vitro Cellular and Developmental Biology-Plantarum 39: 107-124. 

Nowak J., Asiedu S.K., Bensalim S., Richards J., Stewart A., Smith C., Stevens D. and 

Sturz A.V. (1998) From laboratory to applications: challenges and progress with in vitro dual 

cultures of potato and beneficial bacteria. Plant Cell Tissue and Organ Cultures 52: 97-103.   

Nowak J., Asiedu S.K., Lazarovits G., Pillay V., Stewart A., Smith C. and Liu Z. (1995) 

Enhancement of in vitro growth and transplant stress tolerance of potato and vegetable 

plantlets co-cultured with a plant growth-promoting rhizobacterium. In: Proceedings of the 

International Symposium on Ecophysiology and Photosynthetic In Vitro Cultures (Carré F. 

and Chagvardieff P., eds), CEA, Aix-en-Provence, France, pp. 173-180. 

Nürnberger T. and Brunner F. (2002) Innate immunity in plants and animals: emerging 

parallels between the recognition of general elicitors and pathogen-associated molecular 

patterns. Current Opinion in Plant Biology 5: 318-324. 

Ongena M., Duby F., Jourdan E., Beaudry T., Jadin V., Dommes J. and Thonart P. 

(2005) Bacillus subtilis M4 decreases plant susceptibility towards fungal pathogens by 

increasing host resistance associated with differential gene expression. Applied Microbiology 

and Biotechnology 67: 692-698. 

Ongena M., Duby F., Rossignol F., Fouconnier M. L., Dommes J. and Thonart P. (2004) 

Stimulation of the lipoxygenase pathway is associated with systemic resistance induced in 

bean by a nonpathogenic Pseudomonas strain. Molecular Plant-Microbe Interactions 17: 

1009-1018.  

Öpik H. and Rolfe S.A. (2005) The physiology of flowering plants. In: Öpik H. and Rolfe 

S.A., eds, Cambridge University Press, Cambridge, United Kingdom, pp. 1-401. 

Paiva N.L. (2000) An introduction to the biosynthesis of chemicals used in plant microbe 

communication. Journal of Plant Growth Regulation 19: 131-143. 



Bibliographie 
 

144 

Panon M.L., Panigai L., Walker A.-S. and Leroux P. (2006) Les nouveautés concernant la 

pourriture grise : en quelques points. Le Vigneron Champenois 127: 26-36. 

Parani M., Rudrabhatla S., Myers R., Weirich H., smith B., Leaman D.W. and Goldman 

S.L. (2004) Microarray analysis of nitric oxide responsive transcripts in Arabidopsis. Plant 

Biotechnology Journal 2: 359-366.  

Park K.S. and  Kloepper J.W. (2000) Activation of PR-1a promoter by rhizobacteria which 

induce systemic resistance in tobacco against Pseudomonas syringae pv. tabaci. Biological 

Control 18: 2-9. 

Parke J.L. (1991) Root colonization by indigenous and introduced microorganisms. In: The 

Rhizosphere and Plant Growth (Keister D.L. and Gregan P.B., eds), Kluwer Academic 

Publishers, Dordrecht, The Netherlands, pp. 33-42. 

Paul B., Chereyathmanjiyil A., Masih I., Chapuis L. and Benoit A. (1998) Biological 

control of Botrytis cinerea causing grey mould disease of grapevine and elicitation of stilbene 

phytoalexin (resveratrol) by a soil bacterium. FEMS Microbiology Letters 165: 65-70. 

Paul B., Girard I., Bhatnagar T. and Bouchet P. (1997) Suppression of Botrytis cinerea 

causing grey mould disease of grape vine (Vitis vinifera) and its pectinolytic activities by a 

soil bacterium. Microbiological Research 152: 413-420. 

Percival D.C., Sullivan J.A. and Fisher K.H. (1993) Effect of cluster exposure, berry 

contact and cultivar on cuticular membrane formation and occurence of bunch rot (Botrytis 

cinerea Pers. Fr.) with 3 Vitis vinifera L. cultivars. Vitis 32: 87-97. 

Pezet R., Viret O. and Gindro K. (2004) Plant-microbe interaction: the Botrytis grey mould 

of grapes-biology, biochemistry, epidemiology and control management. In: Advances in 

Plant Physiology (Hemantaranjan A., ed), Scientific publishers, Jodhpur, India, 7: 71-116.  

Pieterse C.M.J., van Pelt J.A., van Wees S.C.M., Ton J., Léon-Kloosterziel K.M., 

Keurentjes J.J.B., Verhagen B.W.M., Knoester M., van der Sluis I., Bakker P.A.H.M. 

and van Loon L.C. (2001) Rhizobacteria-mediated induced systemic resistance: triggering, 

signalling, and expression. European Journal of Plant Pathology 107: 51-61.  

Pieterse C.M.J., van Wees S.C.M., Hoffland E., van Pelt J.A. and van Loon L.C. (1996) 

Systemic resistance in Arabidopsis induced by biocontrol bacteria is independent of salicylic 

acid accumulation and pathogenesis related gene expression. The Plant Cell 8: 1225-1237. 

Pieterse C.M.J., van der Ent S., van Pelt J.A. and van Loon L.C. (2007) The role of 

ethylene in rhizobacteria-induced systemic resistance (ISR). In: Plant Hormone Ethylene: 



Bibliographie 
 

145 

Proceedings of the 7th International Symposium (Ramina A., ed), Springer, Dordrecht, The 

Netherlands, sous presse. 

Pieterse C.M.J. and van Loon L.C. (2007) Signalling cascades in induced resistance. In: 

Induced Resistance for Plant Defense: A Sustainable Approach to Crop Protection (Walters 

D., Newton A. and Lyon G., eds), Blackwell, Oxford, United Kingdom, pp. 65-68. 

Pillay V.K. and Nowak J. (1997) Inoculum density, temperature and genotype effects on 

epiphytic and endophytic colonization and in vitro growth promotion of tomato (Lycopersicon 

esculentum L.) by a pseudomonad bacterium. Canadian Journal of Microbiology 43: 354-

361. 

Planchon J.E. (1887) Monographie des Ampélidées vraies. In: Monographiae 

Phanaerogamarum (de Candolle A.F.P.P. and de Candolle C., eds), Masson, Paris, France, 5: 

305-654. 

Poinssot B., Vandelle E., Bentéjac M., Adrian M., Levis C., Brygoo Y., Garin J., Sicilia 

F., Coutos-Thévenot  P. and Pugin A. (2003) The endopolygalacturonase 1 from Botrytis 

cinerea activates grapevine defense reactions unrelated to its enzymatic activity. Molecular 

Plant-Microbe Interactions 16: 553-564.  

Potin P., Bouarab K., Kupper F. and Kloareg B. (1999) Oligosaccharide recognition 

signals and defence reactions in marine plant-microbe interactions. Current Opinion in 

Microbiology 2: 276-283.  

Pozo M.J., Azcón-Aguilar C., Dumas-Gaudot E. and Barea J.M. (1999) β-1,3-glucanase 

activities in tomato roots inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi and/or Phytophthora 

parasitica and their possible involvement in bioprotection. Plant Science 141: 149-157.  

Pozo M.J., Cordier C., Dumas-Gaudot E., Gianinazzi S., Barea J.M. and Azcon-Aguilar 

C. (2002) Localized versus systemic effect of arbuscular mycorrhizal fungi on defence 

responses to Phytophthora infection in tomato plants. Journal of Experimental Botany 53: 

525-534. 

Prats E.,  Mur L.A.J. , Sanderson R. and Carver T.L.W. (2005) Nitric oxide contributes 

both to papilla-based resistance and the hypersensitive response in barley attacked by 

Blumeria graminis f. sp. Hordei. Molecular Plant Pathology 6: 65-78.  

Punja Z.K. (2001) Genetic engineering of plants to enhance resistance to fungal pathogens-a 

review of progress and future prospects. Canadian Journal of Plant Pathology 23: 216-235. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=10383869&query_hl=5&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=11847251&query_hl=1&itool=pubmed_docsum


Bibliographie 
 

146 

Quispel A. (1992) A search of signals in endophytic microorganisms. In: Molecular Signals 

in Plant-Microbe Communications (Verma D.P.S., ed), CRC Press, Boca Raton, United States 

of America, pp. 471-491. 

Rabea E., Badawy M., Stevens C., Smagghe G. and Steubaut W. (2003) Chitosan as 

antimicrobial agent: applications and mode of action. Biomacromolécules 6: 1457-65. 

Reinhold-Hurek B. and Hurek T. (1998) Life in grasses: diazotrophic endophytes. Trends 

in Microbiology  6: 139-144.  

Reisch B.I., Kikkert J.R., Vidal J.R., Ali G.S., Gadoury D., Seem R. and Wallace P. 

(2003) Genetic transformation of Vitis vinifera to improve resistance. Acta Horticulturae 603: 

303-308. 

Reitz M., Oger P., Meyer A., Niehaus K., Farrand S.K., Hallmann J. and Sikora 

R.A. (2002) Importance of the O-antigen, core-region and lipid A of rhizobial 

lipopolysaccharides for the induction of systemic resistance in potato to Globodera pallida. 

Nematology 4: 73-79.  

Renault A.S., Deloire A. and Bierne J. (1996) Pathogenesis-related proteins in grapevines 

induced by salicylic acid and Botrytis cinerea. Vitis 35: 49-52. 

Repka V. (2006) Early defence responses induced by two distinct elicitors derived from a 

Botrytis cinerea in grapevine leaves and cell suspensions. Biologia Plantarum 50: 94-106. 

Repka V., Fischerova I. and Silharova K. (2001) Biological activity of the elicitor released 

from mycelium of a grapevine isolate of the necrotrophic fungus Botrytis cinerea. Vitis 40: 

205-212. 

Repka V., Kubikova J. and Fischerova I. (2000) Immunodetection of PR-1-like proteins in 

grapevine leaves infected with Oidium tuckeri and in elicited suspension cell cultures. Vitis 

39: 123-127. 

Robert N., Ferran J., Breda C., Coutos-Thévenot P., Boulay M., Buffard D. and Esnault 

R. (2001) Molecular characterization of the incompatible interaction of Vitis vinifera leaves 

with Pseudomonas syringae pv. pisi: Expression of genes coding for stilbene synthase and 

class 10 PR protein. European Journal of Plant Pathology 107: 249-261. 

Robinson S.P., Jacobs A.K. and Dry I.B. (1997) A class IV chitinase is highly expressed in 

grape berries during ripening. Plant Physiology 114: 771-778.  

Rosenblueth M. and Martínez-Romero E. (2006) Bacterial endophytes and their interaction 

with hosts. Molecular Plant-Microbe Interactions 19: 827-837. 



Bibliographie 
 

147 

Ross A.F. (1961) Systemic acquired resistance induced by localized virus infections in plants. 

Virology 14: 340-358. 

Ross A.F. (1966) Systemic effects of local lesion formation. In: Viruses of plants (Beemster 

A.B., ed), North Holland Publishing Company, Amsterdam, The Netherlands, pp. 127-150. 

Ryals J.A., Neuenschwander U.H., Willits M.G., Molina A., Steiner H.Y. and Hunt M.D. 

(1996) Systemic acquired resistance. The Plant Cell 8: 1809-1819. 

Ryan C.A. (1990) Protease inhibitors in plant: genes for improving defenses against insects 

and pathogens. Annual Review of Phytopathology 28: 425-449.  

Ryu C.M., Murphy J.F., Mysore K.S. and Kloepper J.W. (2004) Plant growth-promoting 

rhizobacterial systemically protect Arabidopsis thaliana against Cucumber mosaic virus by a 

salicylic acid and NPR1-independent and jasmonic acid-dependent signaling pathway. The 

Plant Journal 39: 381-392.  

Sachetto-Martins G., Franco L.O. and de Oliveira D.E. (2000) Plant glycine-rich proteins: 

a family or just proteins with a common motif? Biochemistry and  Biophysica Acta 21: 1-14. 

Saikkonen K., Faeth S.H., Helander M. and Sullivan T.J. (1998) Fungal endophytes: A 

continuum of interactions with host plants. Annual Review of Ecology and Systematics 29: 

319-343.  

Salles J.F., van Elsas J.D. and van Veen J.A. (2006) Effect of agricultural management 

regime on Burkholderia community structure in soil. Microbial Ecology 52: 267-269. 

Salzman R.A., Tikhonova I., Bordelon B.P., Hasegawa P.M. and Bressan R.A. (1998) 

Coordiante accumulation of antifungal proteins and hexoses constitutes a developmentally 

controlled defense response during fruit ripening in grape. Plant Physiology 117: 465-472. 

Sarig P., Zutkhi Y., Lisker N., Shkelerman Y., Ben Arie R., Bielski R., Laing W. and 

Clark C.  (1998) Natural and induced resistance of table grapes to bunch rots. Acta 

Horticulturae 464: 65-70. 

Schardl C.L., Leuchtmann A. and Spiering M.J. (2004) Symbioses of grasses with 

seedborne fungal endophytes. Annual Review of Plant Biology 55: 315-340. 

Schroth M.N. and Hancock J.G. (1981) Selected topics in biological control. Annual 

Review in Microbiology 35: 453-476. 

Schwencke J. and Caru M. (2001) Advances in actinorhizal symbiosis: host plant-Frankia 

interactions, biology, and applications in arid land reclamation. A review. Arid Land Research 

Managment 15: 285-327.  



Bibliographie 
 

148 

Selosse M.A., Baudoin E. and Vandenkoornhuyse P. (2004) Symbiotic microorganisms, a 

key for ecological success and protection of plants. Comptes Rendus de Biologie 327: 639-

648. 

Seo S., Seto H., Yamakawa H. and Ohashi Y. (2001) Transient accumulation of jasmonic 

acid during the synchronized hypersensitive cell death in Tobacco mosaic virus-infected 

tobacco leaves. Molecular Plant-Microbe Interactions 14: 261-264.  

Seppänen S.K., Syrjälä L., von Weissenberg K., Teeri T.H., Paajanen L. and Pappinen 

A. (2004) Antifungal activity of stilbenes in in vitro bioassays and in transgenic Populus 

expressing a gene encoding pinosylvin synthase. Plant Cell Reports 22: 584-593. 

Serazetdinova L., Oldach K.H. and Lörz H. (2005) Expression of transgenic stilbene 

synthases in wheat causes the accumulation of unknown stilbene derivatives with antifungal 

activity. Journal of Plant Physiology 162: 985-1002. 

Sessitsch A., Coenye T., Sturz A.V., Vandamme P., Barka E.A., Salles J.F., van Elsas J. 

D., Faure D., Reiter B., Glick B.R., Wang-Pruski G. and Nowak J. (2005) Burkholderia 

phytofirmans sp. nov., a novel plant-associated bacterium with plant-beneficial properties. 

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 55: 1187-1192. 

Sessitsch A., Reiter B., Pfeifer U. and Wilhelm E. (2002) Cultivation-independent 

population analysis of bacterial endophytes in three potato varieties based on eubacterial and 

Actinomyces-specific PCR of 16S rRNA genes. FEMS Microbiology Ecology 39: 23-32.   

Shah D.M. (1997) Genetic engineering for fungal and bacterial diseases. Current Opinion in 

Biotechnology 8: 208-214. 

Sharma V. and Nowak J. (1998) Enhancement of verticillium wilt resistance in tomato 

transplants by in vitro co-culture of seedlings with a plant growth promoting rhizobacterium 

(Pseudomonas sp. strain PsJN).  Canadian Journal of Microbiology 44: 528-536. 

Shoresh M., Yedidia I. and Chet I. (2005) Involvement of jasmonic acid/ethylene signaling 

pathway in the systemic resistance induced in cucumber by Trichoderma asperellum T203. 

Phytopathology 95: 76-84. 

Siddiqui I.A. and Shaukat S.S. (2003) Suppression of root-knot disease by Pseudomonas 

fluorescens CHAO in tomato: importance of bacterial secondary metabolite, 2,4-

diacetylphloroglucinol. Soil Biology and Biochemistry 35: 1615-1623.  

Sinclair J.B. and Cerkauskas R.F. (1996) Latent infection vs endophytic colonization by 

fungi. In: Endophytic Fungi in Grasses and Woody Plants. Systematics, Ecology and 



Bibliographie 
 

149 

Evolution (Redlin S.C. and Carris L.M., eds), APS press, Saint Paul, United States of 

America, pp. 3-29.  

Sørensen J. and Sessitsch A. (2006) Plant-associated bacteria-lifestyle and molecular 

interactions. In: Modern Soil Microbiology, 2nd edition (van Elsas J.D., Trevors J.T. and 

Jansson J.K., eds), CRC Press, Taylor and Francis Group, Boca Raton, United States of 

America, pp. 211-236. 

Sprent J.I. and James E.K. (1995) N2-fixation by endophytic bacteria: questions of entry 

and operation. In: Azospirillum VI and Related Microorganisms (Fendrik I., del Gallo, M., 

Vanderleyden J. and de Zamaroczy M., eds), Springer, Berlin, Germany, pp. 15-30. 

Stamler J.S., Lamas S. and Fang F.C. (2001) Nitrosylation: the prototypic redox-based 

signaling mechanism. Cell 106: 675-683. 

Stirpe F., Barbieri L., Battelli M.G., Soria M. and Lappi D.A. (1992) Ribosome-

inactivating proteins from plants: present status and future prospects. Bio/Technology 10: 405-

412. 

Stöhr C. and Stremlau S. (2006) Formation and possible roles of nitric oxide in plant roots. 

Journal of Experimental Botany 57: 463-470.  

Sturz A.V. and Christie B.R. (2003) Beneficial microbial allelopathies in the root zone: the 

management of soil quality and plant disease with rhizobacteria. Soil and tillage research 

72: 107-123. 

Sturz A.V., Christie B.R. and Nowak J. (2000) Bacterial endophytes: potential role in 

developing sustainable systems of crop production. Critical Review in Plant Science 19: 1-30.  

Tahiri-Alaoui A., Dumas-Gaudot E. and Gianinazzi S. (1993) Immunocytochemical 

localization of pathogenesis-related PR-1 proteins in tobacco root tissues infected in vitro by 

the black root rot fungus Chalara elegans. Physiological and Molecular Plant Pathology 42: 

69-82. 

Thomas P. (2004) Isolation of Bacillus pumilus from in vitro grapes as a long-term alcohol-

surviving and rhizogenesis inducing covert endophyte. Journal of Applied Microbiology 97: 

114-123.  

Thomas P. (2006) Isolation of an ethanol-tolerant endospore-forming Gram-negative 

Brevibacillus sp. as a covert contaminant in grape tissue cultures. Journal of Applied 

Microbiology 101: 764-774.  



Bibliographie 
 

150 

Thomashow L.S. (1996) Biological control of plant root pathogens. Current Opinion in 

Biotechnology  7: 343-347. 

Thomma B.P.H.J., Penninckx I.A.M.A., Broekaert W.F. and Cammue B.P.A. (2001) The 

complexity of disease signaling in Arabidopsis. Current Opinion in Immunology 13: 63-68.  

Thulke O.U. and Conrath U. (1998) Salicylic acid has a dual role in the activation of 

defense-related genes in parsley. The Plant Journal 14: 35-42. 

Timmusk S. and Wagner E.G. (1999) The plant-growth-promoting rhizobacterium 

Paenibacillus polymyxa induces changes in Arabidopsis thaliana gene expression: a possible 

connection between biotic and abiotic stress responses. Molecular Plant-Microbe Interactions 

12: 951-959. 

Ton J., Pieterse C.M.J. and van Loon L.C. (2006) The relationship between basal and 

induced resistance in Arabidopsis. In: Multigenic and Induced Systemic Resistance in Plants 

(Tuzun S. and Bent E., eds), Springer Science+Business Media, New York, United States of 

America, pp. 197-224. 

Ton J., van der Ent S., van Hulten M., Pozo M., van Oosten V., van Loon L.C., Mauch-

Mani B., Turlings T.C.J. and Pieterse C.M.J. (2007) Priming as a mechanism behind 

induced resistance against pathogens, insects and abiotic stress. In: Breeding for Inducible 

Resistance Against Pests and Diseases (Mauch-Mani B., Dicke M. and Schmidt A., eds), 

IOBC/WPRS Bulletin, in press. 

Torres M.A. and Dangl J.L. (2005) Functions of the respiratory burst oxidase in biotic 

interactions, abiotic stress and development. Current Opinion in Plant Biology 8: 397-403.  

Torres M.A., Dangl J.L. and Jones J.D.G. (2002) Arabidopsis gp91(phox) homologues 

AtrbohD and AtrbohF are required for accumulation of reactive oxygen intermediates in the 

plant defense response. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States 

of America 99: 517-522.  

Trotel-Aziz P., Aziz A., Amborabe E., Kilani-Feki O. and Vernet G. (2003) Biological 

control of Botrytis cinerea in vineyards (Vitis vinifera L.): evaluation of native endophytic 

bacteria of the Champagne Ardenne region.  Le Progrès Agricole et Viticole 120: 279-280. 

Trotel-Aziz P., Aziz A., Quantinet D. and Vernet G. (2004) De l'utilisation de bactéries 

indigènes pour une protection biologique de la vigne contre les maladies parasitaires. Le 

Vigneron Champenois 125: 28-42.  



Bibliographie 
 

151 

Trotel-Aziz P., Couderchet M., Vernet G. and Aziz A. (2006) Chitosan stimulates defense 

reactions in grapevine leaves and inhibits development of Botrytis cinerea. European Journal 

of Plant Pathology 114: 405-413.  

Tuzun S. (2006) Terminology related to induced systemic resistance: incorrect use of 

synonymous may lead to a scientific dilemma by misleading interpretation of results. In: 

Multigenic and Induced Systemic Resistance in Plants (Tuzun S. and Bent E., eds), Springer 

Science+Business Media, New York, United States of America, pp. 1-8. 

Tuzun S. and Somanchi A. (2006) The possible role of PR proteins in multigenic and 

induced systemic resistance. In: Multigenic and Induced Systemic Resistance in Plants 

(Tuzun S. and Bent E., eds), Springer Science+Business Media, New York, United States of 

America, pp. 112-142. 

Vail M.E. and Marois J.J. (1991) Grape cluster architecture and the susceptibility of berries 

to Botrytis cinerea. Phytopathology 81: 188-191. 

Vallad G.E. and Goodman R.M. (2004) Systemic acquired resistance and induced systemic 

resistance in conventional agriculture. Crop Science 44: 1920-1934.  

van der Hoorn R.A.L., De Wit P.J.G.M. and Joosten M.H.A.J. (2002) Balancing selection 

favors guarding resistance proteins. Trends in Plant Science 7: 67-71. 

van Etten H.D., Mansfield J.W., Bailey J.A. and Farmer E.E. (1994) Letter to the editor. 

Two classes of plant antibiotics: phytoalexins versus “phytoanticipines”. The Plant Cell 6: 

1191-1192.  

van Loon L.C. and Bakker P.A.H.M. (2004) Signalling in rhizobacteria-plant interactions. 

In: Ecological Studies, vol. 168, Root Ecology (de Kroon J. and Visser E.J.W., eds.), Springer 

Verlag, Berlin, Germany, pp. 287-330.  

van Loon L.C. and Bakker P.A.H.M. (2005) Induced systemic resistance as a mechanism of 

disease suppression by rhizobacteria. In: PGPR: Biocontrol and Biofertilization (Siddiqui 

Z.A., ed.), Springer, Dordrecht, The Netherlands, pp. 39-66. 

van Loon L.C. and van Kammen A. (1970) Polyacrylamide disc electrophoresis of the 

soluble leaf proteins from Nicotiana tabacum var. "Samsun" and "Samsun NN". II. Changes 

in protein constitution after infection with tobacco mosaic virus. Virology 40: 190-211. 

van Loon L.C., Bakker P.A.H.M. and Pieterse C.M.J. (1998) Systemic resistance induced 

by rhizosphere bacteria. Annual Review of Phytopathology 36: 453-483.  



Bibliographie 
 

152 

van Loon L.C., Rep M. and Pieterse C.M.J. (2006b) Significance of inducible defense-

related proteins in infected plants. Annual Review of Phytopathology 44: 135-162.  

van Loon L.C., Geraats B.P.J. and Lindthorst H.J.M. (2006a) Ethylene as a modulator of 

disease resisstnace in plants. Trends in Plant Science 11: 184-191. 

van Loon L.C. (2007) Plant responses to plant growth promoting rhizobacteria. European 

Journal of Plant Pathology, in press. 

van Peer R. and Schippers B. (1992) Lipopolysaccharides of plant-growth promoting 

Pseudomonas sp. strain WCS417r induce resistance in carnation to Fusarium wilt. Netherland  

Journal of Plant Pathology 98: 129-139.  

van Wees S., Pieterse C., Trijssenaar A., Van't Westende Y., Hartog F. and van Loon L. 

C. (1997) Differential induction of systemic resistance in Arabidopsis by biocontrol bacteria. 

Molecular Plant-Microbe Interactions 10: 716-724.  

van Wees S.C.M., Luijendijk M., Smoorenburg I., van Loon L.C. and Pieterse C.M.J. 

(1999) Rhizobacteria-mediated induced systemic resistance (ISR) in Arabidopsis is not 

associated with a direct effect on expression of known defense-related genes, but stimulates 

the expression of the jasmonate-inducible gene Atvsp upon challenge. Plant Molecular 

Biology 41: 537-549.  

Vandelle E., Poinssot B., Wendehenne D., Bentéjac M. and Pugin A. (2006) Integrated 

signaling network involving calcium, nitric oxide, and active oxygen species but not mitogen-

activated protein kinases in BcPG1-elicited grapevine defenses. Molecular Plant-Microbe 

Interactions 19: 429-440.  

Verberne M.C., Hoekstra J., Bol J.F. and Linthorst H.J.M. (2003) Signaling of systemic 

acquired resistance in tobacco depends on ethylene perception. The Plant Journal 35: 27-32. 

Verma S.C., Singh A., Chowdhury S.P. and Tripathi A.K. (2004) Endophytic colonization 

ability of two deep-water rice endophytes, Pantoea sp. and Ochrobacterium sp. using green 

fluorescent protein reporter. Biotechnology Letters 26: 425-429.  

Veronese P., Ruiz M.T., Coca M.A., Hernandez-Lopez A., Lee H., Ibeas J.I., Damsz B., 

Pardo J.M., Hasegawa P.M., Bressan R.A. and Narasimhan M.L. (2003) In defense 

against pathogens. Both plant sentinels and foot soldiers need to know the enemy. Plant 

Physiology 131: 1580–1590.  

Vessey J.K. (2003) Plant growth-promoting rhizobacteria as biofertilizers. Plant and Soil 

255: 571-586. 



Bibliographie 
 

153 

Vidal J.R., Kikkert J.R., Malnoy M.A., Wallace P.G., Barnard J. and Reisch B.I. (2006) 

Evaluation of transgenic ‘Chardonnay’ (Vitis vinifera) containing magainin genes for 

resistance to crown gall and powdery mildew. Transgenic Research 15: 69-82.  

Vigers A.J., Wiedemann S., Roberts W.K., Legrand M. Selitrenikoff C.P. and Fritig B. 

(1992) Thaumatin-like pathogenesis-related protein are antifungal. Plant Science 83: 155-161.  

Viret O., Keller M., Jaudzems V.G. and Cole F.M. (2004) Botrytis cinerea infection of 

grape flowers: light and electron microscopical studies of infection sites. Phytopathology 94: 

850-857. 

Wang K., Conn K. and Lazarovits G. (2006) Involvement of quinolinate phosphoribosyl 

transferase in promotion of potato growth by a Burkholderia strain. Applied and 

Environmental Microbiology 72: 760-768. 

Wang Y., Ohara Y., Nakayashiki H., Tosa Y. and Mayama S. (2005) Microarray analysis 

of the gene expression profile induced by the endophytic plant growth-promoting 

rhizobacteria Pseudomonas fluorescens FPT9601-T5 in Arabidopsis. Molecular Plant-

Microbe Interactions 18: 385-396. 

Watanabe  N. and Lam E. (2006) The hypersentive response in plant disease resistance. In: 

Multigenic and Induced Systemic Resistance in Plants (Tuzun S. and Bent E., eds), Springer 

Science+Business Media, New York, United States of America, pp. 83-111. 

Welbaum G., Sturz A.V., Dong Z. and Nowak J. (2004) Fertilizing soil microorganisms to 

improve productivity of agroecosystems. Critical Review in Plant Science 23: 175-193. 

Weller D.M., van Pelt J.A., Mavrodi D.V., Pieterse C.M.J., Bakker P.A.H.M. and van 

Loon L.C. (2004) Induced systemic resistance (ISR) in Arabidopsis against Pseudomonas 

syringae pv. tomato by 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG)-producing Pseudomonas 

fluorescens. In: Annual Meeting of The American Phytopathological Society, 

http://www.apsnet.org/meetings/2004/abstracts/a04ma0738.htm.  

Wendehenne D., Durner J. and Klessig D. (2004) Nitric oxide: a new player in plant 

signalling and defence responses. Current Opinion in Plant Biology 7: 449-455.  

Whipps J.M. (1997) Developments in the biological control of soil-borne plant pathogens. 

Advances in Botanical Research 26: 1-133.  

Whipps J.M. (2001) Microbial interactions and biocontrol in the rhizosphere. Journal of 

Experimental Botany 52: 487-511.  



Bibliographie 
 

154 

Whiteman S.A. and Stewart A. (1998) Suppression of Botrytis cinerea sporulation on 

irradiated grape leaf tissue by the antagonistic bacterium Serratia liquefaciens. New Zealand 

Journal of Crop and Horticultural Science 26: 325–330. 

Wijaya R., Neumann G.M., Condron R., Hugues A.B. and Polya G.M. (2000) Defense 

proteins from seed of Cassia fistula include a lipid transfer protein homologue and a protease 

inhibitory plant defensin. Plant Science 6: 243-255.  

Wittstock U. and Gershenzon J. (2002) Constitutive plant toxins and their role in defense 

against herbivores and pathogens. Current Opinion in Plant Biology 5: 300-307.  

Wolf T.K., Baudoin A.B.A.M. and Martinez-Ochoa N. (1997) Effect of floral debris 

removal from fruit clusters on botrytis bunch rot of Chardonnay grapes. Vitis 36: 27-33.  

Worrall D., Hird D.L., Hodge R., Paul W., Draper J. and Scott R. (1992) Premature 

dissolution of the microsporocyte callose wall causes male sterility in transgenic tobacco. The 

Plant Cell 4: 759–771. 

Yamamoto T., Iketani H., Ieki H., Nishizawa Y., Notsuka K., Hibi T., Hayashi T. and 

Matsuta N. (2000) Transgenic grapevines plants expressing a rice chitinase with enhanced 

resistance to fungal pathogens. Plant Cell Reports 19: 639-646.  

Zaninotto F., La Camera S., Polverari A. and Delledonne M. (2006) Cross talk between 

reactive nitrogen and oxygen species during the hypersensitive disease resistance response. 

Plant Physiology 14: 379–383.  

Zeidler D., Zähringer U., Gerber I., Dubery I., Hartung T., Bors W., Hutzler P. and 

Durner J. (2004) Innate immunity in Arabidopsis thaliana: lipopolysaccharides activate 

nitric oxide synthase (NOS) and induce defense gene. Proceedings of the National Academy 

of Sciences of the United States of America 101: 15811-15816. 

 
 
 
 



Annexes 
 
 
 
 

155 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Annexes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



Annexes 
 
 
 
 

156 

 
 
 
 

 

 

Interaction between plants and Burkholderia spp.  

 

 

Stéphane Compant1, Jerzy Nowak2, Tom Coenye3, Christophe Clément1, and 

Essaïd Ait Barka1 

 

 

Laboratoire de Stress, Défenses et Reproduction des Plantes, Unité de Recherche Vignes et Vins de 

Champagne, UPRES EA 2069, UFR Sciences, Université de Reims Champagne-Ardenne, 51687 Reims Cédex 

2, France1; 

Department of Horticulture, Virginia Polytechnic Institute and State University, 0327-301 Saunders Hall, 

Blacksburg, VA 24060, USA2 

       Laboratorium voor Farmaceutische Microbiologie, Universiteit Gent, Harelbekestraat 72, 

                                           B-9000 Gent, Belgium3 

 

 

 

 

 

 

Soumis à FEMS Microbiology Reviews après invitation. 

 
 
 

 

 
  



Annexes 
 

157 

Interactions between plants and Burkholderia spp.  
 
Stéphane Compant 1, Jerzy Nowak 2, Tom Coenye 3, Christophe Clément 1 & Essaïd Ait Barka 1* 

 

1Laboratoire de Stress, Défenses et Reproduction des Plantes, Unité de Recherche Vignes et Vins de Champagne, UFR Sciences – EA 2069, 
Université de Reims Champagne-Ardenne, 51687 Reims Cedex 2, France; 2Department of Horticulture, Virginia Polytechnic Institute and State 
University, 0327-301 Saunders Hall, Blacksburg, VA 24060, USA; 3Laboratorium voor Farmaceutische Microbiologie, Universiteit Gent, 
Harelbekestraat 72, B-9000 Gent, Belgium 

 

 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Introduction 

Over the past two decades, research on Burkholderia 
species has been steadily expanding. Members of the 
genus Burkholderia are very abundant, occupying 
diverse ecological niches (Estrada de los Santos et al., 
2001; Coenye and Vandamme, 2003), including soil (van 
Elsas et al., 2002; Salles et al., 2002; 2004; Janssen, 
2006), and can cause infections in humans, animals 
(Coenye and Vandamme, 2003; Valvano et al., 2005; 
2006). Nevertheless, during the recent years, a growing 
number of Burkholderia strains and species with 
interactions with plants have been reported. Indeed, 
plant-associated Burkholderia can be free-living in the 
rhizosphere or endophytic, including obligate 
endosymbionts as well as phytopathogens (Coenye and 
Vandamme, 2003; Janssen, 2006). Several of them are 
known to enhance disease resistance in plants, contribute 
to better water management, improve nitrogen fixation 
and overall host adaptation to environmental stresses 
(Coenye and Vandamme, 2003; Compant et al., 2005a; 
Nowak and Shulaev, 2003; Sessitsch et al., 2005; Ait 
barka et al., 2006; Balandreau and Mavingui, 2006; 
Barrett and Parker, 2006; Janssen, 2006). However, 
several members of this genus are opportunistic or 
obligate pathogens causing human, animal and/or plant 
diseases (Coenye and Vandamme, 2003). Thus any 
development of biotechnological applications using 
Burkholderia germplasm needs to include a stringent 
assessment of the potential risks. The review summarizes 
the current status of knowledge of interactions between 
Burkholderia species and plants with special emphasis 

on beneficial associations, and discuss of their potential 
for biotechnological applications. 

Brief overview of the genus Burkholderia  

Walter H. Burkholder described one of the first 
Burkholderia sp., Phytomonas caryophylli (Burkholder, 
1942), later known as Pseudomonas caryophylli. In the 
mid 1940’s, vegetable growers in New York State 
discovered infections by a bacterium previously known to 
cause rot in onion bulbs. Following this outbreak, in 1949 
Walter H. Burkholder described this phytopathogen and 
gave it the species name “cepacia”, meaning derived 
from “onion” (Burkholder, 1950); it was later known as 
Pseudomonas cepacia. Since then, however, the 
taxonomy of the genus Pseudomonas has changed 
dramatically (reviewed by Kersters et al., 1996). Due to 
its broad and vague phenotypic definition, many 
incompletely characterized, polarly flagellated, rod-
shaped, aerobic, Gram-negative bacteria were initially 
placed in the genus Pseudomonas. However, rRNA-DNA 
hybridization analyses during the early 1970s 
demonstrated considerable genetic diversity among 
members of this genus, which was thus divided into five 
so-called rRNA homology groups (Palleroni et al., 1973). 
Subsequent genotypic analyses confirmed that these five 
groups were actually only distantly related to each other. 
Consequently, the genuine genus Pseudomonas was 
restricted solely to homology group I, containing the type 
species, P. aeruginosa (De Vos et al., 1985). In 1992, the 
seven species belonging to rRNA homology group II (P. 
solanacearum, P. pickettii, P. cepacia, P. gladioli, P. 
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mallei, P. pseudomallei and P. caryophylli) were 
transferred to the novel genus Burkholderia (Yabuuchi et 
al., 1992) which resides in rRNA superfamily III sensu 
(De Ley, 1987) or subgroup β-3 of the β-Proteobacteria 
sensu (Woese, 1987). In recent years, the number of 
species included in this genus has increased dramatically 
(Coenye and Vandamme, 2003). 

Many of these changes involve the species B. cepacia as 
during the past few years, several polyphasic taxonomic 
studies (Vandamme et al., 1997; 2000; 2002; 2003; 
Coenye et al. 2001a; 2001b; 2001; Vermis et al. 2004) 
have indicated that strains identified as B. cepacia based 
primarily on phenotypic analysis actually represent a 
complex of several closely related genomic species or 
genomovars. This group, collectively referred to as the 
B. cepacia complex, currently consists of nine species 
including, B. cepacia (genomovar I), Burkholderia 
multivorans (genomovar II), B. cenocepacia (genomovar 
III), B. stabilis (genomovar IV), B. vietnamiensis 
(genomovar V), B. dolosa (genomovar VI), B. ambifaria 
(genomovar VII), B. anthina (genomovar VIII) and B. 
pyrrocinia (genomovar IX). 
Others species of Burkholderia have been also 
discovered and nowadays, there are currently over 40 
validly described Burkholderia species (see 
http://www.bacterio.cict.fr/b/burkholderia.html for an 
up-to-date overview). 
Most members of the genus Burkholderia are soil 
commensals that rarely cause human infection, although 
several Burkholderia species are obligate (B. mallei, B. 
pseudomallei) or opportunistic (B. gladioli, B. cepacia 
complex) human pathogens (for a recent review see 
Vandamme et al., 2007). The genus Burkholderia also 
contains some species which can be endosymbionts in 
plant-associated fungi or insects (e.g. Burkholderia 
sordidicola, B. rhizoxina) as well as plant-pathogens 
(e.g. B. cepacia, B. caryophylli, B. plantarii, B. gladioli, 
B. glumae and B. andropogonis). However, certain 
Burkholderia species can be free-living or live in close 
associations with some plants and even can form 
obligate symbiosis with their host (e.g. B. mimosarum, B. 
phymatum). 

Phytopathogens in the genus 
Burkholderia 

Several species of the genus Burkholderia can thus 
induce diseases in plants as described for B. cepacia, B. 
caryophylli, B. plantarii, B. gladioli, B. glumae and B. 
andropogonis (Burkholder, 1942; Coenye and 
Vandamme, 2003). As noted above, B. cepacia can 
cause onion rot by infecting onion leaves and bulbs 
(Burkholder, 1950). The pathogen produces an 
endopolygalacturonase at low pH that is responsible for 
the maceration of onion tissues. The other 
phytopathogenic Burkholderia, B. caryophylli, induced 
formation of bacterial wilt in various plant species as 
identified in Russel prairie gentian in Japan (Furuya et 
al., 2000). B. plantarii, , first isolated in Japan in 1982, 
provokes in its host, seedling blight on rice and also 
infects koyawarabi (Onoclea sensibilis L.)  

(Azegami et al., 1987; Tanaka and Katoh, 1999). B. 
gladioli, is also a potent phytopathogen of various plant 
host. It thus induces bacterial soft rot in onions, leaf-
sheath browning and grain rot in rice, and leaf and corm 
diseases in gladiolus and iris species (Palleroni, 1984; 
Lee et al., 2005; Ura et al., 2006). The two last known 
phytopathogenic Burkholderia sp., B. glumae and B. 
androponis, have also a wide range hosts. B. glumae can 
thus cause seedling and grain rot in rice and wilting 
symptoms in tomato, sesame (Sesamum indicum L.), 
perilla (Perilla frutescens), eggplant and hot pepper 
(Jeong et al., 2003). B. andropogonis infects more than 
52 species of 15 families of unrelated monocot and 
dicotyledonous plants. This later phytopathogenic 
bacterium is thus an important causal agent for example 
of stripe disease of sorghum (Andropogon sp.), leaf spot 
of clover (Trifolium sp.), Odontioda orchids, velvet bean 
(Stizolobium deeringianum), jojoba (Simmondsia 
chinensis), Amaranthus cruentus L., and of 
Bougainvillea sp. in addition to cause considerable 
economic lost of carnation (Dianthus caryophyllus) 
(Smith, 1911; Murai and Goto, 1996; Scortichini et al., 
2001; Cother et al., 2004; Takahashi et al., 2004; Li and 
De Boer, 2005). Although phytopathogenesis was 
described for these several Burkholderia sp., the 
ecological role of some Burkholderia spp. such as B. 
glathei, B. graminis, B. phenazinium, B. caribensis, B. 
caledonica, B. hospita, B. terricola and B. saccharii 
remains largely unknown at this time (Coenye and 
Vandamme, 2003; Vandamme et al., 2007). It is thus 
possible that some plant diseases will be futher 
correlated to some Burkholderiales members. 

Endosymbiotic Burkholderia in 
phytopathogenic fungi  

Nowadays, it is clear that some phytopathogenic fungi 
can contain endosymbionts from the genus Burkholderia. 
This is the case for Burkholderia sordidicola, isolated 
from the white-rot fungus, Phanerochate sordida, which 
inhabits fallen branches of hardwood tress (Lim et al., 
2003). These two species have distantly related 16S 
rDNA sequences, suggesting that associations between 
fungi and Burkholderia have arisen on multiple 
occasions.  
Burkholderia rhizoxina also identified as an 
endosymbiont of the pathogenic fungus Rhizopus 
microsporus is responsible for the synthesis of the 
phytotoxin rhizoxin causing rice seedling blight (Partida-
Martinez and Hertweck, 2005; Scherlach et al., 2006). 
Rhizoxin inhibits mitosis in rice plant cells and 
effectively weakens or even kills the plant, with both the 
host and the symbiont benefiting from nutrients derived 
from the decaying plant material (Partida-Martinez and 
Hertweck, 2005). It is obvious that the fungus profits 
from the biosynthetic capabilities of the endosymbiont in 
order to access nutrients. However, the direct benefits to 
the bacterial symbiont are not clear, as it may grow, 
albeit slowly, outside the host and produce the toxin 
which induces disease on plants (Partida-Martinez and 
Hertweck, 2005).  

http://www.bacterio.cict.fr/b/burkholderia.html
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Endosymbiotic Burkholderia in plant 
associated insects 

Nowadays, Burkholderia species have been also 
associated with insect feeding on plants. For instance, 
the plant-associated Japanese common broad-headed 
bugs Riptortus clavatus and Leptocorisa chinensis 
contain Burkholderia sp. as endosymbionts. These 
insects possess a number of crypts in the posterior region 
of the midgut, whose lumen contains a copious amount 

of bacterial cells. The predominant 16S rRNA gene 
sequences obtained from different individuals and 
species of the bugs were very similar but not identical to 
each other. Homology searches in the DNA databases 
revealed that the sequences showed the highest levels of 
similarity (96% to 99%) to the sequences of 
Burkholderia spp and in situ hybridization with specific 
oligonucleotide probes confirmed the localization of the 
Burkholderia symbiont in the lumen of the midgut 
crypts. Molecular phylogenetic analysis recently 
demonstrated that the Burkholderia symbionts of the 
bugs formed a well-defined monophyletic group, 
although the group also contained several environmental 
Burkholderia strains (Kikuchi and Graf, 2007). The 
important physiological roles of the symbionts for their 
hosts come from the discover that symbiont-free insects 

exhibit retarded growth, nymphal mortality, and/or 
sterility. Because of the dense and specific colonization 

in the midgut crypts and the prevalence in natural 
populations of R. clavatus and L. chinensis, it appears 
likely that the Burkholderia symbionts play important 

roles in the host bugs (Kikuchi and Graf, 2007).  

Non phytopathogenic and beneficial 
Burkholderia sp. associated with the 
phytosphere 

Nowadays, the majority of Burkholderia species are non 
pathogenic and can be neutral or beneficial to their hosts, 
plants in particular (De Costa and Erabadupitiya, 2005). 
Some species can establish themselves as epiphytes 
and/or endophytes colonizing interior of plant organs and 
stimulate plant growth, fix nitrogen and/or enhance 
host’s resistance to abiotic and biotic stresses (Sharma 
and Nowak, 1998; Estrada de los Santos et al., 2001; 
Nowak and Shulaev, 2003; Compant et al., 2005a; 
Sessitsch et al., 2005; Ait Barka et al., 2006). Members 
of the genus Burkholderia are also able to form 
beneficial symbiotic associations responsible of plant 
nodulation (Van Oevelen et al., 2002; Elliott et al., 
2007). Agricultural industry has been attempting to 
explore properties of these bacteria for use as 
biopesticides (Li et al., 2002; De Costa et Erabadupitiya, 
2005).  

Burkholderia sp . associated with the 
rhizosphere 

Some members of the genus Burkholderia species are 
cuurently known as common inhabitants of plant 
rhizosphere (Table 1), i.e. soil immobilized on root 

surfaces and adjacent to roots, forming neutral or 
beneficial associations although the nature of these 
interactions cannot always be defined. For example, B. 
cepacia complex can form associations with various 
plant species under different geographical zones 
(Chiarini et al., 2000; Dalmastri et al., 2003). The 
bacteria were thus isolated from the rhizosphere of maize 
in the U.S. (Hebbar et al., 1992; Ramette et al., 2005), 
rice (Tran Van et al., 1994), pea (Parke, 1990), cotton 
(Parke and Gurian-Sherman, 2001), as well as of oak 
trees, common groundsel, horsetail, arum lily and wheat 
in the U.K. (Richardson et al., 2002). However, B. 
cepacia was not the only Burkholderia species detected 
in the rhizosphere. Thus, B. graminis is a common 
rhizobacteria of corn, pasture and wheat in Australia and 
France (Viallard et al., 1998), B. unamae of maize, 
sugarcane and coffee (Caballero-Mellado et al., 2004), 
B. ambifaria from pea  in U.S.A. (Richardson et al., 
2002), B. silvatlantica from maize in Brazil (Perin et al., 
2006) and B. caledonica from diverse plant rhizospheres 
in Scotland (Coenye et al., 2001).                                                                                                                                                                                                                                                                                         
Plant hosts can be colonized by more than one species of 
the genus Burkholderia. B. vietnamiensis, which was 
first described in the rice rhizosphere in Vietnam (Tran 
Van et al., 1994; Gillis et al., 1995), was thus isolated 
along with other Burkholderia species from the 
rhizosphere of maize and coffee in Mexico (Estrada de 
los Santos et al., 2001). Furthermore, a recent study on 
Sphagnum rhizophere of peat bogs of the boreal and 
tundra zones of Russia, Canada and Estonia 
demonstrated also that this plant forms associations with 
several Burkholderia spp. (Belova et al., 2006). It has 
also been documented that different soil/crop 
management practices and land use history affect 
diversity of Burkholderia spp. in the rhizosphere of plant 
crops (Salles et al., 2006), indicating that the formation 
of plant-microbial associations is under both plant 
genetic and environmental control.   

The endophytic Burkholderia sp. and their plant 
hosts  

Isolation of bacteria from surface-sterilized plant roots or 
shoots has often been reported during plant-bacteria 
studies. It is now recognized that some rhizosphere 
bacteria can enter internal tissues of plants and thrive as 
endophytes without causing harm to the host (Ait Barka 
et al., 2000; Sturz et al., 2000; Hallmann, 2001; Gray 
and Smith, 2005). Recently, the analysis of N2-fixing  

bacteria associated with maize and coffee plants grown 
under field conditions revealed the presence of B. 
vietnamiensis, as well as the richness of novel 
diazotrophic bacterial species belonging to the genus 
Burkholderia (Estrada-de los Santos et al., 2001; Estrada 
et al., 2002), identified recently as B. tropica (Reis et al., 
2004). Such bacteria are able to enter the root tissue, 
transcend the endodermis barrier, cross from the root 
cortex to the vascular system and subsequently establish 
endophytic populations in various organs. This has been 
described in a wide range of plants including both 
monocotyledonous and dicotyledonous (Balandreau et  



Annexes 
 

160 

al., 2001; Araujo et al., 2002; Compant et al., 2005a; 
Sessitsch et al., 2005). Some of these Burkholderia sp. 
have been identified (Table 1). For instance, B. 
phytofirmans (Sessitsch et al., 2005)  was thus isolated 
as an endophyte from onion roots in Canada (Nowak and 
Shulaev, 2003), and the well known B. cepacia, from 
branches of Citrus cultivated in Brazil (Araujo et al., 
2002) and from roots of rice in India (Singh et al., 2006). 
Others Burkholderia sp. such as B. cenocepacia and the 
newly-described species B. silvatlantica were also 
determined as endophytes. B. cenocepacia, was thus 
isolated from the inner tissues of wheat, lupine and 
maize in a study conducted in France and Australia 
(Balandreau et al., 2001) and B. silvatlantica, from 
surface-desinfected leaves of sugar cane in Brazil (Perin 
et al., 2006). Endophytic Burkholderia sp. can be even 
found in gymnospermae as described by Bal and 
Chanway (2000) who isolated B. pyrrocinia from the 
stems of lodgepole pine and other Burkholderia spp. 
from stems of western red cedar grown in Canada, 
demonstrating the wide host range of Burkholderia spp. 
Recent evidences suggested that some Burkholderia can 
also thrive as endophytes in both vegetative and 
reproductive organs of their plant hosts. This includes B. 
tropica originally designated as B. tropicalis, which was 

isolated from the stems and fruit of pineapple in Brazil 
(Cruz et al., 2001), and B. gladioli which was isolated 
from roots, stems, seeds and berries of coffee, together 
with other Burkholderia strains inside the pulp and seeds 
of coffee berries (Vega et al., 2005).  

Burkholderia sp. as endosymbionts of 
beneficial endophytic fungi 

Recently, evidences on niches speciation of some species 
of the genus Burkholderia have revealed that certains of 
these species are potent endosymbionts in beneficial 
endophytic fungi, especially in mycorrhiza (Nurmiaho-
Lassila et al., 1997; Timonen et al., 1998). The 
association of Burkholderia with ectomycorrhizal fungi 
forming has been thus demontrated with Suillus 
variegatus and Tomentellopsis submollis in two corsican 
Pinus nigra (Izumi et al., 2007). Using the Pinus radiata 
–Rhizopogon luteolus symbiosis, Garbaye and Bowen 
(1989), further proof the role of Burkholderiales by 
showing that a number of bacteria isolated from inside 
the ectomycorrhizal mantle had stimulatory effects on 
the mycelial growth of R. luteolus, and in some cases, 
enhanced mycorrhiza formation. Burkholderia spp. have 
also been detected as endosymbionts in endomycorrhizal 

 

Species                                                Plants                                     Refs 
 
Rhizospheric isolates  
B. ambifaria        pea, maize 
B. caledonica        grapevine 
B. cepacia        maize,  

     pea, coton,  
     birch trees, oak trees,  

       common groundsel,  
     horsetail, arum lily,  
     wheat  

B. graminis         corn, pasture, wheat 
B. silvatlantica        maize 
B. unamae         maize, sugarcane  

     coffee  
B. vietnamiensis        rice,  
                       maize, coffee 
 
 
 
Endophytic isolates 
B. cepacia        wheat, lupine, maize,  

     citrus,  
     rice 

B. gladioli        coffee  
B. phytofirmans        onion  
B. pyrrocinia        lodgepole pine 
B. silvatlantica        sugar cane 
B. tropica        pineapple 
 

Richardson et al., 2002 
Coenye et al., 2001 
Ramette et al., 2005  
Parke and Gurian-Sherman, 2001 
Richardson et al., 2002 
 
 
 
Viallard et al., 1998 
Perin et al., 2006 
Caballero-Mellado et al., 2004 
 
Gillis et al., 1995  
Estrada de los Santos et al., 2001 

Balandreau et al., 2001 
Araujo et al. 2002  
Singh et al., 2006 
Vega et al., 1995 
Sessitsch et al., 2005 
Bal and Chanway, 2000 
Perin et al., 2006 
Cruz et al., 2001 

Table 1: Classified rhizospheric and endophytic Burkholderia spp. isolated from plant hosts. 
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fungi, such as Gigaspora margarita (Bianciotto et al., 
2000; Ruiz-Lozano and Bonfante, 2000), forming 
beneficial associations with herbaceous plants. 
Furthermore, Andrade et al. (1997) found that B. 
“cepacia” was ubiquitous in the hyphosphere of three 
arbuscular fungi tested, while other bacterial species 
were not as widely distributed which demonstrate that 
some species of Burkholderia are common inhabitants of 
symbiotic fungi. 

Burkholderia sp . and plant nodulation 

Actually, there is ample evidence that the genus 
Burkholderia play a key role in plant nodulation.  
Since the 19th century, research on plant-bacteria 
symbiotic associations has been focussed on the 
interaction between leguminous plants and gram-
negative α-Proteobacteria within, or closely-related to, 
the genus Rhizobium (Hirsch et al., 2001). Lately, 
bacteria in the Burkholderiales (Cupriavidus and 
Burkholderia) have also been isolated from plant nodules 
and recognized as effective symbionts associated with 
roots of Fabaceae and leaves of Rubiaceae (Table 2). 
Historically, it was demonstrated that some soil 
microorganisms, like B. cepacia, facilitate the infection 
of plant nodulating Frankia sp., probably through 
induction of root hair deformation (Knowlton et al., 
1980). Later on, Knowlton and Dawson (1983) reported 
that this strain helped nodulation, increasing up to four 
times the number of nodules, but was not an absolute 
prerequisite. Then, B. tuberum was isolated from root 
nodules of Aspalathus carnosa in South Africa, B. 
phymatum from Machaerium lunatum in French Guiana 
(Moulin et al., 2001; Vandamme et al., 2002), and B. 
caribensis from Mimosa diplotricha and M. pudica in 
Taiwan (Chen et al., 2003a). As a follow of this, several 
Burkholderia strains were then isolated from Abarema 
macradenia and Pithecellobium hymenaefolium in 

Panama and Costa Rica (Barrett and Parker, 2005, 2006) 
and from nodules of Mimosoid legumes, such as B. 
phymatum from M. invisa and M. pudica in Papua New 
Guinea (Elliott et al., 2007), M. pigra, M. casta, M. 
pudica, in Panama and Costa Rica (Barrett and Parker, 
2005, 2006), Mimosa pudica in India (Pandey et al., 
2005), and from Mimosa spp. in Taiwan, Venezuela, and 
Brazil (Chen et al., 2005a, b). This research area has lead 
to the discoveries of newly-described species such as for 
example B. mimosarum (Chen et al., 2006) and B. 
nodosa (Chen et al., 2007) and further identification of 
the others strains will surely lead to the discovery of new 
species of Burkholderia.  
Actually, there is even more and more evidence that the 
genus Burkholderia exhibits affinity to Mimosoid 
legumes. B. phymatum for example can nodulate a large 
number of Mimosa species, in a wide range of 
geographic zones and taxa (Elliott et al., 2007). This 
demonstrates that the genus Mimosa forms symbiotic 
associations with β-Proteobacteria that differs from 
other legumes that are nodulated by α-Proteobacteria. 
Attempts to nodulate Mimosa with α-Proteobacteria 
have resulted in ineffective symbioses (Barrett and 
Parker, 2005), suggesting a close co-evolution of 
Mimosoid legumes and Burkholderia spp. The same 
observation was recently observed by studying 
nodulation of four Papillonaceae (Vigna sp., Clitoria sp., 
Crotalaria sp. and Centrosema sp.) and results of this 
study demonstrate that nodules contain equally rhizobial 
species and Burkholderia species (J. Balandreau, 
personnal communication). 
However, although Burkholderia and β-rhizobial species 
had been isolated from leguminous root nodules, their 
direct involvement in the formation of root nodules and 
nitrogen fixation has been documented only recently. 
Burkholderia sp. and Cupriavidus taiwanensis (syn. 
Ralstonia taiwanensis) contain thus symbiosis-essential 

 Table 2: Classified Burkholderia spp. and plant nodulation 

 Species                                             Nodulated plant                   Refs 
 
Root endosymbiont   Fabaceae 
B. tuberum     Aspalathus carnosa  
B. phymatum     Machaerium lunatum,  

Mimosa invisa,  
Mimosa pudica  

B. caribensis     Mimosa diplotricha  
M. pudica  

B. mimosarum     Mimosa spp. 
 

B. nodosa    Mimosa spp. 
 
Leaf endosymbiont   Rubiaceae 
‘Candidatus Burkholderia calva’    Psychotria calva 
‘Candidatus Burkholderia kirkii’                   Psychotria kirkii 
‘Candidatus Burkholderia nigropunctata’    Psychotria nigropunctata 
 

 

Vandamme et al., 2002 
 

Vandamme et al., 2002 
Elliott et al., 2007 
 
Chen et al., 2003a 
 
Chen et al., 2005a, b, 
2006 
Chen et al., 2005b, 2007 

Van Oevelen et al., 2004 
Van Oevelen et al., 2002 
Van Oevelen et al., 2004 
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genes such as nod and nif and exhibit significant 
acetylene reduction activity (Barrett and Parker, 2005, 
2006; Chen et al., 2003a, b; Chen et al., 2005a, b; Elliott 
et al., 2007). As a further proof  of their role in nodule 
formation, similar to rhizobia, their nodulation activity 
has been confirmed through light and electron 
microscopy studies with green-fluorescent protein (gfp) 
marked strains (Chen et al., 2003b; Chen et al., 2005a, b; 
Elliott et al., 2007; Figures 1a and 1b).  
The occurrence of bacterial leaf nodules in some genera 
of angiosperms (tropical plants belonging to Rubiaceae, 
Myrsinaceae and Dioscoreaceae) has been known since 
1902 (Zimmermann, 1902) and some of them have been 
recently attribued to the genus Burkholderia. Leaves of 
these tropical plants can develop nodules allowing for 
symbiotic interaction between bacteria and their host 
(Silver et al. 1963; Centifanto and Silver, 1964; Lersten 
and Horner, 1967; Whitmoyer and Horner, 1970; Miller 
et al., 1983). This symbiosis is correlated to the fact that 
the bacterial endosymbionts form intimate associations 
with their host throughout the plant’s entire life cycle as 
well as can be transmitted to the next generation via seed 
transmission without the need for an external infection 
event (von Faber, 1912, Miller, 1990). In Rubiaceae, 
known leaf endosymbionts of Psychotria spp. include 
actually the recently designated Burkholderia spp., 
‘Candidatus Burkholderia calva’ (van Oevelen et al., 
2004), ‘Candidatus Burkholderia kirkii’ (van Oevelen et 
al., 2002), and ‘Candidatus Burkholderia nigropunctata’ 
(van Oevelen et al., 2004). Further studies on this plant 
bacterial association have demonstrated that plant tissue 
cultures of Psychotria sp. without the bacteria had 
distorted leaves, stunted growth and eventually died, 
demonstrating an obligate association between 
Burkholderia spp. and Psychotria spp. (van Oevelen et 
al., 2003).  

Use of Burkholderia sp . for biocontrol of 
plant diseases and plant health 
stimulation 

Biocontrol properties of some Burkholderia sp. 

Biological control of soil-borne plant pathogens with 
bacteria has been studied as an alternative or 
complementary approach to physical and chemical 
disease control measures for the past three decades 
(Compant et al., 2005a). In the last few years, attention 
has also been focused on the potential impact of plant 
pathogens on biocontrol agents and their disease-
suppressive activity. Nowadays, the genus Burkholderia 
has become popular in the agricultural sector as a result 
of the biocontrol abilities of some species (Hebbar et al., 
1998; Vandamme et al., 2007).  
As described above, Burkholderia spp. can be free-living 
and endophytic forming mutualistic and symbiotic 
associations that benefit plant growth and health status. 
Several Burkhoderia species are thus, considered to be 
beneficial in the natural environment. These species are 
well-known for their biological and metabolic properties 
which can be exploited for biological control of fungal 
diseases in plants but also for bioremediation and plant 
growth promotion (Govan et al., 1996; Holmes et al., 
1998; Parke and Gurian-Sherman, 2001). Many species 
belonging to the genus Burkholderia have thus the 
ability to produce compounds with antimicrobial activity 
(Hu and Young, 1998; Kang et al., 1998) and can 
potentially be used as biocontrol agents of 
phytopathogenic fungi. This was well demonstrated with 
B. cenopacia, B. cepacia, B. ambifaria, B. pyrrocinia, B. 
vietnamiensis and B. phytofirmans strains towards 
Pythium aphanidermatum, Pythium ultimun, Fusarium 
sp., Phytophthora capsici, Botrytis cinerea, and/or 
Rhizoctonia solani (Parke, 1990; Parke et al., 1991; 
McLoughlin et al., 1992; Bowers and Parke, 1993; King 
and Parke, 1993; Hebbar et al., 1992; 1998; Heydari and 

 

Fig. 1:  Microphotographs under confocal microscope of section of Mimosa pudica nodules 
infected with B. phymatum STM815GFP (a and b). Scale bars: (a) 500 µm and (b) 5 µm. Pictures 
provided by Dr. Geoffrey N. Eliott (School of life Sciences, University of Dundee, UK). 
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Misaghi, 1998; Heugens and Parke, 2000; Cain et al., 
2000; Ait Barka et al., 2000; 2002; Parke and Gurian-
Sherman, 2001; Singh et al., 2006). Many Burkholderia 
species have thus antifungal properties but are also able 
to inhibit growth of other bacteria and of protozoa (Cain 
et al., 2000). Their ability to suppress plant diseases was 
observed in many different crops, such as corn, sweet 
corn, cotton, pea, tomato, and pepper. Moreover, crop 
rotation and soil management practices affect population 
diversity and numbers of the antagonistic strains of 
Burkholderia (van Elsas et al., 2002; Salles et al., 2006).  
Similar to other plant growth-promoting bacteria, 
beneficial effects of Burkholderia involve diverse 
mechanisms of action, including rhizosphere competence 
determining their population density on root surface, 
secretion of allelochemicals, including antibiotics and 
siderophores, competition for nutrients, induced systemic 
resistance (Baldani et al., 2000; Van loon et al., 1998; 
Welbaum et al., 2004; Compant et al., 2005b), and 
potentially others.  The outlined beneficial properties of 
Burkholderia spp. indicate that they can be potentially 
utilized in agricultural production as a substitute, or a 
complementary agent to chemicals in management of 
plant diseases. However, there is more and more 
precaution taken using certains species of the genus 
Burkholderia in particular for B. mallei, B. pseudomallei, 
B. gladioli, and species of the B. cepacia complex which 
can have biocontrol properties, but as the same time can 
be opportunictic human pathogens although nothing is 
known actually whether if the bad and good strains are 
actually the same (Coenye and Vandamme, 2003). 
Searching others Burkholderia sp. with biocontrol 
properties has been thus an alternative and the potential 
of some new species are actually under investigation as 
for strain PsJN of B. phytofirmans which directly inhibits 
Botrytis cinerea growth (Ait Barka et al., 2000; 2002) or 
can induce defense plant responses (Compant et al., 
2005b) which lead indirectly to protection of the host 

plant toward this phytopathogenic fungus (Compant et 
al., in preparation).  

Use of Burkholderia spp. for direct stimulation 
of plant growth enhancement 

Some members of the genus Burkholderia can also 
directly stimulate plant growth. As an example, 
Burkholderia spp. inoculation of crops such as maize and 
sorghum has thus resulted in increases in both root and 
shoot dry weights (Chiarini et al., 1998; Bevivino et al., 
2000). It is likely that rhizosphere adapted bacteria 
simultaneously use several mechanisms to increase the 
growth of their host-plant (Govindarajan et al., 2006). As 
demonstrated for B. vietnamiensis (Tran Van et al., 
2000), production of phytohormones and/or fixation of 
atmospheric nitrogen, are common causes of plant 
growth promotion induced by this genus. Estrada de los 
Santos et al. (2001) isolated also new diazotrophic 
Burkholderia species from coffee and maize plants 
which were phylogenetically unrelated to B. 
vietnamiensis which further proofs  the wide range 
capacity of Burkholderiales to fix atmospheric nitrogen.  
Research on mechanisms involved in plant growth 
promotion by Burkholderia sp. have also demonstrated 
that some members of this genus such as B. phytofirmans 
strain PsJN can express a quinolinate phosphoribosyl 
transferase (Wang et al., 2006) or a high level of 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (Sessitsch 
et al., 2005). This later enzyme is well known for 
hydrolyze the precursor of the inhibitory hormone 
ethylene, 1-aminocyclopropane-1-carboxylate  By 
lowering the production of this hormone in planta, the 
bacterium can thus decrease the inhibitory effect of 
ethylene on root elongation and stimulation of 
senescence which occurs upon plan exposure to stress 
(Sessitsch et al., 2005).  
Recently, Ait Barka et al. (2007) also reported 
interestingly that in vitro inoculation of Vitis vinifera L. 
cv. Chardonnay explants with Burkholderia phytofirmans 

 

Fig. 2:  Microphotographs under confocal microscope (a) and 3D reconstruction (b) of 
grapevine roots inoculated with Burkholderia phytofirmans strain PsJN tagged with gfp showing gfp-
bacteria inside root xylem vessels. Scale bars: (a) 20 µm and (b) 15 µm. Pictures by Stephane 
Compant and Dr. Hervé Kaplan (University of Reims, France). 
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strain PsJN, increased grapevine growth and 
physiological activity at a low temperature, improving 
thus plant ability to withstand cold stress. Because the 
nucleation temperature of plants increases with 
increasing population sizes of Ice+ bacteria, Ait Barka et 
al. (2007) suggest thus that preemptive competitive 
exclusion of Ice+ bacteria with naturally occurring non-
ice nucleation-active bacteria such B. phtofirmans strain 
PsJN could be an effective and practical means of frost 

control, demonstrating thus the wide range properties of 
Burkholderia spp. 

Endophytic establishment of some 
Burkholderia sp. in non natural hosts 

As a follow on research on plant-Burkholderia sp. 
association, some studies have reported that certains 
Burkholderia spp. can thrive as epi- and endophytes in 
plants other than the original hosts. The B. phytofirmans 
strain PsJN, originally isolated from surface desinfected 
roots of onion, can thus readily establish rhizospheric 
and endophytic populations in grapevine (as 
demonstrated by gfp derivative, Figure 2a and 2b), 
potato, tomato, cucumber, watermelon and chickpea 
(Frommel et al., 1991; Nowak and Shulaev, 2003; Ait 
Barka et al., 2000; Compant et al., 2005b; Sessitsch et 
al., 2005; Compant et al., submitted). This demonstrates 
that Burkholderia strains may be potentially utilized as 
rhizospheric and endophytic inoculants, for stimulation 
of plant growth and management of plant health. 
Nowadays, the use of endophytic bacteria for plant 
disease management has great potentials as the bacteria 
can act as direct bio-protectants of specific micro-
environmental niches as well as prime plant metabolism 
to respond faster to encountered stresses (reviewed in 
Nowak and Shulaev, 2003). Furthermore, endophytes are 
more effective than free-living bacteria colonizing root 
and leaf surfaces as they form closer associations with 
the plant hosts (Conn et al., 1997; Chanway et al., 2000) 
and such bacteria can translocate to the plant 
reproductive organs and thus can be used as delivery 
agents in the development of sustainable crop rotations 
(Sturz et al., 2000). 

Use of Burkholderia species to protect plants: 
what we have to know before? 

Searching for new Burkholderia species and strains of 
special interest needs however to address the issue 
whether the same genotypes can be pathogenic or non 
pathogenic depending upon the environment (Coenye 
and Vandamme, 2003). The origin of the differences in 
the level of human, animal and plant pathogenicity or 
non pathogen within Burkholderia species seems very 
likely determined by both the bacterial genome and its 
evolutionary adaptation to specific environments 
(Holden et al., 2004), especially for a small set of genes 
(Kim et al., 2005). However, the present advances in 
sequencing of Burkholderia genomes such as for various 
strains of B. ambifaria, B. cepacia, B. cenopacia, B. 
dolosa, B. glumae, B. mallei, B. multivorans, B. 
phymatum, B. phytofirmans, B. pseudomallei, B. 

thailandensis, B. vietnamiensis, B. xenovorans 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) will undoubtely 
contribute to a better understanding of the adaptation 
phenomena of these common proteobacteria and 
development of new management practices to control 
their pathogenicity and/or to harness their benefits. 

One of the regulatory criteria determining the use of 
Burkholderia species for plant protection, 
biofertilization, or phytostimulation could come however 
from their phylogenetic distance as between the known 
human and animal pathogens. The potential for 
horizontal gene transfer between non pathogenic and 
pathogenic strains, such as opportunistic acquisition of 
deleterious DNA sequences by some strains of B. 
cepacia from Human pathogens, may nevertheless still 
exist. Recently, insertion sequences within B. 
pseudomallei have even been identified in B. cepacia, 
including an isolate belonging to an epidemic strain 
(Jones et al., 2001). This further proof that the genome 
sequencing of members of Burkholderiales or its 
analyses is required before that some Burkholderia sp. 
will be used in agriculture, although actually more and 
more species of Burkholderia are known as non 
pathogenic for both human and plant.  

Conclusions and future prospects 

Burkholderia spp. are one of the most abundant bacteria 
in the environment. Their plasticity of their genomes, 
capable of adapting to changing conditions can allow 
them to colonize diverse environmental niches. Several 
species of this genus are classified as human, animal or 
plant pathogens but others exhibit beneficial effects on 
their plant hosts, and can potentially be utilized as 
powerful pesticides in control of soil-borne diseases. 
Some Burkholderia can also be harnessed as 
biofertilizers either fixing nitrogen or releasing 
phosphorus from rock phosphates to the benefit of crops 
cultivated in low fertility soils, thus reducing inputs of 
costly fertilizers. The potential economic and ecological 
benefits can be considerable. A widespread use would 
however increase human exposure to these potentially 
hazardous bacteria. Sequencing of the Burkholderia 
species will undoubtedly generate new knowledge about 
their genetic makeup and ranges of molecular and 
functional adaptation within each species. We also 
would like to know how the host and/or co-colonizing 
microflora can modulate such adaptation? These and 
other gaps of knowledge still need to be filled before 
Burkholderia can be utilized to their full potential in the 
development of new crop management practices and/or 
in industrial processes. The conflict of interest between 
human health and agriculture needs to be resolved. 
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Plants are natural habitats for a variety of microorganisms, some of which are 
deleterious causing diseases whereas others are beneficial to their host. Among the 
latters, plant growth-promoting bacteria (PGPB) are a proeminent group of 
beneficial microorganisms commonly associated with diverse plant species in 
various environments [4, 14]. These microorganisms can stimulate plant growth 
either directly, by producing phyto- hormones and/or allelochemical suppressing 
phytopathogens, or, indirectly, by inducing systemic resistance in the plant host to 
biotic and abiotic stresses [4, 14].  
Grapevine is susceptible to infection by viruses, bacteria and fungi. To cope with 
this challenge, viticulturists use agrochemicals as a relatively reliable method of 
plant protection. However, these products can induce pathogen resistance to the 
active ingredients as well as they can have non-target environmental impacts. 
PGPBs are considered as alternative, or complementary bio- control agents that 
may significantly reduce the use of chemicals in agriculture [4].  
PGPB-induced-plant host defenses against phytopathogens involve a large arsenal 
of responses, which include strengthening of the plant cell wall and synthesis of 
plant defense compounds such as PR proteins, peroxidases, phenylalanine ammonia 
lyase (PAL), polyphenol oxidases, chalcone synthase and/or various phenolics [4, 
14].  
Burkholderia phytofirmans strain PsJN, is an effective plant growth-promoting 
bacterium which can enhance plant growth and resistance to environmental stresses 
without harming their host [13]. This bacterium is able to establish epi- and 
endophytic subpopulations and thrive as endophyte in potato, tomato, cucumber, 
watermelon, chickpea and grapevine [1, 3, 5, 11, 13]. Our own previously published 
results demonstrated that this bacterium induces host defense responses following 
epi- and endophytic colonization [3]. The present work provides further evidence of 
the interaction between the grapevine and the colonizing bacterium. 

 

Material and Methods 
Bacterial growth and inoculum preparation: The wild type of B. phytofirmans 
strain PsJN was grown in King’s B medium as described in Pillay and Nowak [12]. 
The bacterial inoculum was transferred to 100 mL of King’s B liquid medium 
containing the appropriate antibiotic in a 250 ml erlenmeyer flask and incubated at 
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20°C on a shaker (150 rpm) for 48 h. Bacteria were collected by centrifugation 
(4,500 x g, 15 min) and washed twice with phosphate-buffered saline (pH 6.5) 
(PBS). The concentration of the inoculum was then adjusted to approximately 3 x 
108 CFU/mL with PBS, based on absorbance at 600 nm, confirmed by plate 
counting as described by Pillay and Nowak [12]. 

Plant material, growth conditions and inoculation: Disease-free plantlets of Vitis 
vinifera L. cv. Chardonnay were propagated by nodal explants in 25 mm diameter 
test tubes containing 15 mL of Martin medium [10]. Cultures were grown in a 
growth chamber under white fluorescent light (200 µmol.m-2.s-1) with a 16 h 
photoperiod at 26°C (constant temperature). 
Plant inoculation was done by spreading 250 µL aliquots of the bacterial suspension 
in PBS on the surface of Martin medium [10]. Five-week-old rooted plantlets with 
five developed leaves were then delicately transferred into the new test tubes which 
were previously inoculated with bacteria. Attention was paid that only the roots 
were in contact with the bacterial inoculum. Non-inoculated checks were treated in 
the same way using PBS (control). The plantlets were then incubated in the culture 
chamber as described above. 

Microscopic observation of phenolic compound accumulation in grapevine 
roots inoculated with B. phytofirmans strain PsJN: Fresh roots removed from six 
plantlets inoculated with either strain PsJN or a control (PBS) were collected 96 h 

after inoculation. Samples were then prepared for microscopy analysis as described 
in Compant et al. [3], with some modifications. The roots were fixed for 24 h at 
room temperature in 2% (w/v) glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.24) 
with 2% (w/v) sucrose and 0.1% (v/v) Tween 20. After three rinses (5 min each) 
with the phosphate buffer containing 2% (w/v) sucrose, samples were fixed for 4 h 
in 1% (w/v) osmium tetroxide in phosphate buffer with 2% (w/v) sucrose. The 
samples were then dehydrated in an alcohol series, transferred to acetone, and 
finally embedded in araldite. Semi-thin sections (1 µm) from different treatments 
were performed with a microtome (Jung RM2055; Leica, Nussloch, Germany), 
collected on glass slides, stained with 0.1% toluidine blue, and examined with a 
microscope (BH2; Olympus).  

In parallel, hand-cut transverse sections of roots of 6 plantlets inoculated with either 
PBS (control) or PsJN bacteria were collected to detect host defense reactions by 
visualizing autofluorescence using epifluorescence microscopy. 

Results 
Cell-wall strenghtening in exodermis and cortex: A strenghtening of the cell wall 
was detected in root internal tissues (Figures 1a-b) 96 hours post inoculation with 
PsJN. Compared to the non-inoculated control (Figure 1a) an intense cell-wall 
thickening was seen in the exodermis and some cortical cells (Figure 1b). 
 
 

Figure 1: Microphotographs of 
external layers of a root 
inoculated with PBS (a) or with 
PsJN bacteria (b) (arrow head) 
showing a strenghtening of the 
cell wall in exodermis and 
cortical cells (arrows) 96 hours 
post inoculation. Scale bar: 20 
µm. Ep: Epidermis, Ex: 
exodermis, Cc: cortical cell. 
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Phenolic compounds accumulation in cortical cell layers: In the roots of control 
plantlets, rhizodermis and endodermis layers, as well as xylem vessels, exhibited a 
yellow fluorescence under blue light within 96 hours post inoculation, indicating the 
accumulation of phenolic compounds in the cell wall (Figure 2a). A yellow auto-
fluorescence was also observed in the roots of plantlets inoculated with PsJN, 
although, in comparison to control, several additional cortical cell layers exhibited 
fluorescence (Figure 2b).  
 

Figure 2: Epifluorescence 
microphotographs of root  
internal tissues of V. 
 vinifera L. cv. Chardonnay 
plantlets 96 hours after 
inoculation with control  
(PBS) (a) or B.  
phytofirmans strain PsJN  
(b), showing accumulation 
of fluorescent phenolic 
compounds in the cortical 
cell layers (arrow).  
Scale bars: 100 µm. 

Xylem defense responses: Grapevine defense reponses have also been visualised 
in xylem within 96 hours post inoculation with the PsJN (Figure 3a). A 
strenghtening of the xylem cell wall (Figure 3b), probably of the xylem 
parenchymal cell walls, was observed. Such responses were not observed in the 
control experiments (data not shown). 

Figure 3: Microphotographs of grapevine root xylem 
colonization by B. phytofirmans strain PsJN showing 
PsJN bacteria in xylem vessels (a, b) (arrow heads) and 
xylem defense as strengthening of the xylem cell wall 
(b) (arrows). Scale bars: 10 µm. x: xylem. 
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Discussion  
We have previously reported that grapevine defense responses are induced after 
inoculation with the plant growth-promoting bacterium Burkholderia phytofirmans 
strain PsJN [3]. This study provides further evidence of the induction of grapevine 
defenses following endophytic colonization by this plant- beneficial bacterium that 
includes accumulation of phenolics in several cortical cell layers, cell-wall 
strenghtening in exodermis, cortex and xylem vessels. Other studies on plant 
endophytic bacteria have linked these types of responses to the plant defense 
reactions usually observed upon infection of host plants by pathogens [4, 6, 8, 9]. 
Moreover, B. phytofirmans strain PsJN secretes cell-wall degrading enzymes 
enabling the bacterium to enter root internal tissues [3], the phenomenon usually 
linked to localized host infection by pathogens [7]. The data reported here 
demonstrate localized defense reactions in root tissues upon PsJN inoculation. Our 
most recent results indicate that similar responses occur in the plant when colonized 
by a PsJN that induces a systemic resistance associated with a decrease in the 
infection rate caused by a necrotrophic phytopathogen, Botrytis cinerea (Compant 
et al., unpublished results).  
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             Lors de ces travaux, l’interaction entre la vigne, Vitis vinifera L., et une PGPR 

endophytique, Burkholderia phytofirmans souche PsJN, a été étudiée. Ceci a permis de 

caractériser des phénomènes de colonisation bactérienne, des réponses de défense de la 

plante, ainsi qu’une résistance systémique induite (ISR) permettant une protection contre 

l’agent pathogène Botrytis cinerea Pers. 

 L’association entre la vigne et la souche PsJN a tout d’abord été étudiée en conditions 

gnotobiotiques en utilisant des plantules in vitro, la souche bactérienne de type sauvage ou des 

dérivés génétiques (PsJN::gfp2x et PsJN::gusA11). Ceci a permis de déterminer une 

colonisation épi- et endophytique des racines de vigne par la souche PsJN ainsi qu’une 

migration de la bactérie de l’intérieur des racines jusqu’aux feuilles, par le biais du flux 

d’évapo-transpiration de la plante via les vaisseaux du xylème.  

 La colonisation de la vigne par la souche PsJN a ensuite été étudiée en conditions non 

stériles en utilisant des boutures fructifères dans le but de décrire une possible colonisation 

des inflorescences. Les résultats obtenus ont permis de montrer une colonisation épi- et 

endophytique du système racinaire par la bactérie et ensuite, une migration des racines jusque 

la rafle et les jeunes baies, en présence d’autres micro-organismes. 

 La mise en place de composés de défense ainsi qu’une ISR induite par la souche PsJN 

a été ensuite déterminée sur des boutures fructifères. Ceci a été caractérisé avant sa 

progression systémique et avec des conditions plus stériles. Des événements précoces tels que 

l’accumulation de peroxyde d’hydrogène et d’oxyde nitrique, ainsi que la synthèse de 

composés phénoliques ont été caractérisés au niveau racinaire. De plus, il est apparu, d’après 

des résultats préliminaires, que la souche PsJN induit, au niveau local ainsi qu’au niveau 

systémique, des gènes codants des protéines PR dont la signalisation dépend de la voie de 

l’acide salicylique et / ou de l’acide jasmonique. Ceci a permis de suggérer que la souche 

bactérienne induit des mécanismes communs des phénomènes de résistance systémique 

acquise (SAR) et d’ISR. Ces phénomènes permettent, par la suite, une protection de la vigne 

au niveau floral vis à vis de l’infection causée par B. cinerea Pers. 

 

Mots Clés : Vitis vinifera L., Burkholderia phytofirmans souche PsJN, PGPR, 

endophyte, colonisation, défense, ISR, SAR, Botrytis cinerea Pers. 
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