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Notre thème de recherche s’insère dans le cadre de la lutte biologique qui peut être 

considérée comme une alternative potentielle à la lutte chimique. Les études que nous avons 

menées visaient dans un premier temps la recherche et la sélection des Pseudomonas spp. 

fluorescents antagonistes à l’agent du chancre et dans un deuxième temps l’évaluation des 

substances naturelles extraites des plantes en vue de leur utilisation contre cette bactériose. Nous 

disposons d’une collection de Pseudomonas spp. fluorescents antagonistes à C.m.m. et 

colonisatrices des racines de la tomate. Les isolats antagonistes sélectionnés ont été criblés à 

l’aide du test de desséchement des cotylédons. Les huit isolats retenus ont significativement réduit 

l’incidence du dessèchement des cotylédons. L’efficacité des souches retenues est ensuite évaluée 

en pots sous serre ; l’incidence du chancre bactérien est ralentie après la bactérisation des 

semences et des racines des plants de tomate. La capacité des deux meilleurs isolats (RN39e et 

RN69) de protéger la tomate contre l’invasion du chancre bactérien a été confirmée condition de 

production de la tomate sous serre et un effet PGPR relatif a été relevé ; surtout dans les premiers 

stades de la culture. De plus, ces deux isolats résistent bien à certains facteurs abiotiques à savoir 

la température, le pH et les sels. L’identification génétique des meilleurs isolats de Pseudomonas 

par séquençage de l’ARN 16S et celui du gène rpoB nous a permis de confirmer l’hétérogénéité 

de notre collection. Deux principaux groupes ont été définis : le groupe apparenté à P. 

azotoformans et le groupe apparenté à P. plecoglossicida. Un autre axe est développé, en termes 

de lutte biologique contre le chancre bactérien, à savoir l’utilisation des extraits de plantes 

médicinales. Les essais réalisés in vitro avec les extraits aqueux de 40 plantes, du sud marocain, 

ont permis de sélectionner quelques plantes à pouvoir inhibiteur élevé et appartenant aux genres 

Lavandula, Rubus, Rosa, Cistus, Pistacia et Anvillea. Par ailleurs, le traitement des semences de 

tomate récupérées à partir des fruits naturellement infectées par C.m.m, par les extraits des 

meilleures extraits a permis l’amélioration de leur pouvoir germinatif. Le traitement des 

semences, artificiellement enrobées par les cellules du pathogènes, avec les meilleurs extraits 

réduit significativement la population du pathogène à la surface de ces semences par rapport au 

témoin. L’analyse par CCM des extraits évalués montre qu’ils sont riches en composés 

phénoliques ; acides phénols et flavonoïdes. Le dosage des phénols, des flavonoïdes ainsi que 

l’évaluation de l’activité antioxydante a mis en évidence une corrélation linéaire significative 

entre l’activité biologique et l’activité antioxydante des extraits aqueux et la richesse en composés 

phénoliques et en flavonoïdes. Une autre corrélation positive est établie entre l’activité 

antioxydant et l’activité biologique. 

Mots clés : Chancre bactérien - Tomate - Antagonisme - Lutte biologique - Pseudomonas spp. 

fluorescents - Plantes médicinales.  
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Our research topic fits into the context of biological control which can be considered as a 

potential alternative to chemical control when used to control most of the diseases of vegetable crops 

including tomatoes. The studies conducted aimed at first the search and selection of fluorescent 

Pseudomonas antagonists to canker’s agent and secondly the assessment of natural substances 

extracted from plants for use in biological control against this disease. We have a collection of 

fluorescent Pseudomonas antagonists towards this pathogen and colonizing the roots of tomato plants. 

Antagonists selected isolates were screened using the cotyledons test. Eight isolates were selected after 

this test; they have significantly reduced the incidence of drying cotyledons compared to the positive 

control. The effectiveness of selected strains by previous tests is evaluated in pots in the greenhouse; 

the incidence of bacterial canker was reduced after bacterization of seeds and roots of tomato plants. 

The ability of the two best isolates (RN69 and RN39e) to protect against the invasion of tomato 

bacterial canker in the field was carried out. The results are very promising and they have confirmed 

that these two isolates of fluorescent Pseudomonas significantly reduce the incidence of disease 

compared to untreated controls. We could also see a very interesting PGPR effect especially in the 

early stages of culture. The in vitro action of some abiotic i.e.; temperature, pH and salts on the growth 

of the two best isolates RN39e and RN69 was evaluated. The results show that these two isolates have 

a wide range of resistance to tested factors. The genetic identification of isolates of Pseudomonas was 

achieved by sequencing the 16SrRNA and the rpoB genes. The results confirmed the heterogeneity of 

our collection because we have identified two main groups’ namely P. azotoformans and P. 

plecoglossicida. Another line is developed in terms of biological control against bacterial canker 

namely the use of extracts from southern Moroccan medicinal plants. The results obtained in this 

context are very interested. Indeed, in vitro tests with aqueous extracts of 40 plants of southern 

Morocco have shown inhibition zones of growth of the pathogen that are between 5 and 50 mm. The 

best results were obtained with the plants belonging to the genus Lavandula, Rubus, Rosa, Cistus, 

Pistacia and Anvillea. Treatment of tomato Seeds, infected with Cmm, with extracts of these plants do 

not have a negative impact on their ability to germinate and we even noticed a significant reduction in 

the population of the pathogen on the surface of treated seed. Preliminary phytochemical screening is 

performed for the 40 plants tested with TLC. The evaluation of flavonoid content, phenols content and 

the antioxidant activity was performed. The results showed that the best plants are rich in phenols 

compounds and flavonoids. A significant linear correlation was found between the biological activity, 

the antioxidant ability and richness with phenolic compounds. Another positive correlation was also 

found between the biological activity and the antioxidant ability. 

Keywords: Bacterial canker - Tomato - Biological control - fluorescent Pseudomonas - 

Medicinal Plants. 



 ملخص

Amkraz 2013   Thèse de Doctorat  

vi 

 Pseudomonasجنس تنتمي ل بكتيريات إنتقاء و عزلو ذلك ب البيولوجية المكافحة تنصب دراستنا في إطار

التي تنمو في الطبية و العطرية  النباتات مستخلصات بالإضافة الى مرض قرحة الطماطم البكتيريل سببللعامل الم منافسة

لقد تم عزل و  .لك من أجل استعمالها كمبيدات بيولوجيةذو  وو التي تمنع العامل المسبب للمرض من النم الجنوب المغربي

 أتبثت .داخل بؤرة للمرض البكتيري المدروسنباتات طماطم سليمة توجد  بكتيرية من محيط جذور 033إنتقاء أكثر من 

لقد  .ا تكبح نموهالتجارب المخبرية التي تمت فيها مجابهة العامل الممرض مع البكتيريات المعزولة على الوسط الغذائى أنه

 و بعد ذلك تمت غربلة و عزل. جذور نباتات الطماطم تمت ايضا دراسة قدرة أفضل البكتيريات الكابحة على استيطان

 استعملت .بكتيريا 8أفضل  تم عزل الاختبارا ذفي نهاية ه بواسطة اختبار تيبس الفلقات (بكتيرية 24) المنتقاة البكتيريا

 النتائج المحصل عليها أثبتت أن .ص بلاستيكية تحت ظروف متحكم فيهاالفعالية داخل أص تباراخالمنتقاة في  البكتيريا

 هاتان البكتيريتان. مقارنة مع التجربة الشاهدة تؤخران ظهور المرض بشكل ملحوظ RN39e و RN69البكتيريتين 

ائج الاختبار كانت جد ايجابية حيث نت. بيت بلاستيكي داخل تسويقيةظروف شبه  فياستعملتا في اختبار آخر للفعالية 

 شارة إلى أنو تجدر الإ. أظهرت النباتات المعالجة مقاومة جيدة للمرض المدروس مقارنة مع النباتات الشاهدة غير المعالجة

تتمتع هاتان البكتيريتان أيضا بمجال تحمل كبير لبعض  .نباتات الطماطم المعالجة ةالبكتيريتين حسنتا أيضا مردودي

قمنا أيضا بمحاولة لتحديد نوع البكتيريات  .وتركيز بعض الأملاح و الحرارةكالحمضية لوسط ل صيات الاإحيائيةالخا

تحديد متتالية النكليوتيدات المكونة لمورثة الحمض ب وذلكتقنية التصنيف الجيني ه الدراسة اعتمادا على ذالمنتقاة خلال ه

النتائج المحصلة أكدت عدم تجانس المجموعة البكتيرية التي نتوفر . rpoBو كذا مورثة  ARNr 16S النووي الريبوزومي

التجارب  أعطت .P. azotoformansو مجموعة P. plecoglossicida استطعنا الفصل بين مجموعةعليها، حيث 

الجنوب  من مناطق مختلفة منم قطفها ت، عطرية و طبية ربعين نبتةلأ مائيةال مستخلصاتالالمخبرية التي اعتمدت على 

م الحصول على توقد  .ملم 53و  5ما بين  في الزجاج لعامل الممرضامناطق كبح  تتراوح نتائج مشجعة حيثالمغربي، 

 .Lavandula ،Rosa ،Cistus ، Pistacia،Anvillea :الأجناس التاليةأحسن النتائج بواسطة النباتات التي تنتمي إلى 

ماطم مصابة، بمستخلصات أفضل النباتات، أدت إلى تحسين القدرة الإنباتية أن معالجة البذور المأخوذة من حبات طكما 

 بواسطة مستخلصاتبالبكتيرية المسببة للمرض،  ياصطناع بشكل التي غلفت بذور الطماطم،معالجة . ور المعالجةللبذ

. غير المعالجة لشاهدةمقارنة مع البذور ا إلى تقليص كثافة العامل الممرض على سطح هذه البذورأدت  اتنباتالأفضل 

ه المستخلصات ذللمستخلصات العضوية اثبت غنى ه CCMعلى الشرائح الدقيقة من السيليلوز التحليل الكروماتوغرافي 

ه ذلتعزيز و تأكيد ه  بالمركبات الفينولية التي تنتمي خاصة إلى مجموعة الأحماض الفينولية و مجموعة الفلافونويدات

لتأكسد للمستخلصات لا قياس القدرة المضادة ذو ك .معايرة كمية المركبات الفينولية و الفلافونويداتالنتائج ارتأينا القيام ب

النتائج المحصلة أثبتت وجود توافق إيجابي كبير بين تركيز المركبات المعايرة من جهة و . لستة عشر نبتة طبيةالعضوية 

 قطر أيضا بين وجود توافق إيجابي كبير ناأثبت .من جهة ثانية دلتأكسلالقدرة المضادة و كذا  قطر مناطق الكبح في الزجاج

 .لتأكسدلالقدرة المضادة  و مناطق الكبح في الزجاج

 –البكتيري  الطماطم قرحة مرض – Pseudomonasالبكتيريات من جنس  –المكافحة البيولوجية : الكلمات المفاتيح

 .الطماطم –النباتات الطبية و العطرية 
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La culture de la tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) est la plus répandue à travers le 

monde. Au Maroc, elle occupe une place privilégiée parmi les cultures maraîchères et joue un 

rôle socio-économique important dans le développement du pays. A l’échelle nationale, la 

région de Souss-Massa-Drâa se situe au premier rang aussi bien sur le plan  production que 

sur le plan exportation (ORMVA, 2012). La tomate est sujette à l’attaque par une multitude 

de microorganismes pathogènes. En effet, sa culture intensive a généré et a amplifié les 

problèmes phytosanitaires d’origine microbienne (Boudyach, 2004). Outre les champignons 

et les virus, les bactéries pathogènes entrainent une réduction importante de la qualité et du 

rendement de cette culture (Gartemann et al. 2003). Le chancre bactérien causé par 

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith), compte parmi les principaux 

problèmes phytosanitaires de la tomate (Davis et al. 1984). C’est une maladie très contagieuse 

et destructive aussi bien sous serre qu’en plein champ (Utkhede et Koch, 2004). Le chancre 

bactérien peut causer d’importants dégâts qui peuvent aller jusqu’à la destruction de 100% 

des récoltes (Gitaitis, 1990; Chang et al. 1992 a; Boudyach et al. 2001). Au Maroc, toutes les 

zones de production de la tomate sont contaminées par cet agent pathogène, dont la sévérité 

varie d’une région à l’autre (Fatmi et al. 1984). Dans la région Souss-Massa, il est devenu la 

principale cause de la mort prématurée des plants de tomate et de la réduction des rendements 

(Fatmi, 1989 ; Boudyach, 2004). Les semences et les transplants infectés constituent la 

principale source d’inoculum  primaire de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

(Bryan, 1930 ; Fatmi et al.1991 ; Gleason et al. 1991). La bactérie peut survivre aussi bien 

dans le sol (Bryan, 1930; Chang et al. 1992 b; Strider, 1967; Farley, 1971) que dans les 

résidus de cultures et possède plusieurs hôtes alternatifs (Fatmi et Schaad, 2002). La 

dissémination de la maladie est assurée par diverses manipulations tels que la transplantation 

(Gitaitis, 1990 ; Gitaitis et al. 1991), les traitements phytosanitaires et l’irrigation (Strider, 

1969 ; Chang et al. 1992 c). Les traitements chimiques préconisés, pour lutter contre cette 

maladie, ne font que réduire la population du pathogène à la surface des plants infectés 

(Hausbeck et al. 2000). La prévention constitue la première ligne de défense. Etant donné 

l’inefficacité des traitements chimiques et leur répercussion sur la santé et l’environnement, la 

recherche et le développement de méthodes de lutte alternatives à la lutte chimique sont 

recommandés. La lutte biologique est une voie prometteuse et les nombreux travaux de 

recherche réalisés, un peu partout dans le monde, sur différents agents pathogènes ont abouti à 

des résultats encourageants. La lutte biologique par protection du système racinaire, en y 

introduisant des bactéries non pathogènes antagonistes de C.m.m., constitue une alternative 
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potentielle. En effet, la possibilité de rendre un sol suppressif à une maladie en y introduisant 

des microorganismes s’avère très prometteuse, surtout à une époque où les traitements 

phytosanitaires à base de produits chimiques de synthèse suscitent une méfiance de plus en 

plus grande (Lugtenberg et al. 1991). La rhizosphère est la zone d’interaction entre le sol, la 

plante et les microorganismes (Lynch, 1990). La capacité des Pseudomonas fluorescents de 

coloniser rapidement cette rhizosphère fait de ces bactéries un groupe taxonomique de grand 

intérêt en lutte biologique. Weller et al. (1988) ont isolé des Pseudomonas spp. fluorescents 

qui contrôlent la pourriture du blé, causée par Gaeumannomyces graminis var.tritici, en 

rendant le sol suppressif à ce pathogène et ceci par la production des antibiotiques et/ou des 

sidérophores. Loper (1988), a montré que la souche 3551 de P. fluorescens migula isolée de la 

rhizosphère d’un plant de Coton secrète un pigment fluorescent (sidérophore) qui inhibe le 

champignon Pythium ultimum, agent causal de la fonte des semis de la plupart des plantes. 

Plusieurs autres études (Howell et Stipanovic, 1980 ; Yuen et al. 1985 ; Deweger et al. 1988 ; 

Becker et Cook, 1988 ; Gees et Coffey, 1989 ; Mercado-Blanco et al. 2004 ; Boudyach, 

2004 ; Bardas et al. 2009 ; Abo-Elyousr et al. 2009 ; Liu et al. 2009; Gandhi et 

Saravanakumar, 2009 ; Validov et al. 2009 ; Anitha et Arun Das, 2011) ont montré que les 

Pseudomonas spp. fluorescents isolés de la rhizosphère des plantes peuvent être utilisés 

comme agents de contrôle biologique de plusieurs pathogènes.  

Outre l’utilisation des microorganismes antagonistes, l’utilisation des substances 

naturelles extraites des plantes constitue l’un des axes privilégiés de la lutte biologique contre 

les pathogènes des plantes. Récemment des études ont prouvé l’efficacité des extraits des 

plantes médicinales et aromatiques dans le contrôle des agents phytopathogènes aussi bien en 

culture qu’en poste-récolte ( Talibi et al. 2011 ; Sarah et al. 2012 ; Zarins et al. 2009 ; Park et 

al. 2008 ; Joseph et al. 2008 ; Pouvova et al. 2008 ; El Allagui et al. 2007 ; Basim et al. 

2006 ; Hernandez et al. 2005 ; Cakir et al. 2005 ; Daferera et al. 2003 ; Ismam, 2000 ). Ismam 

(2000) a rapporté que certaines huiles essentielles, fréquemment utilisées comme fragrances 

en cosmétique et en industrie alimentaire, sont réputées pour leur action répulsive vis-à-vis 

des insectes. Des investigations récentes, effectuées dans plusieurs pays, ont confirmé les 

activités insecticide, fongicide et bactéricide des huiles essentielles et de différents extraits de 

plantes, contre quelques importants ravageurs et pathogènes des plantes cultivées. Daferera et 

al. (2003) ont montré que les huiles essentielles de huit plantes aromatiques et médicinales 

ont une action bactéricide et fongicide sur plusieurs agents pathogènes dont celui responsable 

du chancre bactérien de la tomate. Sarah et al. (2012) ont montré que les extraits 
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méthanoliques des feuilles de Psidium guajava L. ont une activité inhibitrice significative 

contre deux phytopathogènes Xanthomonas sp. et Pectobacterium sp. Park et al. (2008) ont 

rapporté que les extraits méthanoïques de 27 plantes aromatiques et médicinales ont une 

activité fongicide envers plusieurs champignons pathogènes des plantes cultivées. L’efficacité 

des extraits varie en fonction de l’agent pathogène, de la partie utilisée de la plante, de la 

méthode d’extraction adoptée et de l’espèce végétale. Joseph et al. (2008) ont montré que les 

extraits aqueux de cinq plantes ont une activité antifongique envers Fusarium oxysporum f. 

sp. melongenae agent causal du flétrissement de l’aubergine. Récemment, les extraits aqueux 

et organiques de plusieurs plantes aromatiques et médicinales du sud Marocain ont contrôlé le 

développement des principaux champignons pathogènes des agrumes en post-récolte 

(Askarne et al. 2013, Askarne et al. 2012 ; Talibi et al. 2012 a et b).  

Le présent travail entre dans le cadre de la lutte biologique contre le chancre bactérien 

de la tomate. Nos investigations ont porté sur : 

  la mise au point d’un procédé d’isolement, de sélection et d’évaluation des 

bactéries antagonistes à C. michiganensis subsp. michiganensis et appartenant 

au groupe des Pseudomonas spp. fluorescents ; 

  la sélection parmi les plantes aromatiques et médicinales, récoltées dans le sud 

du  Maroc, celles dont les extraits inhibent la croissance de ce pathogène. Ceci 

dans le but de mettre au point une alternative biologique aux traitements 

chimiques afin de diminuer la population du pathogène au niveau des 

semences et limiter les dégâts qu’il cause aussi bien en pépinière que sous 

serre.  
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I-Aperçu général sur la culture de la tomate  

1- Taxonomie 

La tomate, Lycopersicon esculentum Mill., est une plante appartenant à la grande 

famille des Solanacées qui regroupe plusieurs espèces, telles que la pomme de terre, le tabac, 

le poivron et l’aubergine. C’est une espèce diploïde (2n=24), monoïque et allogame. De point 

de vue taxonomique, la systématique de la tomate peut être résumée comme suit : 

 

Règne : Végétal  

Sous-Régne : Cormophytes 

Embranchement : Spermaphytes 

Sous-Embranchement: Angiospermes 

Classe : Gamopétales 

Ordre : Polémoniales 

Famille : Solanacées 

Genre : Lycopersicon 

Espèce  : L. esculentum 

 

2- Description botanique de la plante 

Selon la description de Berti (1989), la tomate est une liane annuelle, à port buissonnant 

dont la longueur peut dépasser plusieurs mètres. Elle porte de nombreuses feuilles velues 

alternes et composées, ainsi que plusieurs bourgeons latéraux et des inflorescences jaunes en 

grappes ou en bouquets qui peuvent être simples, doubles ou composées. Sa tige herbacée se 

lignifie rapidement avec l’âge de la plante et devient anguleuse (Figure I.1). Le système 

racinaire est fasciculé et puissant pouvant atteindre 1,50 m de profondeur et 0,70 m de 

largeur. Les fleurs sont bisexuées, régulières. Elles poussent opposées et/ou entre les feuilles. 

Le tube du calice est court et velu, les sépales sont persistants (Figure I.2). La plante est 

principalement autogame, mais la fécondation croisée peut avoir lieu ; les abeilles et les 

bourdons étant les principaux pollinisateurs. Les graines sont nombreuses, en forme de rein 

ou de poire. Elles sont poilues, beiges, de 3 à 5 mm de longueur et 2 à 4 mm de largeur. 

L’embryon est enroulé dans l’albumen (Shankara et al. 2005). 
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Figure I.1 : Position des feuilles et des fleurs sur 

un jeune plant de tomate. 

 

 
Figure I.2 : Inflorescence de la tomate (A) et coupe longitudinale d’une fleur 

isolée (B). 

 

3- Origine de la tomate 

Selon Jenkin (1948) et Rick (1956) cités par Purseglove (1982), l’ancêtre de la tomate 

actuellement cultivée serait l’espèce Lycopersicon esculentum var. cerasiforme. Cette plante a 

pour origine le Pérou et les régions tropicales de l’Amérique. Elle faisait partie de la flore 

native unique des iles Galápagos. La domestication de cette plante hors de sa zone d’origine 

fut réalisée durant les premières civilisations mexicaines. Elle a été par la suite introduite en 

Europe par les Espagnols vers la troisième décennie du 16ème siècle (en 1523). Après la 
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généralisation de cette culture en Europe, elle se propagea aux Etats-Unis d’Amérique au 

début du 18ème siècle. Ce n’est qu’à la fin du 19ème siècle que cette culture s’est répandue 

dans le reste du monde (Purseglove, 1982). 

 

4- Les types variétaux de la tomate cultivée  

La production de la tomate est généralement soumise aux critères commerciaux qui sont 

les plus déterminants pour cette culture. Les consommateurs, par leurs préférences, agissent 

aussi sur le choix des variétés mises en culture. En effet, l’achat des tomates se détermine 

avant tout sur des critères visuels et de fraîcheur, mais le prix ou l’arome sont également pris 

en compte par certaines catégories de clients. Bref, toutes les variétés de tomate présentes sur 

le marché sont assez bien identifiées en amont par la considération de tous ces facteurs. 

Chaque variété possède des formes bien déterminées (El Fadl et Chtaina, 2010). Les formes 

les plus représentées sont illustrées sur la figure I.3.  

 
Figure I.3 : Principales formes de fruit de la tomate cultivée: (1): aplatie; 

(2): ronde; (3) : globuleuse; (4): allongée; (5): cordée; (6): cylindrique; (7): 

piriforme; (8): très allongée (d’après El Fadl et Chtaina, 2010). 

 

D’après la synthèse d’El Fadl et Chtaina, 2010, les types variétaux de la tomate sont 

assez complexes à définir, car les critères utilisés intègrent de très nombreux paramètres à 

savoir : la forme, la couleur, le poids, le mode de croissance variétale, la destination du 

produit et les qualités gustatives. Les principaux types décrits dans la littérature sont : 
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La tomate ronde conventionnelle : il s’agit de la tomate la plus commune. Elle est de 

couleur rouge unie. La maturation au niveau des bouquets est généralement progressive. Ce 

qui donne des fruits de différents calibres. Le tableau I.1 illustre les classes de calibre qu’on 

peut avoir dans ce type de tomate. Le poids des fruits est compris entre 100 et 300 g par fruit.  

Tableau I.1 : Classes de calibre de la tomate conventionnelle. 

Calibre Diamètre du fruit (ø, en mm) 

0 ø ≥ 102 

1 82 ≤ø<102 

2 67 ≤ ø< 82 

3 57 ≤ ø< 67 

4 47 ≤ ø< 57 

5 40 ≤ ø< 47 

6 35≤ ø< 40 

7 30 ≤ ø< 35 

 

La tomate grappe : Ce type variétal doit son nom au mode de récolte et de 

commercialisation, souvent en grappe de 6 à 16 fruits environ. Il se distingue du premier type 

par la maturation groupée des fruits constituant la même grappe. La taille des fruits est 

homogène, elle appartient aux classes de calibre 4 et 5 (40 à 60 mm de diamètre). Le poids de 

chaque fruit varie entre 50 et 120g. Les fruits sont généralement pulpeux, très savoureux et 

parfumés. La production de ce type de type est concentrée dans la région du Souss-Massa 

Draa. Le tonnage assuré par les producteurs de cette région varie entre 5 et 10% par rapport 

aux exportations totales de la tomate.  

La tomate cerise : Cette tomate se caractérise par la taille de ses fruits. Une grappe de 

tomate cerise compte, en fonction des variétés, entre 20 et 60 fruits. Un plant de tomate cerise 

peut produite jusqu’à 25 grappes. Le poids individuel des fruits varie, en général, entre 10 et 

20 g. Les formes de la tomate cerise sont variables : elles peuvent être rondes, allongées 

pointues ou allongées plates. Le conditionnement appliqué à la tomate cerise est basé sur le 

calibre. Généralement, quatre classes de calibres peuvent être différenciées (Tableau I.2).  
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Tableau I.2 : Classes de calibre de la tomate cerise.  

Calibre Diamètre du fruit (ø, en mm) 

Petit   20 à 25 

Moyen   25 à 30 

Gros   30 à 35 

Hors Calibre   Très petit 

 

La demande des marchés extérieurs en termes de tomate cerise fait que les superficies 

réservées à ce type de tomate est en perpétuelle expansion. A peu près 50000 tonnes de 

tomate cerise ont été exportées en 2009-2010, soit 15% environ du total de la tomate 

exportée. Les consommateurs français sont les utilisateurs de ce type de tomate. La 

consommation est presque exclusivement en cru. Sauf bien sur l’utilisation locale de ce type 

de tomate dans la préparation de quelques plats typiquement berbères (notamment le couscous 

dans les régions d’Agadir, Tiznit et Tafraoute). 

La tomate Cocktail : elle est plus grosse que la tomate cerise. Le poids moyen du fruit 

oscille entre 20 et 30g. Elle est très parfumée et juteuse. Elle est cultivée en réponse à des 

demandes commerciales bien déterminées.  

La tomate allongée (kiwat) : elle se présente sous une forme longue caractéristique. 

Elle est pulpeuse et peu juteuse. Les réalisations à l’export montrent que 2000 à 4000 tonnes 

de tomate kiwat sont expédiées annuellement à partir de la région de Souss-Massa Draa.  

La tomate industrielle : C’est une tomate à croissance déterminée qui se caractérise 

par un plant de type buisson. Les fruits ont une teneur élevée en matière sèche. La forme des 

fruits est ronde ou allongée. Le caractère dit : séparation aisée des fruits de la partie 

végétative, est très recherchée pour ce type de variété. Cette tomate est destinée 

principalement à la transformation. 

Les types variétaux déjà cités appartiennent à différentes variétés commerciales. Les 

principales variétés commercialisés au Maroc sont Daniela (de High-tech) en cas d'absence de 

nématodes ; Gabriela (de High-tech) en cas de présence de nématodes. D'autres variétés sont 

disponibles sur le marché, et on en cite : Madrila (Agri matico) ; Clx qui se présente sous 

différents numéros ; Clause avec différents numéros ; Campbel...etc. Ces variétés sont en 
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perpétuelle évolution. Il est donc recommandé de suivre cette évolution sur le marché afin de 

bénéficier des dernières innovations (Anonyme, 1). 

5- Valeur nutritive de la tomate  

Le fruit de tomate est d’une grande valeur nutritive. Il est aussi très diététique. En effet, 

sa teneur en eau varie entre 93 et 95% (Shankara et al, 2005). Les 5 à 7% qui restent sont 

constitués par les solides qui déterminent sa qualité et qui sont résumées comme suit : 

 Les solides solubles : ils sont essentiellement des sucres réducteurs comme le glucose 

et le fructose ainsi que les acides organiques, les lipides, les minéraux et les pigments ;  

 La partie insoluble : elle est composée de la cellulose, de l’hémicellulose, des pectines, 

et des polysaccharides. Ce sont ces constituants qui déterminent la viscosité des fruits. 

Cette viscosité influence la qualité du jus de tomate, du ketchup, des sauces, des soupes, et 

des pâtes issus de ces fruits. 

Les pigments responsables de la couleur sont les caroténoïdes et la chlorophylle. La 

tomate fraîche est une source majeure de lycopène. C’est un antioxydant naturel aux vertus 

anticancéreux, notamment dans le cas des cancers de la prostate (Lu et al. 2001 ; Durak et al. 

2003), du poumon (Comstock et al. 2008), de la bouche et du colon (Goyal et al. 2009). Le 

lycopène sert aussi à combattre les maladies cardiovasculaires (Faure et al. 1999).Le tableau 

I.3 résume les principaux constituants de la matière sèche d’un fruit mûr de tomate. Les 

sucres représentent presque 50% de l’ensemble de la matière sèche. Les teneurs en vitamines 

montrent que le fruit de tomate est riche en vitamines variées (Tableau I.4). Il faut toutefois 

noter que les intervalles de variation sont parfois importants, expliquant les différentes 

qualités des cultivars. La vitamine C reste le constituant principal (Davies et al. 1981). 

Martínez‐Valverde et al. 2002, tout en étudiant neuf variétés commerciales de tomate, 

rapportent que les concentrations de lycopène et des différents composés phénoliques ainsi 

que l'activité antioxydante ont été fortement influencés par la variété analysée. La quercétine, 

flavonoïde le plus abondant, a été retrouvé à des concentrations comprises entre 7,19 et 43,59 

mg kg
-1

 de poids frais, tandis que la teneur de naringénine était inférieure à 12,55 mg kg
-1

. 

L’acide hydroxy-cinnamique le plus abondant est l'acide chlorogénique, avec des valeurs 

allant de 14 à 32 mg kg
-1

 de poids frais, l'acide caféique vient deuxième, tandis que l’acide p-

coumarique et l’acide férulique ont des concentrations identiques inférieures à 5 mg kg
-1

. La 

plus forte teneur en lycopène a été trouvée au niveau des variétés Ramillete, Pera et Durina (> 

50 mg kg
-1

 de poids frais), tandis que la concentration dans les autres variétés se situe entre 50 
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et 30 mg kg-1, à l'exception de Liso (moins de 20 mg kg
-1

). L'activité anti-oxydante des 

extraits de tomate varie avec la variété de tomate et le procédé de dosage utilisé. Les 

composés phénoliques corrélés significativement à la capacité antioxydante étaient le 

lycopène, l’acide férulique et l’acide caféique (Martínez‐Valverde et al. 2002). 

Tableau I.3 : Composition d’un fruit mûr de tomate (Davies et al. 1981). 

Substances % de matière sèche 

Sucres  

Glucose 22 

Fructose 25 

Sacharose 1 

 

Solides insolubles 
 

Protéines 8 

Substances pectiques 7 

Cellulose 6 

Hémicellulose 4 

 

Acides organiques  
 

Acide citrique 9 

Acide malique 4 

 

Minéraux  
 

Essentiellement K, Ca, Mg, P. 8 

Autres  

Lipides 2 

Acide amino dicaboxyliques 2 

Pigments (caroténoïdes et chlorophylles) 0,4 

Acide ascorbique (Vitamine C) 0,5 

Substances volatiles 0,1 

AA, vitamines et polyphénols  1 

Tableau I.4 : Teneur en vitamines d’un fruit mûr de tomate (Davies et al. 1981).  

Vitamines  Quantités  

Vitamine A (β-carotène) 900 à 1271 UI 

Vitamine B1 (thiamine) 50 à 60 µg/100g 

Vitamine B2 (Riboflavine) 20 à 50 µg/100g 

Vitamine B3 (acide pentothénique) 50 à 750 µg/100g 

Complexe de Vitamine B6 80 à 110 µg/100g 

Acide nicotinique (niacine) 500 à 700 µg/100g 

Acide folique 6,4 à 20 µg/100g 

Biotine 1,2 à 4 µg/100g 

Vitamine C   15000 à 23000 µg/100g 

Vitamine E (α-tocophérol) 40 à 1200 µg/100g 
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6- Importance économique de la tomate 

La tomate est, après la pomme de terre, le légume le plus consommé dans le monde. 

Elle est consommée soit fraiche soit après transformation. Elle est cultivée sous toutes les 

latitudes et dans des conditions climatiques et de production très variées. Ceci démontre une 

grande plasticité et témoigne de l'efficacité du travail des sélectionneurs des variétés de ce 

fruit (légume !). L’importance économique de la culture de tomate peut être analysée à trois 

échelles : mondiale, nationale et régionale. 

6.1- A l’échelle mondiale  

Selon le rapport de la FAO (FAOSTAT, 2012, Anonyme 2), la tomate est le premier 

produit horticole dans le monde grâce à sa production. En effet, plus de 124 millions de 

tonnes ont été produites en 2009 (Anonyme 2). La Chine vient en premier rang avec une 

production de 45,36 millions de tonnes, suivie par les Etats-Unis d'Amérique avec 14,18 

millions de tonnes. L’Inde est classé troisième avec une production de 11,14 millions de 

tonnes. A l'échelle du continent africain, l'Egypte est le premier producteur avec 10,27 

millions de tonnes suivie du Maroc avec une production de 1,23 millions de tonnes (Figure 

I.4). Au cours du XXe siècle, La production mondiale de tomates n’a pas cessé de progresser 

régulièrement. Cette progression s'est accrue considérablement durant les trois dernières 

décennies malgré les aléas climatiques. Elle est passée de seulement 48 millions de tonnes en 

1978, à 74 millions en 1992, 89 millions en 1998, et a atteint plus de 124 millions en 2009. 

Parmi les 14 pays qui ont produit un million de tonnes ou plus, sept sont largement au dessus 

de 5 millions de tonnes. Il est estimé que 30 % des tomates produites à l’échelle mondiale 

sont destinées à la transformation. Il faut noter toutefois que ce pourcentage diffère d'un pays 

à l'autre.  

Les pays du bassin méditerranéen jouent un rôle primordial dans l’exportation de la 

tomate fraiche. En effet, la Turquie, l’Espagne et le Maroc exportent presque 26% des 

exportations globales de ce fruit (légume) (Figure I.5). Le Maroc occupe le cinquième rang 

parmi les exportateurs de la tomate fraiche avec 5% des exportations mondiales. Il vient après 

les Pays-Bas (avec 21%), le Mexique (avec 17%), la Turquie (avec 13%) et l’Espagne (avec 

8%) (Figure I.5). 
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Figure I.4 : Production mondiale de la tomate en 2009 (Anonyme 2). 

 
Figure I.5 : Les principaux exportateurs mondiaux en 2009 (D’après 

COMTRADE, cité par Anonyme 3). 

 

6.2- A l’échelle nationale 

Au Maroc la culture de tomate joue un rôle socio-économique important dans 

l’économie marocaine tant par les devises qu’elle génère (environ 3,5.milliards de dirhams 

par an), que par l’opportunité d’emploi qu’elle procure (plus de 15 millions de journées de 

travail par an). Elle vient en tête des cultures maraîchères en occupant une superficie globale 

de 18 642 ha, assurant une production totale qui dépasse 1,2 million de tonnes par an (Figure 

I.6). Cette production a représenté 14% de la production agricole globale au cours de la 

campagne 2005-2006 (Anonyme 2). Elle est composée de plus de 80% de tomates fraîches et 

représente 40% du total exporté des produits maraîchers. Il faut néanmoins noter une faible 
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baisse de la production de la tomate au cours de la campagne agricole 2009/2010. Cette baisse 

est due essentiellement à la baisse des rendements due aux attaques provoquées par Tuta 

absoluta, un ravageur redoutable pour les solanacées principalement la tomate (Anonyme 4). 

Le rendement de la tomate varie de 120 à 150 T/ha sous serre et de 40 à 60 T/ha en 

plein champ, selon la qualité de l’entretien alloué à la culture. Dans le cas de culture d’arrière 

saison arrêtée en Décembre pour être suivie d’une autre culture (haricot vert ou melon), le 

rendement dépasse rarement 50 à 60 T / ha (Anonyme 1). 

Le Maroc a exporté 323135 tonnes de tomate en 2009, avec une part de marché de 5%. 

Ces exportations de tomate ont connu un rebond de 68% par rapport à l’année 2006. Le 

Maroc est classé 5ème exportateur mondial de la tomate (Figure I.5). Les tomates destinées à 

l'exportation proviennent, presque exclusivement (99%) des cultures sous serre, de la région 

du Souss-Massa Draa. Ces fruits sont expédiés essentiellement (91% des exportations) vers 

les pays de l'Union Européenne (UE). La France représente le principal marché qui absorbe 

86% du volume total des exportations destinées à l'UE (Anonyme 5). 

 
Figure I.6 : Evolution de la production de la tomate au Maroc (Anonyme 2). 

Durant la campagne agricole 2009/2010 le Maroc a exporté a peu près 3449 tonnes de la 

tomate transformée sous différentes formes (concentré, sauces, poudres atomisées, paillettes 

de tomate…) avec un chiffre d’affaires de 117 millions de dirhams. La France, les Etats-Unis, 

le Japon, le Royaume-Uni, le Sénégal, et la Russie sont les principaux clients du Maroc pour 

la tomate en poudre et la tomate surgelée et/ou congelée. Le prix moyen de vente est aux 

alentours de 34 Dh le kg (Figure I.7). 



Etude bibliographique 

Amkraz 2013    Thèse de Doctorat 

04 

 
Figure I.7 : Evolution des exportations marocaines en tomate transformée (D’après 

COMTRADE, cité par Anonyme 3). 

Les principales régions de production de la tomate au Maroc sont le Souss-Massa Draa, 

El Oualidia, El Jadida et Casablanca pour les primeurs et la culture d'arrière saison. La plupart 

des serres sont situées sur le littoral. La tomate industrielle (destinée à la transformation) est 

produite dans le périmètre du Loukkos, en premier lieu, et dans différentes régions telles que 

Saïs, Haouz... (Anonyme, 1). 

 

6.3- A l’échelle régionale 

La région du Souss-Massa Draa est la première région au Maroc sur le plan de la 

production de la tomate primeur sous serre. En effet, cette région a produit environ 58% de la 

tomate primeur nationale durant la campagne agricole 2010/2011. La production évaluée en 

2011/2012 s'élève à 800904 tonnes contre 639671 tonnes en 2009/2010 soit une hausse de 

presque 25%. Il faut noter aussi que la campagne agricole 2009/2010 s’est marquée par une 

chute des productions de la tomate aussi bien sous serre qu’en plain champs suite aux aléas 

climatiques qu’a connus la région durant cette campagne (Figure I.8 A) (Anonyme 5). 

Les superficies allouées à la culture de tomate dans la région du Souss-Massa Draa 

affichent une croissance continue ces cinq dernières années malgré les contraintes rencontrées 

(allias climatiques, problèmes phytosanitaires, problèmes de commercialisation…etc.). En 

effet, au cours de cette deuxième moitié de la première décennie du 21
ième

 siècle les 

superficies de la culture de tomate dans cette région sont passées de 4256 Ha en 2005/2006 à 

5608 Ha en 2011/2012. Elles enregistrent donc une hausse de presque 32% en six ans (Figure 

I.8 B). 

Les exportations de la région du Souss-Massa Draa affichent, elles aussi, le même 

schéma d’évolution pendant les quatre premières années de cette période. Elles passent de 

233689 tonnes en 2005/2006 à 404097 tonnes en 2008/2009. Une nette baisse est enregistrée 
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aussi durant la campagne 2009/2010 s’alliant parfaitement aux problèmes de la production 

ainsi qu’aux contraintes qu’a connues l’exportation de la tomate vers l’Union Européenne 

durant cette campagne. Une amélioration des exportations s’est enregistrée durant les deux 

dernières campagnes agricoles puisqu’elles atteignent 393385 tonnes en 2011/2012 (Figure 

I.8 C).  

 

Figure I.8 : Evolution de la production (A), des superficies (B) et des 

exportations (C) de la tomate primeur dans la région Souss-Massa Draa. 

(Anonyme 5). 
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7- Les maladies de la tomate 

En dépit de son importance, la culture de la tomate souffre de plusieurs problèmes aussi 

bien sur le plan agronomique que commercial. De point de vue agronomique, les problèmes 

phytosanitaires occupent la première place. En effet, environ 200 maladies infectieuses 

peuvent affecter le fruit de la tomate, elles ont diverses étiologies (Jones et al. 1991). Ces 

pathologies sont principalement dues à des champignons, bactéries et virus. Le tableau I-5 

donne quelques exemples de ces pathologies tout en évoquant les agents causals.  

Tableau I.5 : les principales maladies de la tomate 

Les maladies fongiques Les maladies bactériennes Les viroses 

L’alternariose: causée par 

alternaria alternata f. sp. lycopersici 

L’oïdium: causé par leveillula 

taurica 

La pourriture grise: causée par 

Botrytis cinerea 

Les fusarioses: causées par 

Fusarium oxysporum f. sp. 

lycopersici et F.oxysporum f.sp. 

radici-lycopersici 

La verticilliose: causée par 

Verticillium dahlia 

La cladosporiose: causée par Fulvia 

fulva = Cladosporium fulvum 

Le chancre bactérien : causé par Clavibacter 

michiganensis subsp. michiganensis 

La moucheture des feuilles : causée par 

Pseudomonas syringae pv. syringae 

La tache bactérienne : causée par 

Pseudomonas syringae pv. Tomato 

La moucheture bactérienne : causée par 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 

Le flétrissement bactérien : causé par 

Ralstonia solanacearum 

La moelle noire : causée par Pseudomonas 

corrugata 

La pourriture molle bactérienne : causée 

par Erwinia carotovora subsp. carotovora 

La mosaïque de la tomate 

causée par le virus de la 

mosaïque de la tomate (ToMV) et 

par d’autres virus non spécifiques 

qui attaquent la tomate 

La maladie bronzée de la 

tomate : Virus de la maladie 

bronzée de la tomate (TSWV) 

Maladie des feuilles jaunes en 

cuillère de la tomate (Tylc) : 

Virus des feuilles jaunes en 

cuillère de la tomate (TYLCV) 

La jaunisse apicale de la 

tomate : Virus de la jaunisse 

apicale de la tomate 

 

 Il faut noter que la culture de la tomate est également soumise à l’action néfaste de 

plusieurs ravageurs tels que les insectes (mouche blanche, thrips, mineuse…), les nématodes 

(notamment les nématodes à galles) et les mollusques (surtout la limace grise). Et comme les 

maladies précitées, ces ravageurs causent aussi des pertes importantes au niveau de cette 

culture. 

 

II. Le chancre bactérien de la tomate 

Cette bactériose a été signalée pour la première fois aux Etats-Unis  par Smith en 1909 

(Fatmi, 1989). Par la suite la maladie s'est propagée dans les différentes régions productrices 

de la tomate partout dans le monde (Strider, 1969). Le premier foyer du chancre bactérien en 

Afrique a été signalé en 1942 dans la région du nord du Maroc (Fatmi, 1989), puis la maladie 

http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fulvia_fulva&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fulvia_fulva&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cladosporium_fulvum&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Virus_de_la_maladie_bronz%C3%A9e_de_la_tomate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Virus_de_la_maladie_bronz%C3%A9e_de_la_tomate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Virus_des_feuilles_jaunes_en_cuill%C3%A8re_de_la_tomate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Virus_des_feuilles_jaunes_en_cuill%C3%A8re_de_la_tomate
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Virus_de_la_jaunisse_apicale_de_la_tomate&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Virus_de_la_jaunisse_apicale_de_la_tomate&action=edit&redlink=1
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n’a cessé de gagner du terrain dans toutes les zones productrices de ce fruit (Fatmi et al. 

1984). La sévérité de cette affection varie selon les régions de production (Fatmi et al. 1984). 

Pour la région de Souss-Massa, elle est considérée comme un facteur limitant de la 

productivité de la tomate (Fatmi, 1989).  

Le chancre bactérien de la tomate causé par Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis (Smith) Davis et al. (1984) est une maladie très contagieuse et destructive de la 

tomate aussi bien en plein champ que sous serre (Menzies et Jarvis, 1994 ; Utkhede et Koch, 

2004). Cette affection peut être considérée comme la plus importante maladie bactérienne 

pouvant toucher la tomate. Elle provoque en effet des pertes économiques importantes dans le 

monde entier (Gartemann et al. 2003). En réalité, le chancre bactérien de la tomate peut 

causer la mort prématurée des plants et par conséquent des réductions significatives du 

rendement. Ces pertes varient d’un pays à l’autre et peuvent atteindre 100% dans les 

conditions favorables au développement de la bactérie responsable de cette maladie (Chang et 

al. 1992 a). 

1-L’agent causal  

1.1- Classification 

Il s’agit d’une bactérie Gram positif qui fut découverte pour la première fois par E .F. 

Smith en 1910 et a été nommée Bacterium michiganense. En 1934, elle a été renommée 

Corynebacterium michiganense et ce n’est qu’en 1984, que ce pathogène a été classé dans le 

genre Clavibacter ; il devint alors Clavibacter michiganense subsp. michiganense (Davis et 

al. 1984) (Tableau I-6).  

Tableau I.6 : Evolution de la nomenclature de Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis (Gleason et al. 1993) 

Nom Auteur 

Bacterium michiganense Smith, 1910 

Pseudomonas michiganense Stevens, 1913 

Aplanobacter michiganense Smith, 1914 

Phytomonas michiganense Bergey et al. 1923 

Corynebacterium michiganense Jens, 1934 

Corynebacterium michiganense pv. michiganense Dye et Kemp, 1977 

Clavibacter michiganense subsp michiganense Davis et al. 1984 

Clavibacter michiganensis subsp michiganensis. Bergey et al. 1984 
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Le reclassement a été fait en se basant sur les nouvelles connaissances concernant la 

composition de sa paroi cellulaire et l'utilisation du séquençage des ADNr 16S. La figure I.9 

présente la position phylogénétique de ce pathogène parmi les Microbacteriaceae. 

 

 

Figure I.9 : L'arbre phylogénique dérivé de la séquence de l’ADNr 16S de certaines 

espèces de microbacteriaceae. Les bactéries phytopathogènes sont soulignées 

(Eichenlaub et al. 2006). 

 

La position systématique complète de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

est la suivante : 

Règne   : Bacteria   

Phylum   : Actinobacteria 

Classe   : Actinobacteria 

Sub-Classe   : Actinobacteridae 

Ordre   : Actinomycetales 

Sub-Ordre   : Micrococcineae 

Famille   : Microbacteriaceae  

Genre   : Clavibacter 

Espèce   : C. michiganensis  

Sous-espèce   : C. michiganensis subsp. michiganensis 

 

1.2- Morphologie et mode de vie 

C. m. subsp. michiganensis est un micro-organisme aérobie, non mobile, Gram positif, 

non sporulant sous forme de bâtonnet court, droit ou légèrement courbé. Les cellules ne sont 

pas flagellées et le plus souvent individuelles mais elles peuvent présenter des arrangements 

en V et/ou en Y lors de la division par scission binaire (Collins et Bradbury, 1986 ; Kirchner, 

2003) (Figure I.10). 
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Figure I.10 : Morphologie des cellules de C. m. subsp. 

michiganensis. (Kirchner, 2003). 

 

C. m. subsp. michiganensis est un actinomycète pathogène de la tomate (Gartemann et 

al. 2003). Il se propage à travers le xylème et provoque un flétrissement unilatéral puis 

général de la plante avec apparition des chancres ouverts aussi bien sur les tiges que sur les 

pétioles des feuilles. La température optimale de croissance de C. m. subsp. michiganensis se 

situe entre 21 et 26˚C. Le pH optimal est compris entre 5 et 7,4. Cette bactérie peut survivre 

dans et sur les semences, dans les débris de plants de tomate infectés, ainsi que dans le sol et 

certaines mauvaises herbes (Fatmi, 1989 ; Villeneuve, 2004).  

Les données sur la longévité de cette bactérie dans le sol varient en fonction des 

emplacements géographiques (Strider, 1967 ; Fatmi, 1989) et les différentes méthodes de 

détection (Fatmi et Schaad, 2002). En effet, Bryan (1930) a récupéré C. m. subsp. 

michiganensis dans du sol, 11 mois après son infection alors que Strider a récupéré cette 

bactérie à partir du sol inoculé 18 mois après (Fatmi et Schaad, 2002). D’autres auteurs ont 

rapporté que C. m. subsp. michiganensis peut survivre dans le sol au delà de 4 ans ou même 

persister indéfiniment dans le sol infecté (Ciccarone et Carrilli, 1948 cité par Fatmi et Schaad, 

2002). 

 

2-La plante hôte  

La tomate est l’hôte principal de C. m. subsp. michiganensis. Cependant, il existe 

d'autres plantes qui peuvent être attaquées par ce pathogène. On compte en effet au moins 13 

genres et 35 espèces de Solanacées, y compris le poivron et l'aubergine, ainsi que plusieurs 

mauvaises herbes appartenant également à la famille des Solanacées (Strider 1969, Thyr et al. 

1975) qui peuvent constituer des hôtes alternatifs. Cependant pour la plupart de ces espèces 
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végétales, seule l'inoculation artificielle est efficace. Les symptômes de la maladie sont 

généralement moins sévères que chez la tomate et dans certains cas, la bactérie peut rester à 

l’intérieur des tissus de la plante sans causer de symptômes (Thyr et al. 1975). Mais elle 

constitue néanmoins un inoculum initial au niveau des débris qui peut déclencher la maladie 

une fois les conditions sont favorables. 

3-Symptômes du chancre bactérien de la tomate 

Le chancre bactérien est caractérisé par un éventail de symptômes qui dépendent des 

conditions environnementales, du degré de sensibilité de la variété, de l'âge de la plante au 

moment de l'infection, des pratiques culturales et de la voie d’entrée du pathogène (Gleason et 

al. 1993). Ces symptômes apparaissent sur toutes les parties de la plante (feuilles, tiges et 

fruits). Ils peuvent résulter soit d’une infection systémique ou localisée (Tableau I.7 et Figures 

I.11 et I.12). 

3.1- Symptômes du chancre bactérien sur les feuilles  

Les symptômes initiaux de la maladie apparaissent au niveau des feuilles. Il s'agit en 

premier lieu d’un flétrissement qui atteint les feuilles des parties inférieures des plants 

(Utkhede et Koch, 2004). Le flétrissement commence par les folioles situées d’un même côté 

d’une feuille, on parle donc de flétrissement unilatéral (Figure I.11 B). Ce flétrissement peut 

s’étendre d’une foliole à l’autre, entraînant un desséchement rapide de la feuille (Fatmi et al. 

1991). Au fur et à mesure que la maladie progresse, le flétrissement devient irréversible et 

généralisé (Figure I.11 A). Il est plus ou moins rapide selon les conditions environnementales 

(Strider, 1967). Il faut noter aussi l’apparition précoce d’un brunissement des bordures des 

feuilles (Figure I.12 B) dans le cas de l’infection localisée surtout quand le chancre devient 

épidémique au champ (Gleason et al. 1993 ; Xu, 2010 ; Xu et al. 2010 ; De Leon et al. 2011). 
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Figure I.11 : Symptômes de l’infection systémique des plants de tomate 

par C. m. subsp. michiganensis. A: Flétrissement généralisé. B: 

Flétrissement unilatéral des folioles. C : Brunissement d’une partie des 

tissus vasculaires envahi par le pathogène. D : Chancres au niveau des 

tiges à des stades avancés de la maladie. E : Des gouttelettes d'exsudat 

bactérien observées lorsque la tige se fend au début de la formation des 

chancres. F : le pathogène atteint le fruit et infecte les graines via les tissus 

vasculaires. (D’après De Leon et al. 2011). 
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Tableau I.7 : Symptômes causé par C. m. subsp. michiganensis l’agent causal du chancre 

bactérien de la tomate (D’après De Leon et al. 2011) 

Type d’infection Symptômes Le Mode d’infection 

Systémique -Flétrissement unilatéral des feuilles 

et folioles. Il est observé à des stades 

précoces (Figure I.11 A) 

-Flétrissement générale de toute la 

plante (Figure I.11 B) 

-Brunissement des tissus vasculaires 

(Figure I.11 C) 

-Chances sur les tiges et les pétioles 

(Figure I.11 D) 

-Les semences infectées ou 

infectées transmettent la maladie 

aux plantules émergentes 

 

-Invasion des tissus vasculaires à 

travers les semences ou les 

blessures 

Localisée -Taches blanches en blisters au 

niveau des tiges (Figure I.12A) 

-Taches en œil d’oiseau sur les fruits 

(Figure I.12 B) 

-Nécroses marginales des folioles 

(Figure I.12 C) 

-Infection à travers les trichomes 

blessés ou les ouvertures 

naturelles comme les stomates et 

les hydathodes 

 

 
Figure I.12 : Symptômes de l’infection localisée par C. m. subsp. michiganensis. 

A : Petites taches blanches en blisters sur les tiges et les pétioles. B : les nécroses 

marginales des folioles. C : la tache typique en œil d’oiseau avec l’halo clair qui 

entoure un centre nécrotique et en relief. (D’après De Leon et al. 2011). 
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3.2- Symptômes du chancre bactérien sur la tige  

Au niveau des tiges, des pétioles et des pédoncules floraux, de longues stries brunâtres 

peuvent apparaître. Ces stries peuvent évoluer en chancre ouvert remplis d’exsudats 

bactériens en cas de forte chaleur et d'humidité (Figure I.11 D et E). Si l’infection des tiges est 

localisée, des taches blanchâtres en blisters peuvent apparaitre sur les tiges, les pétioles te les 

pédoncules floraux (Figure I.11 A). Une coupe longitudinale au niveau de la tige montre 

l'apparition d'une couleur jaune foncée à brune au niveau des tissus vasculaires. En réalité, les 

tissus sont d’abord jaunes, rouge brunâtres puis brun foncé à noires selon le stade de 

l’infection (Gleason et al. 1993) (Figure I.11 C). A des étapes plus avancées de l’infection, la 

présence d'exsudats bactériens jaunâtres est observée au niveau des tissus vasculaires. 

L’observation microscopique des sections de tiges de plantes infectées laissent voir des 

cellules bactériennes à l’intérieur des tissus du xylème (Figure I.13). 

 
Figure I.13 : Cellules bactériennes observées au niveau des tissus 

vasculaires d’une tige de tomate infectée (Kirchner, 2003). 

 

3.3- Symptômes du chancre bactérien sur le fruit 

Les fruits de la tomate ne restent pas indemnes. En effet, les fruits infectés sont 

rachitiques et déformés (Utkhede et Koch, 2004). Ils peuvent également ne pas se développer 

ou mûrir. Ils présentent souvent des marbrures externes et une décoloration des vaisseaux et 

tissus contigus (Xu et al. 2010). Un signe très caractéristique de la maladie apparaît sur les 

fruits et se traduit par de petites tâches blanchâtres de 3 à 6 mm de diamètre, dont le centre 

légèrement surélevé, est entouré d’un halo jaune clair. Ces taches évoquent la forme d’un œil 

d’oiseau (Figure I.12 C) (Gitaitis et al. 1991 ; Gleason et al. 1993 ; Medina-Mora et al. 2001 ; 

Gartemann et al. 2003). Ce signe très spécifique de la maladie est souvent décrit comme étant 

le plus fiable pour la confirmation de la maladie au champ et pour la discrimination entre cette 
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maladie et d’autres pathologies vasculaires de la tomate (notamment la Fusariose et la 

Verticilliose). Malheureusement, il n’apparaît que rarement et surtout lorsque la maladie 

devient épidémique. Les graines issues des fruits infectés sont souvent contaminées (Fatmi et 

al. 1991). En réalité, ces semences contaminées par C. m. subsp. michiganensis sont la 

principale source d’inoculum de ce pathogène en agriculture (Tsiantos, 1987 cité par 

Gartemann et al. 2003). 

 

3.4- Symptômes du chancre bactérien sur les racines  

Les racines ne présentent généralement pas de symptômes observables à l’œil nu. 

Néanmoins, une légère coloration de la moelle peut être observée et présenterait le seul signe 

d’infection à ce niveau. Parfois, on assiste à l’apparition de racines adventices sur les tiges. 

 

4- Cycle épidémiologique 

La principale source connue de la dissémination de la bactérie est la semence. En effet, 

le commerce international des graines a énormément facilité la dissémination de la maladie à 

travers le monde (EPPO, 2005). D’autres sources, comme l’eau contaminée par la bactérie et 

les tempêtes de vent (portant des particules de sol contaminées) sont d’importance mineure. 

Dès son introduction, la bactérie se propage très facilement d’un plant à l’autre via les 

stomates des feuilles et des fruits (Strider, 1969 ; Carlton et al. 1998 ; Medina-Mora et al. 

2001), les racines, les blessures et les éclaboussures faites durant le travail. Par ailleurs, la 

pluie, les traitements phytosanitaires et l’irrigation peuvent faciliter la dissémination de la 

bactérie et entraîner des attaques généralisées des cultures (Strider, 1969 ; Chang et al. 1992 

b). La capacité de survie du pathogène dans les champs de production a été confirmée par 

plusieurs auteurs (Strider et al. 1969 ; Fatmi, 1989 ; Gleason et al. 1991). Cette survie a lieu 

au niveau du sol, des débris végétaux et des hôtes alternatifs et constitue le moyen le plus 

incriminé dans l’apparition de la bactériose, à partir d’anciens foyers, une fois les conditions 

favorables sont établies. Fatmi (1989) a rapporté que cette bactérie peut survivre de 194 à 314 

jours quand les débris sont laissés à la surface du sol et de 60 à 240 jours quand les débris sont 

enfouis dans le sol. Le cycle de vie de C. m. subsp michiganensis est résumé sur la figure I.14. 
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Figure I.14 : Cycle de la maladie du chancre bactérien de la tomate (d’après de 

León et al. 2011 et adapté à partir d’Eichenlaub et al. 2006). 

 

En outre, C. m. subsp michiganensis est un agent pathogène vasculaire qui cause 

l'infection systémique des plants de tomate (EPPO, 2005 ; Gartemann et al. 2008 ; Eichenlaub 

et al. 2006 ; de León et al. 2011). Il pénètre dans les vaisseaux du xylème. Cet endoparasite 

vit et se multiplie principalement à l'intérieur de la plante hôte. C’est seulement à des stades 

avancés de l'infection que C. m. subsp michiganensis quitte les vaisseaux du xylème et entre 

dans les tissus avoisinants après dégradation des parois cellulaires de la plante (Benhamou, 

1991 ; Baer et Gudmestad, 1995 ; Eichenlaub et al. 2006). Ceci est du à la production 

d’enzymes qui dégradent la paroi des cellules végétales (cellulase, polygalacturonase, 

xylanase) (Beimen et al. 1992). Pour expliquer le mécanisme par lequel ce pathogène induit le 

flétrissement bactérien, plusieurs hypothèses ont été émises. L’handicap physique de transport 

d'eau causé par la présence des bactéries au niveau des tissus conducteurs peut provoquer un 

stress hydrique grave entraînant le flétrissement (Gartemann et al. 2008). Par ailleurs, la 

production d'exo polysaccharides (EPS) peut être un facteur contribuant au colmatage des 

vaisseaux du xylème. Sur le plan génétique, les gènes directement responsables de l'induction 
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de la maladie chez la plante hôte ont été retrouvés sur des plasmides notamment les plasmides 

pCM2 et pCM1 qui hébergent respectivement les locus pat-1 (Dreier et al. 1997) et celA 

(Meletzus et al. 1993 ; Jahr et al. 2000). Ces deux locus codent pour des endoglucanases 

responsables de la dégradation des tissus du xylème et des cellules du parenchyme adjacent 

(Gleason et al. 1993 ; Meletzus et al. 1993 ; Dreier et al. 1997 ; Gartemann et al. 2008). 

D’autres enzymes extracellulaires, incluant des pectines méthyle-estérases, des 

polygalacturonases et des xylanases, sont aussi sécrétés par C. m. subsp. michiganensis. Ces 

enzymes sont impliquées dans la dégradation des cellules (Strider et al. 1969 ; Beimen et al. 

1992). Mais les gènes codant pour ces enzymes et régulant leur expression n’ont pas été 

encore identifiés (Xu et al. 2010). 

 

5- Facteurs influençant l’agressivité de la bactérie  

L’agressivité de la bactérie et le développement du chancre bactérien de la tomate sont 

influencés par la température, l’âge de la plante hôte au moment de l’infection, la 

concentration de l’inoculum et la résistance de la plante (Chang et al. 1992 b). En effet, les 

hautes températures et les concentrations élevées de l’inoculum augmentent de manière 

significative la sévérité de la maladie ; en particulier au niveau des jeunes plants (Chang et al. 

1992 a). 

6-Méthodes de détection de l’agent pathogène au niveau des semences 

La certification rigoureuse des semences et des transplants exige des méthodes de 

détection très sensibles et fiables. Ces dernières années plusieurs méthodes ont été mises au 

point.  

6.1- Les méthodes standards  

Ces méthodes standards reposent sur l’isolement qui est une technique robuste, pas cher 

et facile à réaliser, elle n'a pas besoin d'équipement spécialisé, et peut isoler les bactéries 

pathogènes vivantes. Cet isolement se base sur l’utilisation de milieux sélectifs et semi-

sélectifs sur lesquels le pathogène se développe différemment avec des aspects de colonies 

variables selon le milieu considéré. Mais, l'isolement de C. m. subsp. michiganensis à partir 

des échantillons de semences et/ou transplants est souvent difficile parce que cette bactérie se 

développe lentement et les colonies sont fréquemment inhibées par d'autres microorganismes, 

même avec les milieux semi-sélectifs disponibles. Le tableau I.8 résume les principaux 

milieux de cultures utilisés pour l’isolement sélectif de C. m. subsp. michiganensis rapportés 

dans la littérature.  
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6.2- Les méthodes sérologiques 

Le test le plus souvent utilisé pour la détection sérologique de C. m. subsp. 

michiganensis est encore l’immunofluorescence (IF) à l’aide des anticorps polyclonaux (AcP) 

disponibles dans le commerce. Plusieurs écrits rapportent que l’IF est couramment utilisé 

pour l’analyse des semences de tomates de C. m. subsp. michiganensis (Alvarez, 2004 ; 

Gitaitis et Walcott, 2007). Mais on doit noter néanmoins que cette technique donne des 

résultats positifs à la fois pour des bactéries viables que pour les non viables. L’extraction des 

semences de tomates par trempage au lieu du simple mélange peut réduire ce problème et 

c’est la procédure d’extraction recommandée (Franken et al. 1993; EPPO, 2005).La limite de 

détection classique de l’IF est connue pour être d'environ 10
3
cellules ml

-1
 (De León et al. 

2008 a ; Kokošková et al. 2010) (tableau I.8). Les travaux d’Olivier et al. (2010) ont abouti à 

l’amélioration de la limite de détection de l’IF jusqu'à 10 à 10
2
 cellules ml

-
.  

Alvarez et al. 1993 rapportent que les anticorps monoclonaux (AcM) ont un degré élevé 

de spécificité contre C. m. subsp. michiganensis plus que les AcP. En particulier, l'anticorps 

monoclonal CMM1 dont la spécificité très élevée l’approche d’être universel. En effet, 

l’antigène de cet anticorps est présent au niveau des souches géographiquement diversifiées 

de C. m. subsp. michiganensis (Kaneshiro et al. 2006). Il est disponible en kits commerciaux 

d’ELISA. La limite de détection pour le test ELISA correspondant est de 10
4
 à 10

5
 CFU / ml 

(De León et al. 2008 a ; Franken et al. 1993) (Tableau I.8).  

Selon Alvarez et al. 2005, le dosage immunologique par transfert peut être utilisé pour 

la détection de C. m. subsp. michiganensis au niveau des graines de tomates. Les travaux de 

Veena et van Vuurde, 2002 évoquent la possibilité de détecter les cellules viables de ce 

pathogène grâce à l’IFC. La cytométrie en flux a également été appliquée pour la détection de 

l'agent pathogène dans les extraits de semences (Alvarez et Adams, 1999), elle peut être 

utilisée en combinaison avec des sondes fluorescentes appropriées pour évaluer le pH 

intracellulaire des cellules de C. m. subsp. michiganensis en tant qu'indicateur de leur viabilité 

(Chitarra et al. 2000).  

6.3- Combinaison des méthodes sérologiques et standards 

La séparation immuno-magnétique (SIM) qui permet la capture sérologique spécifique 

des cellules cibles tout en éliminant aussi bien les bactéries non cible que les débris de graines 

et les composés inhibiteurs, à partir des extraits de semences à analyser. Cette séparation 

facilite aussi la concentration ultérieure des cellules cibles du pathogène. Pour C. 

michiganensis subsp. michiganansis, la SIM a été appliqué aux extraits de graines avant leur 
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ensemencement sur un milieu non sélectif (De Léon et al. 2006). Cette technique aboutit à des 

résultats avec une sensibilité meilleure que ceux de l’ensemencement direct sur milieu 

mSCM, de l’IF ou de la PCR (De Léon et al. 2008 a). Le seuil de détection de la SIM est de 1 

à 10 UFC / ml d’extrait de semences (Tableau I.8). Cette technique a permis d’isolé l'agent 

pathogène à partir d'échantillons IF-positifs naturellement infectées pour lesquels les milieux 

semi-sélectifs et la BioPCR avaient échoué (Olivier et al. 2010). Par conséquent, elle peut être 

une alternative intéressante pour la détection précise, sensible et rapide de C. michiganensis 

subsp michiganensis au niveau des semences, permettant ainsi la confirmation de la 

pathogénicité (De Léon et al. 2011). 

Tableau I.8 : Sensibilité de l'isolement et de la sérologie pour la détection de C. m. subsp. 

michiganensis (d’après De León et al. 2011) 

Méthode Milieu de culture/ Anticorps Sensibilité d’isolement Références 

Isolement SCM 1 semence contaminée b/ 10.000 semences Fatmi et Schaad 1988  

 KBTS 1 semence contaminée c / 10.000 semences EPPO 2005   

 mSCM; D2ANX; CNS 1 semence contaminée d / 5.000 semences Hadas et al. 2005 

 mSCM 10-102 UFC / ml de l’extrait des semences  De León et al. 2008 a 

 mSCM; D2ANX; mCNS 1 semence contaminée e/ 5.000 semences Milijasevic et al. 2009 a 

 SCM; D2ANX 1-10 UFC / ml de l’extrait des semences Olivier et al. 2010 

 BCT et BTC2 8 UFC / extrait de plantes ou semences contaminées  Ftayeh et al. 2011 

IFa AcP de IRP   103 UFC/ml de l’extrait de semences De León et al. 2008 a 

 AcP de IRP     10-102 UFC/ml de l’extrait de semences Olivier et al. 2010 

 AcP de Neogen 103 -104 UFC/ml culture pure Franken et al. 1993 

IMS/isolement AcP de IRP/YPGAf     1-10 UFC/ml de l’extrait de semences De León et al. 2008 a  

ELISA AcP obtenus par les auteurs 1 semence contaminée/50 semences  Krämer et Griesbach, 1995 

a Immunofluorescence.  
b Le minimum de contamination est de 50 UFC. 
cLe niveau minimale de contamination est de 8.102 UFC. 
d  Le niveau de contamination est de 102-103 UFC/semence. 
e Le minimum de contamination est de 108 UFC/semence. 
f YPGA (yeast-peptone-glucose agar). 
 

6.4-Méthodes moléculaires 

Ces dernières années et avec le progrès qu’a connu la biologie moléculaire, plusieurs 

techniques reposant sur la PCR ont été mises à jours pour la détection de C. m. subsp. 

michiganensis. Le tableau I.9 résume les principales amorces utilisées en PCR et en RT-PCR 

comme rapporté par De Léon et al. 2011. La première utilisation de la RT-PCR pour la 

détection de C. m. subsp. michiganensis est celle décrite par Bach et al. 2003. Une différence 

entre la sensibilité de détection des différentes techniques moléculaire est à noter. Mais La 

bio-PCR et la RT-PCR sont en générale plus sensibles que la PCR conventionnelle. 
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Tableau I.9 : Les amorces de la PCR et de la RT-PCR désignées pour la détection de C. m. 

subsp. michiganensis (De Léon et al. 2011) 

PCR Amorces Séquences 5’- 3’ AND ciblé Références 

Conventionnelle CMM5 GCGAATAAGCCCATATCAA pat-1 du plasmide pCM2  Dreier et al. 1995 

 CMM6 CGTCAGGAGGTCGCTAATA   

 PSA-4 TCATTGGTCAATTCTGTCTCCC ITS 16S–23S  Pastrik et al. 1999 

 PSA-R TACTGAGATGTTTCACTTCCCC   

 CM3 CCTCGTGAGTGCCGGGAACGTATCC L’ADN chromosomique Santos et al. 1997 

 CM4 CCACGGTGGTTGATGCTCGCGAGAT   

 Cmm1-F GACAAGCACCTCTACACCTGG la tomatinase de Cmm  Kokošková et al. 2010 

 Cmm1-R TTGATCCCTGACTTCAGCGT   

RT-PCR FP Cm TGTCGAGGGCATGTTGCACG ITS 16S–23S Bach et al. 2003 

 RP Cm GGAGACAGAATTGACCAATGAT   

 Cmm amorce TTCCGTCGTCCTGTTGTGGATG   

 ITSYG-1 CGCGTCAGGCGTCTGTT ITS 16S–23S Zhao et al. 2007 

 ITSYG-2 AGTGGACGCGAGCATC   

 Spm4f TCAGGCGTCTGTTCTGGC ITS 16S–23S Luo et al. 2008 

 Spm2r CCCACCACCATCCACAAC   

 

 

7-Méthodes d’identification du pathogène avec les tests de pathogénie et de virulence : 

Le principe de ces tests repose sur l’inoculation de plantules, de variétés connues pour 

être sensibles, au stade 2 ou 3 vraies feuilles avec des suspensions du pathogène. En effet, des 

plantules de variétés connues pour être sensibles ont été inoculées avec des suspensions 

préparées à partir des colonies présumées être C. m. subsp. michiganensis. Cette inoculation 

se fait en général au niveau de la tige entre les cotylédons et la première feuille. L’apparition 

des symptômes caractéristiques du chancre bactérien (formation des chancres au niveau des 

sites d’inoculation, jaunissement et nécrose marginales et/ou flétrissement des vraies feuilles) 

est vérifiée deux à trois semaines après l’inoculation (Anonyme 7). Dans le même contexte 

Chaldecott et Preece (1983) avaient utilisé le test de desséchement des cotylédons pour 

identifier des isolats de Corynebacterium michiganense pv. michiganense (Syn. C. m. subsp. 

michiganensis) et de les distinguer des autres bactéries saprophytes Gram négatifs associées à 

la culture de la tomate. Le test d’hypersensibilité aussi bien sur feuilles de tabac que sur 

feuilles de mirabilis est largement utilisé pour s’assuré de la virulence de plusieurs 

pathgogènes dont celui du chancre bactérien de la tomate. 
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8-Méthodes de lutte contre C. m. subsp. michiganensis 

Les mesures classiques de contrôle des maladies bactériennes, telles que l’application 

des antibiotiques et des bactéricides à base de cuivre, se sont révélées inefficaces dans le cas 

du chancre bactérien. Par ailleurs, on doit aussi noter l’absence totale de cultivars résistants à 

cette bactériose (Xu et al. 2010). Par conséquent, la méthode la plus appropriée pour limiter 

l’introduction et la dissémination de C. m. subsp. michiganenesis serait l’utilisation de 

semences et de transplants de tomate indemnes de pathogènes (Jahr et al. 1999). En réalité, C. 

m. subsp. michiganenesis peut être présent à la surface des semences ou encore sous leurs 

téguments (Bryan 1930). D’après Bryan (1930), le pourcentage de transmission de la maladie 

à partir de semences contaminées varie de 1 à 5 %. Cependant, un pourcentage de 

transmission de l’ordre de 0,01 % est suffisant pour engendrer une épidémie de chancre si les 

conditions environnementales sont favorables (Chang et al. 1991). L’exploration d’autres 

méthodes de lutte telle que la lutte biologique et/ou intégrée (association de plusieurs 

méthodes) pourrait constituer une voix prometteuse pour lutter contre cette bactériose. En 

effet plusieurs auteurs se sont attelés pour explorer cette voie (Boudyach et al. 2001 ; 

Daferera et al. 2003 ; Boudyach et al. 2004 ; Baysal et al. 2005…etc). Les intervenants de ces 

méthodes de luttes peuvent être soit des microorganismes dits antagoniste et/ou PGPR soit 

des molécules d’origines biologiques comme les extraits des plantes aromatique et 

médicinales. Les principaux microorganismes impliqués dans la lutte biologique 

appartiennent aux genres Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma …etc (Bouizgaren, 2013). Et 

la plupart d’entre eux sont des colonisateurs naturels de la rhizosphère des plantes à protéger 

(Digat, 1993). 

 

III- Les microorganismes et la lutte biologique 
Le contrôle du chancre bactérien de la tomate est un objectif qui reste encore 

insaisissable à nos jours. La nature sporadique du déclenchement de cette maladie limite 

l’amélioration de l’efficacité des méthodes de contrôle (Gleason et al. 1993). Mais tant que 

cette maladie est de nature épidémique, le développement des moyens de lutte efficaces 

s’impose de manière urgente. En réalité, partout dans le monde, la méthode de lutte la plus 

utilisée contre cette bactériose est l’utilisation de semences certifiées indemnes de C. m. 

subsp. michiganenesis. Cependant, cette bactériose a été déclarée en 1984 dans l’état de 

Georgia (USA) en dépit de l’utilisation de transplants certifiés indemnes du pathogène 

(Gitaitis, 1991). Une récente émergence de cette maladie a été enregistrée en Israel (Kleitman 
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et al. 2008), au sud de la Turquie (Baysal et al. 2011) et en Belgique (Zaluga et al. 2013) 

malgré l’utilisation des semences certifiées. 

Ces dernières années, l’exploration et l’introduction des agents de contrôle biologiques 

(ACB / BCAs en anglais) dans les systèmes de production des cultures dites organiques est en 

hausse continue (Nicot et al. 2011). Ceci va en parallèle avec l’augmentation des articles 

publiés sur ce sujet, soit 300 publications/ an en 1990 à environ 800 en 2010 (Nicot et al. 

2011). La recherche et l’isolement de ces ACB est faite généralement à partir de la 

rhizosphère qui est le lieu d’interaction entre le sol, la plante et les microorganismes. La 

recherche de ces agents potentiels de contrôle biologique doit cibler les microorganismes qui 

colonisent cette rhizosphère (Lynch, 1990 ; Standing et al. 2008). Plusieurs équipes de 

recherche se sont intéressé à ce sujet et ont pu isoler, évaluer l’efficacité in vitro et in vivo, 

déterminer les mécanismes d’action et caractériser une multitudes d’agents de contrôle 

biologiques appartenant principalement aux genres ; Pseudomonas et Bacillus (Ramesh et al. 

2009 ; Elbanna et al. 2010 ; Fallahzadeh-Mamaghani et al. 2009, Devi et al. 2011, Pastor et 

al. 2010 et 2012 ; Kyselková et Moënne-Loccoz, 2012 …etc). 

 

1- Les Pseudomonas spp. fluorescents et la lutte biologique 

La capacité des Pseudomonas spp. fluorescents à coloniser rapidement la rhizosphère 

fait de ces bactéries un groupe taxonomique de grand intérêt pour leur utilisation en lutte 

biologique (Verma et al. 2007 ; Trivedi et al. 2008). Andreote et al. (2009) ont prouvé 

l’efficacité de Pseudomonas putida strain P9 dans la suppression de Phytophthora infestans 

agent pathogène de la pomme de terre. Ils ont obtenu une diminution des lésions de l’ordre de 

45% après cinq jours de l’infection par Phytophthora infestans. L'importance de la 

suppression dépend du cultivar utilisé et semble être associée à une modification des 

communautés bactériennes associées aux racines de cette plante. Mercado-Blanco et al. 

(2004) ont pu isoler des bactéries appartenant aux espèces P. fluorescens et P. putida à partir 

des sols entourant les racines des oliviers. Ces bactéries ont été utilisées pour contrôler le 

champignon Verticillium dahliae. Les résultats de trois expériences ont indiqué que le 

traitement des racines avec certains des isolats de P. fluorescens a considérablement retardé 

l'apparition des symptômes (31 à 82%), et a réduit l'incidence de la maladie et sa sévérité 

finale (73 à 96%) respectivement, par rapport au témoin non traité, et ce sous conditions de 

sévère verticilliose (Mercado-Blanco et al. 2004). Le tableau I.10 donne des exemples 

d’agents de contrôle biologiques à base de Pseudomonas spp. fluorescents aussi bien contre 
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l’agent du chancre bactérien qu’envers d’autres agents phytopathogènes. Le tableau I.11 

illustre les principaux bio-pesticides commercialisés à base de Pseudomonas spp. fluorescens. 

Ce dernier est réalisé selon la liste des produits commerciaux formulés pour le contrôle 

biologique des pathogènes des plantes parue en 2004 ainsi qu’à partir de l’écrit de Cawoy et 

al. (2011). Quelques produits sont extraits de la revue de Lugtenberg et Kamilova (2004) cité 

par Validov 2007. 
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Tableau I.10 : Quelques exemples récents d’agents de contrôle biologiques à base de Pseudomonas spp. fluorescents (depuis 2004) 

Agent de contrôle Plante Pathogènes à contrôler Références 

P. fluorescens PSR21 Tomate  C. m. subsp. michiganensis Ślusarski (2004) 

P. fluorescens Olivier Verticillium dahliae Mercado-Blanco et al. (2004) 

P. putida Olivier Verticillium dahliae Mercado-Blanco et al. (2004) 

P. fluorescens Q8rl-96 Blé Plusieurs champignons Huang et al. (2004) 

P. putida HF142 Tomate C. m. subsp. michiganensis Boudyach et al. (2004) 

P. fluorescens HF22 Tomate C. m. subsp. michiganensis Boudyach et al. (2004) 

P. fluorescens PGPR1-9 Cacahuète Plusieurs champignons Dey et al. (2004) 

Pseudomonas sp. Cajanus cajan Plusieurs pathogènes Siddiqui et al. (2005) 

P. aeruginosa PUPa3 Plusieurs plantes  Plusieurs champignons Kumar et al. (2005) 

P. syringae pv. syringae Plusieurs plantes Divers phytopathogènes  Cirvilleri et al. (2005) 

Pseudomonas sp. Plusieurs plantes Divers champignons Verma et al. (2007) 

P. CMR5c Le macabo Pythium myrotylum Perneel et al. (2007) 

P. CMR12a Le macabo Pythium myrotylum Perneel et al. (2007) 

P. corrugata Diverses plantes F. oxysporum et A. alternaria Trivedi et al. (2008) 

P. aeruginosa CMG1055 Divers plantes Divers champignons Uzair et al. (2008) 

P. chlororaphis PCL1391 Haricot vert  Colletotrichum lindemuthianum Bardas et al. (2009) 

P. fluorescens WCS365 Haricot vert  Colletotrichum lindemuthianum Bardas et al. (2009) 

P. putida PCL1760 Tomate Fusarium oxysporum Validov et al. (2009) 

Pseudomonas sp. Canne à sucre Colletotrichum falcatum Mehnaz et al. (2009) 

Pseudomonas sp. Cotton Xanthomonas compestris Fallahzadeh et al. (2009) 

Pseudomonas sp. Aubergine Ralstonia solanacearum Ramesh et al. 2009 

P. putida strain P9 Pomme de terre Phytophthora infestans Andreote et al. (2009) 

P. fluorescens  Tomate C. m. subsp. michiganensis Xu et al. (2010) 

P. fluorescens   Riz Rhizoctonia solani Anitha et Arun-Das (2011) 

P. fluorescens PCI2 Tomate Plusieurs champignons Pastor et al. (2010 et 2011) 

P. fluorescens Concombre Phytophtora drechsleri Maleki et al. (2011) 

Pseudomonas RFP 36 Fève R. solani et M. phaseolina Devi et al. 2011 

P. protegens CHAO Plusieurs plantes  Divers pathogènes Ramette et al. (2011) 
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Tableau I.11 : Exemples de bio-pesticides commercialisés, formulés à base de Pseudomonas spp. fluorescents agent de contrôle biologiques 

des pathogènes des plantes.  

Nom  Antagoniste Hôte Pathogènes Société Pays 

Bioject Spot-Less P. aureofaciens Les Truffes Colletotrichum graminicola, Pythium 

aphanidermatum et Sclerotinia homeocarpa 

Turf Science 

Laboratories, USA 

USA 

Bio-save 10LP/110 P. syringae Pomme de terre 

et quelques 

arbres fruitiers 

Divers pathogènes en culture et en post 

récolte 

Jet Harvest 

Solutions, USA 

USA 

BlightBan P. fluorescens A506 Tomate, pomme 

de terre et arbres 

fruitiers 

Erwinia amylovora et d’autres pathogènes NuFarm Inc. - 

Cedomon P. chlororaphis Orge et avoine Maladies liées aux semences Lantmännen BioAgri 

AB, Suède 

Italie, 

Finlande, 

suède, 

Danemark et 

Pologne 

Cerall P. chlororaphis Blé, seigle et 

triticale 

Tilletia caries, Septoria nodorum et 

Fusarium sp. 

Lantmännen BioAgri 

AB, Suède 

Suède, 

Finlande, 

Suisse, 

Autriche et 

Lituanie 

Victus 
a
 P. fluorescens Champignons Pseudomonas tolassii - - 

Ateze
 a
 P.chlororaphis 6328 Pois, 

concombre et 

plantes 

ornementales 

Pythium, Rhizoctonia, Cylindrocladium et 

Fusarium 

- - 

PSSOL
 a
 P. solanecearum non 

pathogène 

Plusieurs 

végétaux 

P. solanecearum pathogène - - 

a
 Lugtenberg et Kamilova (2004) cité par Validov 2009 



Synthèse bibliographique 

Amkraz 2013    Thèse de Doctorat 

15 

2- La colonisation une étape clé dans la sélection des antagonistes 

Le facteur déterminant de la réussite du contrôle biologique est l’aptitude des 

antagonistes à coloniser le système racinaire des plantes en présence de la microflore 

indigène. Un agent potentiel de lutte biologique doit en effet se maintenir et se multiplier le 

long de la racine, il doit donc avoir une grande compétence rhizosphérique c’est à dire une 

grande aptitude à la colonisation. Cette aptitude à la colonisation dépend du pouvoir 

compétitif de la bactérie introduite vis-à-vis des rhizobactéries indigènes (Suslow, 1982) et de 

son pouvoir de se maintenir le long du système racinaire de la plante hôte (Bahme et Schroth, 

1987). Bahme et Schroth (1987) tout en étudiant la colonisation de la rhizosphère de la 

pomme de terre par une souche de Pseudomonas fluorescens ont montré que le nombre des 

bactéries diminue avec la profondeur, il suit une évolution log-normale aussi bien 

verticalement qu’horizontalement.  

La colonisation constitue une étape clé dans l’expression de l’effet bénéfique des 

antagonistes introduits artificiellement dans le système plante-sol. Elle est régie par de 

nombreux facteurs relatifs aux souches bactériennes et aux conditions biotiques et abiotiques 

de l’environnement de la plante (racines de la plante). Le pouvoir colonisateur de l’agent de 

biocontrôle dépend en effet de la nature des exsudats racinaires, de la température, du pH, de 

la texture du sol ainsi que de la nature même de cet agent (Milus et Rothrock, 1991 ; Millus et 

al. 1993). Ces mêmes auteurs ont montré que les meilleurs souches colonisatrices des racines 

du blé sont des Pseudomonas fluorescents et des Xanthomonas maltophilia et qu’il y’a une 

forte corrélation entre la densité initiale de la population microbienne sur les semences et la 

population qui subsiste dans la rhizosphère. L’apport des antagonistes dans le système plante-

sol peut s’effectuer de trois manières différentes selon les auteurs : 

 Soit directement dans le sol par simple aspersion avec une suspension bactérienne de 

concentration connue (Digat et al. 1988). 

  Soit au niveau des racines par trempage de celles-ci dans une suspension bactérienne 

(Digat et al. 1988). Cette méthode est souvent utilisée conjointement avec la première. 

 Soit au niveau des semences par leur bactérisation (Suslow, 1982 ; Digat, 1992). Le 

traitement des semences, qui porte le nom de bactérisation, reste la méthode la plus 

prometteuse et la plus utilisée pour l’introduction des agents antagonistes dans 

l’écosystème sol-plante. 
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2.1-Bactérisation des semences 

L’amélioration de la croissance et la protection des plantes par la bactérisation des 

semences est de plus en plus étudiée. Il s’est avéré que la flore microbienne des semences 

influence souvent les différentes phases de la germination, l’expression du potentiel génétique 

de la semence elle-même ainsi que la qualité et la quantité du peuplement microbien de la 

spermosphère (Digat, 1992). En effet, dès le semis, et avant qu’elles ne germent, les semences 

peuvent être colonisées par de nombreux microorganismes qui exercent sur elles une pression 

par épuisement de nutriments accompagnée d’effets néfastes (Digat, 1992 ; Suslow, 1982). Il 

serait donc bénéfique d’introduire sur la semence une population de bactéries connues pour 

ses effets bénéfiques sur la plante. L’installation précoce de ces agents biologiques favorisera 

la colonisation de la spermosphère et de la rhizosphère et pourra empêcher l’agression de la 

semence par certaines bactéries et champignons pathogènes (Digat, 1989). 

2.1.1-Techniques de bactérisation des semences 

Quatre techniques de bactérisation des semences peuvent être appliquées : le trempage, 

le pelliculage, l’enrobage et l’encapsulation (Digat, 1989 ; Digat, 1992). Le principe de base 

de ces différentes méthodes est de parvenir à immobiliser temporairement les bactéries sur les 

semences, tout en conservant un taux convenable de survie bactérienne et de germination de 

la graine. Le trempage est de loin la technique la plus simple à utiliser. La graine, désinfectée 

par trempage dans l’hypochlorite ou l’alcool, est plongée dans une suspension bactérienne de 

concentration connue (Digat, 1989). Cependant, dans la pratique, les protocoles 

expérimentaux varient d’un auteur à l’autre, que ce soit au niveau de la concentration de la 

suspension bactérienne ou de la durée du trempage. Ainsi, Bashan et al. (1995) trempent les 

semences de blé pendant 5mn dans une suspension bactérienne ensuite elles les soumettent à 

un vide partiel (600 mmHg). Lorsque la pression normale est établie, les bactéries pénètrent 

dans les cavités des téguments de la graine d’où l’eau a été expulsée. 

Suslow et Schroth (1982) rapportent que le trempage n’est pas satisfaisant du fait que le 

séchage des semences entraîne un taux élevé de mortalité des Pseudomonas spp. introduites. 

Ils ont donc développé une autre technique dite le pelliculage et l’ont appliquée aux semences 

de la betterave sucrière à l’aide de diverses substances telle que la gomme arabique et la 

carboxyméthylcellulose. Ce dernier composé adhésif est très utilisé à différentes 

concentrations (de 1 à 2%) (Chao et al. 1986; Pierson et Weller, 1994 ; Raupach et Kloepper, 

1998). La concentration des bactéries antagonistes dans la suspension utilisée varie de 10
8
 à 

10
9
 UFC/graine. 
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Kloepper et Schroth (1981) ont également utilisé divers adhésifs mais cette fois-ci 

associés à du talc pour enrober les tubercules de pomme de terre ; 5ml d’une solution de 

l’adhésif (concentration < à 1%) sont mixés pendant 20mn avec 5ml d’une suspension 

bactérienne de concentration connue, du talc est ensuite ajouté. Le mélange ainsi préparé est 

séché pendant 3 à 4 jours à 12°C. Les tubercules de pomme de terre sont enrobés, avant d’être 

plantés, par la poudre obtenue après séchage. La concentration finale des bactéries dans la 

poudre varie en fonction du type et de la concentration de l’adhésif utilisé. D’autres auteurs 

utilisent l’aliginate 2% et une solution de CaCl2 (0,1M) pour l’enrobage des semences du blé 

(Bashan et al. 1986). 

La dernière technique est l’encapsulation, elle est peu utilisée. Elle consiste en 

l’enrobage des graines par une couche de bactéries mélangées à un substrat nutritif et 

enveloppées par un polymère (alginate de Ca) mélangé à une argile (le Kaolin) (Digat, 1992). 

Cette méthode de bactérisation a été appliquée aux semences de plusieurs  plantes telles que : 

le soja, la tomate, le pois, la betterave à sucre et la laitue. 

2.1.2-Avantages et limites de la bactérisation  

La colonisation de la spermosphère est le facteur principal déterminant de la 

colonisation racinaire, d’où l’intérêt indéniable de la bactérisation des semences (Digat, 

1989). L’enrobage et l’encapsulation permettent d’obtenir des semences calibrées ce qui 

facilite le semis de précision (Digat et al. 1992). Par ailleurs, le problème majeur de la 

bactérisation est d’assurer la viabilité des bactéries. En effet, certaines souches de P. 

fluorescens ne survivent pas au séchage des graines (Suslow et Schroth, 1982). L’enrobage et 

l’encapsulation apportent une solution à ce problème ; Ils évitent le dessèchement des 

bactéries en leur apportant un substrat nutritif (Digat et al. 1992). Cependant, l’utilisation de 

substrat nutritif constitue en lui-même une limite dans la mesure où ce milieu peut etre 

colonisé par d’autres micro-organismes pouvant entraîner une baisse de la viabilité des agents 

de contrôle (les antagonistes). Le dernier problème qui se pose lors de la bactérisation 

concerne la germination des semences bactérisées. En effet, les substances employées pour 

pelliculer, enrober ou encapsuler les semences peuvent être toxiques ou gênent la respiration 

des semences, ce qui influencera le pouvoir germinatif de celles-ci (Digat et al. 1992). 
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2.2-Méthodes de détection des antagonistes introduits dans la rhizosphère  

La détection des bactéries introduites dans la rhizosphère nécessite le développement de 

moyens précis pour les différencier des micro-organismes indigènes. 

2.2.1-Techniques immunologiques  

L’utilisation des techniques immunologiques en écologie microbienne n’est pas récente 

mais elle reste encore très employée. En effet, lorsque des anticorps spécifiques de la souche à 

étudier sont disponibles, ces techniques permettent la visualisation in-situ et la quantification 

de la population même si la souche étudiée n’est pas cultivable. Mais, l’inconvénient de ces 

techniques est la surestimation des populations microbiennes puisque les bactéries mortes 

peuvent être reconnues par les anticorps (Kluepfel, 1993 cité par Susse, 1998). La spécificité 

et le seuil de détection de ces techniques sont liés à la nature et à l’origine des anticorps 

utilisés. Ainsi le recours aux anticorps monoclonaux permet d’augmenter la spécificité et le 

seuil de détection. 

2.2.2-Techniques utilisant des gènes marqueurs 

a-Mutants spontanés résistants aux antibiotiques  

Cette méthode de détection est la plus ancienne. Cependant, elle est couramment 

utilisée à nos jours. Les mutants résistants sont sélectionnés en faisant pousser la souche 

sauvage étudiée sur un milieu de culture additionné d’un ou de plusieurs antibiotiques de 

marquage (Bahme et Schroth, 1987). La résistance à la Rifampicine est fréquemment utilisée. 

Cette résistance est connue pour être stable et rare chez les micro-organismes telluriques ; 

c’est une mutation portée sur l’ADN génomique alors que la résistance aux autres 

antibiotiques est généralement portée sur l’ADN plasmidique facilement transférable d’un 

micro-organisme à un autre (Raupach et Kloepper, 1998). Chao et al. (1986) ont utilisé des 

mutants résistants à la Rifampicine pour suivre la colonisation des racines de Pisium sativum 

par des agents de biocontrôle. De manière similaire, Moenne-loccoz et al. (1998) ont obtenu 

un mutant résistant à la Rifampicine de la souche PF113 de Pseudomonas fluorescens facile à 

suivre dans la rhizosphère de la betterave à sucre. D’autres chercheurs ont eu recours aux  

mutants doubles résistants à la Rifampicine et à l’acide nalidixique (Weller, 1984 cité par 

Susse, 1998). Des études plus récentes ont utilisé la résistance à plusieurs antibiotiques 

comme outils de marquage dans le but d’augmenter la sélectivité du ré-isolement des 

bactéries marquées. Ainsi Boudyach (2004) a employé une combinaison de quatre 
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antibiotiques et d’un antifongique pour le marquage des bactéries antagonistes avant leur 

application dans les essais de contrôle biologique du chancre bactérien de la tomate.  

b-Souches génétiquement modifiées  

Etant donné le développement des techniques de biologie moléculaire ces dernières 

années, une nouvelle méthode de détection phénotypique a vu le jour comme une alternative à 

l’utilisation des mutants spontanés résistants à un ou plusieurs antibiotiques, c’est l’utilisation 

de souches génétiquement modifiées (Prosser, 1994 cité par Susse, 1998). Le marquage 

génétique consiste à introduire une séquence d’ADN dans le génome de la souche étudiée de 

façon à faciliter son identification par l’expression du gène marqueur. Les gènes marqueurs 

les plus utilisés sont les gènes de résistance à des antibiotiques ou des gènes codant pour des 

activités cataboliques exogènes. L’addition d’un substrat chromogénique approprié dans le 

milieu déclenche une coloration qui permet la détection qualitative et quantitative de la 

souche marquée. Cette technique se heurte à une réglementation stricte qui contrôle et limite 

la dissémination des organismes génétiquement modifiés dans l’environnement en raison des 

risques imprévisibles que peuvent avoir ces modifications sur la santé du consommateur 

comme sur son environnement immédiat à moyen et à long terme (Moenne-Loccoz et al. 

1998).  

3- Les mécanismes d’action des PGPR agents de contrôle biologique 

Les bactéries antagonistes aux pathogènes des plantes peuvent exercer leur effet par 

l’intermédiaire de plusieurs mécanismes qui peuvent être directs ou indirects (Suslow, 1982 ; 

Kloepper et al. 1991 et Digat, 1992). L’isolement de ces antagonistes se fait sur la base de 

leur antibiose in-vitro envers les pathogènes et/ou sur la base de leur pouvoir stimulateur de la 

croissance et de la vigueur des plantes. 

3.1-Action directe  

Kloepper et al. (1980) ont été les premiers à mettre en évidence l’effet direct d’une 

souche de Pseudomonas fluorescens sur la croissance de certains pathogènes. Cette action 

directe se fait, en présence de l’agent pathogène. Elle conduit à une modification des 

équilibres microbiens dans la rhizosphère à l’encontre des pathogènes. Les mécanismes mis 

en jeu sont : 

 L’antibiose par la production d’antibiotiques et de molécules toxiques (la 

pyrrolnitrine, la pyolutéorine, l’acide cyanhydrique, DAPG…) 
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 La compétition pour l’espace et les éléments nutritifs (le fer et les composés 

carbonés).  

3.1.1-L’antibiose  

La production des antibiotiques par les ¨PGPR¨ antagonistes a été mise en évidence 

dans un premier temps in-vitro. Plusieurs auteurs ont pu isoler, purifier et identifier plusieurs 

molécules antibiotiques (Tableau I-12). Howell et Stipanovic (1980) ont mis en évidence la 

synthèse de deux antibiotiques, la Pyrrolnitrine et la pyolutéorine, par la souche Pf5 de P. 

fluorescens. Ces antibiotiques inhibent in-vitro la croissance de Pythium ultimum (agent 

causal de la fonte des semis et de la pourriture du collet des plantes) et de rhizoctonia solani 

(agent de la fonte des semis et de la pourriture des racines des plantes). Ces mêmes auteurs 

ont rapporté que ces antibiotiques purifiés protègent les plantes du coton de manière analogue 

à celle obtenue par la souche Pf5 elle même. Des études très récentes rapportent que ces deux 

antibiotiques sont le support de l’activité biologique de plusieurs souches de Pseudomonas 

fluorescents envers une multitudes d’agents pathogènes (Ligon et al. 2000; Ramette et al. 

2011 ; Rosas et al. 2011…etc) (Tableau I-12). 

Plusieurs travaux ont succédé et ont mis en évidence la production d’autres substances 

antibiotiques qui entrent dans le contrôle biologique des pathogènes des plantes. Ainsi, 

Thomashow et Weller (1988) indiquent que le mutant Tn5 de la souche 2-79 de P. 

fluorescens, incapable de produire des quantités détectables de l’antibiotique phénazine-1-

carboxylique (PCA), perd sa capacité d’inhiber la croissance de G. graminis var.tritici in-

vitro ainsi que sa capacité de contrôler la fonte des semis du blé. Ces résultats suggèrent 

fortement que l’action de cette souche est due principalement à l’acide Phénazine-1-

carboxylique. Ramette et ces collaborateurs (2011) évoquent aussi que Pseudomonas 

protegens produit le 2,4-Diacetylphloroglucinol (DAPG) un antibiotique à vertu antifongique 

impliqué dans le contrôle biologique de plusieurs pathogènes.  

Raaijmakers et Mazzola (2012) rapportent que l’environnement du sol et des plantes 

associées abritent de nombreuses bactéries qui produisent des métabolites antibiotiques avec 

des activités spécifiques ou à large spectre contre les microorganismes qui coexistent. La 

fonction et l'importance écologique des antibiotiques ont longtemps été pris en considération 

pour donner un avantage de survie aux bactéries les produisant dans des environnements de 

sols très compétitifs, mais ou les ressources sont limitées et ce par ce qu’on appelle la 

suppression directe. De nombreux processus modulés par les antibiotiques peuvent être 

intrinsèquement critique à la bactérie les produisant, comme l'acquisition de substrats ou 
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initiation de changements développementaux qui assureront la survie dans des conditions de 

stress. Les antibiotiques peuvent également avoir un rôle dans des interactions plus 

complexes, y compris la virulence sur les plantes hôtes. Les fonctions innées des antibiotiques 

aux bactéries produisant dans leur écosystème indigène commencent tout juste à émerger, 

mais les connaissances actuelles révèlent déjà une largeur d'activités bien au-delà de la 

perspective historique des antibiotiques comme armes dans les conflits microbiennes 

(Raaijmakers et Mazzola, 2012). 

Tableau I-12 : Principales molécules toxiques synthétisées par certaines souches de 

Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida. 

Les molécules Les auteurs 

Pyrrolnitrine 

 

Pyolutéorine 

 

 

Phénazines 

 

 

 

Oomycine A 

 

2,4-Diacetylphloroglucinol (DAPG) 

 

 

 

 

 

 

Sulfure d’hydrogène 

Ethylène 

Acide cyanhydrique (HCN) 

 

 

Viscosinamide 

2-heptyl-5-hexylfuran-3-carboxylic acid (HHCA) 

Butyrolactones 

Furanone 

Howell et Stipanovic (1979), 

Ligon et al. (2000) 

Ramette et al. 2011 

Howell et Stipanovic (1979) 

Keel et al. (1992) 

Weller (1983), Raio et al (2011) 

Thomashow et Weller (1988), 

Pierson et Thomashow (1992) 

Chin-A-Woeng et al. (1998) 

Howie et al. (1988), Howie et Suslow 1986 

Gutterson et al. (1986) 

Zhou et al. (2012) 

Ramette et al. (2011) 

Haas D, Defago G. (2005) 

Raaijmakers et Weller (2001) 

Keel et al. (1992) 

Vincent et al. (1991) 

Howell et Stipanovic (1979) 

Loper et Schroth (1986), Loper (1988) 

Keel et al. (1992) 

Michelsen et Stougaard (2012). 

Benizri et al. (1995) 

Digat (1993) 

Nielsen et al. (1999) 

Wang et al. (2011) 

Gamard et al. (1997) 

Paulitz et al. (2000) 
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3.1.2-La compétition 

Le premier type d’interaction mis en jeu entre les micro-organismes est le phénomène 

de compétition aussi bien pour l’espace que pour les éléments nutritifs. La compétition 

trophique s’exerce essentiellement pour les exsudats racinaires et pour le fer. En effet, ce 

dernier élément bien qu’abondant dans le sol, s’y trouve essentiellement sous forme oxydée 

(Fe
3+

) non assimilable par les micro-organismes telluriques. Certains ont développé des 

stratégies d’acquisition (d’assimilation) du fer en synthétisant des sidérophores (molécules 

chélatrices du fer) et des protéines membranaires réceptrices du complexe sidérophore/fer à 

leur surface. Kloepper et al. (1980) ont été les premiers à prouver la synthèse d’un 

sidérophore (Pseudobactin) par une souche de P. putida. Ces auteurs ont pu démontrer la 

corrélation entre la synthèse de cette molécule et le potentiel antagoniste de cette souche 

contre les pathogène; ceci grâce à l’utilisation de souches mutantes dont le gène responsable 

de la synthèse de Pseudobactin a été supprimé. De manière similaire, Becker et Cook (1988) 

ont montré que 5 souches de Pseudomonas fluorescents déficientes pour la synthèse des 

sidérophores, suite à une mutation par le N méthyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine, deviennent 

incapables d’inhiber la croissance de Pythium ultimum. L’importance de cette compétition 

vis-à-vis du fer a été confirmée par Weller et al. (1988) qui ont montré que la suppression de 

la pourriture des racines du blé, causée par G. graminis var.tritici., par les Pseudomonas spp. 

fluorescents est due à la production de sidérophores. Cette production dépend de la 

concentration du fer dans le milieu de culture. Ce résultat a été corroboré par l’équipe de 

DeWeger (1988) qui a montré que la production du Pseudobactin 358 par la souche WC358 

de P. putida est très influencée par la disponibilité du Fer dans le sol. L’ensemble de ces 

résultats confirme une fois de plus que la capacité de ces souches à inhiber la croissance du 

pathogène est directement liée à leur pouvoir de produire des sidérophores dans des 

conditions de faible pH. 

La compétition pour les substrats carbonés des exsudats racinaires permet aux PGPR 

antagonistes de réduire les populations d’agents pathogènes au niveau des zones à forte 

exsudation (Lemanceau, 1992 cité par Calmel, 1996). La répartition des micro-organismes 

dans la rhizosphère n’est pas aléatoire ; elle est le résultat du pouvoir compétitif de ces micro-

organismes. En général, ils ont tendance à coloniser les jonctions cellulaires et les zones 

d’émergence des racines (zones d’exsudation intense) soit 10% seulement de la surface 

racinaire (Bowen et Rovira, 1976 cité par Courtade, 1997). En effet, Fuiki et al. (1994) ont 

montré que la colonisation de la spermosphère des graines de la betterave à sucre par les 
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bactéries antagonistes (les souches 33-2 et ML5 de P putida et la souche GB02de B. subtilus) 

n’est pas homogène et l’observation des graines au microscope électronique à scanner 

(SEM=Scaning electron microscope) a révélé que les sites à forte exsudation racinaire sont les 

plus colonisés par ces bactéries. 

3.2-Action indirecte  

Ce mode d’action des PGPR antagonistes est expliqué par l’induction de la résistance 

naturelle des plantes contre les maladies (Digat et al. 1993). Lors de ce phénomène appelé 

aussi « résistance systémique induite » (RSI), des rhizobactéries non pathogènes peuvent 

conférer à la plante un certain degré de protection à des attaques ultérieures par un 

phytopathogène (ou un agent délétère) via la stimulation de mécanismes de défense 

systémiques. Cette « immunité » s’initie suite à la perception par la plante de molécules dites 

élicitrices produites par le microorganisme bénéfique (Jourdan, 2008). Bien qu'il n'existe que 

peu d'exemples d'application pratique de la résistance induite en tant que méthode de lutte 

contre les maladies des plantes, les résultats obtenus à partir de quelques expériences menées 

en plein champ et en serre sont encourageants et indiquent que cette approche a le potentiel de 

devenir une stratégie de lutte efficace et durable contre toute une gamme d'agents 

phytopathogènes (Benhamou et Picard 1999). Ainsi dans leur rapport ancien, Wei et al. 

(1991) ont pu montrer que des souches du genre Pseudomonas suppriment l’anthracnose par 

l’induction de la résistance systémique des plantes vis-à-vis de Colletotrichum orbiculare. 

Ces auteurs ont effectivement adopté un système qui sépare les antagonistes et le pathogène 

dans l’espace, ce qui leur a permis de conclure que la suppression de cette maladie dans ce 

système n’était pas due à un antagonisme direct (au vrai sens du terme) ou à une compétition 

mais à une induction de la résistance naturelle de la plante. Cette induction de la résistance 

peut se faire par différents mécanismes : 

 L’inoculation par la bactérie antagoniste peut induire des modifications 

morphologiques et cytologiques chez la plante la rendant ainsi moins sensible à 

l’attaque de l’agent pathogène. C’est le cas par exemple de la souche de P. putida qui 

entraîne chez l’haricot l’augmentation de la teneur en lignine, lui conférant ainsi une 

résistance à Fusarium solani (Anderson et Guerra, 1985).  

 L’inoculation par les antagonistes peut induire la synthèse de molécules dans les 

tissus internes des plantes ce qui leur confère une certaine immunité contre les agents 

pathogènes. En effet, l’inoculation des racines d’œillet par une bactérie du genre 
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Pseudomonas les protège contre la Fusariose vasculaire. Cette résistance semble être 

associée à l’accumulation de Phytoalexines au niveau de la plante (Van peer et al. 

1991). Jourdan, 2008 a rapporté une nette augmentation d’activités enzymatiques de 

la voie des oxylipines (activités lipoxygénase (LOX) et lipide hydroperoxydase) dans 

les feuilles du tabbac après infection avec des antagonistes. Il a aussi prouvé, lors 

d’une exploration plus approfondie sur des suspensions de cellules de tabac en 

culture avec la surfactine, l’induction de plusieurs autres mécanismes précoces de 

défenses, comme une alcalinisation du milieu extracellulaire, la production d’espèces 

oxydantes, l’activation d’enzymes de défense telles que LOX et phenylalanine 

ammonia lyase (PAL), et une possible réorientation de la voie des 

phénylpropanoïdes.  

IV- L’identification des Pseudomonas spp. fluorescents  

Dans la littérature, plusieurs méthodes sont décrites pour l’identification des 

Pseudomonas spp. Il s’agit d’une part de techniques classiques faisant appel à une 

caractérisation phénotypique se basant sur des critères morphologiques, biochimiques et 

physiologiques. Et d’autre part, de techniques de biologie moléculaire basées sur une 

caractérisation génotypique. Les études récentes de ce groupe de bactéries se basent sur une 

approche poly phasique combinant à la fois des outils phénotypiques et d’autres moléculaires 

dans le but d’augmenter la fiabilité de l’identification.  

 

1- Identification phénotypique 

Bossis (1995) cité par Bossis et al. (2000), a proposé une clé dichotomique pour 

l’identification des Pseudomonas fluorescents en se basant sur des caractères phénotypiques 

tels que la fluorescence, l’oxydase, la capacité de réduire la gélatine, le tréhalose et bien 

d’autres. Cette clé permet de discriminer entre les deux principaux groupes de ces 

Pseudomonas à savoir P. fluorescens et P. putida.  

Ces dernières années des automates ont été fabriqué pour facilité la carractérisation 

phénotypique des isolats bactériens. Parmi les automates d’identification phénotypiques 

utilisées qui sont utilisés pour les Pseudomonas spp. on trouve : 

 les Kits d’identification QTS24 (Mehnaz et al. 2009), 

 les systèmes Biolog GN (Rangel-Castro et al. 2002 ; Behrendt et al. 2003)  

 et les galeries API (Biomérieux). ces galeries comptent plusieurs types selon le 

groupe de bactéries à identifier. On en cite : 
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 Les galeries 50CH (Mehnaz et al. 2009)  

 Et les galeries 20NE (Wiedmann et al. 2000 ; Franzetti et Scarpellini, 

2007 ; Pastor et al. 2010 ; Pastor et al. 2012 ; Elbanna et al. 2010).  

Le principe de tous ces Kits et galeries repose sur la détermination des aptitudes 

métaboliques et la capacité d’utilisation de différentes sources de carbones des bactéries en 

question.  

Un autre aspect est analysé au cours de l’identification phénotypique à savoir, 

l’évaluation des différentes activités enzymatiques tels que la catalase, l’oxydase, la protéase, 

la lécithinase…etc. Généralement les études phénotypiques sont complétées par la réalisation 

des profils des acides gras (Fatty Acids) et des profils des enzymes multi locus. 

Bref, dans tous les labos, l’identification débute par une observation des caractères 

morphologiques au microscope, puis une analyse phénotypique par galerie ou kit pour faire 

une sorte de discrimination entre les différentes souches ; les résultats obtenus sont ensuite 

confirmés ou non par des analyses complémentaires (analyse génotypique). On doit 

absolument garder en tête que chaque technique comporte une ou plusieurs limites et c’est la 

confrontation des divers résultats obtenus (via des techniques multiples) qui permet de se 

prononcer (Bossis et al. 2000 ; Peix et al. 2009). 

 

2- Identification moléculaire 

Jusqu’à présent, la caractérisation des Pseudomonas spp. fait recours en premier lieu 

aux méthodes traditionnelles, en utilisant les clés dichotomiques de Palleroni (1984), Jacques 

(1994) et Bossis (1995). Ces clés permettent une identification facile des espèces et des 

biovars (Bossis et al. 2000). Cependant, cette méthode présente deux limites majeures d’une 

part, elle attribue une grande importance à quelques propriétés tout en négligent bien d’autres 

et d’autres part ; le nombre des propriétés considérées est très petit (Bossis et al. 2000). Les 

études récentes, de Peix et al. (2009) et celle de Mullet et al. (2010) entre autres, ont permis 

de conclure que les méthodes phénotypiques appliquées au groupe si hétérogène des 

Pseudomonas spp., et qui est en évolution continue, permettent la caractérisation de ces 

bactéries et non pas leur identification. En effet, ces méthodes phénotypiques manquent de 

reproductibilité et induisent des erreurs d’identification. Le progrès qu’a connu la biologie 

moléculaire a permis à une nouvelle approche d’identification de voir le jour ; Il s’agit de 

l’identification génotypique ou moléculaire. Cette identification repose sur des outils de la 

biologie moléculaire et elle a pour objectif principal de surmonter les inconvénients et les 
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handicaps posés par l’identification phénotypique. Le tableau I.13 résume les différentes 

techniques adoptées à nos jours pour l’identification moléculaire des procaryotes. Ces 

méthodes même si elles sont différentes en apparence, elles suivent le même canevas ; après 

l’extraction de l’ADN une amplification par PCR est réalisée avec des amorces spécifiques 

avec ou sans restriction. Les produits de la PCR sont ensuite séparés par électrophorèse et 

l’étude du polymorphisme est faite selon la technique soit après clonage ou après séquençage.  

Le séquençage des régions particulières des génomes reste la méthode la plus utilisée et 

la plus fiable surtout s’il est précédé par un clonage (Huybens et al. 2009). Les régions ciblées 

par le séquençage sont nombreuses et on en cite celles codant pour : 

 les différents ARNr (ARNr 16S, ARNr 23S, ARNr 5S (LMW) ainsi que les différents 

espaces inter géniques de l’ARNr 16S-23S (nommé ITS) (Figure I.15),  

 L’ARNt (LMW) (Hofle, 1988), 

 Les gènes de ménages dits « Housekeeping » comme recA, atpD, carA, gyrB, rpoB 

etc.) (Hilario et al. 2004)  

Les ARNr sont les gènes les plus visés par les taxonomistes puisqu’ils codent pour des 

molécules ayant un degré d’évolution suffisamment élevé pour déceler d’éventuelles 

variabilités entre les espèces et un degré de conservation suffisant pour s’assurer que les 

différences correspondent à des catégories taxonomiques stables comme les genres et les 

espèces. Entre tous les ARNr bactériens, seul le gène de l’ARN 16S présente les deux 

caractéristiques requises ; l’ARN 23S est excessivement conservé et l’ARN 5S est très petit 

(Peix et al. 2009). C’est pour cette raison que le gène de l’ARNr 16S est considéré pour 

plusieurs taxonomistes comme la molécule clé de la classification des procaryotes, y compris 

les espèces du genre Pseudomonas, (Anzai et al. 2000 ; Palleroni, 2005, Palleroni, 2010).  

Ces dernières années, plusieurs chercheurs ont comparé la fiabilité de plusieurs 

méthodes d’identification moléculaires pour la phylogénie du groupe Pseudomonas isolés de 

différents environnements. Les résultats recueillis ont montré que le séquençage de l’ARNr 

16S doit être associé à celui d’autres gènes comme les gènes de ménage « Housekeeping » tel 

que le gène rpoB de l’ARN polymérase. En effet, Ait Tayeb et al. (2005) ont obtenu une 

résolution de l’arbre phylogénétique avec ce dernier gène trois fois plus grande que celle du 

gène de l’ARNr 16S. Ce constat a été expliqué par le fait que les Pseudomonas spp. possèdent 

plusieurs copies du gène de l’ARNr 16S alors qu’ils n’ont qu’une seule et unique copie du 

gène rpoB (Ait Tayeb et al. 2005). 
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Figure I.15 : Composition du ribosome des procaryotes et de l’opéron de l’ADNr 

(Huybens et al. 2009). 

 

En termes de conclusion, la définition des espèces bactériennes ainsi que la description 

de nouvelles espèces ou sub-espèces à l’intérieur d’un genre donné, est gérée par les standards 

généraux minimaux (General minimal standards) définis par le comité formé par des experts 

de ce genre (Peix et al. 2009). Ces standards incluent le séquençage de l’ARNr 16S, 

l’hybridation ADN-ADN, l’analyse des profils des acides gras et la caractérisation 

phénotypique (Stackebrandt et al. 2002). Dans le futur, la taxonomie du genre Pseudomonas 

doit surmonter plusieurs challenges dictés par le nombre élevé des espèces de Pseudomonas 

décrites lors de cette dernière décennie, qui admet le fait que c’est le genre bactérien le plus 

répandu dans le monde et le plus complexe. En effet, différentes espèces ont été isolées à 

partir de différentes niches écologiques (Peix et al. 2009) ce qui implique une révision 

continue des banques de données moléculaires et la nécessité de les classer en fonction des 

niches écologiques et des écosystèmes pour faciliter les études taxonomiques de ce genre 

(Rangel-Castro et al. 2002). 
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Tableau I.13 : Les avantages et les inconvénients des différentes méthodes moléculaires 

utilisées pour l’identification et l’étude des procaryotes (D’après Huybens et al. 2009). 

Techniques Avantages Inconvénients 

PCR aléatoires 

(RAPD, AP-

PCR et DAF) 

Pas besoin d’équipement spécifique Les 

bandes d’intérêts peuvent être excisées du 

gel 

Manque de reproductibilité. 

Présence d’artefacts 

(amplification dans le témoin 

négatif) 

AFLP 

Possibilité de tester in sillico pour choisir 

les enzymes intéressantes. Permet de 

différencier des espèces voir des sous 

espèces. Compatible avec une analyse 

automatisée 

Demande beaucoup de temps 

REP 

Pas besoin d’équipement spécifique. Les 

bandes d’intérêts peuvent être excisées du 

gel  

Les séquences présentes entre les 

REP peuvent être très variables 

au sein d’une même espèce 

RISA 

Pas besoin d’équipement spécifique. Les 

bandes d’intérêts peuvent être excisées du 

gel 

Une seule espèce peut avoir 

plusieurs signaux 

ARDRA Pas besoin d’équipement spécifique 

Plusieurs restrictions nécessaires 

pour trouver une résolution 

adéquate. Demande beaucoup de 

temps 

SSCP 

Pas besoin d’amorce avec pince GC. Les 

bandes d’intérêts peuvent être excisées du 

gel. Compatible avec une analyse 

automatisée (CE-SSCP) 

Taux élevé de ré appariement des 

brins d’ADN. Une espèce peut 

présenter plusieurs bandes 

DGGE / TGGE 
Les bandes d’intérêts peuvent être excisées 

du gel. Peu cher 

Sensibilité limité. La pince GC 

diminue la rentabilité de la PCR 

et favorise la formation de 

dimère. La manipulation du gel 

demande de l’expérience 

T-RFLP 
Haute sensibilité ; Rapide. Permet une 

comparaison entre les différents essais 

Restriction incomplète entraine 

une surestimation d’une espèce. 

Plusieurs restrictions sont 

nécessaires pour une analyse 

complète. Les profils complexes 

sont difficiles à interpréter de 

point de vue phylogénique 

ARISA 

Permet de détecter de très légères 

différences de population. Compatible 

avec RFLP et séquençage pour des 

analyses complémentaires 

Une seule espèce peut avoir 

plusieurs signaux 

Séquençage 
La plus haute résolution phylogénique. 

Permet l’identification de l’espèce 

Il est consommateur du temps 

surtout s’il passe par le clonage 
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Par ailleurs, en plus de l’hétérogénéité au niveau de l’espèce du genre Pseudomonas, 

une grande diversité intra spécifique est notée au sein des espèces. Parfois le degré élevé de 

cette diversité nécessite la catégorisation des genomovars. C’est ainsi que Mulet et al. (2008) 

ont décrit des genomovars au sein de Pseudomonas stutzeri en étudiant la production des 

sidérophores et des pigments fluorescents par cette espèce. Van Felten et al. (2011) ont 

proposé une nouvelle méthode pour l’investigation de six groupes de Pseudomonas 

producteurs du 2,4-diacetylplloroglucinol dans des échantillons pris de l’environnement (sol, 

eau…).  

Dans le futur, les études porteront sans doute sur le séquençage de plus en plus complet 

des génomes du genre Pseudomonas (Duan et al. 2013). Ce séquençage éclaircira les 

mécanismes qui gèrent la diversité génétique et écologique de ce genre complexe. Il va aussi 

clarifier les relations phylogénétiques et la taxonomie des différents taxons associés au genre 

Pseudomonas. L’analyse de plusieurs séquences dans le cadre de ce qu’on appelle MLSA 

(Multilocus Sequence Analysis) ou MLST (Multilocus Sequence Typing) a été déjà réalisée 

pour l’espèce Pseudomonas aeruginosa et ce en combinant plusieurs gènes de ménage pour 

l’établissement d’une séquence contigüe qui a servi à la réalisation d’une phylogénie fiable 

(Khan et al. 2008). Bennasar et al. (2010) ont mis au point une base de données nommée 

PseudoMLSA qui rassemble toutes les souches et les séquences des espèces dont la 

description est valide et qui appartiennent au genre Pseudomonas. Cette base de données est 

accessible à partir de l’adresse suivante : http://www.uib.es/microbiologiaBD/Welcome.html. 

Le principe de cette base est de mettre à la disposition des chercheurs un arsenal de séquences 

des gènes les plus investigués pour l’identification précise des isolats de Pseudomonas spp. 

fluorescents. Parmis ces gènes on trouve notamment celui de l’ARNr 16S ainsi que plusieurs 

gènes de ménage tels que rpoB, rpoD, recA…etc. la Figure I.16 représente un schéma 

illustratif du fonctionnement de cette base de données. Elle contient 305, 261, 228, 189, 80, 

33, 13 et 6 séquences du rpoD, de l’ARNr 16S, du gyrB, du rpoB, de recA, des ITS1, du atpD 

et de l’ARNr23S respectivement. L’analyse contigüe de ces séquences aide à mieux élucider 

la phylogénie des Pseudomonas spp. 
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Figure I.16 : Schéma illustratif du fonctionnement de la base de données PseudoMLSA 

(Bennasar et al. 2010). 

 

V. Les PAM et la lutte biologique  

1- Les plantes médicinales et aromatiques au Maroc 

Le Maroc est un pays méditerranéen caractérisé par une diversité remarquable qui se 

manifeste à plusieurs niveaux : le relief, la lithologie, le sol, la biogéographie (climat, 

bioclimat, et étage de végétation) et le réseau hydrographique (Benabid, 2000). Toutes ces 

conditions contribuent pour rendre le Maroc un des pays les plus riches en végétation dans la 

zone du bassin méditerranéen. La flore marocaine compte environ 4200 espèces et sous 

espèces réparties entre près de 150 familles et 940 genres (Msanda et al. 2005). Parmi cette 

flore figurent environ 500 espèces de plantes aromatiques et médicinales (PAM) (15% de la 

flore) dont un grand nombre sont endémiques (El Rhaffari et Zaid, 2002 ; Msanda et al. 

2005). Le secteur des plantes aromatiques et médicinales recouvre une réalité diverse et 

complexe liée à différents facteurs : 

 un grand nombre d'espèces concernées ; 

 des modes d'élaboration et de transformation multiples ; 
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 un secteur utilisateur multiforme, couvrant l'agroalimentaire, les arômes, la 

pharmacie, le cosmétique, la parfumerie et la lutte biologique ; 

 un marché international très concurrentiel ; 

 une grande influence des évolutions technologiques et des tendances de la 

consommation. 

C’est ainsi que les PAM constituent une gamme diversifiée de produits, provenant soit 

de la simple cueillette par les usagers, soit de l'exploitation par des entreprises. Ces produits 

présentent un intérêt socio-économique important au niveau national, régional et local et qui 

suscite un vif intérêt du marché extérieur (Benjilali et Zrira, 2005). Actuellement, le Maroc 

réalise des productions importantes en plantes aromatiques et médicinales (PAM) et leurs 

dérivés, ce qui lui confère une place non négligeable sur le marché international (Zrira, 2006). 

Cette production est globalement assurée par les PAM spontanées, alors que celles cultivées 

ne contribuent qu’à 2 % environ (El Rhaffari et Zaid, 2002). Les exportations marocaines en 

huiles essentielles ne cessent d’augmenter ces dernières années et rapportent d’importantes 

devises (~ 112,4 millions de dh en 2003) (Anonyme, 8). 

2. Exemples d’essais de lutte contre les phytopathogènes avec des PAM 

Ces dernières années, le recours aux plantes aromatiques et médicinales pour extraire 

des molécules à activité bactéricide et/ou fongicide envers les phytopathogènes est en 

accroissement continu. Daferera et al. (2003) ont testé l’efficacité de sept huiles essentielles 

envers quelques pathogènes des plantes comme Botrytis cinerea et Fusarium sp. Les résultats 

obtenus ont révélé une inhibition totale de la croissance de B. cinerea et Fusarium sp. à des 

concentrations relativement faibles (85 à 300 µg ml
-1

) en huiles essentielles d’Origanum 

vulgare, de Thymus capitatus, d’Origanum dictamnus et d’Origanum majorana. Thiem et 

Goślińska (2004) ont montré que les extraits des feuilles de Rubus chamaemorus sont dotées 

d’une activité antibactérienne envers certaines bactéries Gram négatif. Selon ces auteurs, cette 

activité antibactérienne peut être expliquée par la teneur élevée en tanins. Basim et al. (2004) 

ont montré que l’huile essentielle de Rosa damascena peut être utilisée pour le contrôle 

d’Erwinia amylovora chez les rosacées fruitières. Hanning et al. (2008) ont montré que Cistus 

tea a une activité antibactérienne. Cette activité est liée à la richesse de cette espèce en poly-

phénols connus pour leur propriété antibactérienne. C’est dans le même contexte que 

Bouamama et al. (2006) ont montré que les feuilles de Cistus villosus et C. monspeliensis 

possèdent une activité antibactérienne envers quelques bactéries à Gram négatif. Cakir et al. 
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(2005) ont étudié les propriétés antifongiques de l’huile essentielle et des extraits secs de 

Hypericum linarioides Bosse envers 11 champignons phytopathogènes. (Cakir et al. 2005). 

Ces auteurs ont constaté que l’huile testée inhibe la croissance mycélienne de tous les 

champignons quand elle a été utilisée à une concentration de 5 mg ml
-1

. En ce qui concerne 

les extraits secs, préparés avec différents solvants organiques, ils ont montré une activité 

antifongique envers six champignons, à savoir Fusarium acuminatum, F. oxysporum, F. 

solani, F. sambucinum et Verticillium albo-atrum. Toutefois, ceux ayant été préparés avec le 

méthanol et l’acétone sont les plus actifs, ce qui suggère que ces deux solvants sont les 

meilleurs pour extraire les molécules antifongiques à partir d’Hypericum linarioides Bosse 

(Cakir et al. 2005).  

Basim et al. (2006) ont testé in vitro l’effet des extraits de pollen de certaines plantes 

contre 13 agents phytopathogènes incluant Agrobacterium tumefaciens, A. vitis, C. m. subsp. 

michiganensis, Erwinia amylovora, E. carotovora pv. carotovora et Pseudomonas corrugata. 

Les résultats obtenus ont montré qu’Agrobacterium tumefaciens est la bactérie la plus sensible 

puisque l’extrait de pollen, à la concentration de 1/5, a donné une zone d’inhibition de l’ordre 

de 12 mm de diamètre. El Allagui et al. (2007) ont évalué l’action des extraits aqueux de cinq 

espèces végétales sur la mortalité des nématodes à galles chez la tomate. Les résultats ont 

révélé une action nématicide intense in vitro allant de 60 à 95%. Pouvova et al. (2008) ont 

testé l’efficacité in vitro de 34 huiles essentielles envers deux sub-espèces de C. 

michiganensis. Huit des huiles testées ont fortement inhibé la croissance des deux pathogènes, 

C. michiganensis subsp. sepedonicus et C. michiganensis subsp. insidiosus avec des zones 

d’inhibition allant de 10,33 à 30,17 mm de diamètre. Park et al. (2008) ont testé l’efficacité in 

vivo des extraits méthanoliques de 27 PAM orientale envers six champignons phyto-

pathogènes. Lysimachia foenum-graecum montre la plus importante activité antifongique à 

une concentration de seulement 0,5 mg ml
-1

 envers Magnaporthe grisea. Joseph et al. (2008) 

ont évalué la bio-efficacité in vitro des extraits de cinq plantes aromatiques et médicinales 

dans le contrôle de F. oxysporun f. sp. melongenae responsable du flétrissement de 

l’aubergine. Tous les extraits testés ont une activité inhibitrice de ce pathogène. L’extrait à 

20% de Azardiachta indica s’est montré le plus efficace. Zarins et al. (2009) ont étudié 

l’activité biologique de plusieurs extraits de plantes et ont prouvé leur possible application 

comme bio pesticide inoffensif aux vertus fongicides et insecticides. Plus récemment, Sarah et 

al. (2012) ont testé l’activité antibactérienne de l’extrait méthanolique des feuilles de Psidium 

guyajava contre six phytopathogènes appartenant aux genres Pectobacterium et 
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Xanthomonas. Xanthomonas oryzae est le pathogène le plus sensible à cet extrait quelle que 

soit la concentration utilisée. En effet le diamètre de la zone d’inhibition a atteint 25 mm de 

diamètre à la concentration de 200 mg ml
-1

 et la CMI n’était que de 0,391 mg ml
-1

 (Sarah et 

al. 2012). L’utilisation des plantes et de leurs extraits a intéressé aussi les chercheurs dans le 

domaine de la post récolte, en médecine humaine et en industries agro-alimentaires. 

D’intéressants résultats ont été collectés (Hernández et al. 2005 ; Bouamama et al. 2006 ; 

Ameziane et al. 2007; Tzortzakis et Economakis, 2007 ; Imelouane et al. 2009 ; Sisti et al. 

2008 ; Talibi et al. 2012 a -b; Askarne et al. 2012 ; Askarne et al. 2013 etc.). L’agent du 

chancre bactérien de la tomate a aussi fait l’objet de plusieurs recherches scientifiques en 

termes de lutte biologique à base de différentes fractions et extraits de plantes aromatiques et 

médicinales autour du monde. C’est ainsi que Daferera et al. (2003) ont testé l’activité 

antagoniste des huiles essentielles de plusieurs plantes aromatiques contre des pathogènes de 

plantes dont celui du chancre bactérien de la tomate. Les résultats obtenus par ces auteurs 

montrent que C. m. subsp. michiganensis est très sensible aux huiles essentielles et 

principalement à ceux riches en Thymol (Daferera et al. 2003). Les extraits de pollen de 

certaines plantes sont aussi testés contre ce pathogène (Basim et al. 2006). En effet, C. m. 

subsp. michiganensis s’est montré très sensible aux extraits de pollen des plantes testés. 

Blaestra et al. (2009) ont évalué l’activité antibactérienne in vitro et in vivo des extraits 

aqueux de deux plantes médicinales, Allium sativum et Ficus carica, contre des agents 

pathogènes de la tomate dont celui du chancre bactérien. Les résultats obtenus étaient très 

satisfaisants puisque la réduction de l’incidence de cette bactériose in vivo a atteint 65% et 

38% quand les plants de tomate sont traités, respectivement, par les extraits d’Allium sativum 

et de Ficus carica (Balestra et al. 2009). 
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I- Introduction 

Chaque recherche dans le cadre de la lutte biologique et/ou intégrée ne saurait être 

efficace que si on menait au préalable une étude approfondie de l’agent pathogène 

responsable de la maladie pour laquelle les méthodes de lutte fiables vont être recherchées. 

Linderman 1983, cité par Boudyach 2004, avance que la maitrise d’une lutte biologique 

contre un agent phytopathogène donné nécessite la connaissance de la biologie du pathogène 

et de la maladie qu’il cause ainsi que sa distribution géographique et les facteurs abiotiques, 

surtout édaphiques, qui agissent sur l’expression de la maladie. Dans le but d’approfondir nos 

connaissances acquises lors de l’étude bibliographique relative à C. m. subsp. michiganensis, 

nous avons consacré une partie de cette recherche à l’étude de cette bactérie phytopathogène. 

L’objectif de cette démarche est de préparer d’abord une collection d’isolats de C. m. subsp. 

michiganensis ensuite d’évaluer le pouvoir pathogène de ces isolats présents dans la région de 

Souss-Massa Draa. 

II- Matériel Et Méthodes 

1- Prospection et prélèvement des échantillons 

De nombreuses sorties de prospection ont été réalisées dans la région du Souss-Massa 

Draa au cours de la période allant de 1998 à 2007. Treize exploitations de production de la 

tomate aussi bien sous serre qu’en plein champ ont été visitées dans l’axe Ait Melloul-

Biougra. Des échantillons ont été prélevés à partir des plants présentant des symptômes 

caractéristiques du chancre à savoir le flétrissement unilatéral des feuilles et le brunissement 

de leurs bordures. Les prélèvements sont réalisés en sectionnant les tiges à l’aide d’un 

sécateur stérile. Les échantillons prélevés sont placés dans des sachets en plastique, étiquetés 

puis ramenés au laboratoire de biotechnologies et valorisation des ressources naturelles 

(LBVRN) à la faculté des sciences d’Agadir. Une fois au laboratoire, les isolements sont 

réalisés souvent le même jour. Dans le cas échéant, les échantillons nettoyés sont conservés 

au réfrigérateur (4 à 5°C) et sont analysés au plus tard le lendemain (en moins de 24h). 

2- Isolement et identification 

Après leur nettoyage avec un détergent non anionique (détergeant liquide de vaisselle) 

et l’eau du robinet, les échantillons sont désinfectés par immersion, durant 10 mn, dans une 

solution commerciale d’eau de Javel 12°. Après cette désinfection, ils sont lavés à l’eau 

distillée stérile puis séchés sous une hotte à flux laminaire. Ensuite, l’écorce est enlevée 

délicatement à l’aide d’un scalpel stérile. Des morceaux de vaisseaux conducteurs avec 
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brunissement sont ensuite détachés et mis dans une boite de Pétri stérile contenant quelques 

gouttes d’eau distillée stérile (EDS). Ces boites de Pétri sont laissées reposer pendant 20 mn 

sous agitation. Ensuite, une goutte de la suspension obtenue est utilisée pour l’ensemencement 

par épuisement du milieu gélosé au bouillon nutritif et à l’extrait de levure (NBY, Annexes) 

(Vivader, 1967). D’autres boites contenant le même milieu sont ensemencées par dépôts de 

fragments de 3 à 4 mm découpés au niveau de la même zone infectée. Les boites ainsi 

ensemencées sont incubées à 26°C pendant 2 à 3 jours. Tous les isolements sont répétés trois 

fois. 

3- Purification et conservation des isolats 

Après incubation, les colonies qui se sont développées, de couleur jaune, de forme 

arrondie, lisses, convexes et brillantes sont repérées. Elles sont supposées correspondre à 

celles de C. m. subsp. michiganensis. La purification est faite par repiquage successif par la 

méthode d’épuisement sur le même milieu cité précédemment ; à partir des colonies bien 

individualisées. La pureté est confirmée par des observations microscopiques de différents 

frottis bactériens colorés (au bleu de méthyle ou avec les colorants de Gram) préparés à partir 

des cultures présumées pures. La présence de cellules corynoformes, Gram positifs, non 

sporulantes et présentant des arrangements en V et/ou en Y confirme la pureté des cultures. 

Les isolats bactériens ainsi purifiés sont conservés à 4°C sur milieu gélosé glucosé à l’extrait 

de levure et au carbonate de calcium (YDC) en tubes inclinés pour une conservation à moyen 

terme (3 mois au maximum) (Wilson et al. 1967). Une conservation à long terme est réalisée 

dans du glycérol 40% à -80 C (Parke et al. 1986). Les tubes sont bien étiquetés avec la date et 

le code correspondant.  

4-Etude du pouvoir pathogène des isolats 

Quatre tests sont réalisés pour évaluer le pouvoir pathogène des isolats dans le but de 

sélectionner l’isolat le plus virulent et qui sera utilisé dans les essais ultérieurs : 

 Hypersensibilité sur des feuilles de tabac (Nicotiana tabacum L.) (Klement et al. 

1963). 

 Dessèchement des cotylédons des jeunes plantules de tomate (Chaldocotte et Peerce, 

1983). 

 Induction des taches en œil d’oiseaux sur jeunes fruits de tomate (Medina-Mora et al. 

2001). 

 Flétrissement des plantules de tomate. 
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L’étude du pouvoir pathogène a été réalisée avec quatre isolats à savoir CmmJS07, 

CmmJS05 et Cmm1 isolés dans le cadre de cette étude ainsi que CmmH195 qui est une 

souche de référence dont la virulence et la pathogénie ont été largement étudiées par 

Boudyach et al. 2001 et 2004. 

4.1-Test d’hypersensibilité sur des feuilles de tabac  

Le test est réalisé sur des plants de tabac (Nicotiana tabacum L.), ramenés de la serre du 

complexe Horticole de l’IAV d’Agadir, avec des feuilles bien développées (stade 4
ème

 ou 5
ème

 

vraie feuille). Pour ce faire, des cultures jeunes (48 à 72 h d’incubation) des différents isolats 

de C. m. subsp. michiganensis sont préparées sur la gélose NBY à partir des cultures 

conservées. Des suspensions sont réalisées à partir des cultures jeunes dans l’eau 

physiologique stérile (NaCl 0.85%). La concentration est ajustée à ~10
8
 UFC. ml

-1
 (DO=0.46 

à 540 nm, Umesha (2006). Des feuilles saines et assez grandes sont choisies sur plusieurs 

plants de tabac. A peu près 1 ml de chaque suspension bactérienne est injectée à l’aide d’une 

seringue stérile dans la nervure principale de la face dorsale de chaque feuille de manière à 

avoir une infiltration des cellules bactériennes dans les espaces intercellulaires (Alarcón 1998; 

Gitaitis 1990). Quatre feuilles sont inoculées à raison de quatre infiltrations par feuille. Les 

feuilles ainsi inoculées sont marquées et la réaction d’hypersensibilité, caractérisée par le 

dessèchement et la nécrose des tissus, est évaluée après 36 à 48 h.  

4.2- Test de flétrissement et de desséchement des cotylédons  

Pour réaliser ce test, la méthode décrite par Chaldecott et Preece, 1983 a été adoptée 

avec quelques petites modifications. Des semences de tomate (Lycopersicon esculentum Mill, 

now Solanum lycopersicum, cv, clause 27, France) sont mises à germer dans des terrines 

alvéolées remplies d’un mélange sable-tourbe (1 : 2 / v : v). Les terrines sont placées dans une 

chambre de culture à conditions contrôlées avec une photopériode de 12 h, une T°max de 

28°C, une T°min de 10°C et une humidité relative (HR) de 80% (Figure II.1). Elles sont 

arrosées tous les deux jours et fertilisées chaque semaine avec une solution nutritive 

commerciale (Poni NPK 20-20-20, Poni France). Au stade première vraie feuille (Figure II.2), 

la tige de chaque plantule est sectionnée 3 à 5 mm au-dessus des cotylédons à l’aide d’une 

paire de ciseaux stérile ensuite plongée dans une suspension de C. m. subsp. michiganensis à 

10
8 

UFC ml
-1

. Le flétrissement et desséchement des cotylédons est surveillé pendant 48 à 72 

h. Des témoins négatifs sont préparés de la même manière en utilisant de l’EDS au lieu de la 

suspension bactérienne pour le trempage des ciseaux. 12 plantules (24 cotylédons) sont 

utilisées par traitement et elles sont disposées en trois blocs aléatoires de quatre plantules 
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chacun. L’expérience est refaite trois fois. La sévérité du dessèchement est estimée par 

détermination du pourcentage des cotylédons desséchés pour chaque isolat et la virulence est 

alors déduite de la comparaison de ces pourcentages. 

 

Figure II.1 : Les terrines alvéolées placées dans une chambre de culture 

à condition contrôlées (photopériode de 12 h, une T° max de 28°C, une 

T° min de 10°C et une humidité relative (HR) de 80%). 

 

 

Figure II.2 : Les plantules de tomate au stade première vraie feuille 

après 4 jours de la germination. 
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4.3- Induction des taches en œil d’oiseaux sur fruits  

Afin de tester la sévérité des isolats de C. m. subsp. michiganensis, nous avons adopté la 

méthode décrite par Medina-Mora et al. 2001 que nous avons légèrement modifiée. Les plants 

de tomate utilisés sont issus d’une germination des semences de tomate (cv. Clause 27. 

France) dans des terrines alvéolées remplies d’un mélange de tourbe et de sable (2 : 1/ v : v). 

Le monitoring des plantes est fait sous serre contrôlée au complexe Horticole de l’IAV 

d’Agadir. La transplantation en pots plastiques remplis du même mélange de sol est faite au 

stade 2
ème

 vraie feuille. Les plants sont arrosés selon leur besoin ; en général chaque deux 

jours. La fertilisation est faite chaque semaine avec une suspension préparée comme indiqué à 

partir du fertilisant commercial Poni NPK 20-20-20 (Poni France). L’humidité relative est 

maintenue à un taux supérieur à 80% par utilisation de bacs remplis d’eau à l’intérieur de la 

serre. La température maximale (Tmax) avoisine 28°C le jour et la température minimale 

(Tmin) est de 10°C la nuit. La photopériode est de 12h.  Des suspensions de l’agent pathogène 

sont préparées comme décrit précédemment à une concentration de 10
8
 ufc ml

-1
. Les 

suspensions ainsi préparées sont appliquées sur la surface de jeunes fruits quelques temps 

après nouaison (10 mm de diamètre) à l’aide d’une brosse à poils fins. Cinq fruits sont traités 

par isolat. L’expérience est répétée deux fois. Des témoins sont préparés en suivant la même 

procédure en utilisant de l’EDS. Le nombre des taches par fruit est comptabilisé. Le 

pourcentage de fruits avec tache est aussi déterminé.  

4.4- Test de flétrissement des plantules 

Nous avons réalisé ce test afin d’évaluer la capacité de nos isolats de C. m. subsp. 

michiganensis à induire tous les symptômes du chancre parmi lesquels, le flétrissement 

unilatéral aussi bien des feuilles que des plants ainsi que le flétrissement systématique 

(généralisé). Ce test  consiste en l’infection des racines des plantes au stade 2
ème

 vraie feuille 

par trempage dans des suspensions de C. m. subsp. michiganensis sans toucher les parties 

aériennes (Boudyach et al. 2004). Pour chaque isolat de C. m. subsp. michiganensis, des 

suspensions sont préparées comme décrit au préalable à une concentrations de 10
8
 ufc ml

-1
. 

Quinze répétitions sont réalisées par isolat. Ces répétitions sont disposées en trois blocs de 

cinq plants chacun. Les pots sont placés dans une chambre de culture dont les conditions de 

température, de lumière et d’humidité sont les mêmes que celles précédemment décrites, Il en 

est de même pour la fréquence d’arrosage et du mode de fertilisation. Le suivi de l’apparition 

des symptômes sur les plants a duré 15 jours. La confirmation de l’infection set faite par le 

réisolement de chaque isolat à partir des plants présentant les symptômes sur le milieu semi 
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sélectif pour Clavibacter (SCM ; Fatmi et schaad 1988). L’évaluation de la virulence des 

isolats est faite par la détermination des tests positifs ainsi que la vitesse d’apparition des 

symptômes. 

5- Analyse statistique 

Tous les résultats obtenus sont analysés statistiquement par la réalisation d’analyse de 

variance ANOVA appropriées. Les pourcentages sont préalablement transformés en Khi 

carré. Le nombre moyen de taches par fruit est analysé statistiquement avec l’analyse de 

variance (ANOVA) en utilisant le test de Kruskal-Wallis (p<0.05). La différence entre les 

traitements est déterminée par la méthode de Dunn. Le logiciel Statistica 6 est utilisé pour 

cette analyse statistique. Le choix de cette méthode d’analyse est basé sur le fait que les 

mesures ne sont pas distribuées normalement (selon la loi normale) et il n’y a pas une 

transformation appropriée d’où l’obligation d’avoir recours aux tests non paramétriques 

(Hoshmand, 1988 cité par Medina-Mora et al. 2001). 

III- Résultats  

1- Isolement et identification de C. m. subsp. michiganensis 

A partir des 13 échantillons récoltés lors de notre prospection, nous avons pu obtenir dix 

isolats de C. m. subsp. michiganensis. Ceci a été réalisé en se basant sur les caractéristiques 

phénotypiques de cette bactérie sur des milieux spécifiques tel que : 

 Le milieu NBY sur lequel les colonies bactériennes apparaissent jaunes, lisses, 

brillantes et convexes (Figure II.3, B). L’odeur est aussi très caractéristique. 

 Le milieu SCM sur lequel les colonies bactériennes sont petites et d’une couleur 

grise avec au centre un petit point rosâtre (Figure II.3, C). 

 

 
Figure II.3 : Isolement de C. m. subsp. michiganensis à partir des tiges de 

tomate présentant des symptômes du chancre bactérien. 

A : Premier isolement. B : Purification par la méthode d’épuisement sur 

NBY. C : purification sur SCM. 
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Trois échantillons sur treize sont négatifs pour l’isolement de C. m. subsp. 

michiganensis malgré la présence du symptôme du flétrissement généralisé sur les plants au 

sein des exploitations. Le pourcentage de 76.92% (dix exploitations sur treize sont 

considérées positives pour C. m. subsp. michiganensis) constitue un pourcentage significatif 

et confirme l’importance de la maladie dans la région de Souss-Massa Draa et surtout dans 

l’axe que nous avons étudié (Ait Melloul-Biougra) ; qui se caractérise par un sol sablonneux 

et une culture intensive de la tomate. Le Tableau II.1 illustre les résultats recueillis lors de 

notre prospection. 

 

Tableau II.1 : Résultats de la prospection réalisée dans de la région du Souss-Massa Draa 

Exploitation Origine Culture 
a
 Symptômes

b
    Sévérité 

c
 

Isolement 

de Cmm 

1 Biougra  Daniella F, D         2 + 

2 Biougra  Daniella F, D         4 + 

3 Biougra  Daniella F, BV         2 + 

4 Ait Amira  Gabriella F, D         3 + 

5 Ait Amira  Vanama F, BV         3 + 

6 Ait Amira  Durinta F, BV         2 + 

7 Sidi Bibi  Cleopatra F, BV         1 + 

8 Sidi Bibi  Gabriella F, D         2 + 

9 Sidi Bibi  Daniella F, BV, D         3 + 

10 Tifnite Daniella F, D         3 - 

11 Tifnite Assala F, BV         1 - 

12 BenGamoud Vanama F, D         2 - 

13 BenGamoud Vanama M         4 + 

 a : Culture sous serre avec différents portes greffes. 

b : Les symptômes observés lors des sorties sont : F : flétrissement ; BV : 

brunissement des tissus vasculaires ; D : dessèchement des feuilles ; M : mort des 

plantes. 

c : Sévérité de la maladie est estimée par l’échelle allant de 1 à 4 avec : 1 : attaque 

faible sur plants isolés ; 2 : attaque moyenne de 30% ; 3 : attaque sévère (plus de 

60%) ; 4 : attaque très sévère (mort de plus de 50% des plantes de l’exploitation). 
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2- Etude du pouvoir pathogène  

2.1- Tests d’hypersensibilité 

Tous les isolats testés ont provoqué des réactions d’hypersensibilité positives sur les 

feuilles de Tabac. Ce résultat (Figure II.4) confirme le caractère phytopathogène des isolats 

testés. Toutefois, il faut noter que la vitesse d’apparition des réactions d’HS ainsi que le 

pourcentage des feuilles avec nécrose diffèrent d’un isolat à l’autre. Les isolats CmmJS07, 

CmmH195 et Cmm1 ont donné les meilleurs résultats avec plus de 80% de réactions HS en 

moins de 48h. 

 
Figure II.4 : Réaction d’hypersensibilité sur feuilles de Tabac avec les isolats : Cmm1, 

CmmH195 et CmmJS07. 

 

2.2- Test de flétrissement et desséchement des cotylédons 

Les cotylédons des plantules traitées par les suspensions pathogènes dessèchent après 

trois à quatre jours avec absence totale du dessèchement au niveau des témoins traités par 

l’EDS (Figures II.5).  

     

Figure II.5 : Test de desséchement des cotylédons réalisé avec des plantules de tomate 

de quatre jours après la germination et l’isolat CmmJ07.  

 

La vitesse d’apparition du dessèchement diffère d’un isolat à l’autre. En effet pour 

l’isolat Cmm JS07, 20% des plantes traitées présentent ce symptôme un jour après 

l’inoculation. Une différence significative est également relevée entre les isolats testés en 
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termes de pourcentage de cotylédons desséchés. Les isolats les plus virulents, d’après ce test, 

sont CmmJS07 et CmmH195, avec plus de 60% de cotylédons desséchés après 72h du 

traitement (Figures II.6).  

 
Figures II.6 : Pourcentage des cotylédons desséchés après inoculation avec 

les quatre isolats pathogènes de C. m. subsp. michiganensis. Les cotylédons 

du témoin négatif traité avec l’EDS n’ont pas desséché tout le long de 

l’essai.  

 

2.3- Test d’induction des taches en œil d’oiseaux 

Dix jours après l’infection des fruits, nous avons noté l’apparition de taches blanches en 

relief à la surface des fruits traités Après 8 à 10 jours de leur apparition, les taches blanches 

deviennent nécrotiques et leur aspect devient comme celui d’un œil d’oiseau (Figure II.7).  

 
Figure II.7 : Taches nécrotiques au centre (Flèches noires) en œil 

d’oiseaux sur fruits de tomate induites par l’application de l’isolat 

CmmJS07 (18 jours après l’infection). 
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Le nombre des taches par fruit ainsi que le pourcentage des fruits avec des taches sont 

déterminés après 4 semaines de l’infestation des fruits (Tableau II.2). Des différences 

significatives sont notées entre les isolats en termes de nombre de taches par fruit et de 

pourcentage de fruits avec des taches nécrotiques. Le nombre moyen de taches par fruit varie 

de 22 à 225 taches. Le plus grand nombre de taches est obtenu avec les isolats CmmJS07 et 

CmmH195. En outre, ces deux isolats ont induit des taches nécrotiques sur 100% et 71% des 

fruits traités, respectivement, alors que le pourcentage des fruits avec ces taches n’a pas 

dépassé 48,5% dans le cas des deux autres isolats (Tableau II.2). 

 

Tableau II.2 : Capacité de 4 isolats de C. m. subsp. michiganensis à produire des taches 

nécrotiques sur fruits de tomate 

 CmmJS07 CmmH195 CmmJS05 Cmm1 

% des fruits avec taches  100 a 71 b 48.5b 32.5b 

Nombre de taches/fruit 225 a 52.5b 37 b 22 b 

Les nombres moyens de taches par fruit sont analysés statistiquement avec l’analyse de variance (ANOVA) en 

utilisant le test de Kruskal-Wallis (p<0.05). La différence entre les traitements est déterminée par la méthode de 

Dunn. 

 

2.4- Test de flétrissement des plantules 

L’apport d’une suspension cellulaire (10
8
 ufc ml

-1
) de l’agent pathogène sur les racines 

par trempage a donné initialement un faible pourcentage d’infection pour tous les isolats 

testés. En fait, ce pourcentage ne dépasse pas 50% après un mois. La vitesse d’apparition des 

symptômes, à savoir le flétrissement unilatéral des feuilles suivi par le flétrissement 

généralisé, varie d’un isolat à un autre. 20 jours après l’inoculation, on note un pourcentage de 

flétrissement unilatéral de 0 ; 0 ; 13,33 et 6,66% des plants inoculés respectivement par les 

isolats CmmJS05, Cmm1, CmmJS07 et CmmH195. Il importe de souligner qu’après quarante 

jours, ces pourcentages respectifs, relativement modérés, atteignent des niveaux supérieurs, 

soient 26,66 ; 20 ; 60 et 33,33% (Figure II.8). Parallèlement, on observe le caractère de plus 

en plus généralisé de ce flétrissement (Figure II.9). L’isolat CmmJS07 se montre le plus 

virulent suivi par l’isolat de référence CmmH195. 
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Figure II.8 : Flétrissement des plantes dont les racines ont été infectés par 

pulvérisation des suspensions (10
8
 ufc ml

-1
) des isolats testés du pathogène. 

 

    

Figure II.9 : Flétrissement des plantules après inoculation des racines avec une suspension 

de l’isolat CmmJS07 et de l’isolat de référence CmmH195.  

 

Le tableau III.3 qui va suivre récapitule les résultats obtenus avec les quatre tests. Il 

parait très nettement que l’isolat le plus virulent est bel est bien CmmJS07 puisqu’il affiche 

la capacité la plus élevée d’induire les symptômes du chancre bactérie de la tomate. C’est 

cet isolat qui sera donc retenu pour les études in vivo qui vont suivre. On doit noter 

néanmoins que lors des tests du screening in vitro (à la base de l’antibiose en boite) nous 

avons utilisé la souche de référence CmmH195. Et ceci pour la simple et la bonne raison 

que ces tests ont été entrepris bien avant l’isolement de nos isolats pathogènes. La souche 

de référence était le seul pathogène disponible au laboratoire. 
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Tableau II.3 : Evaluation du pouvoir pathogène de quatre isolats de C. m. subsp. 

michiganensis, selon quatre tests différents 

 CmmJS07 CmmH195 CmmJS05 Cmm1 

Hypersensibilité sur Tabac 100% 100% 65% 85% 

Dessèchement des cotylédons 100% 100% 30% 65% 

Flétrissement des plantes de tomate 60% 33,33% 26,66% 20% 

Induction des taches en œil d’oiseaux 100% 71% 48,5% 32,5% 

 

IV- Discussion et conclusion 

Le chancre bactérien de la tomate est une maladie grave qui sévit dans le monde entier. 

Les pertes économiques qui lui sont liées sont considérables et  peuvent même atteindre 100% 

de la production dans les conditions favorables (Hausbeck et al. 2000).  

Les résultats obtenus lors de nos investigations confirment la présence significative du 

chancre bactérien dans la région, puisque dix exploitations sur 13 ont été positives pour Cmm. 

Cette fréquence élevée peut être partiellement expliquée par l’intensité de la culture de la 

tomate dans la région et par les conditions climatiques favorables au développement de cette 

bactérie pathogène. La température de 25 à 30°C qui est convenable à la culture de la tomate 

constitue également la température optimale de C. m. subsp. michiganensis. Toutefois, la 

dissémination aussi importante de cet agent dans la région ne peut avoir lieu que si l’inoculum 

provient d’une source largement utilisée ou à propagation simple ; comme cela est fort 

probable dans le cas des semences ou des débris contaminés des cultures antérieures. En 

réalité, lors des prospections menées, nous avons constaté que le pathogène est constamment 

présent dans les exploitations de tomate de variété «hybrides Long Shelf Life»; ce qui suggère 

fortement la possibilité d’une contamination par semences. Ceci concorde bien avec 

l’affirmation de Boudyach et al. 2004, selon laquelle l’introduction des hybrides dits ‘’Long 

Shelf Life‘’ et le choix de la culture intensive de tomate sont les principales causes 

d’apparition des problèmes phytosanitaires, dont le chancre bactérien, dans la région du Souss 

Massa Draa. Durant nos prospections nous avons remarqué qu’une fois déclaré en un point 

donné au sein d’une serre, le chancre fait tâche d’huile en induisant l’apparition de foyers 

(plusieurs lignes de plants attaqués) en fonction de la direction suivie au cours de 

l’intervention sur les pieds de tomate. Ceci peut s’expliquer par les observations de Chang et 

al. 1992 et 1993 d’après lesquelles ; l’attaque intense par cet agent peut se manifester par des 
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chancres ouverts remplis d’exsudats bactériens qui apparaissent sur les tiges des plantes. Ces 

populations épiphytes constituent la source de l’inoculum bactérien qui sera largement 

disséminé. Les stomates des feuilles servent en effet de porte d’entrée pour le pathogène 

(Carlton et al. 1998) qui sera de plus en plus répandu. 

Le screening des isolats de l’agent pathogène a montré que le degré de virulence varie 

d’un isolat à l’autre ; certains isolats sont nettement plus agressifs que d’autres. Notons tout 

de même que tous les isolats ont développé des réactions HS sur les feuilles de Tabac 

confirmant ainsi leur pouvoir pathogène. On doit signaler toutefois que les isolats CmmJS05 

et Cmm1 n’ont développé une réaction HS que pour 65% et 85% des sites infiltrés 

respectivement. Alors que les deux isolats CmmJS07 et CmmH195 ont développé des 

réactions HS dans 100% des cas. de Pinto et ses collaborateurs (2003) rapportent que le 

développement d’une réaction HS sur feuilles de tabac est étroitement lié à la synthèse de 

certains exo polysaccharides (EPSs) par les pathogènes. Ces molécules sont en effet les 

déterminants de leur virulence. Elles agissent pour contrecarrer les mécanismes de défenses 

des plantes. Plusieurs EPSs réduisent la production de la phénylalanine ammonia lyase (PAL), 

l’enzyme marqueur de la réponse des plantes au stress (de Pinto et al. 2003). En plus, ces 

EPSs peuvent aussi altérer le métabolisme de l’ascorbate, un autre paramètre indicatif des 

conditions de stress et dont l’implication dans l’établissement des réactions HS est évoquée 

par de Pinto et al. 2003. La différence de virulence remarquée ici pour les quatre isolats de 

Clavibacter peut donc être expliquée par la variabilité de ces isolats en termes de qualité et 

quantité des EPSs synthétisés. Plusieurs travaux de recherche discutent le fait que ces 

molécules peuvent être considérer comme un signal qui détermine aussi bien l’interaction 

plante/pathogène que le degré de virulence d’un pathogène donné. Dans leur synthèse, 

Olczak-Woltman et al. (2009) ont étudié le couple plante/pathogène composé de 

Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Smith et Bryan) comme pathogène et le concombre 

(Cucumis sativus L.) comme plante hôte. Ils rapportent qu’ils y’a des facteurs spécifiques 

(toxines, enzymes…etc) produits au cours de la pathogénèse. Ces mêmes facteurs sont 

impliqués dans la réaction d’hypersensibilité sur feuilles de tabac. Ces facteurs diffèrent d’un 

pathovars à l’autre et peuvent induire différents types de résistance au niveau de la plante du 

concombre ; à savoir la résistance systémique acquise (RSA) ou la résistance systémique 

induite (RSI). Si on analyse nos résultats de la même manière on peut conclure que les isolats 

de Clavibacter étudiés ici synthétisent des facteurs de pathogénie différents et constituent 

donc des pathovars distincts. On doit toutefois être prudents en tirant cette conclusion. En 

effet, Ge et al. (2012) rapportent que les différences de virulence n'ont pas justifié le 
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regroupement des isolats de S. sclerotiorum dans des pathotypes (pathovars) distincts selon 

plusieurs études. Peut-être une raison pour une telle conclusion était les observations de 

Melzer et Boland (1996) suite à leur travail sur la laitue et Morrall et al. (1972) en travaillant 

sur 23 hôtes différents. Ces deux groupes de chercheurs ont défini ce qui équivalait à un 

"continuum" de la virulence au sein des isolats de ce pathogène. En outre, même si des 

différences significatives en termes de virulence parmi les isolats sont observées, leurs 

réponses étaient chevauchantes.  

Par rapport au dessèchement des cotylédons, il est survenu le premier jour pour l’isolat 

CmmJS07 et a atteint un pourcentage de 100% des plants après quatre jours de l’inoculation. 

Le même schéma est observé pour l’isolat CmmH195, sauf que le dessèchement n’est signalé 

qu’après 48h et atteint 50% des cotylédons desséchés à ce moment. Les deux autres isolats 

sont, selon ce test, moins virulents puisque le pourcentage des cotylédons desséchés est de 

seulement 30% et 65% pour CmmJS05 et Cmm1 respectivement après quatre jours de 

l’inoculation. Les premiers cotylédons desséchés sont apparus après 48h avec un pourcentage 

de dessèchement de 15% et 25% pour CmmJ05 et Cmm1 respectivement. 

Selon Chaldecott et Preece 1983, la vitesse et la sévérité d’apparition des symptômes 

lors du test des cotylédons sont liées à la virulence de l’isolat pathogène testé ainsi qu’à la 

concentration de la suspension utilisée et au degré d’humidité. En réalité, le test des 

cotylédons permet non seulement de classer les isolats du pathogène selon leurs degrés de 

virulence mais aussi de différencier Clavibacter des autres corynobactéries Gram positif 

isolées de la rhizosphère de la tomate. Les résultats relatifs au test des cotylédons suggèrent 

fortement que tous les isolats testés sont bien Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis ; conformément aux travaux de Chaldecott et Preece 1983. Par ailleurs, l’isolat 

CmmJS07 s’avère être l’isolat le plus virulent. 

En ce qui concerne l’apparition des taches en œil d’oiseaux sur les fruits, CmmJS07 

constitue, une fois de plus, l’isolat le plus virulent du fait qu’il induit le plus grand nombre de 

taches par fruit (225) et le pourcentage le plus élevé de fruits avec taches (100%). Ce 

pourcentage maximum fut obtenu à la concentration de 10
8
 UFC ml

-1. Le développement 

intense de ce symptôme, dit tardif, du chancre bactérien sur de jeunes fruits de tomate 

confirme bien la pénétration de la bactérie pathogène via les portes naturelles qui ne sont 

autres que les stomates des fruits et des ovaires (Getz et al. 1983). Ces résultats s’accordent 

bien par rapport à l’identité de nos isolats comme étant bel et bien  Clavibacter michiganensis 
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subsp. michiganensis. D’après les résultats de Medina-Mora et al. 2001, le développement des 

taches en œil d’oiseaux sur les fruits dont la surface a été traitée par des suspensions de 

Clavibacter est observé même dans le cas des isolats négatifs pour le test d’HS. Ce qui amène 

à penser que les mécanismes exacts de pathogénicité sont encore mal connus dans le patho-

système (Clavibacter / Tomate). Toutefois, le nombre des taches par fruits ainsi que le 

pourcentage des fruits présentant des taches sont constamment plus élevés dans les cas des 

isolats virulents et intermédiaires (Medina-Mora et al. 2001). Ceci concorde avec nos résultats 

puisque les isolats CmmJS05 et Cmm1 décrits comme étant les moins virulents engendrent 

seulement une moyenne de 37 et 22 taches par fruit respectivement. Le pourcentage des fruits 

avec taches est aussi médiocre il est de l’ordre de 48,5% et 32,5% pour ces deux isolats. Ce 

pourcentage atteint 71% et 100% pour les isolats CmmH195 et CmmJS07 respectivement et 

qui sont jugés plus virulents.  

Lors du test de flétrissement des plantes, nous avons apporté le pathogène par 

inoculation des racines de jeunes plantules avec une suspension à la concentration de 10
8 

ufc 

ml
-1

. Les résultats obtenus montrent que l’apparition des symptômes, à savoir le flétrissement 

unilatéral des feuilles puis des plantes suivis par le flétrissement généralisé, est survenu avec 

une vitesse qui varie d’un isolat à un autre. Cependant, D’après ces résultats, l’isolat 

CmmJS07 est retenu comme étant l’isolat le plus virulent suivi par l’isolat de référence 

CmmH195. En réalité, les résultats obtenus par plusieurs équipes de recherche ont montré que 

le degré de virulence des pathogènes des plantes varie selon la concentration de l’inoculum, 

l’âge de la plante ainsi que la méthode d’inoculation (Chang et al. 1992 ; Boudyach et al. 

2004). Toutefois, la confrontation de l’ensemble des résultats obtenus après réalisation des 

quatre tests précités démontre clairement que l’isolat CmmJS07 est doué d’un pouvoir 

pathogène remarquable (Tableau II.3).  

En guise de conclusion, on peut dire que le chancre bactérien est une maladie qui reste 

un fléau pour la culture de la tomate dans la région concernée par cette étude à savoir l’axe 

Ait Melloul-Biougra. Le pourcentage des échantillons positifs pour Clavibacter dépasse 76%. 

Les variétés cultivées dans cette région durant nos investigations sont principalement des 

variétés sensibles au pathogène et dont les semences sont importées. On peut donc suspecter 

que ce sont ces semences qui hébergent l’agent pathogène et qui sont responsables de 

l’intense étendue de cette bactériose. La globalisation et l’évolution du commerce des 

semences hybrides à travers le monde ne fait qu’aggraver la situation épidémiologique. 

L’étude de la virulence des isolats collectés lors de cette étude montre une variabilité 



Chapitre II : Collection et étude des isolats du pathogène 

 

 

Amkraz 2013   Thèse de Doctorat 

 69 

significative par rapport à ce caractère. Néanmoins, CmmJS07 apparait être le plus virulent 

des isolats étudiés. L’apparition des symptômes est plus rapide avec le test des cotylédons 

(après 4 jours) suivie de l’infection des racines (après 6 jours) puis de l’infection de la surface 

des fruits (après 10 jours). 

En perspectives, il serait intéressent d’approfondir la caractérisation des isolats de C. m. 

subsp. michiganensis, recueillis lors de cette étude, par des études moléculaires qui reposeront 

sur l’utilisation de marqueur tels que les ISSR (Inter Simple Sequence repeat) (Baysal et al. 

2011) ou sur l’étude du polymorphisme des gènes spécifiques tel que l’ARN 16S, pat-1 ou 

celA (Kleitman et al. 2008 ; Zaluga et al. 2013). L’objectif de telles études est la réalisation 

d’une cartographie génétique de l’agent pathogène dans notre région. Cette cartographie 

pourrait constituer un outil précieux pour concevoir un contrôle plus efficace de la maladie au 

sein de notre région d’une part,  et permettrait sans doute le suivi du flux des nouvelles 

sources d’inoculum d’autre part (Baysal et al. 2011). Un autre axe de recherche peut être 

envisagé, il concerne l’étude approfondie des interactions qui régissent le couple 

Clavibacter/tomate dans le but de bien élucider les mécanismes de la pathogénie ainsi que 

ceux impliqués dans une éventuelle résistance de la plante hôte. On trouve en effet dans la 

littérature plusieurs écrits dédiés à cette thématique avec d’autres pathosystèmes (Li et al. 

2010…etc). L’exploitation des résultats obtenus pourrait aboutir à un contrôle optimisé du 

pathogène. 
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I- INTRODUCTION 

Actuellement, les traitements phytosanitaires à base de produits chimiques suscitent une 

méfiance de plus en plus grande (Lugtenberg et al. 1991) du fait de leurs impacts aussi bien 

sur l'environnement que sur la santé des consommateurs. La lutte biologique par introduction 

des microorganismes antagonistes s’avère une voie très prometteuse dans le contrôle de 

plusieurs maladies de plantes en culture et en post récolte (Bouzerda et al. 2003 ; Mercado-

Blanco et al. 2004 ; Boudyach, 2004 ; Taqarort et al. 2008 ; Bardas et al. 2009 ; Abo-Elyousr 

et al. 2009 ; Liu et al., 2009; Gandhi et Saravanakumar, 2009 ; Validov et al. 2005, 2007 et 

2009 ; Amkraz et al. 2010 ; Anitha et Arun Das. 2011 ; Andrés et al. 2011 ; Talibi et al. 2011, 

Vargas et al. 2010). Cette alternative ne présente pas de risques notables sur la santé des 

consommateurs ou sur l’environnement.  

Selon plusieurs spécialistes de la lutte biologique, la recherche et l’isolement des micro-

organismes, agents potentiels de contrôle biologique des pathogènes des plantes doit se faire à 

partir des racines des plantes à protéger qui poussent sur un sol infecté par le ou les 

pathogènes en question (Cook, 1993; Boudyach, 2004). Ceci est dicté par le souci d’avoir un 

candidat compétitif et bien adapté à l’environnement tellurique créé et géré par les 

interactions des racines de la plante hôte et de l’agent pathogène à combattre. Un autre aspect 

doit être respecté lors de l’isolement de ce type de micro-organisme, c’est le choix de racines 

des plantes vigoureuses et saines dans un foyer de la maladie à contrôler. Ainsi, Les micro-

organismes qui vivent dans la zone entourant les racines, à leur surface voire même à 

l’intérieur des tissus racinaires, constitueraient donc un réservoir très riche duquel on peut 

isoler des candidats potentiels de lutte biologique. Ces microorganismes sont appelés 

rhizobactéries. Kaymak (2011), dans sa revue, évoque que les rhizobactéries favorisant la 

croissance végétale (PGPR) constituent un groupe de bactéries libres qui colonisent la 

rhizosphère et influencent la croissance des racines des plantes. Des bactéries appartenant à 

des genres aussi divers qu’Azospirillium, Bacillus, Burkholderia, Klebsiella, Pseudomonas 

(Selvakumar et al. 2009 et 2011) etc, ont été identifiés comme PGPR. Ces PGPR exercent un 

effet direct sur la croissance des plantes par : 

 L’induction de la production de phytohormones,  

 L’apport de l'azote fixé biologiquement,  

 L’augmentation de l'absorption du phosphore par la solubilisation des phosphates 

inorganiques (Tripathi et al. 2011).  



 

Chapitre III : Isolement, sélection et évaluation de l’efficacité des Pseudomonas antagonistes in vivo 

Amkraz 2013   Thèse de Doctorat 

71 

Ces bactéries PGPR affectent également la croissance des plantes par des mécanismes 

indirects impliquant la suppression des pathogènes bactériens, fongiques, virales ainsi que des 

nématodes. Plusieurs études (Kaymak 2011, Maheshwari et al. 2012) ont montré que 

l'inoculation avec des PGPR entraîne : 

 L’induction d’une floraison précoce, 

 L'enracinement des boutures ligneuses,  

 L’amélioration de la germination et l’accroissement de l’émergence des semences 

dans des différentes conditions,  

 L’amélioration de l'absorption des nutriments par les racines, 

 L’augmentation du poids des graines,  

 L’augmentation de la biomasse totale des plantes,  

 Une augmentation significative des rendements de différentes cultures.  

Il est à noter aussi que l’effet bénéfique des rhizobactéries est directement lié à leur 

interaction avec les différents constituants de la rhizosphère. Ceci justifie l’intérêt de tester 

leur pouvoir colonisateur des racines de la plante à protéger (Rosas et al. 2009). Le fait que 

les Pseudomonas spp. fluorescents soient d’excellents colonisateurs se traduit par leur densité 

élevée dans la rhizosphère mais ce phénomène découle aussi directement de leur aptitude à 

cataboliser les constituants des exsudats racinaires. La persistance des Pseudomonas spp. 

fluorescents agents de contrôle biologique au niveau du sol après leur introduction comme 

inoculant est largement étudiée par de nombreux auteurs. C’est ainsi que Troxler et al. 2012 

ont prouvé que ce groupe de bactérie antagonistes est capable de se maintenir avec une 

population assez importante et à une profondeur allant jusqu’à 200 cm. 

L’étude de la colonisation nécessite de procéder au marquage pour suivre les souches 

introduites. Plusieurs techniques de marquage ont étés citées dans la littérature mais la plus 

ancienne et la plus utilisée, jusqu’à  l’heure actuelle, reste le marquage avec la résistance aux 

antibiotiques. En effet, des mutants résistants à un ou plusieurs antibiotiques ont été utilisés 

par plusieurs auteurs ; Kloepper et al. 1980 utilisent des mutants doublement résistants à la 

rifampicine et à l’acide nalidixique pour étudier leur capacité de colonisation des racines des 

plants de pomme de terre. Boudyach et al. (2004) utilisent des mutants résistants, de deux 

Pseudomonas spp. fluorescents, vis-à-vis de trois antibiotiques à savoir, l’ampicilline, le 

chloramphénicol et l’acide nalidixique pour étudier leur capacité à coloniser les racines des 

plants de tomate. Bref, différentes combinaisons d’antibiotiques sont utilisées par les auteurs 

pour marquer les isolats bactériens à étudier (Geels et Schippers, 1983 ; Compeau et al, 1988 ; 
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Liu et al, 1995…etc). Le choix des antibiotiques de marquage tient compte généralement du 

support génétique de leur résistance chez les bactéries (génomique ou plasmidique) 

(Boudyach, 2004). Il est toujours souhaitable que la résistance soit génomique pour garantir la 

stabilité du marquage et prévenir le transfert horizontal de la mutation parmi les rhizobactéries 

indigènes (Glandorf et al. 1992).  

Les rhizobactéries sélectionnées, à base de leur pouvoir antagoniste et colonisateur, 

peuvent être réintroduites dans leur milieu, dans le but de contrôler la maladie cible. La 

réussite de cette réintroduction est présumée garantie du fait qu’ils sont des résidents de cet 

environnement et qu’ils y sont très adaptés.  

Dans cette partie de notre travail, nous allons aborder les volets suivants : 

 L’isolement des Pseudomonas spp. fluorescents à partir du rhizoplan, du sol 

rhizosphèrique et de l’endorhizosphère des plantules de tomate saines situées dans un 

foyer de chancre bactérien ; 

 Le screening in vitro des Pseudomonas isolés sur la base de leur pouvoir 

inhibiteur vis-à-vis du pathogène. 

 Le screening des isolats Pseudomonas spp. fluorescents inhibiteurs sur la base 

de leur pouvoir de colonisation racinaire. 

 Le screening des Pseudomonas spp. fluorescents inhibiteurs sur la base du test 

de dessèchement des cotylédons. 

 L’évaluation de l’efficacité des meilleurs isolats antagonistes sélectionnés pour 

le contrôle du chancre bactérien de la tomate in vivo. Cette évaluation est faite à deux 

niveaux : 

 En pots sous serre, 

 Dans les conditions de production de la tomate. 

 

II- MATERIEL ET METHODES  

1- Isolement des Pseudomonas spp. fluorescents et de la flore rhizosphérique totale 

1.1- Prospection et prélèvements des échantillons  

De nombreuses sorties de prospection ont été réalisées dans la région du Souss-Massa 

Draa au cours des années 1998, 1999 et 2000. Plusieurs exploitations de production de la 

tomate aussi bien sous serre qu’en plein champ ont été visitées dans l’axe Ait Melloul-

Biougra. Des échantillons ont été prélevés à partir des plants sains situés au centre d’un foyer 

de chancre bactérien (plantes avec les symptômes caractéristiques du chancre à savoir : le 
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flétrissement unilatéral des feuilles, le brunissement de leurs bordures et éventuellement le 

brunissement des tissus conducteurs). Des échantillons de sol et de racines ont été prélevés, 

autour du système racinaire des plantes vigoureuses, à l’aide d’une pelle et d'un cylindre de 10 

cm de diamètre et de 20 cm de longueur. Chaque échantillon est constitué d’au moins quatre 

plantes saines de la même exploitation. Le matériel biologique prélevé est mis sous plastique 

et étiqueté. Toutes les informations relatives à l'échantillonnage sont enregistrées, à savoir: la 

localité, la variété de la tomate, le type de culture (sous serre ou  plein champ), les traitements 

chimiques utilisés, le précédent cultural, la nature du sol et la date du prélèvement. Les 

isolements sont réalisés, souvent le même jour, au laboratoire  LBVRN. Dans le cas échéant, 

les échantillons sont conservés au réfrigérateur (4 à 5°C) et sont analysés en moins de 24h. 

1.2- Analyse des échantillons 

Les isolements des Pseudomonas spp. fluorescents et de la flore bactérienne totale sont 

réalisés à trois niveaux comme défini par Dommergues et Mangenot (1970), à savoir : 

 Le sol rhizosphérique au sens strict (SR): qui est représenté par le sol étroitement 

lié aux racines (récupéré par agitation énergétique).  

 Le rhizoplan (RH) qui correspond à l’eau de lavage des racines débarrassées du 

SR. 

 L’endorhizosphère (ER) qui correspond aux broyats des racines lavées, c'est-à-dire 

débarrassées du RH. 

a- Isolement à partir du SR 

Après homogénéisation de l’échantillon du sol par broyage, 0,5 g du sol sont placés 

dans un Erlen Meyer contenant 4,5 ml d’eau physiologique stérile (NaCl 0,85 ‰, EPS). Après 

agitation à 120 rpm pendant 2 mn et décantation, on réalise une série de dilutions décimales 

jusqu’à 10
-6

. Pour l’isolement et le dénombrement de la flore bactérienne totale, un aliquot de 

0,1 ml des dilutions 10
-4

, 10
-5

 et 10
-6

 est étalé sur  milieu de culture gélosé NBY (Annexe 1) 

en boite de Pétri additionné de cycloheximide (100 µg.ml
-1

) (Schaad, 1988). Par rapport aux 

Pseudomonas spp. fluorescents (PF), leur isolement et leur dénombrement sont réalisés en 

étalant 0,1 ml des dilutions 10
-1

, 10
-2

 et 10
-3

 sur le milieu de culture sélectif King B (KB) 

(King et al., 1954) (Annexe 1). Ces bactéries apparaissent fluorescentes sur ce milieu sous 

UV à 365 nm avec une fluorescence qui varie du bleu vers le jaune verdâtre selon l’espèce 

bactérienne.  
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b- Isolement à partir du RH 

Le système racinaire (racines principales et secondaires) débarrassé du SR est coupé en 

morceaux d’environ 2 à 3 cm. Un gramme de ces fragments racinaires est placé dans une fiole 

stérile de 100 ml contenant 10 ml d’EPS. Puis soumis à une agitation dans un bain-marie à 

température ambiante pendant 2 h. Les racines sont ensuite enlevées et une série de dilutions 

décimales est réalisée à partir de l’eau de lavage. Les isolements et les dénombrements sont 

alors effectués comme décrit précédemment sur deux milieux gélosés : 

 NBY pour la flore bactérienne totale. 

 KB pour les PF. 

c- Isolement à partir de l’ER 

Les morceaux de racines lavés et débarrassés du RH sont désinfectés par trempage dans 

une solution d’hypochlorite de sodium 2,5 % pendant 3 mn (Mew and Rosales, 1986). Après 

désinfection et lavage trois fois avec de l’eau distillée stérile (EDS), un gramme de morceaux 

de racines est macéré dans un mortier stérile avec 10 ml d’EPS. Une série de dilutions 

décimales est préparée à partir du broyat racinaire. Les isolements et les dénombrements sont 

effectués de la même manière qu’auparavant mais avec les dilutions de 10
0
, 10

-1
 et 10

-2
 pour 

l’ensemencement du milieu KB et de 10
-1

, 10
-2

 et 10
-3

 pour celui de NBY (Tableau III.1). 

Tous les ensemencements sont répétés trois fois et les boites sont incubées à 26°C pendant 24 

à 48 h. les résultats sont exprimés en ufc g
-1

 du sol sec pour SR et en ufc g
-1

 du poids des 

racines fraiches pour RH et ER. 

Tableau III.1 : les dilutions utilisées pour chaque milieu de culture 

 SR RH ER 

Milieu KB 10
-1 10

-2 10
-3 10

-2 10
-3 10

-4 10
0 10

-1 10
-2 

Milieu NBY 10
-4 10

-5 10
-6 10

-4 10
-5 10

-6 10
-1 10

-2 10
-3 

 

1.3- Purification et conservation des PF 

Les colonies développées  sur milieu KB et produisant une fluorescence jaune verdâtre 

sont repiquées deux fois sur le même milieu. Chaque isolat est affecté d’un code de référence 

puis conservé à 4°C sur le milieu YDC (Yeast Dextrose Carbonate agar) (Annexe 1) (Jiménez 
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et al, 2004).  Pour une conservation  à moyen et  à long terme, les isolats  sont  maintenus à    

-80°C dans du glycérol 40% (Parke et al, 1986 ; Weller et al, 1988).  

2- Sélection in vitro des PF antagonistes 

La méthode utilisée est celle du contact direct sur milieu gélosé décrite par Boudyach 

(2004).  

2.1- Préparation des cultures des PF 

Après rajeunissement des cultures bactériennes conservées sur milieu LG (Annexe I), 

des suspensions sont préparées dans l’EPS puis ajustées à~ 10
8 

ufc.ml
-1

. Des aliquotes de 0,1 

ml de chaque suspension bactérienne sont déposés au centre d’une boite de Pétri contenant le 

milieu gélosé NBY. Ensuite, les boites sont pré-incubées pendant 24 h à 26°C. 

2.2- Préparation de l’inoculum de C. m. subsp. michiganensis 

Lors de cette étude qui a été entreprise avant l’isolement de nos propres isolats du 

pathogène, on a utilisé l’isolat de référence CmmH195 de C. m. subsp. michiganensis. En fait, 

cet isolat a été obtenu au laboratoire de phytobactériologie du complexe horticole de l’IAV 

Hassan II d’Agadir à partir de plants de tomate (Boudyach et al. 2004). Le pouvoir pathogène 

de cet isolat est maintenu par passage régulier sur plante (inoculations des feuilles puis ré-

isolements) (Boudyach et al. 2004). Une jeune culture est obtenue sur milieu gélosé NBY 

après incubation à 26°C pendant 48 h. A partir de cette culture, une suspension est préparée 

dans l’EPS et ajustée à ~ 10
8 

ufc.ml
-1

 (DO = 0,46 à 660 nm d’après Umesha, 2006). 

2.3- Evaluation de l’antagonisme in vitro par contact direct 

Après 24 h d’incubation, la suspension du pathogène préparée est pulvérisée sur les 

boites contenant les isolats de P. spp. fluorescents au centre. Après une ré-incubation à 26°C 

pendant 24 à 48 h, on mesure les diamètres des zones inhibition (ZI). 

2.4- Sélection, purification et conservation des antagonistes potentiels  

Les isolats bactériens qui ont donné des zones d’inhibition (ZI) supérieures ou égales à 

2 mm sont sélectionnés. Les antagonistes sont classés selon le diamètre des ZI en groupes 

aléatoires. La pureté des isolats retenus est examinée par observation microscopique des 

frottis colorés (Gram et Bleu de méthyle). Tous les isolats antagonistes purifiés sont conservés 

comme décrit précédemment. 
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3- Evaluation de la colonisation racinaire par les antagonistes sélectionnés 

3.1- Préparation des mutants résistants aux antibiotiques 

L’étude de la colonisation des racines de plantes dans un substrat non stérile nécessite 

l’utilisation de bactéries marquées pour faciliter leur suivi et leur ré-isolement. Le marquage 

des bactéries par la résistance spontanée aux antibiotiques est une technique très utilisée par 

les chercheurs en microbiologie du sol. C’est dans ce cadre que des mutants spontanés 

résistants aux antibiotiques sont préparées à partir des meilleurs (42) isolats antagonistes 

retenus lors du screening à base de l’antibiose in vitro (Tableau III.2).  

La méthode décrite par Kloepper et al. 1980 est adoptée, avec quelques modifications, 

pour le marquage des isolats avec la résistance aux antibiotiques. Chaque isolat est soumis à 

des repiquages successifs sur le milieu KB additionné des quatre antibiotiques de marquage 

suivants: 

 La rifampicine à 100 µg ml
-1 

;  

 L’acide nalidixique à 100 µg ml
-1 

; 

 L’ampicilline à 100 µg ml
-1 

et 

 Le chloramphénicol à 30 µg ml
-1

. 

Pour prévenir les contaminations par les champignons, le milieu de culture est 

additionné de cycloheximide à 100 µg ml
-1

. Juste après l’autoclavage du milieu de culture 

KB, les antibiotiques et l’antifongique stérilisés par filtration y sont ajoutés pour avoir les 

concentrations requises précitées. Le milieu de culture, ainsi préparé, a été par la suite 

distribué dans des boites de Pétri. Après solidification, le milieu de culture est ensemencé à 

raison de trois boites par antagoniste. Par la suite, les boites sont incubées à 26°C pendant 24 

à 48h. Les colonies qui poussent sont repiquées, trois fois successives, sur le même milieu 

avant d’être conservées au glycérol 40% à -25°C. Il faut noter que la stabilité de l’activité 

antagoniste des mutants est testée après marquage par la résistance aux antibiotiques.  

 

3.2- Préparation et bactérisation des semences  

Les semences de tomate (cv. Clause 27, France) sont désinfectées par trempage pendant 

3 min dans une solution d’hypochlorite de sodium 2,5% (Mew and Rosales, 1986). Les 

semences, ainsi désinfectées, sont lavées à l’eau du robinet pour enlever toute trace 

d’hypochlorite de sodium. Elles sont ensuite séchées à température ambiante au laboratoire 

pendant 12 h. Des suspensions des 42 isolats antagonistes marquées par la résistance aux 

antibiotiques sont préparées, à partir de jeunes cultures de 24 h, dans l’EDS et additionnées du 
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Xanthan gum 0.5% stérile pour avoir une concentration finale de 10
8 

ufc ml
-1

 (DO = 0,5) 

(Boudyach et al. 2001). Les semences de tomate préalablement désinfectées et séchées sont 

ajoutées au mélange « adhésif-bactérie » à raison de 0,25 g par 10 ml de mélange. Après 30 

mn d’agitation sur agitateur magnétique, les semences bactérisées sont récupérées et séchées à 

l’air libre durant une nuit. 

3.3- Préparation du substrat et semi des graines bactérisées 

Des terrines (77 alvéoles chacune) sont désinfectées à l’eau de javel 10% puis rincées 

abondamment à l’eau du robinet. Elles sont ensuite séchées et remplies d’un mélange sable-

tourbe (1 : 2, v : v). Les semences bactérisées sont semées, à raison d’une graine par alvéole, 

et recouvertes d’une fine couche de substrat. Des témoins constitués de semences désinfectées 

et traitées uniquement au Xanthan 0,5% sont semées comme précédemment. Les terrines sont 

placées, par la suite, dans une serre expérimentale avec une photopériode de 12 h, une T° max 

de 28°C, une T° min de 10°C et une humidité relative (HR) de 80%. Elles sont arrosées 

chaque deux jours et fertilisées chaque semaine avec une solution nutritive commerciale 

(NPK 20-20-20, Poni France). Tous les traitements sont répétés 12 fois (trois blocs aléatoires 

de 4 répétitions chacun).  

3.4- Evaluation de la colonisation des racines 

Après deux semaines, stade deuxième vraie feuille, les plantules correspondant à chaque 

traitement sont délicatement dégagées du substrat. Les racines sont agitées afin de les 

débarrasser des gros débris du substrat. Chaque racine est ensuite coupée en trois fragments 

sensiblement égaux à l’aide d’un bistouri stérile. Les fragments de racines sont soigneusement 

étalés sur le milieu de culture KB
+
 (KB additionné des antibiotiques de marquage et d’un 

antifongique). Les boites sont incubées, par la suite, à 26°C durant 48 h. la colonisation des 

racines par les antagonistes introduits est évaluée à l’œil nu, en recherchant le développement 

de manchons bactériens autour des fragments racinaires, sous UV à 365 nm pour confirmer la 

fluorescence. Le pourcentage des plantules avec racines colonisées est aussi déterminé pour 

évaluer qualitativement la colonisation des racines par les antagonistes.  

4- Evaluation du contrôle du chancre in vivo 

4.1- Test des cotylédons 

Ce test est utilisé pour le screening des souches de C. m. subsp. michiganensis en se 

basant sur l’évaluation de leur pathogénie (Chaldecott et Preece, 1983). Nous avons adopté ce 

test pour réaliser un screening rapide des souches de Pseudomonas spp. fluorescents 
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sélectionnées, basé sur la réduction de l’incidence du dessèchement des cotylédons. Le test est 

réalisé avec des plantules âgées de quatre jours (après la germination des semences). La tige 

au dessus des cotylédons de chaque plantule est coupée avec une paire de ciseaux désinfectés 

et préalablement trempés dans une suspension (10
8
 ufc.ml

-1
) de l’isolat pathogène Cmm JS07. 

Une heure après inoculation avec le pathogène, une goutte d’une suspension (10
8
 ufc.ml

-1
) de 

chaque isolat, des 42 isolats déjà utilisés lors du screening précédent, est déposée à la surface 

de la section de la tige. Des plantules inoculées avec l’EDS seulement (témoin négatif) ou 

avec le pathogène seul (témoin positif) sont également préparées. Les traitements sont répétés 

quatre fois et l’expérience trois fois. Les signes du dessèchement des cotylédons sont 

recherchés durant quatre semaines. Ensuite, on réalise une estimation de l’incidence du 

desséchement (ID) et on estime le pourcentage de réduction (RD) de ce dessèchement pour 

chaque isolat par rapport au témoin et ce en utilisant les formules suivantes : 

ID (%) = (nombre des cotylédons desséchés / nombre total des cotylédons) x 100 

RD (%) = [(ID témoin - ID traitement)/ ID témoin] x 100 

4.2- Contrôle du chancre en pots sous serre 

La méthode décrite par Boudyach et al. (2001) modifiée a été adoptée. Des semences 

de tomate de la variété sensible Daniella (Espagne) ont été bactérisées comme décrit 

précédemment avec les huit isolats (RN58, RN63, RN69, RN42b, RN53b, RN130, RN47e et 

RN39e) retenus lors du test des cotylédons. Les semences bactérisées sont semées dans des 

terrines alvéolées désinfectées et remplies d’un mélange de tourbe et de sable (2 : 1 / v : v) à 

raison d’une semence par alvéole. Des semences non bactérisées sont utilisées comme 

témoins. Les essais ont été menés dans une serre expérimentale, au complexe horticole de 

l’IAV Hassan II Aït Melloul, avec une photopériode de 12h, une température minimale de 

10°C, une température maximale de 28°C et une HR de 80%. Les plantules sont arrosées 

chaque deux jours et fertilisées une fois par semaine avec la solution commerciale Poni NPK 

(20-20-20, Poni, France).  

L’inoculation du substrat avec le pathogène est réalisée avec une suspension (10
8 

ufc 

ml
-1

) de C. m. subsp .michiganensis (isolat JS07). Cette suspension préparée à partir d’une 

jeune culture sur milieu NBY est mélangée avec le substrat (mélange de sable fin de la région 

du Souss-Massa Draa et la tourbe fine dans les proportions (1 : 2 / v : v). La concentration de 

Cmm est d’environ 10
8
 ufc.g 

-1
 du sol. Le substrat, ainsi préparé, est distribué dans des pots en 
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plastique à raison de (4 l / pot) et couvert d’une couche de cinq centimètres de substrat non 

infecté. Les plantules issues des semences bactérisées, au stade 3
ème

 vraie feuille, sont 

délicatement retirées des terrines et transplantées dans les pots préalablement préparés (une 

plantule par pot). Seules les racines sont en contact avec le substrat infecté. Juste avant la 

transplantation, les racines sont trempées pendant trois min dans la suspension (10
8
 ufc.ml

-1
) 

du même isolat antagoniste utilisé pour la bactérisation des semences (renforcement de la 

bactérisation). Tous les traitements sont répétés dix fois et l’expérience est répétée quatre fois. 

Dans le but de minimiser l’effet de l’environnement, les pots sont placés en quatre blocs 

aléatoires. Le suivi de l’apparition des symptômes dure 12 semaines. L’estimation de 

l’incidence de la maladie (IM) ainsi que de la réduction de cette incidence (RI) par les 

traitements est faite en calculant le pourcentage des plants avec symptômes dans chaque 

répétition dans chaque bloc et de chaque traitement en adoptant les formules suivantes : 

IM (%) = (nombre de plants avec symptôme / nombre total de plants) x 100 

RI (%) = [(IM témoin - IM traitement)/ IM témoin] x 100 

Chaque plant montrant les symptômes du chancre bactérien a fait l’objet d’un ré-

isolement de l’agent pathogène sur le milieu SCM (Fatmi et Schaad, 1988). 

4.3- Contrôle du chancre dans les conditions de production de la tomate  

4.3.1- Bactéries utilisées 

Deux isolats de Pseudomonas spp. fluorescents sont utilisés lors de cette étude à savoir 

RN 39e et RN 69. Ces deux isolats présentent une action inhibitrice significative vis-à-vis de 

l’agent du chancre bactérien de la tomate aussi bien in vitro qu’in vivo (en pots sous serre). 

L’isolat Cmm JS07 est utilisé comme agent pathogène. Tous ces isolats appartiennent à la 

collection bactérienne, conservée au glycérol à -25°C, du LBVRN de la faculté des Sciences 

d’Agadir, Maroc. 

Avant leur utilisation, les isolats bactériens sont rajeunis dans un bouillon KB (King et 

al. 1954) pour les Pseudomonas spp. fluorescents et dans le bouillon NBY pour le pathogène 

avant d’être cultivés sur les milieux gélosés (KB ou NBY). Les jeunes colonies bien 

individualisées (24h) ont servi à la préparation des suspensions bactériennes (10
8 

ufc.ml
-1

). 
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4.3.2- Production de semences de tomate contaminées par C. m. subsp.  

michiganensis et inoculation de la serre d’essai 

Le but de cette étape est l’obtention de semences contaminées et l’inoculation du sol de 

la parcelle d’essai avec les débris provenant d’une culture de tomate artificiellement infectée 

par le pathogène responsable du chancre bactérien. Cet essai a été réalisé à la ferme El Baraka 

à Tifnite au sud d’Agadir.  Une serre dont la superficie est d’environ 500 m
2
 a été réservée 

pour cet essai (Figure III.1). 

 

Figure III.1 : Serre utilisée pour la réalisation du test in 

vivo avec les deux meilleurs isolats RN69 et RN 39e. 

 

Au préalable, le sol de la parcelle a été préparé pour la plantation de la tomate. Des 

plantules de tomate, var. Assala, sont transplantées dans la serre. Les trous de transplantation 

sont infectés avec 100 ml d’une suspension (10
8 

ufc.ml
-1

) du pathogène préparée comme 

décrit précédemment et ce juste avant la transplantation. Au stade 4
ème

 bouquet, on renforce 

l’infection des plants par injection de 100 µl de la suspension du pathogène, à la même 

concentration, à l’aisselle des feuilles et des pédoncules floraux. Après cinq mois du début de 

l’essai, les flétrissements unilatéraux apparaissent avec quelques fruits qui portent des taches 

blanchâtres. Un mois après, les symptômes du chancre deviennent bien visibles. En effet, on 

observe un flétrissement généralisé, un brunissement des tissus vasculaires, des chancres 

ouverts sur les tiges et des taches en œil d’oiseaux sur les fruits (Figure III.2). A ce stade, les 

plants sont privés d’eau et laissés dessécher. Après récupération des fruits, on procède à 

l’inoculation du sol par labour de la parcelle et enfouissement des débris des plantes infectées 
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par C. m. subsp. michiganensis. Il est important de noter que l’agent pathogène a été ré isolé 

aussi bien à partir des débris de plantes qu’à partir des graines issues des fruits. 

 
Figure III.2 : Les symptômes du chancre bactérien de la tomate. A : 

Flétrissement unilatéral d’un plant. B et C : Flétrissement généralisé de toute la 

plante. D : Brunissement et nécroses des bordures des feuilles. E : Chancres sur 

tiges. F : Brunissement des tissus vasculaires. G : petites taches blanches en œil 

d’oiseau sur fruit. (Photos prises par l’équipe de phytopathologie et lutte Intégré, 

Faculté des sciences Agadir lors de ce travail). 
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4.3.3- Bactérisation des semences par les antagonistes 

Des semences de tomate var. Daniella (Espagne) sont mises dans des erlenmeyer 

contenant les suspensions bactériennes mélangées avec un adhésif (méthylcellulose 20%) 

(v:v). Les préparations sont placées sous agitation pendant 2h puis séchées sous une hotte à 

flux laminaire pendant une nuit. Trois traitements différents sont utilisés : 

 Semences bactérisées avec l’isolat RN 39e
 
; 

 Semences bactérisées avec l’isolat RN 69 ; 

  Semences bactérisées avec une mixture (v/v) des deux isolats. 

4.3.4- Semis des graines et conditions de culture 

Les graines correspondant à chaque traitement sont semées dans des terrines alvéolées 

soigneusement lavées et désinfectées à l’eau de Javel (solution commerciale 12%) puis 

remplies avec un mélange sable- tourbe (1/2 : v /v). Les terrines sont étiquetées et placées 

dans une chambre de culture à conditions contrôlées avec arrosage tous les deux jours et 

fertilisation, avec la suspension commerciale Poni NPK (20 : 20 : 20, France), une fois par 

semaine. Le témoin comporte des graines non bactérisées qui sont semées dans les mêmes 

conditions. Au stade deuxième vraie feuille, les plantules sont retirées délicatement des 

alvéoles et les mottes sont trempées dans les suspensions bactériennes des antagonistes (10
8
 

ufc.ml
-1

) fraichement préparées avant d’être transplantées dans la serre préalablement 

préparée. 

4.3.5- Conduite de l’essai in vivo 

Avant la transplantation, le système d’irrigation ainsi que le paillage plastique sont 

refaits. Les plantules de chaque traitement, préparées comme décrit précédemment, sont 

transplantées dans la serre infectée. Deux autres apports des suspensions antagonistes sont 

réalisés à une semaine d’intervalle après la transplantation pour renforcer la bactérisation. En 

effet, un volume d’environ 100 ml de chaque suspension (10
8
 ufc.ml

-1
) est versé au voisinage 

des racines au niveau des points de transplantation. L’unité expérimentale est constituée de 

quatre blocs aléatoires. Chaque bloc compte trois traitements et un témoin. Chaque traitement 

est répété quatre fois avec dix individus dans chaque répétition. Après 15 jours, dix plantules 

de chaque traitement sont prises au hasard pour évaluer les différentes variables mesurables à 

savoir, le diamètre au collet, le poids sec (des racines et des tiges), le poids frais des plants 

ainsi que leur hauteur. Après un mois, on refait les mêmes mesures avec d’autres plants. 

L’essai a duré trois mois. L’estimation de l’incidence de la maladie (IM) ainsi que de la 
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réduction de cette incidence (RI) est faite selon les mêmes formules citées auparavant. Pour 

confirmer l’attaque par C. m. subsp. michiganensis, un ré-isolement du pathogène a été fait à 

partir des plants avec symptômes et ce en utilisant le milieu semi sélectif SCM (Fatmi et 

Schaad, 1988). 

5- Effet de certains facteurs abiotiques sur la croissance des isolats RN 39e et RN 69 

L’objectif de cette étude est de déterminer l’effet de certains facteurs abiotiques tels 

que la température, le pH et la pression osmotique sur la croissance et la survie des deux 

isolats de Pseudomonas spp. fluorescents RN39e et RN69 sélectionnés pour la lutte 

biologique contre le chancre bactérien de la tomate. Les résultats de cette étude permettront de 

déterminer les conditions optimales pour l’application de ces antagonistes dans les systèmes 

naturels de production de la tomate et d’évaluer approximativement le degré d’adaptation de  

ces isolats aux exigences de culture de la tomate. 

5.1- Préparation de l’inoculum  

Pour la préparation de l’inoculum, les isolats bactériens ont été mis en culture sur  

milieu NBY (Schaad, 1988) en tubes inclinés. Les tubes inoculés sont incubés à 26°C pendant 

24 h. La crème bactérienne a été ensuite mise en suspension dans l’EDS et la concentration 

est ajustée à 10
9
 ufc.ml

-1
. 

5.2- Etude de l’effet de la température 

L’effet des températures 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 et 65°C sur la 

croissance et la survie des antagonistes a été évalué. Des tubes à essai contenant 3,5 ml de 

bouillon nutritif ont été inoculés séparément avec chacun des deux isolats de manière à avoir 

une concentration finale d’environ 10
8
 ufc.ml

-1
. Ces tubes sont agités au vortex puis incubés 

pendant 48 h dans un incubateur sous agitation ; à la température appropriée. Le témoin est 

représenté par des tubes non inoculés. Six tubes ont été utilisés par isolat et par température. 

L’effet de la température est ensuite estimé par la mesure de la densité optique (DO) à 640 nm 

après 48 h d’incubation. 

Pour s’assurer de la pureté et la viabilité des bactéries, des boites de Pétri contenant le 

milieu KB ont été ensemencées avec des inoculas pris de chaque tube juste avant la mesure de 

DO. Les boites sont incubées à 26°C et la croissance et la pureté sont évaluées après 48 h. 
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5.3- Etude de l’effet du pH 

Différents milieux de cultures dont les pH varient entre 3 et 11 ont été préparés en 

utilisant des tampons appropriés. Les pH de ces milieux ont été vérifiés et ajustés après 

autoclavage et juste avant l’incubation des cultures. Les tubes inoculés sont incubés  à 26°C 

sous agitation. La survie et la croissance des  isolats bactériens ont  été évaluées après 48 h 

par lecture de la DO à 640 nm. Le tube témoin contient le tampon au pH approprié sans 

inoculat. Pour s’assurer de la pureté et de la viabilité des bactéries, des ensemencements du 

milieu KB ont été effectués à partir de chaque tube à raison de trois boites par tube. Ces boites 

sont ensuite incubées à 26°C pendant 48 h. 

5.4- Etude de l’effet des sels (NaCl, KCl et Na2SO4) 

Pour évaluer la résistance osmotique des antagonistes retenus, trois sels (NaCl, KCl et 

Na2SO4) sont testés séparément aux concentrations de 2,5 ; 5 ; 7,5 et 10 % (w/v). Il faut noter 

que le pH du milieu est ajusté à 6,5. Les isolats antagonistes RN39e et RN69 sont mis en 

culture dans des tubes contenant 4,5 ml du bouillon nutritif additionné séparément par les 

trois sels aux concentrations précitées à raison de six tubes par isolat et par concentration. 

Après 48 h d’incubation à la température ambiante, la DO à 640 nm de chaque tube est 

mesurée. Pour s’assurer de la pureté et de la viabilité des bactéries, des ensemencements du 

milieu KB ont été effectués à partir de chaque tube à raison de trois boites par tube. Les boites 

sont ensuite incubées à 26°C pendant 48 h. 

6- Analyses statistiques 

Les données de la colonisation sont analysées avec le test de Newman et Keuls après 

la transformation des pourcentages en khi carré. L’évaluation statistique des données 

recueillies lors du test des cotylédons est réalisée avec le test de Dunnet à P=0.01. L’incidence 

de la maladie pour l’essai en pots sous serre est analysée avec une ANOVA à un seul facteur 

avec P≤0.01. Ces analyses statistiques sont menées avec le logiciel Sigma Stat, Inc., Log. 

Labo, SYSTAT.  

Les résultats de l’essai in vivo des deux isolats antagonistes RN 39e et RN 69 sont 

analysés statistiquement avec une ANOVA et des comparaisons des moyennes. Les densités 

optiques sont des moyennes de six valeurs et les moyennes sont analysées avec le test de 

Newman et Keuls avec P=0.05. Le logiciel Statistica version 6 est utilisé pour la réalisation de 

ces dernières analyses statistiques. 
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III-Résultats et Discussion 

1- Dénombrement des Pseudomonas fluorescents et de la flore totale  

Le dénombrement des populations bactériennes provenant des différents sites étudiés a 

été réalisé. Le nombre des bactéries cultivables totales est significativement supérieur à celui 

des Pseudomonas spp. fluorescents dans tous les échantillons. Les chiffres rapportés ici sont 

inférieurs à ceux obtenus par d'autres auteurs (Sutra et al. 2000). Toutefois, les pourcentages 

de Pseudomonas spp. fluorescents par rapport à l’ensemble des bactéries cultivables isolées 

du SR et du RH (7 et 20 %, respectivement) (Figure III.3) sont semblables à ceux observés 

chez d’autres plantes, telles que le bananier et le riz. Vlassak et al. (1992) ont étudié les 

populations bactériennes dans différentes parties de la rhizosphère du riz et de la banane au 

Sri Lanka. Ils ont trouvé que pour le riz, le nombre total des bactéries aérobies cultivables et 

celui de la population des bactéries fluorescentes étaient plus élevés dans le rhizoplan que 

dans l’exorhizosphere (sol rhizosphérique dans notre cas). Cependant, l'inverse a été observé 

pour le bananier. En effet, ils rapportent que le pourcentage des bactéries fluorescentes était 

significativement plus élevé sur le bananier (10,8%) que sur le riz des zones humides et 

sèches de Sri Lanka (4,3% et 2,7%, respectivement). Dans la fraction endorhizosphérique  du 

riz, les populations bactériennes ont été très faibles et les bactéries fluorescentes étaient 

complètement absentes.  

 
Figure III.3: Dénombrement des PF et de la flore bactérienne cultivables dans le sol 

rhizosphérique (SR), le rhizoplan (RH) et l’endorhizosphère (ER). * : par gramme de sol 

sec pour le SR et par gramme de racines fraiches pour RH et ER. (Amkraz et al. 2010) 

 

Comme il a été rapporté par Boubyach et al. (2001), les Pseudomonas spp. fluorescents 

sont principalement isolés du RH. Dans notre étude, nous avons isolé 303 Pseudomonas spp. 

fluorescents dont 44 % ont été isolés du RH, 31 % du SR et 25 % de l'ER (Figure III.4). Ces 
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pourcentages sont parfaitement conformes à ceux rapportés dans la littérature. En effet,  

Hagedorn et al. (1989) ont dénombré les rhizobactéries du sol rhizosphèrique et du rhizoplan 

des plants de coton à différents stades de croissance de ces plants. 1000 isolats ont été 

identifiés au niveau du genre et caractérisés pour le contrôle de Pythium ultimum et 

Rhizoctonia solani. Les plants de coton ont d'abord été colonisés par des bactéries de 

nombreux genres, et les populations atteignent rapidement 10
8
 ufc g

-1
 de tissu racinaire. 

D’après les résultats de ces auteurs, les Pseudomonas spp. fluorescents ont été les plus 

représentées des rhizobactéries et ont fourni le plus grand nombre d’isolats antifongiques. 

Cependant, les résultats relatifs à l'abondance des bactéries dans les sols doivent être 

interprétés avec précaution. Une haute variabilité a été observée en dénombrant les 

Pseudomonas spp. fluorescents dans plusieurs échantillons du même sol (Sutra et al. 2000). 

Cette variabilité pourrait être la conséquence de pratiques culturales et/ou de l'utilisation des 

produits chimiques (Sutra et al. 2000). Généralement, l’abondance des rhizobactéries dans le 

SR est liée à la présence des exsudats racinaires autour des racines ; ce qui favorise la 

multiplication bactérienne. Le passage vers le rhizoplan puis vers les tissus internes des 

racines est marqué par une diminution nette des populations bactériennes. Seuls les 

microorganismes résistants aux conditions extrêmes peuvent se maintenir et nicher au niveau 

du RH et ER. C’est pour cette raison que le choix d’un potentiel agent de contrôle biologique 

se fait généralement parmi les microorganismes qui colonisent bien le RH et l’ER. A peu près 

70% des Pseudomonas spp. fluorescents que nous avons isolés sont originaires de ces deux 

compartiments (Figure III.4) ; ce qui en fait des cibles potentiellement intéressantes pour la 

recherche et l’isolement d’un agent de contrôle biologique. 

 

Figure III.4: Répartition des Pseudomonas spp. fluorescents selon leur origine. 

RS : sol rhizosphérique, RH : rhizoplan et ER : endorhizosphère. 
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L'étude réalisée par Lamari et Sabaou (1993) portait sur la distribution quantitative et 

qualitative de la population bactérienne dans la rhizosphère de deux cultivars de palmier 

dattier, l'un résistant et l'autre sensible à la fusariose, ainsi que sur le pouvoir antagoniste de 

ces bactéries envers l'agent pathogène, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis. Ces auteurs ont 

constaté que le cultivar sensible stimule davantage la croissance des bactéries dans la zone 

externe des jeunes racines par rapport  au cultivar résistant. L’identification des 665 isolats 

leur a permis de définir deux principaux genres : Pseudomonas et Bacillus. D’autres bactéries 

du groupe des corynéformes telles que Arthrobacter, Brevibacterium et Pimelobacter figurent 

parmi leur collection. Des différences dans la composition en genres et en espèces sont notées 

entre les cultivars. Ces différences varient suivant le type de racines (jeunes ou âgées) et la 

zone racinaire considérée (externe ou interne). En effet, dans la zone externe, Pseudomonas 

caryophylli et Pseudomonas gladioli sont plus abondants chez le cultivar sensible. Dans 

l'endorhizosphère, Bacillus firmus est nettement plus fréquent chez le cultivar résistant, et 

Pseudomonas fluorescens biovar II chez le cultivar sensible. Des différences sont également 

notées dans les pourcentages de bactéries antagonistes de F. o. albedinis (Lamari et Sabaou, 

1993). Cette étude confirme bien nos résultats ainsi que ceux rapportés par de nombreux 

auteurs et selon lesquels les plantes seraient capables de contrôler les populations bactériennes 

de leur propre rhizosphère voir même de définir les groupes taxonomiques qui y domineraient 

(Hagedorn et al. (1989). Lors d’une étude plus récente Berg et al. (2005) confirment ces 

mêmes constats en montrant que la rhizosphère et le rhizoplan abritent le plus grand nombre 

d’antagonistes par rapport aux autres compartiments analysés (phylosphère et endosphère). La 

représentativité des Pseudomonas spp. fluorescents parmi les isolats bactériens antagonistes 

isolés est sans équivoque. En effet, 69 Pseudomonas putida (20 %) sont recensés parmi les 

349 antagonistes obtenus. 

 

2- Screening des isolats de Pseudomonas à base de leur antagonisme in vitro 

Tous les Pseudomonas spp. fluorescents isolés (303) ont inhibé in vitro la croissance de 

l’isolat de référence H195 de C. m. subsp. michiganensis. Rappelons que 210 isolats ont été 

obtenus à partir des racines de tomate (RH + ER). Le diamètre des zones d’inhibition (ZI) 

oscille entre 2 et 40 mm sur le milieu NBYA. Un total de 62 isolats ont développé des zones 

d'inhibition entre 20 et 40 mm, 174 isolats ont présenté des zones d'inhibition allant de 10 à 

20 mm et 67 avaient des zones d'inhibition qui varient entre 2 et 10 mm (Tableau III.2). Bien 

que certains auteurs avancent qu'il n'y a aucune corrélation entre l'antagonisme in vitro et le 
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contrôle des maladies des plantes in vivo (Barnett et al., 1999) ; d’autres chercheurs ont 

montré clairement qu'une zone d'inhibition supérieure ou égale à 13 mm constitue un très bon 

critère pour l’isolement in vitro de bactéries antagonistes (Xu et Gross, 1986 ; Boudyach et 

al., 2001 ; Boudyach, 2004). Selon ce critère, plus que la moitié de notre collection peut être 

soumise à la sélection in vitro.  

Tableau III.2: Répartition des Pseudomonas spp. fluorescents antagonistes selon 

leur origine et leur groupe d’inhibition. 

 Groupes I II III   

  20≤ ZI≤ 40 10≤ ZI<20 2 ≤ZI<10   

Origine     Total % 

SR    22 58 13 93 30,7 

RH  11 82 41 134 44,3 

ER  29 34 13 76 25 

Total  62 174 67 303 100 

%  20,5 57,5 22 100  

 

Nous avons remarqué la présence de deux types de zones d’inhibition. Ainsi, ces zones 

peuvent présenter un aspect net et bien défini ou alors mal délimité et progressif (Figure 

III.5). En effet, certains isolats bactériens forment des zones bien délimitées (isolat RN 47e) 

alors que d’autres induisent des zones diffuses (isolat RN 63). Cette différence peut être 

expliquée par la production, par les antagonistes, de molécules différentes dans le milieu et 

ayant des modes d’action différents vis-à-vis du pathogène. Les Pseudomonas spp. 

fluorescents antagonistes sont en effet connues pour être productrices d’une panoplie de 

molécules inhibitrices qui leur confèrent leur caractéristiques d’agents potentiels de contrôle 

biologique de plusieurs phytopathogènes et agents délétères des cultures. Cette production des 

molécules inhibitrices impliquées dans l’antibiose in vitro constitue le premier critère ciblé 

dans un travail de recherche et de screening des rhizobactéries agents potentiels du contrôle 

biologique de divers pathogènes par plusieurs équipes de recherche. Berg et al. 2005 ont 

montré que parmi 2468 isolats bactériens récupérés à partir de la rhizosphère, l’endo-

rhizosphère et la phyllo-sphère des plants de pomme de terre, 14.4% (349 isolats) ont une 

activité antifongique envers deux champignons : R. solani et V. dahliae. Dans notre étude, le 
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nombre isolé est de 303 Pseudomonas spp. fluorescents et tous ces isolats ont une activité 

antibactérienne in vitro.  

 

 

Figure III.5: Inhibition de la croissance de C. m. subsp. michiganensis en 

présence de deux isolats de Pseudomonas spp. fluorescents RN 63 (A) et RN 47e 

(B) sur  milieu NBYA à 26°C après 4 jours de co-culture. 

 

3- Colonisation des racines par les Pseudomonas spp. fluorescents sélectionnés 

A partir des isolats sauvages de Pseudomonas spp. fluorescents antagonistes 

sélectionnés, quarante deux mutants marqués par la résistance aux antibiotiques ont été 

obtenus. Tous les isolats testés colonisent le système racinaire des plants de tomate en 

formant des manchons qui couvrent le système racinaire des plantules. Ces manchons 

bactériens apparaissent continus autours des fragments des racines (Figure III.6). Il faut noter 

qu’ils apparaissent fluorescents sous UV à 365 nm. 

 
Figure III.6 : Colonisation des racines des plantules de tomate par un isolat de 

Pseudomonas spp. fluorescent antagoniste de C. m. subsp. michiganensis. 

Observation sous lumière naturelle. 



 

Chapitre III : Isolement, sélection et évaluation de l’efficacité des Pseudomonas antagonistes in vivo 

Amkraz 2013   Thèse de Doctorat 

90 

Le potentiel colonisateur des isolats testés varie en termes de pourcentage de plantes 

colonisées (Figure III.7). L’analyse des résultats illustrés sur cette figure révèle que parmi 

l’ensemble des isolats testés, un groupe de 28 isolats a pu coloniser la totalité du système 

racinaire de 100% des plantules. Dix isolats ont réussi à coloniser la racine principale et les 

racines latérales de 75 % des plantules. Alors qu’un seul isolat ne présente ce potentiel que 

pour 50 % des plants testés. Enfin, les trois derniers isolats n’arrivent à coloniser la racine 

principale et les racines latérales que chez 25 % de plants. L’analyse statistique montre qu’il 

n’y a pas de différence significative entre les isolats testés. On peut donc en conclure que tous 

les isolats testés se sont parfaitement adaptés au système racinaire de la tomate et peuvent 

donc être considérés comme de bons colonisateurs de ces racines.  

 

Figure III.7 : Colonisation racinaire (pourcentage des plantules avec racines colonisées) par 

les Pseudomonas fluorescents. Les barres avec les mêmes lettres ne sont pas 

significativement différentes à P ≤ 0.05 (Amkraz et al. 2010). 

 

Weller (1988) avait décrit un bon agent colonisateur comme étant celui qui arrive à 

coloniser toutes les parties du système racinaire tout en restant pendant plusieurs semaines en 

présence de la microflore naturelle du sol. Justement, notre expérience a été conduite dans un 

sol naturel (sable fin de la vallée du Souss-Massa Draa) dans le but d’évaluer l’aptitude des 

bactéries sélectionnées à confronter la microflore naturelle. Schorth et Hancock (1982) ont 

rapporté que seulement 2 à 5 % des bactéries isolées des racines sont capables de coloniser 

efficacement la rhizosphère. Boudyach et al. (2001) ont montré que le pourcentage des 

plantules colonisées varie entre 8 et 90 %. Nos résultats ont révélé que 67% (28/42) des 

mutants résistants aux antibiotiques et presque 12% (28/236) des meilleurs antagonistes (ZI ≥ 
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10mm) colonisent tout le système racinaire. Toutefois, les modalités de colonisation des 

racines par les antagonistes doivent être développées dans d’autres études incluant la 

quantification de la colonisation en fonction de l’âge de la plante, de la variété et de la 

présence ou l’absence du pathogène. Tout ceci dans le but d’optimiser l’efficacité de ces 

antagonistes dans le contrôle biologique du chancre bactérien de la tomate. En effet, Tucci et 

al. (2011) ont démontré que la capacité des souches de Trichoderma à accroître la biomasse 

végétale et à limiter l’infection par B. cinerea, dépend de la variété de la tomate testée. Ainsi, 

pour une même souche de Trichoderma, différents degrés d’efficacité sont observés selon le 

génotype utilisé. Ces auteurs ont montré également que, pour certaines variétés, la présence 

de Trichoderma induit une activation de certaines voies de défense en l’absence du 

pathogène. Face à l’attaque par ce dernier, la réponse de la plante est plus rapide et intense, 

expliquant l’efficacité de la protection. 

 

4- Evaluation du contrôle du chancre in vivo 

4.1- Test des cotylédons 

Le tableau III.3 illustre les résultats obtenus avec les 42 isolats testés. Ces résultats 

montrent que parmi les 42 isolats testés, huit Pseudomonas fluorescents (RN 39e, RN 42b, 

RN 47e,  RN 53b, RN 58, RN 63, RN 69 et RN 130) réduisent significativement l’incidence 

du dessèchement des cotylédons par rapport au témoin. On constate en effet que les plantes 

traitées par les antagonistes repoussent malgré l’infection par le pathogène (Figure III.8). 

Alors que cette incidence de dessèchement des cotylédons atteint 100% dans le cas du témoin 

positif en moins de 4 jours après traitement avec l’EDS, elle ne dépasse pas 50% dans le cas 

des traitements avec les huit antagonistes retenus. Par ailleurs, on doit noter qu’il n’y a pas de 

différence significative entre ces huit isolats à P = 0.01. 

Chaldecott et Preece (1983) ont rapporté que tous les isolats de Clavibacter, testés lors 

de leur étude, développent le symptôme caractéristique après trois jours de leur application 

sur les sections des cotylédons. Ces auteurs ont prouvé que le test des cotylédons peut être 

utilisé pour confirmer le pouvoir pathogène de ce genre bactérien. Nos résultats suggèrent que 

le test des cotylédons peut être considéré comme une technique potentielle pour le screening 

in vivo des bactéries antagonistes avant l’évaluation de leur efficacité in situ (sous serre et/ou 

en plein champ). En effet la capacité d’une bactérie antagoniste de réduire l’incidence du 

dessèchement des cotylédons lui confère certainement plus  de chance d’être un agent efficace 

au champ. 
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Tableau III.3 : Incidence du desséchement des cotylédons (ID) avec les 42 isolats 

antagonistes 

Isolats ID Isolats ID Isolats ID 

Témoin + 100,00 ± 0,0 a RN103 72,23 ± 0,3 a RN27 92,23 ± 0,3 a 

RN58 50.12 ± 0.3 b RN100 80,23 ± 0,5 a RN28 98,23 ± 0,4 a 

RN63 50,23 ± 0,3 b RN145 91,23 ± 0,3 a RN29 89,14 ± 0,5 a 

RN69 50.25 ± 0.3 b RN36 83,43 ± 0,7 a RN95 85,22 ± 0,3 a 

RN130 50.22 ± 0.1 b RN65 86,33 ± 0,6 a RN104 90,23 ± 0,3 a 

RN39e 41.67 ± 0.3 b RN25 80,23 ± 0,5 a RN113 92,23 ± 0,4 a 

RN42b 41.67 ± 0.3 b RN46b 90,23 ± 0,3 a RN99 98,13 ± 0,4 a 

RN47e 33.33 ± 0.1 b RN66 92,23 ± 0,4 a RN91 91,23 ± 0,3 a 

RN53b 41.67 ± 0.4b RN109 78,43 ± 0,7 a RN179 80,23 ± 0,6 a 

RN61 80,23 ± 0,5 a RN163 78,43 ± 0,5 a RN102 87,13 ± 0,5 a 

RN06 78,33 ± 0,7 a RN170 76,43 ± 0,3 a RN96 91,23 ± 0,4 a 

RN30 82,43 ± 0,6 a RN180 80,23 ± 0,6 a RN94 95,13 ± 0,5 a 

RN38 84,53 ± 0,5 a RN119 88,13 ± 0,3 a RN34 87,23 ± 0,4 a 

RN33 91,23 ± 0,6 a RN19 82,23 ± 0,3 a Témoin - 00,00± 0,0 c 

RN53 90,23 ± 0,3 a RN21 78,22 ± 0,3 a   

 

 

Figure III.8 : Schéma d’un bloc du test des cotylédons avec les isolats RN39e, RN130, 

RN42b, RN47e et RN53b. 
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4.2- Contrôle du chancre en pots sous serre 

Au cours de cette expérience, les huit isolats de Pseudomonas spp. fluorescents 

retenus lors de l’essai précédent, sont soumis à un test d’évaluation du contrôle du chancre en 

pots sous serre. Les résultats obtenus  montrent que les symptômes sont observés après 15 

jours dans le cas du témoin infecté. A l’inverse,  ces symptômes n’apparaissent au niveau des 

plantules issues des semences bactérisées et dont les racines ont été traitées  qu’après 70 jours. 

Si on analyse de manière générale la réduction de l’incidence de la maladie, on s’aperçoit que  

tous les isolats testés réduisent significativement l’incidence de la maladie (IM) par rapport au 

témoin (Tableau III.4). En effet, cette incidence dans le cas du témoin est de 65,4 % alors que 

dans le cas des plantes traitées, avec les Pseudomonas fluorescents antagonistes, elle ne 

dépasse pas 25,5 %. Le pourcentage de réduction de cette incidence (RI) par rapport au 

témoin varie entre 61,0 et 83,2 %. Les isolats les plus efficaces sont RN 39e et RN 69 dont 

l’IM était de 13,5 et 11,0 %, respectivement, avec une RI de l’ordre de 79,4 et 83,2 %.  

Boudyach et al. (2001) ont observé que le pourcentage de réduction de cette incidence atteint 

100% dans le cas d’une bactérisation des semences suivie par un traitement des racines avec 

des Pseudomonas spp. fluorescents antagonistes isolés lors d’une étude antérieure. Selon ces 

auteurs, la compétition entre les antagonistes et le pathogène, pour les éléments nutritifs ainsi 

que pour l’espace, augmente avec la taille de la population des antagonistes au niveau des 

racines. Par ailleurs, la compétition pour les nutriments est  très probablement impliquée dans 

la plupart des interactions entre les Pseudomonas fluorescents et les pathogènes au niveau de 

la rhizosphère et elle est partiellement responsable de l’activité antagoniste observée chez ces 

bactéries. Cette hypothèse concorde parfaitement avec les résultats obtenus lors de notre 

étude. Cependant, il faut analyser cette hypothèse par rapport à d’autres études qui incluront 

les trois éléments : l’agent du contrôle biologique sélectionné, le pathogène et la plante hôte 

(la tomate) dans des modèles simples et bien adaptés permettant d’analyser l’effet de chaque 

composant séparément. C’est dans cette optique que Courtade (1997) a utilisé un modèle qui 

inclut un Pseudomonas fluorescent antagoniste (M.3.1.), une plante hôte qui est le mais et un 

pathogène qui est Fusarium roseum. Les résultats obtenus par cet auteur suggèrent que les 

populations bactériennes introduites sont très influencées par les exsudats racinaires et par la 

présence ou l’absence du pathogène. Cet auteur rapporte aussi que les effets bénéfiques de 

M.3.1 ne sont remarquables qu’en présence du pathogène. Dans le même cadre, Latour et al. 

(2003) indiquent que les Pseudomonas spp. considérés comme bactéries compétentes 

(antagonistes et colonisateurs) ont un métabolisme spécifique caractérisé par l’efficacité de 
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leur pyoverdine comme médiateur de l’assimilation du fer ainsi que par leur habilité à réduire 

les oxydes d’azote. En réalité, le fer en tant qu’élément très peu bio disponible, mais bien 

essentiel à la vie des microorganismes ainsi qu’à celle des plantes, est hautement régulé dans 

l’environnement rhizosphérique par les sidérophores telles que la pyoverdine, la pyochéline et 

la ferribactine. Ainsi, ces molécules induiraient la modification des métaux présents dans le 

sol vers des formes qui pourraient être plus facilement et rapidement mobilisables par les 

plantes. 

Tableau III.4: Effet des isolats antagonistes sélectionnés sur l’incidence du chancre 

bactérien de la tomate (en pots sous serre) (Amkraz et al. 2010) 

Traitements 

Incidence de la maladie (%)
*
 Réduction de l’incidence (%)

1
 

           Témoin 65,4 ± 8,2
c
 0,0 ± 0,0

A
 

Isolats   

RN 53b 25,5 ± 1,0
d
 61,0 ± 7,2

B
 

RN 47e 22,5 ± 1,2
d
 65,5 ± 7,0

B
 

RN 130 21,0 ± 1,5
d
 68,0 ± 6,7

B
 

RN 42b 23,5 ± 1,2
d
 64,0 ± 7,0

B
 

RN 39e 13,5 ± 1,2
f
 79,4 ± 7,0

D
 

RN 63 18,0 ± 1,0
de

 72,5 ± 7,2
BC

 

RN 58 16,5 ± 1,0
de

 74,7 ± 7,2
BC

 

RN 69 11,0 ± 1,2
f
 83,2 ± 7,0

D
 

* 
Les valeurs avec les mêmes lettres ne sont pas significativement différentes à P≤ 0.01.  

1
: Pourcentage de réduction de l’incidence du chancre par rapport au témoin. Les valeurs 

suivies des mêmes lettres ne sont pas significativement différentes à P ≤ 0. 01.  

 

 

4.3- Contrôle du chancre dans les conditions de production de la tomate  

Cet essai a été réalisé avec les deux meilleurs isolats antagonistes retenus lors du test 

précédent à savoir RN 69 et RN 39e. Les résultats obtenus confirment une fois de plus 

l’efficacité de ces deux isolats dans la réduction de l’incidence de la maladie. En effet, leur 

application  seuls  RN 39e ou RN 69 ou en mixture a réduit IM à 21,5%, 23,5 % et 11,5 

respectivement (Tableau III.5). Il est important de noter que les symptômes du chancre sont 

apparus chez le témoin un mois après l’inoculation par le pathogène, alors que les plants 

traités par les antagonistes n’ont montré les symptômes qu’après quatre mois. L’allongement 

du délai d’incubation du chancre s’explique parfaitement par l’effet bénéfique des 

antagonistes appliqués sur les plants de tomate. Toutefois, nous pensons que le 

développement de la maladie chez les plants traités est probablement dû aux apports 
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supplémentaires et excessifs de l'agent pathogène. En effet Shah-Smith et Burns (1996, 1997), 

ont affirmé que l'efficacité de Pseudomonas putida 40RNF dans la réduction de la fonte de 

semis de la betterave à sucre causée par Pythium spp. dépend de la concentration en 

antagoniste appliquée sur les semences et de la quantité du pathogène présent dans sol. Ces 

auteurs ont constaté que des concentrations bactériennes entre 2x10
6
 et 6x10

7
 UFC/semences, 

étaient aussi efficaces que le fongicide utilisé. En outre, Moënne-Loccoz et al. (1999) ont 

observé que le pourcentage de plants sains de la betterave à sucre hébergeant 10
6
-10

7
 ufc de 

P. fluorescens F113 par graine au moment du semis, est statistiquement identique à celui 

obtenu par un traitement fongicide. Dans ce sens, Raaijmakers et al. (1995) avaient déjà 

démontré l'existence d’un seuil d’inoculum en dessous duquel une petite diminution de la 

dose des antagonistes entraine un changement notable au niveau des résultats de la lutte 

contre les maladies. Dans une étude très récente, Zhou et al. (2012) rapportent que 

Pseudomonas brassicacearum J12 supprime significativement le flétrissement bactérien de la 

tomate causé par Ralstonia solanacearum au cours d’un essai sous serre. Le pourcentage de 

suppression de la maladie est de l’ordre de 45.5%. La molécule antibactérienne de cette 

souche est identifiée, par HPLC-ESI-MS, comme étant le 2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-

DAPG). 

Tableau III.5: Réduction in vivo de l’incidence du chancre bactérien de la tomate par les 

deux isolats de Pseudomonas fluorescents RN 39e et RN 69. (Essai en champ sous serre)  
 

 

Traitements 

Incidence du chancre bactérien (%) Réduction de l’incidence (%) 

Témoin (Non traité) 

L’isolat RN 39e  

L’isolat RN 69  

Mixture de RN39 et RN69 

64,5 ± 1,00 
a
 

21,5 ± 1,22 
b
 

23,5 ± 0,82 
b
 

11,5 ± 1,22 
b
 

00,00 ± 00,0 

66,67 ± 0,22 

63,57 ± 0,18 

82,18 ± 0,22 

 

4.4- Evaluation de la vigueur des plantes en présence des isolats antagonistes testés 

Les isolats antagonistes testés ont un effet stimulateur notable sur la croissance des 

plantules de tomate. En effet, la hauteur des tiges, le poids sec des racines, le diamètre au 

collet ainsi que le poids sec et frais des plantules ont été significativement améliorés par 

rapport au témoin surtout après un mois de la transplantation. Par ailleurs, pour tous les 

paramètres analysés, cette amélioration est accentuée lors de l’utilisation de la mixture des 

antagonistes. Ainsi, après un mois de la transplantation, on note un gain de 35,19 et 32,17 % 
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par rapport au témoin pour la hauteur des tiges et le diamètre au collet, respectivement 

(Tableau III.6 et III.7). L’amélioration du poids sec des racines est associée à un meilleur 

développement de celles-ci. Le poids sec, aussi bien des racines que des tiges, est 

significativement amélioré par rapport au témoin pour les trois types de traitements testés. 

Une nette augmentation du poids frais des plantules est également relevée un mois après la 

transplantation (Tableau III.8). 

Tableau III.6 : Effet des isolats RN 39e et RN 69 sur la hauteur moyenne des tiges des 

plantules de tomate 

Hauteur moyenne (cm) et Gain / témoin (%) 

 15 jours Gain / témoin (%) 1
er

 mois Gain / témoin (%) 

Traitements 

Témoin 

 

28,24 ± 0,54
 a
 

 
 

40,89 ± 0,65 
a
 

 

RN39e 30,32 ± 0,83 
ab

 07,36 51,72 ± 0,32 
b
 24,48 

RN69 29,56 ± 0,65 
ab

 04,67 50,14 ± 0,24
 b
 22,62 

Mixture 32,81 ± 1,20 
b
 16,18 55,28 ± 0,45

 b
 35,19 

Des lettres différentes sur la même colonne indiquent que les valeurs sont significativement différentes 

à P = 0,05 avec le test de Newman et Keuls. 

 

Tableau III.7 : Effet des isolats RN 39e et RN 69 sur le diamètre au collet des 

plantules de tomate un mois après la transplantation 

Traitements 
Diamètre au collet Gain / témoin (%) 

Témoin 2,86 ± 0,50 
a
 

  

RN39e 3,60 ± 0,25 
b
 

28,32 

RN 69 3,61 ± 0,50 
b
 

26,22 

Mixture 3,78 ± 0,54 
b
 

32,17 

Des lettres différentes indiquent que les valeurs sont significativement différentes à P = 0,05 avec le 

test de Newman et Keuls. 

 

Tableau III.8 : Effet des isolats RN 39e et RN 69 sur le poids sec des racines et 

des tiges ainsi que le poids frais des plantules de tomate après un mois de la 

transplantation 

Traitements 

Poids sec des 

racines (g) 

Poids sec des  

tiges (g) 

Poids frais des  

plantules (g) 

Témoin 1,24 ± 0,50 
a
 6,48 ± 0,25 

a
 25,80 ± 1,2 

a
 

RN39e 1,64 ± 0,25 
b
 7,24 ± 0,50 

b
 36,44 ± 0,8 

b
 

RN 69 1,73 ± 0,50 
b
 7,45 ± 0,22 

b
 38,36 ± 1,3 

b
 

Mixture 1,82 ± 0,54 
b
 8,67 ± 0,34 

b
 39,27 ± 1,1 

b
 

Des lettres différentes indiquent que les valeurs sont significativement différentes à P = 0,05 avec 

le test de Newman et Keuls. 
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Ces résultats s’accordent bien avec ceux de l’équipe de Gamalero (2002) qui a montré 

que les souches Pseudomonas spp. fluorescents ont stimulé significativement la croissance du 

système racinaire des plantes de la tomate. De même, les travaux de Esitken et al. (2006) ont 

montré que les souches de Pseudomonas BA-8 et Bacillus OSU-142 seuls ou en combinaison 

augmentent la nutrition, la croissance et le rendement des plantes de cerisier. Par ailleurs, 

KiranKumar (2007) a affirmé que la souche Pseudomonas B-25 (parmi 47 PGPR testées) 

améliore nettement la croissance de la tomate. Cet effet stimulant s’est traduit à de multiples 

niveaux : augmentation de la hauteur des plantes de 49,66%, du nombre des feuilles de 

88,64%, de la biomasse de 66,55% et de la production des fruits de 102% par rapport au 

témoin non inoculé. De plus, cette amélioration est associée à un contrôle total (100%) de 

l’incidence de la virose causée par le virus de la mosaïque de la tomate (TMV). Cette 

amélioration de la croissance de la plante stimulée semble être en parfaite corrélation avec un 

développement intense du système racinaire des plantes traitées. Ainsi, des essais  réalisés par 

Burkett-Cadena et al. (2008) pour évaluer les effets de quatre préparations commerciales à 

base de rhizobactéries sur la suppression des nématodes à gales et la promotion de la 

croissance de la tomate ont révélé la capacité de tous ces inoculas à induire une amélioration 

du poids des racines. Les préparations commerciales AgBlend et BioYield semblent être les 

plus efficaces du fait qu’elles induisent un gain de l’ordre de 18,18 ± 0,42 et 27,18 ± 1,90 

respectivement par rapport au témoin. La stimulation de la croissance des plantes inoculées 

par chacun de ces isolats, pourrait être expliquée par le fait que ces rhizobactéries du genre 

Pseudomonas augmenteraient la surface et donc le taux des échanges au niveau du système 

racinaire. Par conséquent, cela permet une meilleure exploration du sol d’où l'assimilation 

active d’eau et des nutriments indispensables aux plantes en particulier le fer entrainant ainsi 

un meilleur développement de la partie aérienne des plantes. Ceci a été effectivement 

corroboré par d’autres études, notamment ceux de Zare et al. (2011) qui ont rapporté 

l’augmentation du poids sec des racines et du poids sec des tiges des plants de tomate traitées 

par une souche de Pseudomonas putida. Si à l’heure actuelle et à l’échelle internationale, le 

bénéfice apporté par rapport à la croissance des plantes après la bactérisation par les bactéries 

dites PGRP est bien admis par de nombreuses équipes, les mécanismes précis qu’utilisent ces 

bactéries semblent d’une part multiples et d’autres parts varient d’un système 

(pathogène/plante/antagoniste) à l’autre. Ainsi, certains auteurs ont montré que la stimulation 

de la croissance et du rendement des plantes après leur inoculation avec les PGPR implique la 

solubilisation du Phosphate, du Potassium et par la stimulation de l'absorption de l'azote 
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atmosphérique en le rendant assimilable par la plante (Glick et al. 2007). Selon d’autres 

auteurs comme Satrani et al. (2009) la stimulation active par deux Pseudomonas spp. 

fluorescents A6RI et TGI252 de la longueur de la tige, du diamètre du collet, et du nombre de 

racines courtes de Cedrus atlantica est directement liée à la sécrétion des phytohormones 

synthétisées par ces souches rhizobactériennes. Ces phytohormones agiraient par 

renforcement ou accélération du développement à la fois du système racinaire et de la partie 

aérienne des plantes. Par conséquent, la surface des racines est amplifiée ; ce qui intensifie 

l’absorption des éléments nutritifs, de l'eau et des minéraux par les plantes. Parmi les 

phythormones impliquées dans cet effet potentialisant la croissance des plantes, l'acide indole-

3-acétique (AIA), dont la production par certaines PGPR a révélé ses effets bénéfiques dans la 

rhizogénèse. Par ailleurs, il a été démontré que ces PGPR interviennent également par 

production de sidérophores. Digat et al. (1993) ont en effet montré que Pseudomonas 

fluorescens et Pseudomonas putida synthétisent la pyoverdine et la pseudobactine qui sont 

des molécules capables de chélater le fer ferrique le rendant non disponible pour les autres 

microorganismes, qui sont donc exclus de la rhizosphère colonisée. Cette exclusion ne 

pourrait qu’être bénéfique pour la plante surtout si les microorganismes éliminés sont des 

agents pathogènes. 

5- Effet des facteurs abiotiques sur la croissance des isolats RN 39e et RN 69 

Les principaux facteurs abiotiques limitant la croissance et le rendement des plantes 

sont le déficit hydrique, la salinité, les températures extrêmes, les pH trop faibles ou trop 

importants et le manque relatif en éléments nutritifs. La combinaison de plusieurs contraintes 

peut affecter de manière très néfaste le développement et la productivité des plantes. Ces 

effets sont dus à la réduction des pigments photosynthétiques, de la capacité 

photosynthétique, de la conductance stomatique et de la transpiration. Ainsi, les taux 

d'accumulation de certains minéraux, tel que K, P, Mg, Ca et Fe, dans les pousses et les 

racines deviennent réduits et plusieurs activités enzymatiques diminuent dans la rhizosphère 

notamment la nitrogénase et la déshydrogénase ainsi que les activités de la catalase, de la 

peroxydase et la superoxyde dismutase dans les feuilles des plantes (Omar et al. 2009). 

Cependant, Vessey (2003) ont démontré que les Pseudomonas colonisateurs des racines, en 

raison de leur polyvalence catabolique ont le pouvoir de synthétiser une large panoplie 

d'enzymes et de métabolites qui aident la plante à résister aux divers stress biotiques et 

abiotiques.  
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5.1- Effet de la température 

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau III.9. De manière générale, ces 

résultats montrent que pour les deux isolats testés, l’optimum de croissance se situe entre 25 

et 35°C. De manière plus précise, ces rhizobactéries présentent une croissance progressive 

pour les températures allant de 10 à 30°C pour atteindre un niveau maximal entre 30 et 35°C. 

Ensuite, on note que cette multiplication bactérienne diminue  de façon relativement brutale à 

partir de 35°C. Cependant, bien que la croissance bactérienne soit inhibée à partir de 55°C, les 

souches testées demeurent viables. En effet, leur viabilité a été vérifiée par ensemencement de 

boites de Pétri contenant le milieu KB avec les isolats auparavant incubés aux températures de 

50 à 65°C. Ces résultats prouvent  que les souches testées tolèrent bien les hautes 

températures (Tableau III.9). Ceci pourrait donc conférer à nos souches la possibilité de 

réduire l’effet nuisible des  températures élevées sur les plants de tomate.  
 

Tableau III.9 : Effet de la variation de la température sur la croissance des isolats RN 39e et 

RN 69 

Température (°C) 

Isolats 

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 

RN 69 0,35 0,85 1,1 1,4 1,6 1,5 0,5 0,1 0,1 0 0 0 

RN 39
e
 0,4 0,9 1,3 1,5 1,5 1,25 0,9 0,2 0,1 0 0 0 

La croissance bactérienne est exprimée en DO à 640 nm. Les valeurs représentent une moyenne de six 

répétitions. 

 

5.2- Effet du pH 

Les résultats illustrant l’effet de la variation du pH sur la survie et la croissance des 

deux rhizobactéries antagonistes étudiées sont présentés sur la figure III.9. Ces résultats 

montrent que le développement de ces isolats aux pH de 3 à 4 est vraiment limité. Cependant, 

pour des valeurs de pH supérieures à 4, on note que la croissance bactérienne augmente de 

manière graduelle et le niveau optimal de multiplication bactérienne est obtenu pour des pH 

compris entre 6 et 8. Enfin, on observe que l’augmentation du pH au delà de la valeur 9 est 

associée à une baisse de la densité bactérienne (valeurs DO) pour les deux isolats bien que 

cette baisse ne soit pas significative à P = 0,05. A l’inverse, les variations de croissance 

bactérienne aux pH de 3 à 5 d’une part et celle aux pH allant de 5 à 11 d’autres parts sont 

significativement différentes. Tous ces résultats montrent bien que ces deux isolats 

antagonistes possèdent une capacité à résister à une variation très importante de pH. Ceci 
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offre la possibilité d’utiliser ces isolats antagonistes dans plusieurs sols à différents pH. Par 

ailleurs, la croissance de ces isolats est optimale dans l’intervalle de pH allant de six à huit qui 

coïncide avec le pH optimal de la croissance de C. m. subsp. michiganensis compris entre 5 et 

7,4. Ce même intervalle est bel est bien celui favorable pour la culture de la tomate et bien 

d’autres plantes cultivées.  

 

 
Figure III.9 : Effet de la variation du pH sur la croissance des isolas RN 69 et 

RN 39e. La croissance est exprimée en DO à 640 nm. 

 

5.3- Effet des sels 

D’après les résultats illustrés sur le tableau III.10, on observe que la croissance 

bactérienne diminue progressivement lors de l’augmentation de la concentration des trois sels 

testés. Cependant, l’ampleur de cette diminution varie d’un sel à l’autre. Il importe donc de 

noter que la multiplication bactérienne est plus affectée par les concentrations élevées de 

NaCl et de KCl que par celles de Na2SO4. Si on exprime les concentration des sels en mM, on 

note que les deux rhizobactéries se multiplient à des concentrations variant de 0 à 855 mM (0 

à 5%) pour le NaCl, de 0 à 671 mM (0 à 5%) pour le KCl et de 0 à 528 mM (0 à 7,5%) en 

présence de Na2SO4. 
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Tableau III.10 : Effet de la variation de la concentration des sels (NaCl, Na2SO4 et KCl)  sur 

la croissance des isolats RN 39e et RN 69. La croissance est exprimée en DO à 640 nm. 

Croissance bactérienne exprimée en DO moyenne en fonction  

des concentrations des sels (%) 

Concentration 

des sels (w/v) 
0 2.5 5 7.5 10 

 

RN69 

     

NaCl 1.42 a 1.18 b 1 b 0.8 b 0 c 

Na2SO4 1.42 a 1.2 a 1.1 a 1 ab 0.5 c 

KCl  1.42 a 1.25 b 1 b 0.4 bc 0 c 

RN39e      

NaCl 1.38 a 1.15 b 0.9 b 0.7 b 0.2 c 

Na2SO4 1.38 a 1.3 a 1.2 a 0.9 b 0.5 c 

KCl 1.38 a 1.1 a 0.8 b 0.6 b 0.1 c 

Les valeurs sont des moyennes de six lectures (six tubes). Les valeurs de la même ligne suivies de mêmes lettres 

sont significativement différentes à p = 0.05. 

 

Il est clairement admis que les cultures végétales sont régulièrement confrontées à une 

variété de stress liés à l’environnement.  Parmi ces facteurs de stress, la salinité du sol 

constitue un des facteurs limitant la productivité végétale. Le rôle des bactéries antagonistes et 

promotrices de la croissance vis-à-vis des plantes ne pourrait donc s’exercer et aboutir à des 

effets bénéfiques significatifs et durables que si ces rhizobactéries résistent bien au stress 

salin. A travers le tableau III.10, nos résultats traduisent bien cette propriété d’halo tolérance 

des deux rhizobactéries qui pourraient continuer à exercer leurs effets phyto-protecteurs et 

stimuler la croissance des plants de tomate même dans des conditions de salinité élevées 

comme c’est le cas du sol dans certaines zones de la région du Souss-Massa Draa ; en 

particulier dans des conditions d’aridité qui sont de plus en plus fréquentes dans cette région 

vu les aléas climatiques de ces dernières années. Nos résultats confirment donc le caractère de 

résistance des antagonistes sélectionnés au stress salin, un caractère très recherché dans les 

biofertiliseurs. En effet, à travers un essai en pots mené sur les pois chiches, Patel et al. 

(2012) ont rapporté que les plants inoculés avec deux rhizobactéries (MSC1 et MSC4) en 

présence de NaCl (300 mM), ont présenté une augmentation des paramètres qui permettent 

d'évaluer la croissance des plantes (poids sec et poids frais) par rapport aux témoins non 

inoculés. Les souches MSC1 et MSC4 ont été identifiés comme étant Pseudomonas putida et 

Pseudomonas pseudoalcaligens, respectivement, d'après l'analyse des séquences du gène de 

l'ARNr 16S. Ces deux isolats tolèrent en effet, des concentrations de 1 M de NaCl in vitro. 

Par ailleurs, Nadeem et al. (2012) ont rapporté que les rhizobactéries jouent un rôle important 

dans la réduction du stress des plantes causé par la salinité et par la sécheresse suite à la 

suppression de la production d'éthylène. Dans le même sens, Egamberdiyeva (2007) a déjà 

http://link.springer.com/search?facet-author=%22Dhara+Patel%22
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démontré la capacité de Pseudomonas alcaligenes PsA15, Bacillus polymyxa BcP26 et 

Mycobacterium phlei MbP18 à tolérer les hautes températures et les concentrations élevées en 

sels; ce qui leur conférait l’avantage majeur de pouvoir survivre dans des sols arides et salins 

tout en stimulant la croissance des plantes. Cette amélioration de la croissance des plantes est 

meilleure quand les sols sont déficients en nutriments (Egamberdiyeva, 2007). De même, Paul 

et Nair, (2008) ont rapporté que Pseudomonas fluorescens MSP-393 pourrait servir de PGPR 

idéal pour les cultures dans des sols salins grâce à sa grande tolérance de la salinité liée à sa 

capacité de synthèse d’un arsenal de protéines régulatrices. En outre, Omar et al. (2009), ont 

montré la réduction significative de l'effet de la salinité sur la croissance et le rendement suite 

à l'inoculation de deux cultivars d’orge par Azospirillum brasilense. Cette amélioration de la 

tolérance aux sels était due à l'augmentation de la teneur en pigments, de la réduction de 

l'accumulation de l’osmo-régulateur proline qui intervient dans le piégeage des radicaux 

libres; ce qui entraine une  réduction des activités des enzymes antioxydants (Omar et al. 

2009).  

En tenant compte de tout ce qui précède, on peut affirmer que les deux isolats de 

Pseudomonas spp. fluorescents retenus lors de cette étude peuvent être intéressants aussi bien 

comme antagonistes que comme stimulateurs de la croissance des plantes de tomate et ceci 

dans des conditions de stress salin. En effet, ces deux rhizobacéries supportent des 

concentrations élevées des sels testés. Le fait qu’elles soient tolérantes aux sels leur 

confèrerait la possibilité de bien coloniser la rhizosphère où la pression osmotique est si 

élevée à cause des exsudats racinaires et où la succion radiculaire peut créer un potentiel de 

pression qui atteint -20 bars (Loper et al. 1984). 
 

IV- Conclusion et perspectives 

Au terme de cette étude nous avons pu montrer que la rhizosphère de la tomate 

originaire de la vallée du Souss-Massa Draa peut être une source de Pseudomonas spp. 

fluorescents qui possèdent une activité antagoniste significative contre l’agent du chancre 

bactérien aussi bien in vitro qu’in vivo (en pots sous serre et dans les conditions de production 

au champ). Leur répartition  entre les différentes zones de la rhizosphère (SR, RH ou ER) est 

inégale. En effet, la zone la plus riche en antagonistes et particulièrement en Pseudomonas 

spp. fluorescents est le RH suivi par le SR. L’endorhizosphère semble être la zone la moins 

peuplée par ces antagonistes. 

Les deux isolats RN39e et RN69 testés in vivo exercent une action protectrice 

importante comme agents de bio-contrôle et comme stimulateurs de la vigueur des plantes. 

http://link.springer.com/search?facet-author=%22M.+N.+A.+Omar%22
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Cependant, il serait nécessaire d’élargir l’évaluation de ces isolats antagonistes au champ et 

d’approfondir les recherches sur les mécanismes précis impliqués dans l’antagonisme et 

l’effet améliorateur de la croissance pour pouvoir développer une solution efficace de contrôle 

biologique du chancre bactérien avec les deux isolats sélectionnés. L’évaluation de la 

protection de la tomate au champ par les antagonistes retenus sans apports supplémentaires de 

pathogène constituerait une perspective intéressante. L’estimation de l’effet protecteur des 

plantes par les antagonistes dans des conditions de stress (salinité, basse ou haute 

température….) pourrait être recherchée comme suite logique de ce travail afin de s’assurer 

de la capacité des isolats à résister à ces conditions extrêmes tout en protégeant la plante et 

l’aidant à mieux tolérer ces conditions. Un autre volet peut être envisagé c’est l’étude des 

mécanismes d’action des meilleurs isolats antagonistes du genre Pseudomonas tout en 

vérifiant s’il s’agit d’un mécanisme de compétition direct (nutritive, spatiale, parasitisme) ou 

indirect (induction de mécanismes de défense aussi bien anatomiques que biochimiques). 

L’élucidation de ces mécanismes d’action serait d’un très grand intérêt dans l’élaboration 

d’une stratégie de lutte intégrée efficace et durable contre le chancre bactérien de la tomate. 

Par ailleurs, les molécules produites par les isolats retenus doivent être analysés et leurs 

structures chimiques caractérisées. En effet, Ramanujam et Kulothungan (2011) ont décrit une 

nouvelle approche très promotrice pour l’introduction des métobolites secondaires de Pseudomonas 

fluorescens comme substances de bio control d’Alternaria Alternata.  
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I- INTRODUCTION 

L’identification des bactéries repose sur différentes méthodes faisant appel à des 

approches phénotypiques et génotypiques. Parmi les techniques phénotypiques on peut citer 

les caractères morphologiques (taille et forme de la bactérie, de la colonie), type de Gram, les 

caractères physiologiques, notamment ceux concernant les traits métaboliques (catabolisme 

de sucres comme sources de carbones, d’acides aminés et autres métabolites), les activités 

enzymatiques (catalase, oxydase, protéase, lécithinase…etc). Généralement ces études 

phénotypiques sont complétées par des études de chimiotaxonomie (profils des acides gras), 

des phospholipides, profil protéinique ; type de peptidoglycane, coefficient de chagraff ou 

pourcentage de C+G….etc). Actuellement, ces techniques simples pour la plus part ne sont 

plus les seules utilisées vu leur faible degré de discrimination entre les espèces bactériennes et 

doivent être complétés par d’autres études. Parmi ces dernières, l’outil de la biologie 

moléculaire s’avère très puissant et permet d’identifier de façon très précise les bactéries à 

l’échelle de l’espèce.  

Durant ces dernières décennies, le développement de l’outil moléculaire a rendu 

possible l’analyse génotypique des espèces bactériennes. Le séquençage de l’ADN et de 

l’ARN ribosomal sont parmi les techniques les plus utilisés dans les études de taxonomie 

bactérienne. Parmi les outils les plus puissants, l’hybridation de l’ADN est sans conteste le 

plus efficace. Plusieurs gènes sont ciblés dont le plus adopté est celui codant pour l’ARN 

ribosomal 16S (ARNr 16S) (Weisburg et al.1991 ; Bossis et al. 2000 ; Attitala et al. 2007 ; 

Someya et al. 2012 ; Naz et Bano, 2010). Récemment, certains autres gènes ont été ciblés tels 

que les gènes de ménage rpoB codant pour la sous unité bêta de la polymérase ARN) (Mollet 

et al. 1997 ; Adékambi et al. 2009 ; Sajben et al. 2011). En effet, il a été montré que ce 

dernier fournit plus de précision que l’analyse de l’ARNr 16S et présente l’avantage d’être 

parfaitement corrélée aux hybridations ADN-ADN. A coté de ces techniques, d’autres 

méthodes telles que l’analyse des protéines cellulaires (Vancanneyt et al. 1996) ou le 

sidérotypage consistant en l’étude des siderophores des Pseudomonas spp. fluorescent 

productrices du sidérophore pyoverdine ont également été utilisés dans le but de les identifier 

(Meyer et al. 2007 ; Behrendt et al. 2009; Meyer 2010). La combinaison entre l’analyse 

multilocus et la spectrométrie de masse est aussi utilisé pour la discrimination entre les 

espèces du genre Pseudomonas (Mulet et al. 2012). 

Dans le but d’identifier et de classer les huit isolats Pseudomonas spp. fluorescents 

antagonistes de C. m. subsp. michiganensis retenus lors de cette étude nous avons opté pour 
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une taxonomie polyphasique consistant d’abord en l’étude génotypique s’appuyant sur le 

séquençage des gènes de l’ARNr 16S et du rpoB. Ensuite, l’établissement des similitudes 

entre les isolats retenus et les espèces les plus proches à l’issu de l’analyse moléculaire à été 

poursuivie par une comparaison des caractères phénotypique reposant sur divers caractères 

morphologiques, culturaux et biochimiques. 

 

II- MATERIEL ET METHODES 

Tout d’abord, afin de déterminer l’appartenance des huit isolats au genre 

Pseudeomonas, ils ont été observés au microscope et ont subit la coloration de Gram au 

grossissement (G×1000) (Annette et al. 1985). Parallèlement, les tests oxydase et la 

détermination de leur fluorescence par soumission des colonies aux rayons UV à 365 nm ont 

été également réalisés. Afin de s’assurer du caractère non pathogène des antagonistes retenus 

vis-à-vis des plantes, le test d’hypersensibilité sur feuilles de tabac a été réalisé comme décrit 

précédemment (chapitre II). 

1- Identification génotypique 

Les huit isolats bactériens retenus lors de cette étude (RN69, RN39e, RN58, RN130, 

RN42b, RN47e, RN63 et RN53b) ont été utilisés dans cette partie.  

L’identification moléculaire a ciblé le séquençage du gène de l’ARNr 16S. Le deuxième 

gène est celui qui code pour la sous unité β de l’ARN polymérase rpoB (gène rpoB). Cette 

analyse a commencé par l’extraction de l’ADN bactérien et son amplification par la téchnique 

de PCR avant d’être terminée par le séquençage des amplicons purifiés selon la méthode de 

Sanger. Ces manipulations ont été réalisées au sein de la plate forme de Biologie Moléculaire 

et Génomique Fonctionnelle du CNRST de Rabat dans le cadre de l’UATRS. 

1.1- Extraction de l’ADN bactérien 

Extraction et obtention du lysat bactérien : L’extraction et la purification de l’ADN 

bactérien ont été réalisées avec le Kit « GenElute Bacterial Genomic DNA kit » (SIGMA, 

Aldrich) conformément au protocole du fournisseur. Pour se faire, 1,5 ml de cultures des 8 

isolats bactériens dans  le milieu liquide KB ont été centrifugés à 12 000 g pendant 2 mn. Le 

surnageant a été ensuite éliminé et le culot bactérien mis en suspension dans 180 ml de la 

solution de lyse T (B6678) fourni avec le Kit. 20 μL de la solution Protéinase K ont été 

ajoutés à chaque échantillon et le tout a été mixé avant d’être incubé à 55°C pendant 30 min. 

Après incubation, 200 μL de la solution de lyse C (B8803) ont été additionnés et l’ensemble a 
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été agité au vortex pendant 15s puis incubé à 55°C pendant 10min. il faut noter qu’une 

mixture homogène est essentielle pour une bonne lyse.  

Purification de l’ADN : Le kit fournit des colonnes mini préparées et assemblées 

d’avances avec un anneau rouge. On ajoute dans chaque colonne 500 μL de la solution de 

préparation de la colonne (C2112) et on centrifuge à 12 000 g pendant une min. L'éluât est 

jeté. 200 µL d'éthanol (95-100 %) sont incorporés au lysat bactérien et l’ensemble a été 

homogénéisé par vortex pendant 5-10 secondes. L’obtention d’un mélange homogène est 

essentielle. Le lysat bactérien ainsi préparé est transféré dans la colonne préparée au préalable. 

Le tout est centrifugé à 6500 g pendant 1 min. Les tubes collecteurs (de 2ml) contenant les 

effluents sont jetés et les colonnes sont transférées dans de nouveaux tubes collecteurs puis on 

leur additionne 500 ml de la solution de lavage 1 (W0263). Une centrifugation à 6500 g 

pendant 1 min est ensuite réalisée. Les colonnes sont transférées dans de nouveaux tubes 

collecteurs et on procède à un deuxième lavage par ajout de 500 ml de la solution de lavage 

concentrée (B6553). Les mélanges sont centrifugés à une grande vitesse (12 000 g) pendant 3 

min afin de sécher les colonnes. Ces colonnes séchées sont ensuite transférées dans de 

nouveaux tubes collecteurs et 200 ml de la solution d'élution (B6803) leur sont incorporées. 

Afin d’augmenter l’efficacité de l’élution de l’ADN on laisse incuber à la température 

ambiante pour 5 min. Une centrifugation à 6500 g pendant 1 min est ensuite faite. Une 

deuxième élution est entreprise de la même manière en utilisant le même tube collecteur afin 

d’augmenter le rendement de l’ADN récupéré. En effet il est indiqué sur le catalogue du kit 

que cette deuxième élution peut augmenter le rendement de 20 à 50%. L'éluât récupéré 

contient de l'ADN génomique pur. Il est  stocké à court terme à 4°C. Pour un stockage à long 

terme on utilise d’un congélateur à -20 °C.  

La concentration et la qualité de l'ADN génomique est déterminée par 

spectrophotométrie en utilisant le Nanodrop 8000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). L'ADN est 

dilué dans du tampon TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 - 8,5) et l'absorbance est 

mesurée à 260 nm, 280 nm et 230 nm en utilisant des micros cuvettes à quartz. L'absorbance à 

260 nm et à 280 nm doit être comprise entre 0,1 et 1,0. L'absorbance à 230 nm est utilisée 

pour corriger l'absorbance de fond. Une absorbance de 1,0 à 260 nm correspond à environ 50 

mg ml
-1

 d'ADN double brin. Les ratios A260/A280 et A260/A230 doivent être supérieur à 

1,6. 
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1-2- Analyse des séquences de l’ADNr 16 S et rpoB  

Amplification par PCR: L’ADN extrait est soumis  à une réaction de polymérisation en 

chaine (PCR) en utilisant deux amorces Fd1 et RP2 (Tableau IV.1). Ce couple d’amorces est 

utilisé pour amplifier le gène de l’ADNr 16S de la plupart des procaryotes (Weisburg et al., 

1991 ; Attitalla et al. 2007). Un autre couple d’amorces est utilisé pour amplifier le gène rpoB 

à savoir le PSF et le PTR/PAR (Sajben et al. 2011) (Tableau IV.1). Ces amorces sont utilisés 

pour amplifier une partie d’environ 400 pb de la  région hypervariable du gène rpoB des 

Pseudomonas (Mollet et al. 1997 ; Adékambi et al. 2009; Sajben et al. 2O11).  

Tableau IV.1: Les amorces utilisées pour amplifier les gènes de l’ARNr 16S et du rpoB des 

souches de Pseudomonas spp. fluorescents. 

 

Oligonucléotide Séquence (5’→ 3’) Position ARNr 16S E Coli Tm Référence 

ARNr 16S : Fd1 AGAGTTTGACCTGGCTCAG 7 à 26 52°C Weisburg et al., 1991 

          RP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT 1513 à 1494 52°C Weisburg et al., 1991 

rpoB :          PSF AGTTCATGGACCAGAACAACC - 58°C Sajben et al., 2011 

                   PTR CCTTGACGGTGAACTCGTTC - 58°C Sajben et al., 2011 

                   PAR CCTTCACGGTGAATTCGTTC - 58°C Sajben et al., 2011 

 

Les réactions de PCR ont été réalisées dans un volume final de 70 µl contenant les 

produits et les réactifs mentionnés dans le Tableau IV.2 en utilisant les amorces adéquates. Le 

Volume final étant de 70 µl. 

Tableau IV.2 : Réactifs utilisés lors des réactions PCR 

Mélange réactionnel Quantité en µl 

1. ADN pur (30 ng µl
-1

) 5 µl 

2. Amorce (100 µM) 0,35 µl 

3. dNTPs (10 mM) 5,6 µl 

4. Tampon 10x  7 µl 

5. MgCl2 (50 mM) 2,1 µl 

6. Taq polymérase (5 U µl
-1

) 0,8 µl 

7. H2O 48,8 µl 

Les réactions PCR ont été menées dans un thermocycleur (Verity, Applied Biosystems). 

Pour chaque réaction, le thermocycleur est programmé en suivant le cycle dénaturation-

hybridation-élongation indiqué sur le Tableau IV.3.  
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Tableau IV.3 : Conditions des cycles de dénaturation-hybridation-élongation lors des 

réactions de la PCR 

 

Cycle Temps Température °C  

Dénaturation 

initiale 
4 minutes 96°C 

 

Dénaturation 10 secondes 96°C  

x 35 cycles Hybridation 40 secondes 52°C (Fd1/RP2) 58°C  

Elongation 2 minutes 72°C 

Dernière élongation  4 minutes 72°C  

 

Purification des produits de la PCR : Avant d’entamer le séquençage, nous avons 

procédé à une purification des produits de la PCR, par élimination des amorces et des 

nucléotides (dNTPs) non utilisés durant la réaction de PCR, avec le Kit ExoSAP-IT. Le 

mélange réactionnel est composé de 5 µl du produit de la réaction PCR et 2µl de l’ExoSAP-

IT. La plaque de réaction a été  incubée à 37°C pendant 15 min dans le thermocycleur pour 

dégrader les amorces et les nucléotides libres puis à 80°C pendant 15min, pour inactiver 

l’ExoSAP-IT. Le Produit PCR est alors prêt pour le séquençage. Ces produits PCR purifiés 

sont par la suite analysés par électrophorèse sur gel d’agarose 1% en présence d’un marqueur 

de poids moléculaire de 1kb. Les photos des gels ont été visualisées avec le système de photo 

documentation « G Box ». 

 

Séquençage des gènes de l’ARNr 16S et du rpoB  Le séquençage a été réalisé avec le 

Kit « BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing » (Applied Biosystems) conservé à -20°C. Ce 

Kit est un mélange qui contient la Taq polymérase, du tampon, des acides 

désoxyribonucléiques (dNTPs) et des acides didésoxyribonucléiques (ddNTPs) marqués 

(Applied Biosystems). Dans un tube eppendorf, un mélange réactionnel a été préparé par ajout 

des réactifs un par un, tout en respectant la quantité et l’ordre indiqué dans le Tableau IV.4.  
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Tableau IV.4 : Conditions de la réaction de séquençage. 

Mélange réactionnel Quantité en µl 

1. Big Dye (Mix) 1 µl 

2. Tampon de séquençage5x  3 µl 

3. Amorces 2 µl 

4. ADN matrice 0.75 - 1.5 µl 

5. H2O (MiliQ) 2.5 - 3.25 µl 

Volume final 10 µl 

 

Le mélange réactionnel préparé a été transféré dans une plaque de réaction à 96 puits. 

Ensuite, la plaque a été chargée dans le thermocycleur programmé pour réaliser la réaction de 

séquençage dans les conditions indiquées sur le Tableau IV.5. 

 

Tableau IV.5 : Conditions des cycles de dénaturation-hybridation-élongation lors du 

séquençage 

Cycle Temps Température °C  

Dénaturation 

initiale 
1 minute 96°C 

 

Dénaturation 10 secondes 96°C  

x 25 cycles Hybridation 5 secondes 50°C 

Elongation 4 minutes 60°C 

 

La purification de la réaction de séquence a pour but d’éliminer les sels, les ddNTPs, et 

les dNTPs non incorporés afin d’éviter leurs injection dans les capillaires de l’analyseur 

d’ADN. Après centrifugation de la plaque de réaction pendant une minute, les solutions 

suivantes ont été ajoutées dans chaque puits : 

 10µl de la solution X Terminator du Kit qui capture les molécules non 

incorporées (les ddNTPs et les dNTPs) ainsi que les sels libres qui résultent de 

la réaction de séquence ; 
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 45 µl de la solution SAM du même kit. Cette solution augmente la 

performance de la première solution tout en stabilisant l’échantillon séquencé 

après sa purification. 

Ces deux solutions ont été préalablement agitées au vortex pendant 10 sec à vitesse 

maximale et  gardés au frais dans des bacs remplis de glaces jusqu’à leur utilisation. 

La plaque de réaction a été ensuite scellée avec un film adhésif et placée à 160°C 

pendant 2 secondes. Enfin, agitée au vortex à 1800 rpm pendant 30min. On doit noter que 

l’homogénéité du mélange réactionnel est vérifiée après chaque minute d’agitation par 

Vortex. la plaque de réaction ainsi préparée a été centrifugée  à 1000g pendant 2 minutes dans 

une centrifugeuse à plaque. A ce stade, la plaque de réaction peut être soit conservée à 4°C 

pendant 10 jours, ou à -20°C au delà de 10 jours, soit utilisée pour lé séquençage dans un 

séquenceur du type ABI 3130 xl Genetic Analyzer (Applied biosystems). 

Le passage dans ce dernier nécessite de remplacer le film adhésif par le septa puis la 

plaque a été placée dedans. Les résultats collectés en utilisant le logiciel « data collection 

v3.0 » (Applied biosystems) ont été ensuite analysés avec le logiciel «  sequencing analysis v 

5.3.1 » (Applied biosystems). Les séquences obtenues (séquences sens (F) et anti-sens (R)) 

ont été ensuite assemblées par le programme « Contig Assembly Program (CAP) » (Huang, 

1992). Les séquences résultantes, d’environ 1500 pb pour le gène de l’ARN 16S et de presque 

400 pb pour le gène rpoB ont été alignées avec le logiciel BioEdit (Ink) grâce aux 

programmes ClustalW (Thompson et al. 1994). Les séquences obtenues ont été comparées 

aux séquences disponibles dans les banques de données (NCBI, GenBank) à l’aide du 

programme Blastn (Altschul et al. 1997) qui nous a permis de dresser les arbres 

phylogénétiques des huit isolats Pseudomonas spp. fluorescents retenus. 

2- Caractères phénotypiques 

L’étude des activités biochimiques et physiologiques a été réalisée en utilisant la galerie 

API 20 NE (BioMérieux, France) (Figure IV.1). Ces caractères ont été comparés avec ceux 

des bactéries les plus proches selon l’analyse de l’ARNr 16S. D’autres caractères liés à la 

sensibilité des isolats à divers concentrations de NaCl, leur croissance à divers pH ont aussi 

été analysés.  

Caractères biochimiques  (galerie API 20 NE) : La galerie API 20 NE est un système 

standardisé pour l’identification des bactéries Gram négatif non entérobactéries comme les 

Pseudomonas spp. Cette galerie comporte huit tests conventionnels liés à l’activité de divers 

enzymes (Nitrate réductase ou dénitrification, tryptophanase ou formation de l’indole à partir 
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du tryptophane, fermentation du glucose, Arginine déshydrogénase ou formation de 

l’ammoniac à partir de l’arginine, uréase, Esculinase, gélatinase ou liquéfaction de la gélatine 

et la β-galactosidase) et 12 tests d’assimilation de sucres (Glucose, Arabinose, Mannose, 

Mannitol, N-acétyl-D glucosamine, Maltose, Gluconate, Caprate, Adipate, Malate, Citrate et 

Phényl-acétate). A ces tests le 21
ème

 test s’ajoute, il s’agit de la recherche du cytochrome 

oxydase ou test de l’oxydase) (Tableau IV.6). 

Tableau IV.6 : Les tests de la galerie API20 NE 

Tests Sigle 

réduction des Nitrates en nitrites et/ou Azote 

(Dénitrification) 

NO3 

Tryptophanase TRP 

Fermentation du Glucose GLU 

Arginine DiHydrolase ADH 

Uréase URE 

Esculinase (β–glucosidase) ESC 

Gélatinase GEL 

β-galactosidase  PNPG 

Utilisation de sucres comme source de carbone 

Glucose GLU 

Arabinose ARA 

Mannose MNE 

Mannitol MAN 

N-acétyl-D glucosamine NAG 

Maltose MAL 

Gluconate GNT 

Caprate CAP 

Adipate ADI 

Malate MLT 

Citrate CIT 

Phényl-acétate PAC 

Test supplémentaire N° 21 

Oxydase (cytochrome-oxydase) OX 
 

Des cultures jeunes (18 à 24 h) des bactéries à identifier ont été préparées sur  milieu de 

culture TSA en boite de Pétri. Une à quatre colonies est utilisée pour la préparation d’une 

suspension bactérienne de turbidité égale à 0.5 de Macfarland dans 2 ml de l’eau 

physiologique stérilisé (en ampoule fournie avec la galerie). Les tubes des huit tests 

conventionnels (du test NO3 au test PNPG) sont remplis avec les suspensions déjà préparées 

en utilisant une pipette jetable de 1 ml. Pour les autres tests (Glu à PAC), un volume de 200 µl 

des suspensions ont été mélangées au milieu API AUX (fourni en ampoule avec la galerie) et 
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homogénéisées en évitant la formation des bulles. Les cupules et les tubes des tests 

d’assimilation ont été remplis avec ce mélange en veillant à créer un niveau horizontal ou 

légèrement convexe mais jamais concave. En effet, des cupules incomplètement ou trop 

remplies peuvent entrainer des résultats incorrects. Les cupules des tests Glu, ADH et URE 

sont couvertes d’huile de paraffine pour former un ménisque convexe. Le fond et le couvercle 

de chaque boite d’incubation sont réunis et 5 ml d’EDS sont répartis dans les alvéoles pour 

créer une atmosphère humide. Les galeries ainsi inoculées sont incubées à 30 °C pendant 24 

h.  Après incubation, tous les tests se révèlent spontanément sauf les tests TRP et NO3 qui sont 

rapidement obtenus après addition de réactifs appropriés. Les résultats test oxydase 

correspondent au 21
ème 

test. Les profils numériques (composé de 7 chiffres, un chiffre pour 

chaque trois tests successifs) de chacun des huit isolats ont été déterminés selon les 

recommandations du fabriquant. La figure IV.1 représente un exemple d’analyse pour la 

bactérie. L’identification est réalisée à partir de la base de données contenue dans le 

Catalogue Analytique (Ref. 20 090). 

 

Figure IV.1 : Identification de la bactérie RN69 par la galerie API20 NE ; 

A) galerie non ensemencée, B) galerie ensemencée par RN69 et incubée 

pendant 24 h et C) lecture des résultats (profil numérique de la bactérie). 
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III- RESULTATS ET DISCUSSION 

L’observation microscopique des huit isolats a permis de distinguer des cellules 

bactériennes allongées sous forme de bacilles à Gram négatif (Gram-). Ces bactéries sont 

oxydase positive. Ce qui confirme leur appartenance au genre Pseudomonas. Tous les isolats 

sont fluorescents sous UV à 365 nm. Cette fluorescence varie du jaune vers le jaune verdâtre 

(Figure IV.2). Aucune de ces bactéries n’a induit de réaction d’HS sur les feuilles de tabac 

(Figure IV.3). 

 

Figure IV.2 : fluorescences de quatre Isolats Pseudomonas 

spp. Observés sous une lumière UV à 365 nm. 

 

 

Figure IV.3 : Réactions négatives d’hypersensibilité sur feuilles de tabac. 
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1- Identification génotypique des huit isolats sélectionnées 

Le tableau IV.7 montre les résultats du dosage de l’ADN extrait des huit isolats 

bactériens avec le Nanodroop. La qualité de l’ADN est jugée bonne et les quantités obtenues 

sont largement suffisantes pour les études qui suivront. En effet, les ratios A260/A280 et 

A260/A230 dépassent largement le seuil requis de 1.6. 

Tableau IV.7 : Concentrations des échantillons d’ADN extraits des isolats bactériens. 

Concentrations estimées avec le Nanodroop 8000. 

Isolats bactériens Ratio 

A260/A280 

Ratio A260/230 Quantité de l’ADN 

(ng/µl) 

RN 58 1,91 2,21 42,17 

RN 63 1,98 2,59 160,8 

RN 69 1,88 2,25 103,7 

RN 130 1,97 3,08 73,10 

RN 39e 1,92 2,38 169,5 

RN 42b 1,94 2,88 51,86 

RN 47e 1,74 2,19 217,9 

RN 53b 1,94 2,58 104,7 

 

Après amplification des gènes de l’ARNr 16S et du rpoB avec les amorces universelles, 

les produits purifiés de la PCR sont séparés par électrophorèse sur gel d’agarose 1% et les 

gels sont photographiés et visualisés avec le système de photo documentation « G Box ». Les 

huit isolats ont donné la bande de 1500pb de l’ARNr 16S et celle de 400pb du rpoB (Figure 

IV.4). Les bandes sont indiquées par des flèches sur la figure. 

      
Figure IV.4 : Electrophorèse des produits de la PCR sur gel d’agarose 1%. Les 

flèches indiquent les bandes de 1500 kb de l’ARN 16S et celle de 400 pb 

polymérisées chez les huit isolats étudiés. 
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Les séquences obtenues pour les deux gènes ont été comparées avec celles de la banque 

de données (GenBank) et les arbres phylogéniques ont été dressés. Le tableau IV.8 présente 

les espèces les plus proches des huit isolats en se basant sur les séquences de l’ARNr 16S. Les 

figures IV.5 (a, b, c, d, e) montrent des exemples d’arbres phylogéniques de ces isolats.  

Tableau IV.8 : Similarité des séquences de l’ARNr 16S des huit Pseudomonas spp. 

fluorescents, aux séquences des espèces les plus proches. 

Isolat  

Longueur des 

fragments (pb) 

Nombre d’espèces 

avec un % de 

similarité >98% 

Espèces les plus proches 

Nom de l’espèce  Similarité (%) 

RN39e 1480 15 P. azotoformans 
 

P. libanensis  

P. gessardii 

P. lurida 

P. poae 

99.01 

99.00 

98.93 

98.55 

98.39 

RN42b 1475 1 P. plecoglossicida 
 

100 

RN 47e 1477 16 P. azotoformans  

P. libanensis  

P. synxantha 

P. poae 

P.  proteolytica 

99.89 

99.62 

99.31 

98.93 

98.77 

RN 53b 1476 2 P. plecoglossicida 
 

P. monteilii  

98,85 

98,01 

RN 58 1476 15 P. azotoformans 

P. libanensis  

P. gessardii  

P. synxantha   

99.9 

99.2 

99.1 

99.1 

RN 63 1475 2 P. azotoformans 
 

P. libanensis  

98,98 

98,97 

RN 69 1481 2 P. plecoglossicida  

P. monteilii  

98.05 

98.01 

RN 130 1476 17 P. plecoglossicida 

P. monteilii 

P. putida 

P. mosselii 

P. oryzihabitans 

99.95 

99.80 

99.80 

99.50 

99.40 
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Figure IV.5 a: Arbre phylogénique de l’isolat RN47e. 

 

 

Figure IV.5 b: Arbre phylogénique de l’isolat RN53b basés sur 

l’analyse des séquences du gène de l’ARNr 16S. 

 

 

 



 

 

Chapitre IV : Identification des Pseudomonas fluorescents antagonistes de C. m. subsp michiganensis  

 

Amkraz 2013   Thèse de Doctorat 

117 

 

Figure IV.5 c: Arbre phylogénique de l’isolat RN63 basés sur 

l’analyse des séquences du gène de l’ARNr 16S. 

 

 

Figure IV.5 d: Arbre phylogénique de l’isolat RNe 69 basés sur 

l’analyse des séquences du gène de l’ARNr 16S. 
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Figure IV.5 e : Arbre phylogénique de l’isolat RN130 basés sur 

l’analyse des séquences du gène de l’ARNr 16S. 

Il est admis que lorsqu’il existe moins de 97% d’homologie entre les séquences des 

gènes de l’ARNr 16S de deux isolats bactériens, ces derniers appartiennent à des espèces 

différentes (Stackebrandt et Goebel, 1994). Les taxonomistes ont proposé l’utilisation des 

pourcentages d'homologie pour affilier des souches bactériennes au même groupe 

taxonomique (genre ou espèce). Ces pourcentages d'homologie arbitraires ont été fixés à : 

 ≥97% pour classer un microorganisme dans un genre ;  

 et ≥99% pour le classer dans une espèce (Stackebrandt et al., 2002, Reller et al., 

2007) 

Dans le cas des huit isolats étudiés, les pourcentages de similarités des séquences ARNr 

16S comparés à celles de diverses espèces appartenant à plusieurs genres de la base de 

données Genebank permet de confirmer qu’ils appartiennent tous au genre Pseudomonas 

(≥97%). Ces résultats montrent aussi qu’ils sont très proches d’espèces présentes dans cette 

base de données (Tableau IV.8). Comme le montrent les pourcentages de similitudes 

supérieures à 97% représentés dans ce tableau, les huit bactéries présentent de très hauts 

degrés de similitudes avec plusieurs espèces de Pseudomonas. Les taux les plus élevés sont 
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présentés avec deux espèces : P. azotoformans et P. plecoglossicida. Selon ces résultats, nos 

isolats pourraient donc être divisés en deux groupes : 

 Les isolats RN39e, RN47e, RN58, RN63 sont très proches de P. azotoformans. 

 Les isolats RN42b, RN53b, RN69, RN130 sont très proches de P. plecoglossicida. 

Toutefois, à l’exception de l’isolat RN42b qui présente un degré de similitude de 100% 

avec P. plecoglossicida, les valeurs de similitudes supérieures ou égales à 97% ne permettent 

pas de les identifier avec précision. Les huit bactéries peuvent appartenir à l’une des espèces 

qui leur sont les plus proches. Dans le cas où des bactéries sont très proches, les analyses de 

l’ARNr 16S ne peuvent suffire pour une identification précise (Fox et al.1992) et doivent être 

complétées par d’autres méthodes plus discriminatoires. L’hybridation ADN-ADN entre 

chacun de nos isolats et les espèces qui lui sont proches -technique très onéreuse et 

fastidieuse- et/ou d’autres séquençages de gènes comme le gène codant pour la sous unité β 

de l’ARN polymérase rpoB (gène constitué de 3411 à 4185 pb) permettrait de trancher 

(Wayne et al. 1987). Ait Tayeb et al. 2005, ont montré que l’analyse du gène rpoB permet de 

générer des arbres phylogéniques trois fois plus précis que ceux de l’ARNr 16 S. D’autre part, 

Adékambi et al. 2008 ont utilisé la séquence partielle (1100 pb) de ce gène et ont montré qu’il 

existe une corrélation entre le pourcentage l’hybridation ADN/ADN à partir du pourcentage 

de similitude du gène rpoB. Sajben et al. 2011 ont utilisé une séquence partielle (400pb) de ce 

gène pour étudier la phylogénie des isolats bactériens du genre Pseudomonas. L’analyse des 

séquences rpoB des 8 isolats confirment ceux de l’analyse du gène ARN r16 S. Le tableau 

IV.9 présente les résultats obtenus. Les Figures IV.6 (a, b, c, d) représentent des exemples 

d’arbres phylogéniques de quatre isolats basés sur les séquences rpoB. 
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Tableau IV.9 : Similarité des séquences du gène rpoB des huit isolats 

Pseudomonas aux séquences des espèces les plus proches. 

Isolat Espèce % de similarité 

RN39e P. azotoformans 94,40 

RN42b P. plecoglossicida 94.30 

RN47e P. azotoformans 

P. proteolytica 

96.00 

97.00 

RN53b P. plecoglossicida 95.00 

RN58 P. azotoformans 94.50 

RN63 P. azotoformans 94.00 

RN69 P. plecoglossicida 

P.  monteilii  

95.00 

96.00 

RN130 P. plecoglossicida 

P. monteilii 

94.30 

95.30 

 

 

Figure IV.6 a: Arbre phylogénique de l’isolat RN39e basés sur 

l’analyse des séquences du gène rpoB. 
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Figure IV.6 b: Arbre phylogénique de l’isolat RN42b basés sur 

l’analyse des séquences du gène rpoB. 

 

Figure IV.6 c: Arbre phylogénique de l’isolat RN69 basés sur 

l’analyse des séquences du gène rpoB. 

 

Figure IV.6 d: Arbre phylogénique de l’isolat RN130 basés sur 

l’analyse des séquences du gène rpoB. 
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A partir de ces résultats on peut conclure que les isolats peuvent être divisés en deux 

groupes : 

-Groupe1 : identification complète par les analyses du gène ARNr 16 S et du gène rpoB. Il 

s’agit des isolats : 

 RN39e, RN58 et RN63 sont identifiés comme étant des souches de l’espèce P. 

azotoformans. 

 RN42b, RN53b sont identifiés comme étant des souches de l’espèce P. 

plecoglossicida. 

 

-Groupe 2 : identification non précise par ces analyses et nécessite d’autres analyses tels que 

la comparaison des séquences de l’ADN total. Il s’agit de : 

 L’isolat RN47e qui est apparenté à P. azotoformans et à P.  proteolytica avec des 

pourcentages de similarités rpoB de 96.0 et 97.0% respectivement  

 L’isolat RN 69 apparenté à P. plecoglossicida et à P. monteilli avec des pourcentages 

de similarités rpoB de 95% et 96.0% respectivement. 

 L’isolat RN 130 apparenté à P. plecoglossicida et à P. monteilli avec des pourcentages 

de similarités rpoB de 94.8% et 95.30% respectivement.  

 

Le tableau IV.10 suivant résume les résultats des analyses ARN16S et rpoB de ces 

derniers isolats dont l’appartenance précise n’est pas encore définie. 

 

Tableau IV.10 : Résumé de l’analyse des gènes de l’ARNr 16S et du rpoB des isolats RN47, 

RN69 et RN130. 

Isolat Espèce apparenté % de Similarité ARNr 16 S % de Similarité rpoB 

RNe 47 P.azotoformans 99.89 96.00 

P. proteolytica 98.77 97.00 

RN69 P. plecoglossicida 98.05 95.00 

P. monteilli 98.01 96.00 

RN130 P. plecoglossicida 99.95 94.30 

 P. monteilli 99.80 95.30 
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2- Caractères phénotypiques des huit isolats sélectionnées 

Le tableau IV.11 présente les résultats de certains caractères phénotypiques des huit 

isolats obtenus par la galerie API 20 NE Il faut signaler que la galerie API20N est utilisée 

comme système d’identification. Cependant, une différence significative est relevée lors de la 

comparaison des résultats de l’identification des isolats avec les galeries API 20 NE et les 

méthodes moléculaires utilisées lors de cette étude. Cette différence peut être expliquée par le 

fait que ces systèmes sont adaptés à la caractérisation des Pseudomonas non cliniques 

(environnementaux) et non pas à leur identification (Behrendt et al. 1999 ; Peix et al. 2009). 

En effet, ces systèmes peuvent identifier des bactéries NE comme les Pseudomonas spp. (Barr 

et al. 1989 cité par Peix et al. 2009) appartenant à l’espèce P. aeruginosa et quelques unes 

appartenant à l’espèce P. fluorescens qui sont fréquemment isolées des spécimens cliniques. 

Cependant, ils n’arrivent pas à identifier les isolats collectés dans divers milieux 

environnementaux (sol, eau, mer,…). Ces limites sont dues d’une part au nombre limité de 

tests inclus dans ces galeries API et d’autres parts au fait que la plupart des nouvelles espèces 

décrites ne figurent pas dans la base de données de ces galeries. Cette base ne contient 

d’ailleurs que les espèces cliniques et pathogènes (Peix et al. 2003 ; Behrendt et al. 1999). 

Dans cette étude, elle ne peut à elle seule suffire pour identifier nos isolats et a plutôt un 

intérêt dans la caractérisation phénotypique des huit isolats sélectionnés. Ainsi, les tests de la 

galerie ont été utilisés afin de dresser un profil phénotypique de chaque isolat. En effet, les 

taxonomistes préconisent l’utilisation d’un ensemble des caractères phénotypiques 

additionnées à l’analyse génotypique dans le cadre d’une taxonomie polyphasique 

(Vandamme et al. 1996 ; Stackebrandt et al. 2002 ; Palleroni, 2005, Palleroni, 2010). 
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Tableau IV.11-a: Caractères phénotypiques déterminés par la galerie API 20NE 

de quatre isolats proches l’espèce P. azotoformans. 

Isolats RN39e RNe47 RN58 RN63 P. azotoformans* 

Caractères  

Dénitrification + + + + - 

Tryptophanase - - - - - 

Fermentation du Glucose - - - - - 

Arginine dihydrolase (ADH) - + + + + 

Uréase - - - - - 

Esculinase  + - - - - 

Gélatinase + + - - - 

β-galactosidase  + - - - - 

Assimilation de :      

Glucose + + + + - 

Arabinose - - + + - 

Mannose + + + + - 

Mannitol + + + + - 

N-acétyl-D glucosamine + + + + - 

Maltose - - + + - 

Gluconate + + + + + 

Caprate + + + + - 

Adipate + - - - + 

Malate + + + + - 

Citrate + + + + - 

Phényl-acétate + + - - - 

Autres tests :      

Oxydase + + + + + 

Pigments fluorescents + + + + + 

* : Park et al. 2005. 
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Tableau IV.11-b: Caractères phénotypiques déterminés par la galerie API 20NE de 

quatre isolats proches de l’espèce P. plecoglossicida.  

Isolats RN42b RN53b RN69 RN130 P. plecoglossicida* 

Réactions   

Dénitrification + + - - - 

Tryptophanase - - - - - 

Fermentation du Glucose - - - - - 

Arginine dihydrolase + + + + + 

Uréase - - - + + 

Esculinase (β glucosidase) + - - + - 

Gélatinase - + - + - 

β-galactosidase  - - - - - 

Assimilation de :      

Glucose + + + + - 

Arabinose + + + - - 

Mannose + + + - - 

Mannitol + + - - - 

N-acétyl-D glucosamine + + - + - 

Maltose - - - + - 

Gluconate + + + + + 

Caprate + + + - - 

Adipate - - - + - 

Malate + + + + + 

Citrate + + + + + 

Phényl-acétate - + - + + 

Autres tests :      

Oxidase + + + + + 

Pigments fluorescents + + + + + 

* : Nishimori et al. 2000. 
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IV- CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

En conclusion, on peut dire que le système racinaire des plants de tomate prélevés dans 

la région de Souss-Massa-Draa est riche en Pseudomonas spp. fluorescents antagonistes de C. 

m. subsp. michiganensis. Les huit isolats de bactéries fluorescentes qui ont montré l’effet le 

plus important en biocontrôle de la maladie du chancre bactérien obtenus lors de ce travail 

sont non pathogènes aussi bien pour les plantes que pour l’homme. L’identification des ces 

isolats s’est basée sur l’analyse des séquences du gène ARNr 16S. Les résultats obtenus ont 

été confirmés pour cinq de ces isolats par les résultats du séquençage du gène rpoB. Sauf trois 

bactéries (RN47, RN69 et RN130) pour lesquelles l’identification précise nécessiterait de 

mener des expériences d’hybridation ADN-ADN. Les cinq isolats bactériens identifiés sont 

apparentés à deux espèces ; P. azotoformans (isolats RN39e, RN58, RN 63) et P. 

plecoglossicida (isolats RN42b, RN53b). Il faut noter néanmoins, que ces isolats bactériens 

différent entre eux par certains caractères phénotypiques et peuvent être considérés comme 

des souches des espèces auxquels ils sont apparentés. L’hybridation ADN-ADN de ces isolats 

avec les souches types des espèces similaires permettrait de confirmer définitivement leur 

identité ou de les décrire comme nouvelles espèces à intérêt biotechnologique. Il faut aussi 

signaler que récemment, d’autres méthodes peuvent être utilisées pour atteindre le même but 

(Hilario et al. 2004, Ait Tayeb et al. 2005). Il s’agit d’analyses moléculaires visant d’autres 

gènes à intérêt taxonomique tel que Opr1 (gène des lipoprotéines majeures de la membrane 

externe), gyrB (gène de la gyrase B), rho (gène du facteur rho), le facteur σ
70

 (gène rpoD de 

l’ARN polymérase) et recA (gène de la recombinase A). En perspectives, l’hybridation 

ADN/ADN de nos isolats avec les souches types des espèces proches sont programmées 

comme suite logique à leur l’identification. On envisage aussi d’élargir la caractérisation 

moléculaire à d’autres gènes à fin d’avoir une MLSA complète de nos isolats. Un séquençage 

du génome complet des meilleurs isolats antagoniste est aussi envisageable. Ceci dans le but 

de disposer d’espèces dont l’identité est bien précises pour toute utilisation agrobiologique et/ 

ou biotechnologique. 
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I. Introduction 

Les semences de tomate récoltées et destinées à la commercialisation sont soumises à 

une extraction par voie acide suivie d’un traitement à l’hypochlorite de sodium (NaClO). Par 

la suite, des échantillons  sont soumis à des tests microbiologiques afin de détecter la présence 

de C. m. subsp. michiganensis en adoptant les méthodes les plus récentes recommandées par 

l’ISHI (SPN-B004 version 9) (http://www.worldseed.org) ou Naktuinbouw 

(http://www.naktuinbouw.nl/node/1415) (Anonyme, 6). En juin 2011, un nouveau système 

international de prévention contre les agents pathogènes a été mis en place par les 

professionnels de la production des semences et des plants de tomate. Il s’agit du GSPP 

(Good Seed and Plant Practices). Le but de ce système est de veiller sur la diffusion des 

bonnes pratiques appliquées aux semences et aux plants de tomates destinées à la plantation. 

Cependant, malgré toutes ces mesures phytosanitaires la dissémination des bactéries 

pathogènes de quarantaine (EPPO, 2004) n’a pas été complètement maitrisée. Etant donné 

que les semences sont la principale source de transmission de cette bactérie, tout programme 

de lutte doit donc commencer par l’obtention de semences certifiées indemnes de ce 

pathogène et qui ont en outre une bonne aptitude à la germination (Xu, 2010 ; Xu et al. 2010). 

C’est dans ce cadre que Tobias et al. (2007) ont testé l’effet de différents traitements sur les 

semences de tomate dans le but de contrôler trois bactéries pathogènes dont C. m. subsp. 

michiganensis. Les traitements en question sont des alternatifs aux produits chimiques usuels 

qui ne sont plus utilisés dans les systèmes de production dits écologiques (Tobias et al. 2007). 

Il s’agit de plusieurs types de vinaigre, du carbonate de sodium hydrogéné (NaHCO3) et de 

quelques huiles essentielles. L’agent du chancre bactérien paraît être sensible à tous les 

traitements utilisés excepté le NaHCO3. Quant à la capacité germinative des semences, elle 

n’a pas été affectée par les vinaigres alors que les huiles essentielles l’ont significativement 

diminuée. Wruck et al. (2006) ont comparé l’effet de plusieurs traitements sur la viabilité de 

C. m. subsp. michiganensis sur pieds de bambou inoculés artificiellement. Les résultats 

obtenus par ces chercheurs ont montré que l’utilisation de l’hypochlorite de sodium à 2% 

pendant 30 mn était plus efficace que la solarisation et la fumigation avec des produits 

chimiques. Dans le cadre de la lutte biologique, l’utilisation des extraits des plantes 

aromatiques et médicinales comme traitements des semences s’avère très prometteuse. En 

effet, Daferera et al. (2003) ont testé l’activité antimicrobienne des huiles essentielles de 

plusieurs plantes aromatiques contre des pathogènes de plantes. Les résultats obtenus par ces 

auteurs ont montré que C. m. subsp. michiganensis est très sensible aux huiles essentielles du 

http://www.worldseed.org/
http://www.naktuinbouw.nl/node/1415
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thym et de l’origan. Blaestra et al. (2009) ont évalué l’activité antibactérienne in vitro et in 

vivo des extraits aqueux de deux plantes médicinales, Allium sativum et Ficus carica, contre 

des agents pathogènes de la tomate dont celui du chancre bactérien. Les effets obtenus étaient 

très satisfaisants puisque les extraits d’Allium sativum et de Ficus carica ont permis de 

contrôler cette bactériose à des taux pouvant aller, respectivement, jusqu’à 65% et 38%, en 

comparaison avec un traitement standard à base de cuivre (Balestra et al. 2009). 

Actuellement, Kasselaki et al. 2011 ont rapporté un manque de traitements efficaces de 

semences contre les bactéries pathogènes. En effet, les composés à base de cuivre (les seuls 

traitements chimiques autorisés en vertu des normes de l'agriculture biologique) ne 

fournissent qu’un contrôle partiel. Gaufo et al. (2008) rapportent l’efficacité des extraits des 

plantes originaires du Camerone envers l’agent du mildiou de la tomate. Récemment, 

Ravikumar et Garampalli (2013) ont prouvé que les extraits aqueux de 13 plantes parmi les 39 

qu’elles ont utilisées ont une activité antifongique intéressante envers Alternaria solani. Ces 

extraits peuvent donc être utilisés comme fongicides potentiels en culture organique de tomate 

(Ravikumar et Garampalli, 2013). Boulogne et al.2012 rapportent dans leur revue l’utilisation 

potentielle des métobolites extraits des plantes comme antifongiques et insecticides. 

Le but de cette étude était la recherche des traitements alternatifs pour le contrôle du 

chancre bactérien de la tomate (causé par C. m. subsp. michiganensis), une maladie 

bactérienne transmise par les semences. Dans ce chapitre nous avons évalué l’activité 

antibactérienne de plusieurs plantes aromatiques et médicinales (PAM) originaires du Sud 

Marocain. Les volets que nous avons abordés concernent : 

 Le screening et la sélection  de plantes aromatiques et médicinales (PAM) sur 

la base de l’activité antibactérienne de leur extrait aqueux contre C. m. subsp. 

michiganensis. 

 La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et des 

concentrations minimales bactéricides (CMB) des meilleurs extraits. 

 L’évaluation de l’effet des meilleurs extraits aussi bien sur la germination des 

graines de tomate que sur l’agent pathogène. 

 Le screening phytochimique des meilleures PAM par chromatographie sur 

couche mince (CCM) et le dosage des phénols totaux et des flavonoïdes ainsi que 

l’évaluation de l’activité antioxydante des extraits. 
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II. Matériel et méthodes  

1- Prospection et collecte du matériel végétal 

Des sorties de prospection et de collecte des plantes ont été réalisées durant les années 

2006, 2007 et 2008. Trois axes ont été choisis : Biougra-Tafraout, Tanalt-Aït Baha et 

Tafraout-Tiznit. Les espèces récoltées sont placées dans des sacs en plastique propres et 

numérotés. Au laboratoire, les échantillons sont séchés à l’abri de la lumière et de l’humidité 

durant une semaine ensuite, ils sont soumis à un séchage à l’étuve à 35°C pendant 24h. 

2- Préparation des extraits aqueux  

Après séchage, les différentes parties disponibles des plantes sont broyées à l’aide d’un 

broyeur type Moulinex afin d’obtenir une poudre. 20 grammes de cette poudre sont mis en 

suspension dans 60 ml d’eau distillée. Le tout est porté à ébullition pendant 5 minutes. 

Ensuite, on procède à une double filtration sur la gaze puis sur papier filtre (Wathman numéro 

1). Le filtrat obtenu est séché à l’étuve à 60 °C afin d’obtenir un résidu sec. Par la suite, une 

solution mère de concentration égale à 50 mg ml
-1 

(5%) a été préparée dans de l’eau distillée 

stérile pour chaque plante(Ali-Emmanuel et al. 2002).  

3-Evaluation de l’activité antibactérienne  des extraits de plantes  

3.1- Préparation des cultures bactériennes 

Une suspension de C. m. subsp.  michiganensis, isolat Cmm H195, est préparée dans de 

l’eau physiologique stérile à partir d’une jeune culture de 72h sur milieu NBY. La densité 

optique de la suspension bactérienne est ajustée à 0,46 (10
8
UFC  ml

-1
) (Umesha, 2006). Un 

volume de 0,1 ml de la suspension est étalé, d’une manière homogène, sur la surface du 

milieu de culture à l’aide de billes de verre stériles. Les boites, ainsi ensemencées, sont 

placées dans un incubateur à 25°C pendant 30 min. 

3.2- Activité antibactérienne in vitro 

L’évaluation, in vitro, de l’activité antibactérienne des extraits aqueux des plantes a été 

réalisée sur la base du calcul de la moyenne des zones d’inhibition de la croissance C. m. 

subsp. michiganensis. Pour ce faire, des disques de papier filtre (Wathman n°3) stériles de 5 

mm de diamètre sont imprégnés par un volume de 10 µl de chaque extrait de plante. Par la 

suite, les disques sont déposés dans les boites de Pétri précédemment ensemencées par C. m. 

subsp. michiganensis Cmm H195, à raison de 5 disques par boite. Après 72 h d’incubation à 
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25°C, on procède à la mesure des diamètres des zones d’inhibition autour des disques. Une 

répétition de trois boites de Pétri par plante a été réalisée. 

4- Détermination des CMI et des CMB 

4.1- Détermination des CMI 

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits aqueux sont déterminées 

en milieu liquide selon la méthode décrite par Schaad et al. (1995) légèrement modifiée. Dans 

des tubes à hémolyse contenant un bouillon nutritif,  on prépare une série de dilution au ½ 

dans un intervalle de concentration allant de 50 à 3,125 mg ml
-1

 à partir d’une concentration 

initiale de 50 mg ml
-1 

d’extrait aqueux de plantes. Les tubes sont ensemencés, par la suite,  

avec 10 µl d’une suspension de C. m. subsp. michiganensis (10
8 

UFC ml
-1

) Cmm H195. Un 

témoin sans extrait est réalisé. Les tubes, ainsi préparés, sont incubés à 25°C pendant 24h. La 

concentration qui ne montre aucune croissance, visible à l’œil nu, de l’agent pathogène est 

retenue comme correspondant à la CMI. Trois répétitions sont réalisées pour chaque extrait et 

l’expérience est répétée deux fois. 

4.2- Détermination des CMB  

Les concentrations minimales bactéricides (CMB) sont déterminées en étalant 10μl, 

prélevés à partir des tubes n’ayant montré aucune croissance bactérienne visible, sur milieu de 

culture NBY (correspondant à la CMI). Le pourcentage de germes viables est estimé par 

comparaison avec des témoins  réalisés avec une gamme de dilutions décimales de 

concentrations bactériennes comprises entre 100 % et 0,01 %. Un volume de 10 μl de chaque 

dilution est étalé sur  milieu de culture NBY. Les cultures, ainsi réalisées, sont incubées à 

25°C pendant 72 heures. La CMB, qui correspond à la concentration de l’extrait de plante ne 

permettant que 0,01 % de survie de l’inoculum initial (Moroh et al. 2008), est estimée en 

comparant le nombre des colonies apparues à celui de la gamme des dilutions décimales 

réalisées. Trois répétitions sont réalisées pour chaque extrait et l’expérience est répétée deux 

fois. 

5- Effet des extraits aqueux sur la population du pathogène à la surface des semences 

Des semences de tomate var. Clause 27 (France) sont artificiellement inoculées par une 

suspension bactérienne de l’isolat Cmm H195 du pathogène à 10
8
 UFC ml

-1
. Pour ce faire, les 

semences sont mélangées avec la suspension de l’agent pathogène additionnée de méthyle 

cellulose (2%) comme substance adhésive à raison d’un gramme de semences par 10 ml du 

mélange. Le mélange est mis sous agitation pendant une heure puis les semences sont séchées 
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sous une hôte à flux laminaire pendant une nuit. Les semences, ainsi inoculées, sont trempées 

dans les extraits aqueux (5%) des huit meilleures PAM à raison de 20 graines par extrait et le 

mélange est laissé sous agitation pendant une heure. Après séchage, des échantillons de 5 

graines par traitement sont pris au hasard pour le dénombrement de l’agent pathogène. Trois 

répétitions sont réalisées pour chaque extrait. Un témoin est réalisé de la même manière avec 

des semences inoculées et non traitées par les PAM. Les résultats du dénombrement sont 

exprimés en log UFC par graine. 

6- Effet des meilleurs extraits sur la germination des semences 

Cette étude a été réalisée pour vérifier l’absence d’un éventuel effet négatif des extraits 

de plantes sur le pouvoir germinatif des graines de tomate. Ainsi, parmi les meilleures plantes 

qui ont inhibé la croissance de C. m. subsp.  michiganensis, trois ont été utilisées pour traiter 

les semences de la tomate infectées par ce pathogène. Le traitement des semences et 

l’évaluation de leur pouvoir germinatif sont réalisés selon la méthode décrite par Tobias et al. 

(2007) légèrement modifiée. Des graines de tomates, récupérées à partir des fruits présentant  

les symptômes du chancre (issues des plantes inoculées artificiellement au niveau du champ), 

sont trempées dans l’extrait aqueux de chaque plante à une concentration de 5% pendant une 

heure. Les graines, ainsi traitées, sont séchées puis semées dans des terrines alvéolées 

remplies d’un mélange de terre végétale et de tourbe (1 : 2 , v/v). Chaque traitement est 

composé de 17 graines et chaque essai est répété trois fois. Un essai témoin est réalisé dans 

les mêmes conditions avec des graines trempées dans de l’eau distillée. Les terrines sont 

placées en blocs aléatoires dans une serre expérimentale et sont arrosées une fois tous les deux 

jours. Après deux semaines, le pourcentage de graines germées est déterminé pour chaque 

traitement. 

7- Screening phytochimique des PAM 

Dans le but de déterminer les composés chimiques susceptibles d’êtres responsables de 

l’activité antibactérienne des PAM testées, nous avons jugé intéressant de réaliser un 

screening phytochimique de ces plantes. Ainsi des chromatographies sur couche mince 

(CCM) des extraits des PAM sont réalisées pour déterminer les grandes classes de 

polyphénols. Nous nous sommes intéressés également au dosage des phénols totaux, des 

flavonoïdes et à la détermination de l’activité antioxydante des PAM ayant montré une 

inhibition significative de la croissance de C. m. subsp. michiganensis.  
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7.1- Séparation par CCM 

Les CCM des extraits aqueux, préparés comme décrit précédemment, sont réalisées sur 

plaques de gel de silice 60 (Merck). Après dépôt des échantillons, la séparation est effectuée 

avec le système solvant: acide acétique / eau (15 : 85 ; v/v). Les plaques sont ensuite révélées 

à l’aide du réactif de Neu (2–aminoéthyldiphénylborate) à 1 % dans le méthanol et visualisées 

sous UV. Le réactif de Neu permet d’intensifier la fluorescence naturelle de certains 

composés phénoliques, cette fluorescence est en effet très diversifiée et variable selon la 

catégorie de ces phénols (Tableau V.1). L’observation des chromatogrammes se fait à 365 

nm. Des témoins sont réalisés avec des composés purs à savoir :  

 La rutine représentant des flavonoïdes plus particulièrement des flavonols 

 L’acide chlorogénique représentant des acides phénoliques  plus précisément de 

l’ester de l'acide caféique dérivant de l'acide cinnamique. 

 

Tableau V.1 : Les couleurs fluorescentes des principaux composés secondaires des plantes 

après leur révélation avec le réactif de Neu 

Composés 

phénoliques 

Acides hydroxy-

cinnamiques (AHC) 

Les Esters des 

AHC 

Flavonoïdes 

Fluorescence Bleu vive Jaune-verdâtre 
Jaune, jaune 

orangé 

(Tahrouch, 1992 ; Wagner et Bladt 1996) 

7.2- Dosage des phénols totaux 

La méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteau décrite par Alemanno et al. (2003) 

est adoptée pour ce dosage. A partir d’une solution à 5 % obtenue par macération de la 

poudre de plante dans du méthanol à 80%, on transfère 25 µl d’extrait végétal dans un 

tube à essai contenant 110 µl du réactif de Folin. Après homogénéisation et repos pendant 

3 min à température ambiante, on ajoute 200 µl d’une solution de carbonate de sodium à 

20% (afin d’obtenir un milieu alcalin permettant le déclenchement de la réaction 

d'oxydoréduction). Ensuite, on  ajoute 1,9 ml d’eau distillée. Après homogénéisation et 

repos pendant 30 min à 60°C à l’obscurité, on procède à la lecture de la densité optique 

(DO) à 750 nm avec un spectrophotomètre (Janeway 6400). 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_caf%C3%A9ique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_cinnamique
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Il faut noter que des dilutions appropriées avec du méthanol sont préparées avant la 

lecture de la DO. Le blanc est préparé avec 2 ml du méthanol. La quantification est faite sur la 

base d’une gamme étalon standard de l’acide caféique. Cette gamme est réalisée par la 

préparation d’un gradient de concentration de l’acide caféique allant de 0,1 à 0,5 mg/ml dans 

du  méthanol 80%. Les résultats sont exprimés en mg
 
équivalent acide caféique (EAC) / g 

poids sec. Toutes les mesures sont faites en trois répétitions et les valeurs sont des moyennes 

± SD. 

7.3- Dosage des flavonoïdes 

L’estimation de la teneur en flavonoïdes est réalisée selon la méthode décrite par Singh 

et al. (2010) et Harnafi et al. (2010) avec quelques modifications. Le réactif à base du 

chlorure d’alluminium (AlCl3) est préparé par mixage de 400 mg d’acétate de sodium avec 

133 mg du AlCl3 en poudre dans 100 ml du méthanol 80%. Un volume de 300 µl de ce réactif 

est ajouté à 600 µl de l’extrait de plante. Après homogénéisation, cette mixture est laissée au 

repos pendant 30 min à l’obscurité ; à température ambiante. Ensuite, l’absorbance est 

mesurée à 430 nm. La teneur en flavonoïdes est calculée en mg d’équivalents Rutine (ER) / g 

poids sec. Une courbe d’étalonnage réalisée avec des solutions de Rutine de concentrations 

allant de 0,1 à 0,5mg ml
-l
 dans du méthanol 80% est utilisée pour la détermination de cette 

teneur. Toutes les mesures sont faites en trois répétitions et les valeurs sont des moyennes ± 

SD. 

7.4- Evaluation de l’activité antioxydante 

Le dosage de l’activité antioxydant est effectué selon le protocole, légèrement modifié, 

décrit par Rawat et al. (2011). Cette méthode est basée sur la dégradation du radical DPPH 

(2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl). En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH  

(couleur violette) se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine (couleur jaune).  

La solution du radical DPPH (DPPH•) (0,1 mM) est préparée dans du méthanol 80%. 

Un volume de 1,9 ml de la solution DPPH• est ajouté à 100 µl de l’extrait de plante. Le 

mélange est incubé à température ambiante et à l’obscurité pendant 20 min. l’absorbance est 

ensuite mesurée à 517 nm. L’absorbance initiale de la solution DPPH• à la même longueur 

d’onde est de 0,47 ± 0,13. La réduction de l’absorbance est donc mesurée à la même longueur 

d’onde. Une courbe standard de calibrage est réalisée avec la Trolox (analogue structural 

hydrosoluble de la vitamine E) dans les mêmes conditions avec des concentrations allant de 

0,25 à 1 mM dans du méthanol 80%. Les résultats sont exprimés en unités TEAC (mM 
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équivalents Trolox par 100 g du poids sec de l’échantillon). Toutes les mesures sont faites en 

trois répétitions et les valeurs sont des moyennes ± SD. 

8- Analyse statistique 

Toutes les données ont été analysées par ANOVA en utilisant le pack Statistica, version 

6, Stat-Soft, 2001, France. Les moyennes sont comparées par le test de Newman et Keuls à 

P<0.05. Les données des dosages des phénols et des flavonoïdes ainsi que ceux de l’activité 

antioxydante sont des moyennes de trois répétitions ± SD. Les coefficients de corrélation R et 

de détermination R
2
 sont calculés avec le programme Microsoft Excel 2007.  

 

III. Résultats 

1- Prospection et collecte du matériel végétal 

Notre collection de plantes est composée de 40 échantillons, récoltés dans différentes 

zones du sud marocain durant l’année 2006/2007 et 2007/2008. Les plantes récoltées 

appartiennent à quinze familles, représentées principalement par les Lamiaceae (22,5%), les 

Asteraceae (15%), les Fabaceae (12,5%), les Rosaceae (7.5%), les Zygophyllaceae (10%) et 

les Cistaceae (7,5%) (Tableau V.2). 

2- Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits des plantes  

Les résultats obtenus lors de l’évaluation, in vitro, de l’activité antibactérienne des 

extraits de plantes sur la croissance de C. m. subsp. michiganensis, montrent que toutes les 

plantes testées ont inhibé la croissance de ce pathogène, mais à des degrés différents (Tableau 

V.2 et Figure V.1). L’analyse statistique des résultats obtenus nous a permis de former trois 

catégories de plantes significativement différentes selon les valeurs des diamètres des zones 

d’inhibition (ZI) (Figure V.2). 

La catégorie I: regroupe les meilleures plantes : ayant induit un diamètre d’inhibition 

supérieur à 3 cm. La moyenne des ZI obtenues avec les extraits de plantes appartenant à cette 

catégorie est de l’ordre de 3,58 cm. Cette catégorie peut être subdivisée en deux sous groupes 

(Figure V.3). Le premier sous groupe contient une seule plante qui est Lavandula 

coronopifolia (78), avec un diamètre d’inhibition de 4,88 cm. Le deuxième sous groupe 

comporte les plantes ayant un diamètre d’inhibition compris entre 4,05 cm (Rubus ulmifolius) 

et 2,86 cm (Cotula cinerea). 
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Tableau V.2: Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits de plantes vis-à-vis de C. m. 

subsp. michiganensis.  

Code Nom botanique Famille Parties utilisées Diamètre des ZI* (cm)  

73 Acacia raddiana Fabaceae Feuilles 1,28 ± 0,04 

83 Anvillea radiata Asteraceae Tiges et feuilles 3,55 ± 0,07 

89 Artemisia inculta Asteraceae Tiges et feuilles 2,10 ± 0,13 

68 Asteriscus graveolens Asteraceae Tiges, feuilles et fleurs 0,83 ± 0,19 

62 Ceratonia siliqua Fabaceae Feuilles 1,58 ± 0,01 

107 Cistus crispus Cistaceae Tiges et feuilles 3,20 ± 0,04 

114 Cistus monspeliensis Cistaceae Tiges et feuilles 3,86 ± 0,05 

106 Cleome africana Capparaceae Tiges, feuilles et fleurs 1,60 ± 0,14 

67 Colocynthis vulgaris Cucurbitaceae Feuilles 0,82 ± 0,14 

98 Coronilla terminalis Fabaceae Tiges, feuilles et fleurs 0,50 ± 0,00 

90 Cotula cinerea Asteraceae Tiges, feuilles et fleurs 2,86 ± 0,32 

76 Fagonia harpago Zygophyllaceae Tiges et feuilles 1,88 ± 0,08 

93 Fagonia zilloïdes Zygophyllaceae Feuilles 1,27 ± 0,08 

2 Halimium antiatlanticum Cistaceae Tiges et feuilles 2,06 ± 0,06 

81 Hammada scoparia Chenopodiaceae Tiges et feuilles 2,26 ± 0,03 

65 Ighermia pinifolia Asteraceae Tiges, feuilles et fleurs 2,59 ±0,00 

53 Inula viscosa Asteraceae Tiges et feuilles 2,15 ± 0,29 

78 Lavandula coronopifolia Lamiaceae Tiges, feuilles et fleurs 4,88 ± 0,19 

101 Lavandula coronopifolia Lamiaceae Tiges, feuilles et fleurs 4,00 ± 0,00 

94 Lavandula coronopifolia Lamiaceae Tiges, feuilles et fleurs 1,62 ± 0,04 

3 Lavandula maroccana Lamiaceae Tiges et feuilles 3,04 ± 0,00 

108 Lavandula stoechas Lamiaceae Tiges, feuilles et fleurs 3,33 ± 0,16 

25 Lavandula stoechas Lamiaceae Tiges, feuilles et fleurs 3,07 ± 0,01 

100 Limoniastrum ifniense Plumbaginaceae Tiges et feuilles 1,26 ± 0,08 

79 Linaria sp. Scrophulariaceae Tiges et feuilles 2,63 ± 0,00 

91 Ononis natrix Fabaceae Tiges et feuilles 1,80 ± 0,03 

26 Pistacia atlantica Anacardiaceae Feuilles 3,70 ± 0,17 

26’ Pistacia atlantica Anacardiaceae Feuilles 1,58 ± 0,10 

86 Psoralea bituminosa Fabaceae Tiges et feuilles 0,90 ± 0,00 

99 Reseda alba Resedaceae Tiges, feuilles et fleurs 0,50 ± 0,00 

43 Rosa canina Rosaceae Tiges et feuilles 4,04 ± 0,05 

7 Rubus ulmifolius Rosaceae Tiges et feuilles 4,05 ± 0,05 

92 Ruta tuberculata Rutaceae Tiges et feuilles 2,09 ± 0,10 

19 Sanguisorba minor Rosaceae Tiges et feuilles 0,68 ± 0,14 

34 Thymus leptobotrys Lamiaceae Tiges, feuilles et fleurs 1,96 ± 0,17 

63 Thymus satureioides Lamiaceae Tiges, feuilles et fleurs 2,33 ± 0,24 

30 Thymus satureioides Lamiaceae Tiges, feuilles et fleurs 1,64 ± 0,05 

105 Withania adpressa Solanaceae Feuilles 2,06 ± 0,08 

71 Zygophyllum gaetulum Zygophyllaceae Tiges et feuilles 1,73 ± 0,17 

104 Zygophyllum gaetulum Zygophyllaceae Tiges et feuilles 1,25 ± 0,07 

* ZI : Zones d’inhibition de la croissance de Cmm. Les valeurs sont des moyennes de 15 répétitions ± σ. 

Certains échantillons correspondant à la même espèce ont été récoltées simultanément: (78 et 101) au 

niveau de la même localité ; 94 provient d’une localité différente ; à des périodes différentes (26 et 26’ ; 

30 et 63) ; ou encore cueillies à des périodes et dans des localités différentes (25 et 108). (Talibi et al. 

2011). 
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Figure V.1: Inhibition de la croissance de C. m. subsp. michiganensis (Cmm H195) par les extraits 

aqueux de certaines plantes aromatiques et médicinales. A: Témoin. B: Lavandula coronopifolia 

(101). C: Cistus monspeliensis (114). D: Lavandula coronopifolia (78). E: Rubus ulmifolius (07). F: 

Anvillea radiata (83). G: Lavandula stoechas (25). H: Pistacia atlantica (26). I: Rosa canina (43). 

(Talibi et al. 2011). 
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Figure V.2 : Les trois catégories de plantes dont les extraits inhibent la croissance de C. m. 

subsp.  michiganensis. Les résultats sont analysés avec une ANOVA suivie par le test de 

Newman & Keuls à P < 0,05. Des lettres différentes indiquent des valeurs 

significativement différentes. 

 

 

Figure V.3 : Inhibition de la croissance de C. m. subsp.  michiganensis par les plantes 

(catégorie I). Les résultats sont analysés avec une ANOVA suivie par le test de Newman & 

Keuls à P < 0,05. Des lettres différentes indiquent des valeurs significativement 

différentes. 
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La catégorie II : regroupe les plantes qui ont moyennement inhibé la croissance bactérienne 

de C. m. subsp. michiganensis. La valeur moyenne des ZI est de 1,95 cm. Cette catégorie peut 

être également subdivisée en deux sous groupes (Figure V.4): le premier contient le genre 

Linaria sp et Ighermia pinifolia avec des diamètres d’inhibition supérieurs à 2,5 cm alors que 

le deuxième englobe les autres plantes dont le ZI est compris entre 2,33 cm pour Thymus 

satureioides (63) et 1,58 cm  pour Ceratonia siliqua.  

 

 

Figure V.4 : Inhibition de la croissance de C. m. subsp. michiganensis par les extraits de 

plantes (catégorie II). Les résultats sont analysés avec une ANOVA suivie par le test de 

Newman & Keuls à P < 0,05. Des lettres différentes indiquent des valeurs 

significativement différentes. 

 

La catégorie III : comporte les plantes qui ont un faible effet inhibiteur sur la croissance de 

C. m. subsp. michiganensis. La valeur moyenne des ZI ne dépasse pas 1 cm. Deux sous 

groupes peuvent être également distingués ; le premier regroupe les plantes dont les extraits 

inhibent la croissance de C. m. subsp. michiganensis avec une zone d’inhibition comprise 

entre 1,25 cm (Zygophyllum gaetulum 104) et 1,31 cm (Acacia raddiana). Le deuxième 

renferme les plantes dont les zones d’inhibition sont comprises entre 0,5 cm (Coronilla 

terminalis) et 0,9 cm (Psoralea bituminosa) (Figure V.5). 
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Figure V.5: Inhibition de la croissance de C. m. subsp. michiganensis par des extraits 

de plantes (catégorie III). Les résultats sont analysés avec une ANOVA suivie par le 

test de Newman & Keuls à P < 0,05. Des lettres différentes indiquent des valeurs 

significativement différentes. 

 

3- Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) 

Les résultats obtenus pour les extraits aqueux des meilleures PAM sont présentés dans 

le tableau V.3. D’après ces résultats, on constate que  Rubus ulmifolius, Pistacia atlantica  et 

Anvillea radiata  possèdent la même valeur de CMI qui est également la plus faible (3,125 mg 

ml
-1

). Cependant, les extraits des plantes précitées présentent des CMB différentes. Ainsi, 

Rubus ulmifolius présente une activité bactéricide deux fois plus importante que celle de 

Pistacia atlantica et quatre fois plus importante que celle d’Anvillea radiata.  

Quant aux autres plantes testées, leurs CMI (égales) sont deux fois plus élevées par 

rapport à celles des extraits de plantes précitées ; soit 6,25 mg ml
-1

. Toutefois, Lavandula 

coronopifolia (78) et Lavandula stoechas (108) se distinguent par des activités bactéricides 

qui sont deux fois supérieures par rapport à celles de Rosa canina, Cistus monspeliensis et 

Cistus crispus.  

Le rapport CMB/CMI permet de conclure que sept extraits sur les huit testés ont un 

effet bactéricides puisque la valeur de se rapport est inférieur ou égale à quatre. L’extrait 

d’Anvillea radiata est bactériostatique car le rapport est égal à huit. C. m. subsp. 

michiganensis n’est tolérant à aucun des extraits testés. 
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Tableau V.3: Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides 

(CMB) exprimées en mg ml
-1

des extraits aqueux qui ont donné les meilleurs 

pourcentages d’inhibition de l’agent pathogène 

Plantes testées ZI
 d

 (cm) CMI CMB CMB / CMI * 

Rubus ulmifolius (7) 4,05 3,125 6,25 2 

Pistacia atlantica (26) 3,70 3,125 12,50 4 

Anvillea radiata (83) 3,55 3,125 25,00 8 

Lavandula coronopifolia (78) 4,88 6,25 12,50 2 

Lavandula stoechas (108) 3.33 6,25 12,50 2 

Rosa canina (43) 4,04 6,25 25,00 4 

Cistus monspeliensis (114) 3,86 6,25 25,00 4 

Cistus crispus (107) 3,20 6,25 25,00 4 

* Si CMB / CMI ≤ 4 l’extrait inhibiteur est bactéricide, si CMB / CMI est > 4 il est 

bactériostatique et si CMB / CMI ≥ 32 La bactérie est dite tolérante (Marmonier 1990 cité par 

Moroh et al. 2008 et Ouattara et al. 2013). 

 

4- Effet du traitement des semences par les PAM sur la population de l’agent pathogène 

Le traitement des semences, artificiellement inoculées par le pathogène, avec les extraits 

aqueux des meilleurs plantes a permis de réduire significativement la population du pathogène 

par rapport au témoin non traité. La plus importante réduction (72,32%) est obtenue avec 

l’extrait aqueux de L. coronopifolia (78). Les extraits aqueux de R. ulmifolius (7), C. 

monspeliensis (114) et de R. canina (43) ont aussi réduit significativement la population du 

pathogène avec des pourcentages de réduction de 50,89%, 33,92 et 28,92%, respectivement. 

En effet, la population du pathogène à la surface des semences passe de 5,6 Log UFC/graine 

dans le cas du témoin à seulement 1,55 ; 2,75 ; 3,7 et 3,98 Log UFC/graine pour les extraits 

aqueux de L. coronopifolia (78), R. ulmifolius (7), C. monspeliensis (114) et de R. canina (43) 

respectivement (Figure V.6). 
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Figure V.6 : Effet des extraits aqueux des meilleures plantes sur la population de 

l’agent pathogène à la surface de semences de tomate inoculées artificiellement. 

Les résultats sont analysés avec une ANOVA suivie par le test de Newman & 

Keuls à P < 0,05. Des lettres différentes indiquent des résultats significativement 

différents.  
 

5- Evaluation du pouvoir germinatif des semences traitées par les extraits des plantes 

Nous avons observé que la germination des graines de tomate (plus de 98%) a eu lieu 

deux semaines après leur semis, mais avec des taux de germination variables d’un traitement à 

l’autre (FigureV.7). En effet, les résultats obtenus ont montré que les pourcentages de 

germination des graines traitées avec les extraits des plantes sélectionnées sont 

significativement supérieurs à celui du témoin non traité. Cette hausse du pourcentage de 

germination des graines traitées est la plus élevée (98%) lors de l’utilisation de l’extrait 

aqueux de Lavandula coronopifolia (78). Des taux de germination significatifs de l’ordre de 

88% et 84% ont été également observés respectivement  en présence des extraits aqueux de 

Cistus monpeliensis et de Rubus ulmifolius. Nous constatons aussi qu’en plus de l’effet 

inhibiteur vis-à-vis du pathogène, les extraits des plantes testées activent la germination des 

graines de tomates 
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Figure V.7: Effet des extraits aqueux de certaines PAM sur la germination des semences 

de tomate. Les résultats sont analysés avec une ANOVA suivie par le test de Newman & 

Keuls à P < 0,05. Des lettres différentes indiquent des valeurs significativement 

différentes (Talibi et al.2011). 

 

6- Screening phytochimique des PAM 

6.1- Chromatographie sur couche mince (CMM) 

Bien que la technique de CCM ne permette, ni quantitativement ni qualitativement, de 

déterminer les différents composés phénoliques des PAM, elle donne néanmoins une idée sur 

la présence des grandes classes de polyphénols qui sont responsables de l’activité biologique 

des PAM. Le screening phytochimique de l’ensemble des échantillons a montré une grande 

diversité de composés phénoliques qui diffèrent aussi bien par leurs rapports frontaux (RF) 

que par leurs fluorescences sous UV. La figure V.8 montre les profils obtenus avec les 

meilleurs PAM ainsi que ceux des deux témoins (L’acide chlorogénique et la rutine). Une 

meilleure séparation des différents composés pourrait être obtenue d’une part, par changement 

du système solvant et d’autre part par dilution des quantités déposées pour avoir des bandes 

bien individualisées, chose qui permettrait une meilleure analyse comparative de nos 

échantillons en présence d’une série de témoins plus représentative. 
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Figure V.8 : Profils chromatographiques des PAM étudiées: Lavandula 

coronopifolia (78); Rubus ulmifolius (7); Rosa canina (43); Pistacia atlantica 

(26); Anvillea radiata (83); Cistus crispus (107) ; Lavandula stoechas (25); 

Ighermia pinifolia (65); (T1: Rutine ; T2: acide chlorogénique). 
 

6.2- Dosage des phénols totaux, des flavonoïdes et de l’activité antioxydante 

Si on analyse les résultats de manière globale, on  note  que les espèces Lavandula 

coronopifolia (78); Rubus ulmifolius (7); Rosa canina (43); Pistacia atlantica (26); Anvillea 

radiata (83); Cistus crispus (107) ; Lavandula stoechas (25) et Ighermia pinifolia (65)  

présentent des teneurs en phénols, en flavonoïdes et des activités anti oxydantes largement 

supérieures aux autres plantes testées. Par ailleurs, il est important de souligner que ces 

différents paramètres évoluent, le plus souvent, de façon proportionnelle aux diamètres des 

zones d’inhibition. De manière plus précise, la teneur en phénols totaux des espèces testées 

varie de 3,98 ± 0,16 à 62,78 ± 1,51 mg d’équivalent acide caféique (EAC) par g de poids sec 

(PS), celle en flavonoïdes varie de 17,4 ± 3,4 à 19,82 ± 6,5 mg d’équivalent rutine (ER) par g 

de PS et l’activité anti oxydante varie de 1,18 à 550,67 mM d’équivalent Trolox par 100g de 

PS (Tableau V.4). De plus, une corrélation positive significative a été observée d’une part, 

entre la teneur en phénols (R = 0,87 et R
2
 = 0,76), la teneur en flavonoïdes (R = 0,96 et R

2
 = 

0,93), et l’activité antimicrobienne des extraits aqueux et d’autre part entre la teneur en 

phénols, la teneur en flavonoïdes et l’activité anti oxydante des extraits aqueux (Tableau V.5). 

Ces résultats confirment la richesse des PAM sélectionnées en phénols et en flavonoïdes, qui 

sont vraisemblablement impliqués dans leurs activités antibactériennes et leurs capacités 
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antioxydantes. La corrélation positive entre l’activité biologique antibactérienne et l’activité 

antioxydante permet de dire que plus un extrait est doté d’une capacité antioxydante plus il est 

intéressent en terme de lutte biologique. Par ailleurs, la capacité antioxydante des extraits 

pourrait expliquer l’activation de la germination déjà observée et qui serait due à l’action des 

molécules antioxydantes sur le pH du milieu environnant des semences. En effet les variations 

du ph agissent sur le pouvoir germinatif des semences de plusieurs espèces végétales 

(Chachalis et Reddy 2000). 

Tableau V.4: Teneur en phénols totaux, en flavonoïdes et activité antioxydante des plantes 

aromatiques et médicinales sélectionnées pour leur activité antibactérienne vis-à-vis de 

l’agent du chancre bactérien de la tomate 
a 

Plantes testées 

[Phénols] (mg 

EAC b/g PS) 

[Flavonoïdes] (mg 

ER c/g PS) 

ZI d (cm) TEAC 
e(mM/100g 

PS) 

   Lavandula coronopifolia (78) 55,58 ± 5,07 19,51 ± 0,49 4,88 550,67 

Rubus ulmifolius (7) 37,52 ± 6,64 19,82 ± 0,65 4,05 430,50 

Rosa canina (43) 44,68 ± 0,573 17,58 ± 0,98 4,04 333,73 

Cistus monspliensis (114) 37,21 ± 0,63 19,79 ± 2,07 3,86 233,27 

Pistacia atlantica (26) 62,78 ± 1,51 18,38 ± 1,53 3,70 460,49 

Anvillea radiata (83) 24,13 ± 5,02 15,39 ± 1,43 3,55 166,89 

Cistus crispus (107) 27,62 ± 0,29 16,53 ± 0,31 3,20 118,63 

Lavandula stoechas (25) 32,58 ± 4,10 6,30 ± 0,26 3,07 90,80 

Ighermia pinifolia (65) 45,41 ± 5,70 14,72 ± 0,60 2,59 73,49 

Artemisea inculta (89) 21,99 ± 1,18 10,31 ± 1,15 2,11 35,22 

Ceratonia siliqua (62) 21,20 ± 0,99 7,44 ± 2,26 1,58 55,38 

Fagonia zilloïdes (93) 6,55 ± 0,78 5,56 ± 1,6 1,27 11,08 

Zygophyllum gaetulum (104) 3,98 ± 0,16 2,26 ± 1,8 1,25 1,18 

Colocynthis vulgaris L. (67) 6,55 ± 0,35 2,13 ± 0,72 0,82 9,82 

Sanguisorba minor (19) 4,47 ± 0,28 1,74 ± 0,34 0,68 3,64 

Reseda alba (99) 5,01 ± 0,13 1,99 ± 0,28 0,50 3,59 

a Les valeurs sont des moyennes de trois répétitions ± SD. b Les résultats sont exprimés en mg équivalents acide 

caféique(EAC) par g du poids sec (PS) de plante. c Les résultats sont exprimés en mg équivalents Rutine (ER) par g 

du poids sec (PS) de plante. d Diamètres des Zones d’inhibitions des extraits aqueux exprimées en cm. e TEAC : 

Trolox equivalent antioxidant capacity : capacité antioxydant équivalent Trolox. Résultats exprimés en mM 

équivalents Trolox par 100 g du poids sec.  

Tableau V.5: Les indices de Corrélation (R) et de détermination (R
2
) entre la teneur en 

phénols (Ph), la teneur en flavonoïdes (Flav), la capacité antioxydante (TEAC) et l’activité 

antibactérienne des extraits aqueux (diamètres des zones d’inhibition) (ZI). 

 

Ph/Flav Ph/ZI Flav/ZI Ph/TEAC Flav/TEAC TEAC/ZI 

R 0,88852516 0,87339293 0,96832161 0,84607994 0,78914914 0.86716811 

R2 0,78947696 0,7628152 0,93764673 0,71585126 0,62275636 0.75198053 
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IV- Discussion  

Les travaux de recherche entrepris dans ce chapitre avaient pour objectif d’évaluer le 

potentiel antibactérien de 40 plantes aromatiques et médicinales (PAM) contre C. m. subsp. 

michiganensis. En fait, les extraits aqueux de ces PAM ont été étudiés d’une part afin de 

mesurer leur capacité de réduction, voir même d’élimination de l’inoculum de cet agent 

pathogène sur les semences de tomate et d’autre part pour évaluer la richesse relative  de ces 

PAM en composés phénoliques  mais également de doser leur activité anti oxydante. Cette 

démarche  entreprise pourrait constituer une alternative  prometteuse de lutte anti bactérienne 

aux produits chimiques dont les inconvénients formels et multiples constituent une contrainte 

de taille aussi bien pour le consommateur que pour l’environnement. Ceci est d’autant plus 

important qu’on ne dispose toujours pas jusqu’à l’heure actuelle de cultivars commerciaux 

résistants à cette bactérie.  

Les résultats du screening préliminaire ont montré que les extraits aqueux de toutes les 

PAM testées présentent une activité antibactérienne. Les espèces les plus efficaces 

appartiennent aux familles des Lamiaceae, Rosaceae, Asteraceae, Anacardiaceae et Cistaceae. 

Les résultats obtenus avec les  espèces appartenant au genre Lavandula sont remarquables et 

concordent parfaitement avec ceux de Daferera et al. (2003) qui ont rapporté que le genre 

Lavandula comporte plusieurs espèces ayant une activité antimicrobienne envers certains  

pathogènes des plantes. En outre, ces mêmes auteurs ont montré que l’huile essentielle de 

Lavandula angustifolia, à 600 mg ml
-1

, a complètement inhibé la croissance de C. m. subsp. 

michiganensis. D’après ces auteurs, l’activité antibactérienne de cette huile essentielle est 

probablement due à des composés bioactifs, en particulier le linaloole et l’acétate de linalyl 

(Daferera et al. 2003). En outre, Teixeira et al. (2012) ont également confirmé le potentiel 

élevé de lutte antibactérienne  exercé par un des représentants de ce genre. Ils ont en effet 

démontré que les extraits méthanoïques de Lavandula stoechas présentent des propriétés  

antibactériennes importantes vis-à-vis de Staphylococcus aureus et Staphylococcus 

epidermidis. Ce pouvoir est lié aux composés phénoliques et terpéniques de cette plante. 

D’après nos résultats, la deuxième espèce qui a significativement inhibé la croissance de C. m. 

subsp. michiganensis in vitro est R. ulmifolius. En fait, Sisti et al. (2008) avaient montré que 

l’extrait sec de R. ulmifolius présente un grand intérêt dans la mesure où il possède une 

activité biologique contre un grand nombre de pathogènes humains. Dans une autre étude, 

Thiem et Goślińska (2004) avaient rapporté, que les extraits des feuilles de Rubus 

chamaemorus étaient doués d’une activité antibactérienne envers certaines bactéries Gram 
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négatif. Par ailleurs, Arima et al. (2002) ont montré que la rutine (quercétine-3-rutinoside), est 

responsable de l’activité antimicrobienne contre certaines bactéries Gram négatif et Gram 

positif. A travers nos résultats, le pouvoir inhibiteur de la croissance de C. m. subsp. 

michiganensis exercé par Rosa canina s’est révélé significatif. Ce résultat s’accorde bien avec 

celui de Montazeri et al. (2011) qui ont montré que les extraits méthanoliques et aqueux de 

Rosa canina présentent une activité antibactérienne contre plusieurs pathogènes (S. aureus, E. 

coli, B. cereus, B. subtilis et C. albicans). Par ailleurs, ce résultat concorde également avec 

ceux de Basim et Basim (2004), qui ont montré que l’huile essentielle de Rosa damascena est 

efficace contre Erwinia amylovora, l’agent du feu bactérien des rosacées. Dans des études 

antérieures, les composants phénoliques spécifiques du genre Rosa tels que les catéchines et 

les procyanidines se sont révélés être des antioxydants efficaces. En ce qui concerne l’effet 

inhibiteur vis-à-vis de C. m. subsp. michiganensis exercé par Anvillea radiata, les résultats 

obtenus corrèlent bien avec ceux d’autres auteurs. En effet, El Hassany et al. 2004 ont 

démontré l’existence d’un nouveau composé terpénique, obtenu par extraction au 

chloroforme, qui est le principal constituant impliqué dans l’activité antibactérienne. Ce 

composé exerce une forte inhibition vis-à-vis de Bacillus cereus, Streptococcus C , Proteus 

vulgaris; Enterococcus faecalis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Nous avons 

obtenu également une importante activité anti C. m. subsp. michiganensis avec les extraits de 

P. atlantica. Ceci est en parfait accord avec les résultats de Hosseini et al. (2013) qui ont mis 

en évidence le potentiel inhibiteur élevé de Streptococcus mutans par les extraits aqueux et 

d’éther diéthylique de cette plante. En ce qui concerne le genre Cistus, nous avons montré que 

C. monspeliensis et C. crispus ont induit  une inhibition significative de la multiplication de 

C. m. subsp. michiganensis. Ces résultats sont en accord avec la plupart des travaux 

impliquant les représentants de ce genre. En effet, Bouamama et al. (2006) ont rapporté que 

les feuilles de C. villosus et C. monspeliensis ont une activité antibactérienne envers quelques 

bactéries Gram négatif responsables de certaines pathologies humaines. Cette activité est liée 

à la richesse de cette espèce en poly-phénols qui sont connus pour leur propriété 

antibactérienne. En outre, il a été démontré de manière répétée que les extraits aqueux et 

méthanoliques de C. villosus induisent une activité antimicrobienne très élevée contre les 

principaux pathogènes des agrumes en post-récolte (Ameziane et al. 2007). Talibi et al. 2012 

rapportent aussi que les extraits aqueux de C. monspeliensis, C. villosus et C. crispus 

originaires du Sud Marocain, réduisent la croissance mycélienne de Geotrichum candidum 
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l’agent causal de la pourriture amère sur fruits d’agrume en post récolte. Cette réduction 

significative est de l’ordre de 100 %, 98% et 52% respectivement. 

Lors de l’analyse de l’ensemble des PAM testées, il a été révélé que le pouvoir 

inhibiteur contre C. m. subsp. michiganensis d’une espèce végétale varie à la fois en fonction 

de la localité et de la saison de récolte. En effet, dans le cas de Lavandula coronopifolia, les 

échantillons 78 et 101 (provenant de la même localité et échantillonnés pendant la même 

période) présentent respectivement des diamètres d’inhibition de l’agent pathogène 3 et 2,5 

fois plus importants par rapport à celui de l’échantillon 94 (récolté pendant la même période 

que les deux autres mais au niveau d’une localité différente). Ces résultats concordent 

parfaitement avec ceux de Karousou et al. (2005) qui ont révélé une variabilité du pouvoir 

antimicrobien de la même espèce végétale selon la zone de récolte, ceci de manière corrélée à 

la modification du taux de métabolites secondaires. Ce même constat peut être formulé dans 

le cas de deux échantillons de la même espèce lorsqu’ils sont récoltés à des saisons 

différentes ; comme c’est le cas des échantillons de Pistacia atlantica, et de Thymus 

satureioides. Ainsi, P. atlantica (26) a induit un diamètre d’inhibition 2,34 fois plus important 

que P. atlanlica (26’) ; il en est de même pour Thymus satureioides. Cette variation est 

certainement due à une modification des taux, en fonction de la période de récolte, des 

composés phénoliques responsables de l’effet inhibiteur. En effet, Il a été démontré par 

plusieurs auteurs (Miliauskas et al. 2004 ; Ebrahimi et al. 2008 ; Atanasova et Ribarova 2009, 

Tomas-Menor et al. 2013) que la composition phytochimique des plantes dépend de plusieurs 

variables telles que la localité, le type de sol, l’âge de la plante, la saison de récolte, la partie 

récoltée, le chémotype et les conditions climatiques. Ceci est d’autant plus intéressant qu’une 

forte corrélation a été signalée entre la variation de l’amplitude de l’activité antibactérienne et 

la composition phytochimique des échantillons appartenant à la même espèce végétale 

(Hsouna et Hamdi 2012). 

Le screening phytochimique réalisé lors de cette étude a prouvé la richesse des plantes 

étudiées en phénols et en flavonoïdes. La teneur en phénols totaux varie entre 3,98 et 62,78 

mg d’EAC (Equivalents Acide Caféique) par  g du poids sec (PS). Cette augmentation de la 

concentration en phénols totaux au niveau de certains échantillons a été également soulignée 

par Surveswaran et al. (2007). Ces auteurs ont rapporté des teneurs allant de 0,6 à 356,3 mg 

d’équivalents acide gallique (EAG) par  g du poids sec au niveau des extraits de 113 plantes 

médicinales indiennes. Dans le même contexte, Bahri-sahloul et al. (2009) ont montré, lors de 

l’analyse de 8 échantillons de PAM, que la quantité de ces métabolites secondaires varie entre 
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0,45 et 16,38 mg d’EAG par g du PS. Cette richesse relative de certaines PAM en 

polyphénols a été également confirmée par Ebrahimzadeh et al. (2010) dont l’analyse des 

échantillons a révélé une teneur en phénols totaux variant entre 35,4 et 90 mg d’EAG par g de 

poids sec. Enfin, il est essentiel de préciser qu’une fluctuation significative, de 52,8 à 16, 65 

mg d’EAG par g de PS a été relevée également lors de l’analyse des feuilles de la même 

espèce, Cinnamomum osmophleum, récoltées à partir de onze localités différentes (Wu et al. 

2013).  

En ce qui concerne le dosage des flavonoïdes, les résultats obtenus ont révélé que la 

teneur des plantes testées en ces composés oscille entre 1,74 et 19,82 mg d’ER par g du PS. 

La grande variabilité des taux de flavonoïdes au niveau des PAM analysées a été rapportée 

par El Allagui et al. (2007). D’après cette équipe, les teneurs en ces composés au niveau des 

cinq échantillons étudiés varie entre 2,90 et 36,20 mg d’équivalent quercétine par g de poids 

sec. Ebrahimzadeh et al. (2010) ont montré aussi que les plantes qu’ils ont étudiées ont des 

teneurs relativement importantes en flavonoïdes, allant de 22,80 à 48,20 mg d’équivalent 

quercétine par g de PS. Selon Bahri-Sahloul et al. (2009), les taux de flavonoïdes des 

échantillons testés varient  entre 3,178 et 7,536 mg d’ER par g du PS. Ces résultats sont d’un 

grand intérêt du fait qu’ils traduisent  une fluctuation significative des concentrations de ces 

métabolites selon la localité, la variété et même selon le stade de maturité de la plante ; ceci 

pour le même organe étudié (fleurs). Par ailleurs,  une variabilité remarquable des teneurs en 

ces composés a été relevée lors de l’étude comparative des mêmes échantillons de PAM ; 

soumis à divers types de protocoles d’extraction ou de fractionnement (Li et al. 2010 ; 

Montazeri et al. 2011). 

L’activité antioxydante des 16 PAM étudiées, exprimée en mM TEAC par 100g PS, 

varie entre 1,18 et 550,67 mM TEAC par 100g de PS. Ce résultat est parfaitement comparable 

à ceux décrits par d’autres auteurs (Fu et al. 2010…etc). En effet, Surveswaran et al. (2007) 

ont montré après un large échantillonnage et analyse de 133 espèces de plantes aromatiques et 

médicinales indiennes que cette activité antioxydante varie entre 0,16 et 500,70 mM TEAC 

par 100 g de PS. La variabilité considérable de l’activité antioxydante entre les divers 

échantillons est certainement liée à la présence d’une combinaison différente de composés 

chimiques ayant ce potentiel anti oxydant ; ceci n’est pas uniquement déterminé par  la nature 

et la concentration de chaque composé mais lié également à la synergie d’action que peuvent 

établir certains constituants par rapport à d’autres. Un essai d’analyse  comparative, cas par 

cas, de nos meilleurs échantillons par rapport à des représentants du même genre décrits dans 
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la littérature a été mené. Cependant, on s’est heurté à une certaine hétérogénéité des résultats 

qui s’explique parfaitement par la diversité des facteurs extrinsèques (région géographique, 

climat) et intrinsèques (variété, stade de maturation, organe analysé, procédé d’extraction et 

technique de dosage) auxquels sont soumis les échantillons végétaux et induisant des profils 

phytochimiques hétérogènes. En dépit de cela, on doit retenir qu’au moins six de nos 

échantillons sont remarquables en raison de leurs teneurs élevées en phénols, en flavonoïdes 

mais aussi par leur potentiel anti oxydant significatif. Ceci est d’autant plus intéressant qu’on 

n’a testé que les extraits aqueux.  En effet, les extraits méthanoliques, éthyliques ou préparés à 

l’aide d’autres solvants organiques révélerait des potentiels encore plus importants comme 

cela a déjà été démontré de manière répétée par plusieurs auteurs (Panizzi et al 2002 ; Fu et al 

2012 ; de Oliveira et al. 2012). L’intérêt majeur que représente nos échantillons se traduit 

également par la forte corrélation d’une part entre la teneur en phénols (R = 0.84) et en 

flavonoïdes (R = 0.789) et l’activité antioxydante et d’autre part entre la teneur en phénols (R 

= 0.87) mais surtout en flavonoïdes (R= 0,96) et l’activité anti bactérienne. Ces différentes 

corrélations s’accordent bien  avec les résultats d’autres équipes pour d’autres modèles plante 

/ agent pathogène (Cai et al 2004 ; Bahri-Sahloul et al 2009 ; Fu et al. 2010 et Surveswaran et 

al. 2010). Par ailleurs, les phénols semblent être  davantage impliqués dans l’activité anti 

oxydante ; alors que les l’activité anti microbienne apparait beaucoup plus liée aux 

flavonoïdes (Bahri-Sahloul et al 2009 ; Fu et al. 2010 ; Surveswaran et al. 2010). 

Le criblage phytochimique a été effectué pour les extraits des PAM à activité 

antibactérienne contre C. m. subsp. michiganensis au moyen de la CCM. Les CCM obtenues 

et visualisées sous UV à 365 nm ont présenté des couleurs orange, jaune, bleu, vert, pouvant 

correspondre à plusieurs classes de métabolites secondaires. En effet : 

 Les coumarines apparaissent avec des couleurs jaune vert (Georgievskii, 1990, cité par 

Wagner et Bladt, 1996), 

 Les xanthones donnent une couleur orange (Ladiguina et al. 1983 cité par Wagner et 

Bladt, 1996), 

 Les flavonols et/ou aurones développent une couleur jaune quelconque (Dawson et al. 

1991 cité par Wagner et Bladt, 1996) 

 Les coumarines et les flavones méthylées apparaissent bleu ou Pourpre  (Dawson et al.  

1991 cité par Wagner et Bladt, 1996). 

Dans le but d’identifier ces différentes classes de métabolites secondaires, il est 

indispensable de procéder à des révélations des CCM avec des réactifs  tels que : 
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 KOH, (CH3CO2)2Pb et NH3 spécifiques aux coumarines, 

 Les réactifs de Neu, Godin, AlCl3 et NH3 spécifiques aux flavonoïdes. 

Lors de notre étude nous avons utilisé le réactif de Neu qui révèle les flavonoïdes sous 

différentes couleurs tels que l’orange, le rouge et le jaune. La classe des acides 

hydroxycinnamiques et de leurs esters apparait sous une couleur bleu vert (Tahrouch, 1992 ; 

Wagner et Bladt, 1996) avec ce réactif. La confrontation de toutes ces données 

bibliographiques à nos résultats permet de conclure que les taches révélées pourraient 

correspondre aux flavonoïdes et aux acides hydroxycinnamiques ainsi qu’à leurs esters. Ces 

molécules sont à la base de l’activité antibactérienne et antioxydante de plusieurs plantes 

médicinales et aromatiques (Drissa et al. 2004). 

Concernant la CMI, les résultats obtenus ont montré que celle-ci  est relativement faible 

puisqu’elle est de l’ordre de 3,125 mg ml
-1

 pour Rubus ulmifolius, Pistacia atlantica et 

Anvillea radiata ; alors que pour Cistus monspeliensis, C. crispus, Lavandula coronopifolia, 

L. stoechas et Rosa canina cette CMI est de l’ordre de 6,25 mg ml
-1

. Cela nous amène à 

penser que les PAM sélectionnées sont efficaces en termes d’inhibition de la croissance de C. 

m. subsp. Michiganenesis. En fait, les valeurs de CMI ainsi que de CMB citées dans la 

littérature sont très variables. Ainsi, Bouamama et al. (2006) ont rapporté que la CMI des 

extraits des feuilles de Cistus monspeliensis et C. villosus est comprise entre 0,78 et 50 mg ml
-

1
. Sarah et al. (2012) ont montré que la CMI de l’extrait méthanolique des feuilles de Psidium 

guajava varie entre 0,391 et 1,563 mg ml
-1 

selon les agents phytopathogènes. En effet, en 

présence d’une série d’agents pathogènes chez l’homme, la CMI de l’extrait aqueux des fruits 

d’une seule espèce de PAM (Rosa canina) varie de 3,5 à 25 mg/ml (Montazeri et al 2011). Il 

en est de même lors de l’analyse de l’effet des échantillons d’Urtica dioica  (CMI oscille 

entre 0,13 et 66 mg/ml) (Modarresi-Chahardehi et al 2012). Cette distribution différentielle 

des valeurs CMI dans la littérature est liée à la sensibilité de la souche bactérienne testée, à 

l’efficacité de la PAM utilisée mais elle est aussi très influencée par le protocole et le solvant 

d’extraction ainsi que  le type d’organe utilisé (Montazeri et al. 2011 ; Modarresi-Chahardehi 

et al 2012). Les genres ayant la plus importante activité antibactérienne contre C. m. subsp. 

michiganenesis sont également actifs contre d’autres agents pathogènes, aussi bien en 

pathologie humaine qu’en phytopathologie (Montazeri et al. 2011 ; Lee et al 2012 ; Tomas-

Menor et al 2013 ; Hosseini 2013). Comme C. m. subsp. michiganenesis est transmissible par 

les semences (Gittaitis et al. 1993), l’application des extraits aqueux pourrait engendrer une 

large activité protectrice contre cet agent pathogène. En effet, nos résultats sont en accord 
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avec ce constat étant donné que le traitement des semences par les extraits des trois plantes 

testées (Lavandula coronopifolia (78) Cistus monpeliensis et  Rubus ulmifolius), a entrainé 

une réduction significative de l’inoculum du pathogène à la surface des semences. 

L’utilisation,  des produits chimiques et des  antibiotiques, mais surtout certaines formulations 

combinées des deux induisent  une réduction spectaculaire de la population de C. m. subsp. 

michiganenesis (0 ; 0,032% ; 0,083% ; et 0,8%) (De Leon et al 2008 b ; Pouvova et al 2008; 

Milijasevic et al 2009). Cependant cela ne constitue pas une mesure radicale de l’élimination 

du pathogène. En effet,  les problèmes de  résistances aux antibiotiques, de toxicité majeure 

des produits chimiques initialement pulvérisée sur la surface des graines de tomate limitent 

l’utilisation de ces molécules.  

Concernant l’effet des extraits aqueux sur la germination des graines Bonzi et al. (2012) 

ont montré que l'extrait aqueux de C. citratus réduit sensiblement la transmission de P. 

sorghina par rapport aux graines non traitées et ceux traités avec un fongicide. Cependant, 

l'extrait aqueux de C. citratus abaisse la germination des graines de sorgho (Sorghum bicolor) 

par rapport aux semences non traitées, les semences traitées avec de l'eau et ceux traités avec 

un fongicide. Nos résultats (obtenus avec les extraits des plantes sélectionnées), montrent 

aussi bien une efficacité dans la réduction de C. m. subsp. michiganenesis qu’une 

augmentation de germination des graines de tomate; Ceci est en accord avec les observations 

de Roy et al. (2012) qui ont montré que l’extrait aqueux des feuilles de Terminalia bellirica 

entraine une augmentation de la germination des graines et améliore la croissance de la 

longueur des tiges et des racines du chou de marais (Impoea aquatica) et le gombo (Hibiscus 

esculentus). Il faut noter que Nwachukwu et al (2001) avaient déjà rapporté que les extraits 

(bruts et aqueux) des feuilles de plantes (Ocimum basilicum, Vernonia amygdalina, 

Azadirachta indica et Carica papaya) réduisent significativement l'incidence des principaux 

champignons pathogènes transmis par les semences et augmentent la germination des graines 

du haricot africain (Sphenostylis stenocarpa). Cette amélioration de la germination des 

graines pourrait être expliquée par une accélération du processus de solubilisation des 

téguments des semences d’une part et par l’effet qu’auraient ces extraits sur le ph du milieu 

(Chachalis et Reddy 2000). 

Par ailleurs, notons que tous les échantillons des PAM testées ici sont disponibles dans 

la région de Souss-Massa-Draa et y poussent très facilement. En outre, la méthode 

d’extraction adoptée est très simple utilisant le solvant le plus accessible et le moins couteux, 

à savoir l’eau (Talibi et al. 2011 ; Talibi et al. 2012).  
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V- Conclusions et perspectives  

L'application des micro-organismes et/ou de substances naturelles pour le contrôle ou la 

suppression de population d'agents nuisibles ou pathogènes a été récemment imposée par des 

directives gouvernementales afin de minimiser voir même éradiquer l’utilisation des 

pesticides chimiques vu les préoccupations du grand public relatives d’une part au problème 

de résistance aux pesticides chimiques (Martineza et al. 2013) et d’autre part, aux 

conséquences néfastes des résidus chimiques aussi bien sur l’environnement que sur la santé 

humaine (Whipps et Lumsden, 2001). C’est ainsi que plusieurs biopesticides ont été 

récemment formulés (Hynes et Boyetchko, 2006) 

La recherche entamée dans ce cadre nous permet de conclure que le Sud du Maroc et 

spécialement la région de Souss Massa Draa, est riche en PAM possédant une importante 

activité antibactérienne envers C. michiganensis subsp. michiganensis. Les meilleurs résultats 

sont obtenus avec les plantes appartenant aux genres : Lavandula, Rubus, Rosa, Cistus, 

Pistacia et Anvillea. L’étude de l’impact de ces plantes sur la viabilité de C. m. subsp. 

michiganensis révèle que les meilleures plantes ont à la fois une action bactériostatique et 

bactéricide. En outre, le traitement des semences de tomate avec les extraits aqueux des 

meilleurs plantes sélectionnées ne présente aucun effet négatif sur la germination, mais au 

contraire l’améliore, et réduit significativement l’inoculum du pathogène à la surface de 

semences artificiellement inoculées. Une corrélation positive a été mise en évidence entre 

l’activité antibactérienne et la teneur en flavonoïdes et en  phénols. Ces résultats sont 

prometteurs et peuvent contribuer au développement dans l'avenir de biopesticides naturels 

pour le contrôle du chancre bactérien de la tomate. La mise au point d’un procédé fiable de 

traitement des semences avec les PAM, ou leurs composés bioactifs, afin d’éliminer ou de 

réduire l’inoculum initial du pathogène sur les semences constitue une application très 

intéressante. La réussite de ce procédé aidera à obtenir des semences indemnes de ce 

pathogène. Cette certification est indispensable au commerce des semences de tomate à 

l’échelle internationale. D’autres études sont nécessaires pour compléter et confirmer ces 

résultats, à savoir: 

 Evaluer l’effet inhibiteur d’autres extraits (organiques: méthanolique, héxanique, 

chloroformique, etc) sur l’agent pathogène ; 

 Evaluer l’activité biologique des huiles essentielles (HE) ; 

  Caractériser les meilleures HE par chromatographie en phase gazeuse-couplée à une 

spectrométrie de masse; 

http://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=gc%2Fms%20principe&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CDcQFjAA&url=http%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FChromatographie_en_phase_gazeuse-spectrom%25C3%25A9trie_de_masse&ei=KdFqUeGnHYrUsgawo4HAAw&usg=AFQjCNEp2oNkqwDpluZLAAunYLEWImhdgw&bvm=bv.45175338,d.Yms
http://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=gc%2Fms%20principe&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CDcQFjAA&url=http%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FChromatographie_en_phase_gazeuse-spectrom%25C3%25A9trie_de_masse&ei=KdFqUeGnHYrUsgawo4HAAw&usg=AFQjCNEp2oNkqwDpluZLAAunYLEWImhdgw&bvm=bv.45175338,d.Yms
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 Extraire et identifier les molécules responsables de l’activité biologique ; 

 Mettre au point une technique d’enrobage des semences avec les meilleurs extraits  

 Evaluer le degré de contrôle in vivo du chancre bactérien après le traitement des 

semences avec les meilleurs extraits. 

 Evaluer l’effet combiné des PAM et des antagonistes dans le contrôle du chancre 

bactérien de la tomate. 

En effet, la possibilité de combiner les méthodes biologiques demeure un facteur 

important pour promouvoir l'utilisation de la lutte biologique. Cette approche peut offrir des 

outils puissants et fiables pour la lutte biologique contre les principaux problèmes 

phytosanitaires dans les cultures. En effet Bardin et al. (2008) ont rapporté que des 

formulations séparées à base d'extrait végétal de Reynoutria sachalinensis (Milsana) et du 

champignon Microdochium dimerum présentent une grande efficacité dans le contrôle 

respectif de l'oïdium et de B. cinerea affectant la culture de la tomate sous serre. Ces auteurs 

ont montré que ces deux traitements sont compatibles étant donné que leur combinaison 

n’altère pas leurs efficacités respectives. 
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Le chancre bactérien est l’un des principaux problèmes phytosanitaires de la tomate. De 

nouvelles émergences sont toujours enregistrées partout dans le monde (De Léon et al. 2011). 

Au Maroc aucune zone de production de la tomate n’échappe à cette maladie. Dans la région 

du Souss-Massa Draa, cette bactériose vasculaire est la principale cause de la mort prématurée 

des plants et de la réduction des rendements (Fatmi et al. 1984). Aucune variété n’est 

totalement résistante au chancre bactérien et bien qu’une variété de  traitements chimiques 

soit disponible, leur efficacité est très contestée  d’une part à cause, des dangers qu’ils 

présentent pour la santé du consommateur et pour l’environnement et d’autres parts parce 

qu’ils ne font que réduire la population du pathogène à la surface des plants infectés. Le 

recours à la lutte biologique et/ou intégrée par utilisation des Pseudomonas spp. fluorescents  

antagonistes et certains extraits des PAM a permis le contrôle de plusieurs pathogènes de 

plantes en culture. Dans cette optique, Ces stratégies de lutte révolutionnaires et conciliantes 

avec l’environnement nous ont paru très attrayantes et méritent largement d’être investiguées 

en termes de lutte contre l’agent du chancre bactérien de la tomate. Les objectifs de la 

présente étude étaient d’isoler, à partir de la rhizosphère des plantes de tomate, des 

Pseudomnas spp. fluorescents antagonistes de C. m. subsp. michiganensis, d’évaluer leur 

efficacité in vivo (en pots sous serre et dans les condition de production) et de les identifier. 

Notre intérêt s’est porté également sur le screening de 40 PAM originaires du Sud Marocain 

en vue de leur utilisation en lutte biologique contre cette bactériose. Pour ce faire, nous avons 

d’abord procédé à un screening des isolats de l’agent pathogène. Ceci nous a permis de 

sélectionner deux isolats CmmH195 et CmmJS07 à base de leur activité de virulence élevée. 

En effet ces deux souches, isolées de la région de Souss-Massa-Draa, ont développé des 

réactions d’hypersensibilité sur feuille de tabac dans 100% des cas. Ces deux isolats ont été 

utilisés pour évaluer le degré de protection des plants de tomate contre C. m. subsp. 

michiganensis lors de l’application des Pseudomonas spp. fluorescents  comme antagonistes 

et également lors de l’utilisation des extraits des PAM. Par la suite, nous avons procédé à la 

recherche et au screening des antagonistes à C. m. subsp. michiganensis. Ceci nous a permis 

de constituer une grande collection de 303 isolats de Pseudomonas spp. fluorescents 

antagonistes dont 14% (42 isolats) sont de bons colonisateurs des racines de la tomate. Les 

isolats qui forment cette collection sont tous originaires de la région du Souss-Massa Draa.  
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Le criblage des antagonistes sélectionnés à l’aide du test de desséchement des 

cotylédons a permis la sélection de huit isolats, lesquels ont significativement réduit 

l’incidence du dessèchement des cotylédons. L’efficacité de ces huit isolats sélectionnés a été 

vérifiée également en pots sous serre. Deux isolats RN39e et RN69 remarquables ont été 

retenus et les essais conduits en plein champ ont confirmé leurs potentiels antagoniste et 

protecteur. Par ailleurs, nous avons constaté également un remarquable effet potentialisant de 

la croissance surtout dans les premiers stades de la culture. L’action in vitro de certains 

facteurs abiotiques à savoir la température, le PH et les sels sur la croissance des deux 

meilleurs isolats RN 39e et RN69 a été évaluée. Les résultats obtenus montrent que ces deux 

isolats sont doués de grandes capacités de résistance aux différents facteurs testés. 

L’identification génétique des meilleurs isolats du genre Pseudomonas est réalisée par 

séquençage de l’ARNr 16S et celui du gène rpoB. Les résultats obtenus ont permis de 

confirmer l’hétérogénéité de notre collection puisque nous avons pu distinguer deux 

principaux groupes à savoir le groupe de P. azotoformans et le groupe de P. plecoglossicida 

auxquels nos souches seraient fortement apparentées. Levenfors et al. 2013 ont récemment 

rapporté qu’une nouvelle espèce de Pseudomonas spp. fluorescent dite P. azotoformans 

améliore le développement et l’émergence des plantes. P. plecoglossicida est associé à 

l’amélioration de la croissance des plantes ainsi qu’au contrôle biologique des 

phytopathogènes (Naik et al. 2008, Jha et al. 2009). Ces capacités promotrices de la 

croissance des plantes ainsi que l’activité biologique de cette espèce sont probablement 

supportées par l’aptitude de cette espèce à solubiliser le phosphate, à produire les 

sidérophores, l’AIA, la protéase, la cellulase et l’HCN (Naik et al. 2008, Jha et al. 2009).  

Le deuxième axe que nous avons développé lors de cette étude, en termes de lutte 

biologique contre le chancre bactérien, est le screening des extraits aqueux des plantes 

aromatiques et médicinales originaires du sud marocain pour leur pouvoir antagoniste envers 

l’agent de cette bactériose. Les essais réalisés in vitro avec les extraits aqueux de 40 plantes 

ont montré que certaines déploient un effet inhibiteur élevé vis-à-vis de C. m. subsp. 

michiganensis. Les meilleurs résultats sont obtenus avec les plantes appartenant aux genres 

Lavandula, Rubus, Rosa, Cistus, Pistacia et Anvillea. Le traitement des semences de tomate, 

infectées par C. m. subsp. michiganensis, par les extraits de ces plantes n’a pas altéré leur 

pouvoir germinatif et nous avons même remarqué une réduction significative de la population 

du pathogène à la surface des semences traitées.  
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Une analyse phytochimique préliminaire est réalisée pour les 40 plantes testées. Les 

résultats obtenus montrent que les extraits des meilleures PAM sont riches en composés 

phénoliques et présentent également une remarquable activité antioxydante. Une corrélation 

linéaire significative a été relevée entre l’activité biologique des extraits aqueux des PAM et 

la richesse en composés phénoliques et surtout en flavonoïdes.  

Tous ces résultats permettent de conclure que la lutte biologique contre l’agent du 

chancre bactérien de la tomate est envisageable par l’utilisation aussi bien des Pseudomonas 

spp. fluorecsents que des extraits des PAM. L’utilisation de mixtures préparées à base des 

meilleurs Pseudomonas fluorescents antagonistes et des molécules extraites des meilleures 

PAM  pourrait aboutir à la mise en place d’une formulation ayant  à la fois les propriétés d’un 

bio pesticide et d’un biofertiliseur. D’autres études sont nécessaires pour confirmer nos 

résultats et compléter nos connaissances dans le cadre de la détermination précise des 

mécanismes d’action des Pseudomonas spp. fluorescents d’une part et la caractérisation 

phytochimique détaillée des meilleures PAM de notre collection par l’utilisation des 

techniques d’analyse plus performantes. Cependant, on pourrait dans un futur proche, 

procéder à quelques essais et applications simples des connaissances acquises à travers ce 

travail ; on cite en particulier :  

 L’application au champ des deux meilleurs isolats RN39e et RN69 selon deux phases, 

d’abord par enrobage des semences ensuite par immersion des racines dans une solution à 

base de ces antagonistes. Cette approche présente un intérêt certain d’une part du fait que ces 

isolats exercent une action protectrice importante comme agents de bio-contrôle et comme 

stimulateurs de la vigueur des plantes et d’autre part parce que ces isolats ne sont pathogènes 

ni pour les plantes ni pour l’homme. Cette stratégie ciblée est relativement garantie étant 

donné que tous les tests de bio contrôle ont été réalisés à l’encontre des isolats d’agents 

pathogènes ancien (Cmm H195) ou nouveau (Cmm JS07) isolés localement c’est à dire à 

partir des champs de culture de tomate de la région de Souss-Massa Draa. Enfin, la stabilité 

relative de RN39e et RN69 semble pouvoir être maintenue grâce à leurs propriétés 

intéressantes de tolérance face aux stress liés à la salinité ou aux variations de T° et de pH.  
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 La coculture de la tomate au champ avec des plants de Lavandula provenant des sites 

ou ont été prélevés les spécimens ayant donné les meilleurs résultats (pouvoir inhibiteur élevé 

et activité antioxydante remarquable). Si on tient compte des exigences de la culture de la 

lavande, à savoir l’ensoleillement et la légèreté du sol, qui sont parfaitement compatibles avec 

celles de la culture de la tomate dans la région de Souss-Massa Draa, cette démarche semble 

très prometteuse. Ceci est d’autant plus attrayant étant donné les bienfaits multiples des 

représentants de ce genre sur la santé de l’homme (antiseptique, sédative, relaxante, 

hypotensive…etc.) et contre d’autres phytopathogènes.  

 

 L’utilisation des meilleures plantes inhibitrices ou de leurs extraits comme 

amendement des sols avant la plantation de la tomate pourrait être une démarche prometteuse 

pour combattre le chancre bactérien. D’autant plus que les populations du pathogène qui 

restent dans le sol et au niveau des débris contaminés constituent un moyen de propagation de 

cette bactériose. 
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Annexe1 :milieux de culture et tampons 

Milieu de King B (KB)  

Protéase peptone……………...............................................................2g 

K2HPO4……………………..............................................................1,5g 

MgSO4……………………...............................................................1,5g 

Glycérol……………………..............................................................10g 

Agar………………………...........................................................…15g 

H2O distillée qsp………………………………………………….1000ml 

 

Milieu de King B 
+ 

(KB
+
) 

Après autoclavage du milieu KB, on y ajoute les antibiotique suivants préalablement filtrés à 

0,2um :                      -Cyclohéximide…..100µg/ml 

                                   -Ampiciline……….100µg/ml 

                                    -Chloramphénicol…30µg/ml 

                                    -Rifampicine………100µg/ml 

 

Milieu NBY(Nutrient Broth Yeast extract agar) 

Extrait de levure……………………………………………………...2g 

Bouillant nutritif……………………………………………………..8g 

KH2PO4……………………………………………………………..0,5g 

MgSO4………………………………………..…………………...0,25g 

K2HPO4………………………………………………………............2g 

Glucose………………………………………………………………5g 

Agar………………………………………………………………….15 

H2O distillée qsp………………………………………….........1000ml 

 

Milieu YDC (Yeast Dextrose Carbonate Agar ) 

Extrait de levure……………………………………………………10g 

Glucose……………………………………………………………..20g 

Carbonate de Calcium………………………………………….......20g 

Agar…………………………………………………………….......15g 

Eau distillée qsp……………………………………………......1000ml 
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Milieu SCM  

MgSO4………………………………………………………….....0,25g 

K2HPO4…………………………………………………………….....2g 

KH2PO4…………………………………………………………......0,5g 

Acide borique……………………………………………………....1,5g 

Saccharose…………………………………………………………..10g 

Extrait de levure…………………………………………………....0,1g 

Agar………………………………………………………………....15g 

H2O distillée qsp………………………………………………..1000ml 

 

Après autoclavage (120°C pendant 20mn), on ajoute les produits suivants stérilisés par 

filtration à 0,2um : 

 Le cyclohéximide (200µg/ml) 

 Acide nalidixique (30µg/ml) 

 Acide nicotinique (100µg/ml) 

 Tellurite de K (7,5µg/ml) 

 

Milieu LG 

Extrait de levure…………………………………………………….5g 

Glucose………………………………………………………...…..10g 

H2O distillée qsp………………………………………………1000ml 
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Milieu TSA 

TSA (Difco)…………………………………………………………4g 

Agar ……………………………………………………………..…12g 

H2O distillée qsp…………………………………………...…..1000ml 

 

EAU PHYSIOLOGIQUE 

NaCl………………………………………………………………...8,5g 

H2O distillée qsp……………………………………………......1000ml 

 

Tampon phosphate 0.05M (pH 6.5) 

KH2PO4…………………………………………………………....70ml 

K2HPO4…………………………………………………………....30ml 

Eau distillée...................................................................................300ml 
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Annexe 2 : Les séquences du gène de l’ARNr 16S des 

Pseudomonas fluorescents antagonistes 

 

RN39e_ARNr16S 

GGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACG

TTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCT

TCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA

TGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTG

GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC

AATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATT

GTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGA

CGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACA

GAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTT

GTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGA

CTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGT

AGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTAATACTGACA

CTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG

CCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAAGCCTTGAGCTTTTAGTGGCGCAGCTA

ACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA

ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC

GAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGC

CTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA

TGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTA

ATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG

ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCG

GTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTA

GTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC

GAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC

ACCATG 
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RN42b_ARNr16S 

CGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTT

TCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTC

GGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATG

GCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGG

AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA

ATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTG

TAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGAC

GTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACA

GAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTC

GTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGG

CGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGT

AGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACA

CTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG

CCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTA

ACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA

ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC

GAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGC

CTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA

TGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTT

ATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG

ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCG

GTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTA

GTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC

GAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC

ACCATGGGA 

RN47e_ARNr16S 

GCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGC

CTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACG

GGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGAT

TAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAG

AGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCA

GCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGT

GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAG
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ATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGT

GCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG

TAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT

GGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC

CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA

CCACCTGGACTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT

TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAAGCCTT

GAGCTTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCG

CAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT

GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACT

TTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTG

TCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAA

CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTA

CACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTA

ATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAG

TCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC

TTGTACACACCGCCCGTCACACCA 

RN53 b_ARNr16S 

CCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAA

TACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAG

ATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACG

ATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGAT

CCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTG

GGAGGAAGGGCAGTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAG

CACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAAT

CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAG

CCCCGGGCTCAACCTGGGAACAGTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTACGGT

AGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAA

CACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCA

ACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGAC
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CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG

CACAAGCGGTAGGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC

AGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCT

GACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT

CCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTC

TAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATC

ATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTG

CCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAG

TCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTC

GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGCT 

RN58_ARNr16S 

GCTTGCTTCTCTTGAGAGCTCCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCC

TGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACG

GGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGAT

TAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAG

AGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCA

GCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGT

GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAG

ATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGT

GCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG

TAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT

GGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC

CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA

CCACCTGGACTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT

TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAAGCCTT

GAGCTTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCG

CAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT

GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACT

TTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTG

TCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAA

CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTA

CACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTA
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ATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAG

TCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC

TTGTACACACCGCCCGTCACACCAGC 

RN63_ARNr16S 

GACAGAAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGG

AATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATAC

GTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTA

GGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACT

GGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC

GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG

CCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGG

GTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTA

ACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC

TGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCT

CAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTG

GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCG

AAGGCGACCACCTGGACTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA

ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGG

AAGCCTTGAGCTTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGT

ACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG

AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCA

ATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCA

TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCA

ACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTCATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGG

TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCC

TGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGT

GGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTG

CGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTC

CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGA 
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RN69_ARNr16S 

GCTCCTTGATTCCCCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGT

AGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG

AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCT

AGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGA

TGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG

TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGA

AGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTA

ATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCA

GCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA

GCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGA

ACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGT

GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCAC

CTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA

TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGA

TTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG

GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT

TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCC

AGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC

AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCT

TAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGG

AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACA

CGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTC

ACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGA

ATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA

CACACCGCCCGTCACACCATG 

RN130_ARNr16S 

GACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTC

GAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGG

GCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGC

TCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA

CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAAT

GGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTA

AAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGACGT
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TACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGA

GGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTT

AAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCG

AGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTA

GATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACAC

TGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC

CGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAA

CGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA

TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG

AAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCC

TTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT

GTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTA

TGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA

CGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGG

TACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAG

TCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCG

AATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA

CCATG 
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Annexe 3 : Les séquences du gène rpoB des Pseudomonas 

fluorescents antagonistes 

 

RN 39e_rpoB 

TAGTTCATGGGGACAGAACAACCCGCTCTCCGAGATCACCCACAAGCGCC

GTGTTTCTGCACTGGGCCCGGGCGGTCTGACCCGTGAGCGTGCTGGCTTTGAAG

TCCGTGACGTACACCCGACGCATTACGGTCGTGTATGCCCGATCGAAACGCCGG

AAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCTCTGGCTGCCTATGCGCGCACCAACC

AGTACGGCTTCCTCGAAAGCCCATACCGTGTGGTGAAAGACGCCCTGGTCACCG

ACGAGATCGTATTCCTGTCCGCCATCGAAGAAGCTGATCACGTGATCGCTCAGG

CTTCGGCCACGATGAACGACAAGAAAGTCCTGGTCGACGAGCTGGTAGCTGTCC

GTCACTTGAACGAATTACCCCGTGAAGGA 

 

RN42b_rpoB 

TAAGTTCAAGGGGGCAGAACAACCCGCTCTCCGAGATCACCCACAAGCGC

CGCGTCTCCGCACTCGGCCCTGGCGGTCTGACCCGTGAGCGTGCCGGCTTCGAA

GTCCGTGACGTACACCCGACCCACTACGGCCGTGTGTGCCCGATCGAGACCCCT

GAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGGCAGCCTATGCCCGCACCAAC

CAGTACGGCTTCCTGGAAAGCCCGTACCGCGTGGTGAAGGAAGGCGTGGTCAG

CGACGACATCGTGTTCCTGTCGGCCATTGAAGAAGCGGATCATGTCATCGCCCA

GGCTTCGGCCGCGATGAACGAGAAGAAGCAACTGATCGATGAGCTGAGTAGCT

GTTCGTCACCTGAACGAATTACCCGTGAAGGA 

RN47e_rpoB 

TAGTTCATGGGGGCCAGAACAACCCGCTCTCCGAGATCTAATCCACAAGC

GCCGTGTTTCTGCACTGGGCCCGGGCGGTCTGACCCGTGAGCGTGCTGGCTTTG

AGGTTCGTGACGTACACCCGACGCACTACGGTCGTGTTTGCCCGATCGAAACGC

CGGAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGGCCGCTTATGCGCGCACCA

ACCAGTACGGCTTCCTCGAGAGCCCGTACCGTGTGGTGAAAGACGCTCTGGTCA

CCGACGAGATCGTGTTCCTGTCCGCCATCGAAGAAGCTGATCACGTGATCGCTC

AGGCCTCGGCCACGATGAACGACAAGAAAGTCCTGATCGACGAGCTGAGGTAG

CTGTTCGTCACTTGAACGAATTACCCGTGAAGGA 
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RN53b_rpoB 

TAGTTCATGGGGGACAGAACAACCTGCTCTCCGAGATCACCCACTAATGA

CAGCGCGCGTCTCCGCACTCGGCCCTGGCGGTCTGACCCGTGAGCGTGCCGGCT

TCGAAGTCCGTGACGTACACCCGACCCACTACGGCCGTGTGTGCCCGATCGAGA

CCCCTGAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGGCAGCCTATGCCCGCA

CCAACCAGTACGGCTTCCTGGAAAGCCCGTACCGCGTGGTGAAGGAAGGCGTG

GTCAGCGACGACATCGTGTTCCTGTCGGCCATTGAAGAAGCGGATCATGTCATC

GCCCAGGCTTCGGCCGCGATGAACGAGAAGAAGCAACTGATCGATGAGCTGAG

TACCTGTTCGTCACCTGAACGAATTACCCCGTGAAGGA 

RN58_rpoB 

TAGTTCATGGGGCCAGAACAACCCGCTCTCCGAGATCACCCACAAGCGCC

GTGTTTCTGCACTGGGCCCGGGCGGTCTGACCCGTGAGCGTGCTGGCTTTGAGG

TTCGTGACGTACACCCGACGCACTACGGTCGTGTTTGCCCGATCGAAACGCCGG

AAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGGCCGCTTATGCGCGCACCAACC

AGTACGGCTTCCTCGAGAGCCCGTACCGTGTGGTGAAAGACGCTCTGGTCACCG

ACGAGATCGTGTTCCTGTCCGCCATCGAAGAAGCGTGATCACGTGATCGCTCAG

GCCTCGGCCACGATGAACGACAAGAAAGTCCTGATCGACGAGCTGAGGTAGCT

GTTCGTCACTTGAACGAATTACCCGTGAAGGA 

RN63_rpoB 

TTGTTTCATGGGGGCAGAACAACCCGCTCTCCGAGATCACCCACAAGCGCC

GTGTTTCTGCACTGGGCCCGGGCGGTCTGACCCGTGAGCGTGCTGGCTTTGAGG

TTCGTGACGTACACCCGACGCACTACGGTCGTGTTTGCCCGATCGAAACGCCGG

AAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGGCCGCTTATGCGCGCACCAACC

AGTACGGCTTCCTCGAGAGCCCGTACCGTGTGGTGAAAGACGCTCTGGTCACCG

ACGAGATCGTGTTCCTGTCCGCCATCGAAGAAGCTGATCACGTGATCGCTCAGG

CCTCGGCCACGATGAACGACAAGAAAGTCCTGATCGACGAGCTGGTAGCTGTCC

GTCACTTGAACGAATTACCCGTGAAGGA 

RN69_rpoB 

TAGTTCATGGGGGCCAGAACAACCTGCTCTCCGAGATCACCCACAAGCGC

CGCGTCTCCGCACTCGGCCCTGGCGGTCTGACCCGTGAGCGTGCCGGCTTCGAA

GTCCGTGACGTACACCCGACCCACTACGGCCGTGTGTGCCCGATCGAGACCCCT

GAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGGCAGCCTATGCCCGCACCAAC
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CAGTACGGCTTCCTGGAAAGCCCGTACCGCGTGGTGAAGGAAGGCGTGGTCAG

CGACGACATCGTGTTCCTGTCGGCCATTGAAGAAGCGGATCATGTCATCGCCCA

GGCTTCGGCCGCGATGAACGAGAAGAAGCAACTGATCGATGAGCTGAGTAGCT

GTTCGTCACCTGAACGAATTACCCCGTGAAGGA 

RN130_rpoB 

TAGTTCATTGGGCCAGAACAACCTGCTCTCCGAGATCACCCGATCACAGCG

CCGCGTCTCCGCACTCGGCCCTGGCGGTCTGACCCGTGAGCGTGCCGGCTTCGA

AGTCCGTGACGTACACCCGACCCACTACGGCCGTGTGTGCCCGATCGAGACCCC

TGAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGGCAGCCTATGCCCGCACCAA

CCAGTACGGCTTCCTGGAAAGCCCGTACCGCGTGGTGAAGGAAGGCGTGGTCA

GCGACGACATCGTGTTCCTGTCGGCCATTGAAGAAGCGGATCATGTCATCGCCC

AGGCTTCGGCCGCGATGAACGAGAAGAAGCAACTGATCGATGAGCTGAGTACC

TGTTCGTCACCTGAACGAATTACCCCGTGAAGGA 
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Annexe 4 : Les plantes aromatiques et médicinales du Sud 

Marocain testées pour leur activité antibactérienne 

 

Code de la plante Nom scientifique 

Nom 

commun 

Nom vernaculaire 

Famille 

78 ;101 ;94 

Lavandula 

coronopifolia Lavande 

Taymerza/lekhzama 

/Edghé Lamiaceae 

108 ; 25 Lavandula stoechas 

Lavande à 

toupet 

Taymerza/lekhzama 

/Edghé Lamiaceae 

 3 Lavandula maroccana Lavande Iguiz Lamiaceae 

 63 ; 30 Thymus satureioides Thym sariette 

 

Tazouknit (Zaetra) 

 

Lamiaceae 

 34 Thymus leptobotrys Thym Azoukani Lamiaceae 

 83 Anvillea radiata - 

Nougd L’houre 

(arabe) 

Ajri/Gijou/ 

Anderoual (Amazigh) 

Asteraceae 

 90 Cotula cinerea - L-guertofa Asteraceae 
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53 Inula viscosa Inule visqueuse 

Terhalâ / Mâgrâmân 

Bagramane / 

amagramane Asteraceae 

 89 Artemisia inculta 

Armoise 

blanche 

 

 

Chih/ Ifsi Asteraceae 

 68 Asteriscus graveolens Tounresol Nougd Asteraceae 

 91 Ononis natrix Burgane jaune 

 

Afezdade 

 

Fabaceae 

 62 Ceratonia siliqua 

Caroubier Tikida 

Fabaceae 

 73 Acacia raddiana Accacia 

Amrad/Tifizza/Telh/ 

Tifizzet Fabaceae 

 86 Psoralea bituminosa 

Psoralée 

bitumineuse (à 

odeur de 

goudron) - Fabaceae 

 98 Coronilla terminalis 

Coronille 

glauque - Fabaceae 

 76 Fagonia harpago 

 

 

- 

Tlehet Jloud 

Zygophyllaceae 
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 93 Fagonia zilloïdes - T1eha Ihemra / 

Taierkent 

Zygophyllaceae 

 71 ; 104 

Zygophyllum 

gaetulum  L-ôaggaya Zygophyllaceae 

 7 Rubus ulmifolius 

Ronce à 

feuilles d’orme Atoute  Rosaceae 

 43 Rosa canina 

Eglantier 

(Rosier des 

chiens) 

Tabgha / Tighfert 

Rosaceae 

  19 Sanguisorba minor - - Rosaceae 

 114 Cistus monspeliensis  

Ciste de 

Montpellier - Cistaceae 

 107 Cistus crispus Ciste crépu + Cistaceae 

 2 

Halimium 

antiatlanticum - - Cistaceae 

  Pistacia atlantica 

Pistachier de 

l’atlas  Anacardiaceae 

 106 Cleome africana 

Cléome 

épineux Rremt / âssây Capparaceae 

 100 

Limoniastrum 

ifniensis - - Plumbaginaceae 
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  67 Colocynthis vulgaris  Coloquinte Handal / Hadja Cucurbitaceae 

 99 Reseda alba Réséda blanc Tanekfait Resedaceae 

 105 Withania adpressa - 

Lbayda/lirremt/Hjijiou 

Solanaceae 

 92 Ruta tuberculata Rue L-Fijell / Aouermi / 

L-ouerm 

Rutaceae 

 81 Hammada scoparia Saligne à balai Rremt / Tassayt / 

Assay 

Chenopodiaceae 

 79 Linaria sp 

Linaire 

indéterminée - Scrophulariaceae 

65 Ighermia pinifolia - - Asteraceae 

 

 

 

 

 



Annexes 

Amkraz 2013  Thèse de Doctorat 

204 

Annexe 5 : Gammes étalons dosages  

Gamme étalon acide caféique : 

 Absorbance de la gamme de concentration de l’acide caféique : 

Concentrations (mg ml
-1

) Absorbance à 750 nm 

0 0 

0,1 0,153 

0,25 0,415 

0,4 0,618 

0,5 0,785 

 Courbe étalon de l’acide caféique : 
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Gamme étalon rutine  : 

 Absorbance de la gamme de concentration de la rutine : 

Concentrations (mg ml
-1

) Absorbance à 430 nm 

0 0 

0,1 0,225 

0,2 0,423 

0,3 0,624 

0,4 0,823 

0,5 0,951 

 Courbe étalon de la rutine : 
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Gamme étalon Trolox : 

 Absorbance de la gamme de concentration de la Trolox : 

Concentrations (mM) Absorbance à 517 nm 

0 0 

0,1 0,015 

0,25 0,042 

0,5 0,103 

0,75 0,154 

1 0,21 

 Courbe étalon de la Trolox : 
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Annexe 6 : Publications 
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Annexe 7 : Curriculum Vitae 

Prénom   : Nadiya 

Nom    : Amkraz 

Date de naissance  : 01/08/1975 

Adresse : Laboratoire de Biotechnologie et Valorisation des Ressources 

Naturelles Equipe de Phytopathologie et Lutte Intégrée 

Département de Biologie, Faculté des Sciences www.fsa.ac.ma 

Université Ibn Zohr BP 8106, 80000 Agadir, Maroc. 

GSM / Fixe   : 06 67 09 54 45 / 05 28 30 86 88 

Langues   : Arabe, Français et Anglais 

E-mail    :amkrazn@yahoo.fr 

Grade :Surveillant Général au secondaire qualifiant (Lycée) [Ex-Professeur 

des SVT] et chercheur au LBVRN, Faculté des Sciences, Université 

Ibn Zohr Agadir, Maroc. 

Divers :- Membre de la Société Marocaine de Biochimie et Biologie 

Moléculaire (SMBBM) depuis 2006, de l’Association Marocaine de 

Biotechnologie Microbienne et de Protection des Ressources 

Naturelles depuis 2009 (MICROBIONA) et de l’Association التواصل

  du quartier Argana d’Ait Melloul depuis 2010النسائية 

- Présidente du Club Environnement du Lycée Qualifiant El Bakkalli à 

Ait Melloul depuis  Septembre 2012 

- Ex-Présidente du Club de la Santé du Lycée Qualifiant AlMaarifa à 

Ait Melloul depuis Septembre 2010 

- Prix de mérite (major de promotion) en 1997 

DIPLOMES 

Baccalauréat        1993 Bien 

Licence en Biologie générale      1997 Bien 

Certificat de l’aptitude professionnelle à l’enseignement  1999 Bien  

Diplôme des Etudes Supérieures Approfondies  2000 Assez Bien 

De 2005 jusqu’au jour    Préparation du Doctorat National 

 

http://www.fsa.ac.ma/
mailto:Khadija242002@yahoo.fr


Annexes 

Amkraz 2013  Thèse de Doctorat 

227 

STAGES & FORMATIONS 

 Formation pédagogique dans le cadre du programme de formation des nouveaux 

cadres de l’administration pédagogique du 25 Février au 02 Mars 2013 au Centre 

Zerktoni  de Formation Continue d’Agadir. Thèmes :  

o Statistiques et planification scolaire 

o Gestion de l’absence dans les établissements scolaires 

o Méthodologie d’enseignement des matières au secondaire 

 Formation pédagogique dans le cadre du programme de formation des nouveaux 

cadres de l’administration pédagogique du 11 au 16 Février 2013 au Centre Zerktoni 

de Formation Continue d’Agadir. Thèmes :  

o La communication 

o La coordination  

o Projet de l’établissement 

 Formation pédagogique dans le cadre du programme de formation des nouveaux 

cadres de l’administration pédagogique du 24 au 29 Décembre 2012 au Centre 

Zerktoni de Formation Continue d’Agadir. Thèmes :  

o Gestion économiques et administrative des établissements scolaires 

o La carte scolaire  

o La vie scolaire active 

 Formation pédagogique dans le cadre du programme Génie du 24 au 26 Octobre 2011 

au Centre Régionale de Formation d’Inezegane. 

 Formation pédagogique dans le cadre du programme Génie du 20 au 22 Décembre 

2010 au Centre Régionale de Formation d’Inezegane. 

 Formation pédagogique en didactique des SVT : la démarche scientifique et 

l’évaluation au secondaire qualifiant. Du 8 au 12 Novembre 2010 au Centre 

Pédagogique Régionale d’Inezegane.  

 Stage de formation à la plateforme génomique fonctionnelle du Centre National pour 

la Recherche Scientifique et Technique, Rabat, Maroc. Extraction de l’ADN/ARN 

bactérien et séquençage de l’ARN 16S des pseudomonas fluorescents. Blasts et 

élaboration des arbres phylogénétiques. Juillet 2010. 

 Stage de formation à la plateforme Chimie Moléculaire du Centre National pour la 

Recherche Scientifique et Technique, Rabat, Maroc. Caractérisation des huiles 

essentielles par GC/MS. Aout 2010. 
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 Formation en Géologie (Théorie, travaux pratiques et sortie) du 26 au 27 Mai 2009. 

Formation organisée par l’académie régionale de l’éducation et de la formation de la 

région de Souss-Massa Draa en faveur des professeurs des Sciences de la Vie et de la 

Terre de l’enseignement secondaire qualifiant.  

 Formation en Nouvelle Technologies de l’Information et de Communication (NTIC) 

du 1 au 3 juillet 2008. Formation organisée par l’association des enseignants 

chercheurs de la faculté des Sciences d’Agadir. Création d’un site Web, Publipostage, 

Excel, Traitements des images avec le programme Image J et recherche 

bibliographique via les moteurs de recherche. 

 Formation pédagogique portant sur l’enseignement par les compétences au secondaire 

qualifiant et la pédagogie de l’intégration. Du 26 au 28 Novembre 2007 au Centre 

Pédagogique Régionale d’Inezegane.  

 Formation pratique en infographie (Photoshop et Illustrateur) organisée par 

l’Association des Etudiants Chercheurs de la Faculté des Sciences d’Agadir du 10 au 

22 Février 2007 à la Faculté des Sciences d’Agadir. 

 Stage de formation au laboratoire de Microbiologie du ministère de l’agriculture et de 

la pèche maritime. Méthodes d’identification des bactéries à l’aide des galeries API et 

des tests phénotypiques. Préparation et conservation des milieux de culture solides et 

liquides. Hygiène et entretien du Laboratoire de Microbiologie. 

 Organisation d’une sortie pédagogique en faveur des élèves du tronc commun 

scientifique le 28 et 29 Avril 2006. Sortie écologique à la plage d’Anza et l’Arganeraie 

à côté de cette plage. 

 Stage de formation au Laboratoire, Majdoubi d’Analyses de Biologie Médicale, 

Tiznit, Maroc. La durée du stage est de 1 mois et demi allant de Juillet à Aout 1997. 

 

PUBLICATIONS 

 Talibi I, Amkraz N, Msanda F, Boudyach EH, Boubaker H, Bouizgarne B, Ait Ben 

Aoumar A (2011). Antibacterial activity of Moroccan plants extracts against 

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, the causal agent of tomatoes’ 

bacterial canker. J. of Medicinal P. Res. 5 (17): 4332-4338. 

 Amkraz N.; Boudyach E. H.; Boubaker H.; Bouizgarne B.; Ait Ben Aoumar A. 

(2010). Screening for fluorescent Pseudomonads, isolated from the rhizosphere of 
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tomato plants, for antagonistic activity towards Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis. World J. Microbiol. Biotechnol. 26 (6): 1059-1065. DOI 

10.1007/s11274-009-0270-5.  

 Amkraz N.; Boudyach E. H.; Boubaker H.; Ait Ben Aoumar A. (2006). Isolement, 

triage et sélection des Pseudomonas fluorescents et évaluation de leur effet protecteur 

vis-à-vis du chancre bactérien de la tomate. In Actes du 2
ème

 Congrès International de 

Biochimie. Agadir, 09-12 Mai 2006. Biochimie, substances naturelles et 

environnement : 347-351. 

 Amkraz N., Boubaker H., Bouizgarne B., Boudyach E.H. and Ait Benaoumar A. 

(2013). Molecular identification of some fluorescents Pseudomonas associated with 

antibacterial activity against Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (à 

Soumettre pour publication). 

 Amkraz N., Talibi I., Boubaker H., Bouizgarne B., Msanda F., Boudyach E.H. and 

Ait Benaoumar A. (2013). Antioxidant activity, phenols and flavonoids contents of 

some Moroccan medicinal plants associated with antibacterial activity in tomato. (À 

soumettre pour publication). 

 

ACTIVITES SCIENTIFIQUES 

 Organisation et participation aux journées printanière du Lycée Al Bakkalli qualifiant 

du Jeudi 02 au Samedi 04 Mai 2012 sous le thème « Les clubs éducatifs : des espaces 

pour la consolidation du comportement civile ». 

 Organisation de la semaine de la santé au Lycée Al Maarifa qualifiant du Lundi 7 au 

Samedi 12 Mai 2012 sous le thème « Ma santé le trésor de ma vie ». 

 Participation à l’Assemblée Générale de la SMBBM qui a eu lieu le Mardi 27 Mars 

2007 à la Faculté des Sciences Ben M’Sik, Université Hassan II, Casablanca. 

 Participation aux journées scientifiques et artistiques du Lycée Qualifiant Abou 

Alaabasse Assabti sous le thème : La Réponse Immunitaire. Complexe Artistique et 

culturel de Bensergaou, Agadir, Maroc 29-30 Mai 2006. 

 Organisation d’une conférence scientifique sur les Biotechnologies au profit des 

élèves du lycée Qualifiant AL Maarifa. Conférence animée par le Professeur 

AbdelHamide Elmoussadek dans le cadre de la quatrième édition de la semaine 
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Nationale de la Science organisée par la faculté des Sciences d’Agadir au sein du 

Lycée. 

 Participation aux travaux de la quatrième édition de la semaine Nationale de la 

Science. Faculté des Sciences Agadir, Maroc, Avril 2006. 

 Participation aux Journées Portes ouvertes « Sensibilisation et valorisation du 

patrimoine Scientifique » organisées par l’Association des Etudiants Chercheurs de la 

Faculté des Science d’Agadir AECFSA le 17 et 18 Février 2006 à la Faculté des 

Sciences d’Agadir. 

 Roundtable Session of Young Professional’s Platform for Agricultural Research for 

Development (YPARD) entitled ¨How to increase young people involvement in 

Agricultural Research for Development (ARD)?¨, held during the Consultative Group 

on International Agricultural Research (CGIAR) Annual General Meeting on 

December 4, 2005 in INRA Menara Research Station, Marrakech, Morocco. 
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