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"Il faut étre trés poli avec la terre et avec le soleil”

(Jacques PREVERT)



A l'aube de l'an 2 000, I'Ecologie microbienne du sol est une discipline encore
sous-développée en France et dans le monde. On ne répétera jamais assez que la
complexité des interactions entre les microorganismes telluriques eux-mémes et
entre les microorganismes du sol et les plantes est telle que, pour une recherche
efficace, le microbiologiste doit tenir compte des divers éléments du milieu sol,
donc faire nécessairement appel a des disciplines aussi différentes que la
Science du sol, 'Agronomie, la Biochimie, la Pathologie végétale, la Zoologie,
la Génétique, la Bioclimatologie etc.... et les intégrer dans son étude.

Cependant, en dépit d'évidentes difficultés, I'étude des bactéries du sol présente
une attraction fascinante pour le scientifique tant les connaissances sont encore
partielles en ce domaine alors que chacun a conscience de I'énorme potentiel
agronomique qu'il recéle et pense qu'il constituera a court terme un
indispensable levier de la productivité. ‘

Parmi les nombreuses espéces bactériennes bénéfiques et non symbiotiques qui
interagissent avec les systémes racinaires, les RHIZOBACTERIES ou
bactéries de la Rhizosphére possédent des propriétés intéressantes car certaines
souches "PGPR" (pour "Plant-Growth-Promoting-Rhizobacteria") non
seulement stimulent la croissance des plantes mais encore protégent celles-ci des
attaques d'agents pathogénes telluriques. Au sein des PGPR ce sont les
Pseudomonas "fluorescents oxydase +" représentés par les espéces P.
fluorescens et P. putida qui sont les plus étudiés dans les pays @ Recherche
Agronomique avancée. Mais d'autres genres parmi lesquels Azospirillum
spp. et Bacillus spp. peuvent présenter des intéréts non négligeables (19).

I - CHRONOLOGIE DES PRINCIPAUX RESULTATS
AGRONOMIQUES OBTENUS DANS LE MONDE

Les premiers résultats significatifs obtenus & l'aide de Pseudomonas stimulant la
croissance sont ceux dus 8 SCHROTH et son équipe (Université de Berkeley, USA) en 1978.
De nombreuses publications depuis 1980 font part de l'intérét agronomique croissant pour ces
microorganismes non seulement 2 cause des gains de Rendement qu'ils apportent mais aussi
pour les possibilités qu'ils offrent dans le biocontrle des maladies.

Ainsi SUSLOW et SCHROTH (1982) (18) obtiennent des gains significatifs de
Rendement allant de + 6% a + 11,6% pour la Betterave a sucre, BURR (1978) (1) et
KLOEPPER (1980) (12) de + 9,5% & + 33% pour la Pomme de Terre.

Dés 1980, de multiples équipes et laboratoires dans le monde s'intéressent & ces
bactéries. En Europe certains pays font un gros effort tels les Pays-Bas 2 BAARN avec
SCHIPPERS, a LEIDEN avec LUGTENBERG, & UTRECHT avec VAN DER HOFSTAD,
tels la Suisse & Zurich avec DEFAGO ou la Belgique 8 GAND avec P.G.S. (Plant Genetic
Systems). En France, nous initions en solitaire nos premiers travaux en 1981 en montrant que
l'un des principaux effets de ces PGPR s'exerce sur la stimulation des méristémes racinaires ;
par la suite nous réussissons a capter l'intérét d'entreprises privées francaises et, grice a leur
collaboration, nous obtenons des résultats concrets chez diverses espéces (4) (Tableau 1).

D'un autre cdté, de nombreuses publications (23) font état de résultats positifs obtenus
dans le domaine de la lutte biologique avec une réduction significative des pertes dues :



- aux pourritures (Erwinia carotovora) et au Flétrissement bactérien (Pseudomonas
solanacearum) chez la Pomme de terre,

- au Piétin des Céréales (Gaeumannomyces graminis var. tritici)

- aux Fontes de semis (Pythium spp. et Rhizoctonia solani)

- aux attaques fongiques telluriques (Fusarium oxysporum, Thielaviopsis spp.,
Phytophthora capsici, Verticillium dahliae etc...)

En 1982, le rdle des PGPR dans la résistance des sols vis-a-vis de Fusarium oxysporum
f.sp. lini est démontré (SCHER et BAKER, 1982) (16).

En 1987, se tient au Canada le premier Congrés international sur les PGPR (15) et
certains phytopathologistes de I'INRA (LUCAS et TIVOLI a Rennes, ALABOUVETTE et
LEMANCEAU a Dijon) s'intéressent a ces bactéries pour les biocontréles du Piétin des Céréales
et de Fusarioses respectivement,

A cette date, nous déposons au nom de I'INRA un brevet d'encapsulation permettant la
fabrication de granulés de PGPR pouvant étre utilisés dans les domaines précités (5). En 1988,
la Société ECOGEN (USA) met au point et commercialise pour la premiére fois une formulation
granulaire & base de P. fluorescens afin de lutter contre le Pythium et le Rhizoctone du Coton et
d'autres plantes. En 1989, nous déposons au nom de I'INRA un second brevet sur
l'encapsulation de ces bactéries sous forme de granulés & multicouches (6) et nous orientons une
partie de nos travaux sur la méthodologie de la bactérisation des semences (8), des substrats (7)
et des sols.

Le développement rapide des recherches en Biologie moléculaire fait que ces
Pseudomonas ubiquistes, colonisateurs des racines de toutes les espéces végétales sous toutes
les latitudes (on en a trouvé du Pdle Nord a I'Equateur), deviennent a présent la cible de divers
transferts génétiques a haut intérét agronomique aboutissant par exemple & la mise au point de
souches productrices de toxines insecticides de Bacillus thuringiensis (14).

IT - LES PGPR ET LA STIMULATION DE LA CROISSANCE

On ne sait pas encore exactement comment agissent les PGPR sur la croissance du
végétal quoique le role de certains facteurs biostimulants ait pu étre démontré.

1. Déplacement de la microflore résidente délétére

Dans certains sols, la microflore résidente, bien que non pathogéne, exerce i la longue
un effet dépressif sur le végétal. Cet effet sera d'autant plus marqué que la culture reviendra plus
souvent dans le méme sol. L'exemple extréme est celui des cultures en place pour une longue
période (vergers par exemple) et dans ce cas on parle de "fatigue des sols". Dans l'exemple du
Pommier, cet effet de fatigue peut persister méme aprés une replantation. Mais le probléme se
pose €galement pour les cultures intensives (cultures maraicheres par exemple) dans des sols ol
les fréquences de rotation sont insuffisantes (cas des cultures de Pomme de Terre dans les
polders hollandais ou de Tomate en Israél).

Les effets bénéfiques de la Solarisation sur la microflore délétere sont connus depuis
longtemps dans les pays méditerranéens mais restaient inexplicables. Récemment, les gains de
rendement obtenus apres solarisation des sols ont pu étre expliqués par le fait que des
populations de Pseudomonas fluorescens-putida se mettent a pulluler en prenant la place des
souches bactériennes concurrentes et déléteres, en raison notamment de leur temps de génération
plus court (10).



L'établissement des populations de PGPR dans la rhizosphére est également facilité par
l'effet dissuasif nutritionnel qu'elles exercent sur les microorganismes compétiteurs du fait de
l'excrétion de sidérophores (Pseudobactine) capables de chélater puissamment le Fer ferrique,
privant ainsi les germes concurrents de ce précieux cation indispensable au bon fonctionnement
du métabolisme respiratoire.

Enfin, le groupe Pseudomonas fluorescens-putida est réputé pour la production de
puissants antibiotiques (Pyolutéorine, Pyrrolnitrine, Tropolone, Phénazine, Oomycine etc...)
qui s'intégrent parfaitement dans l'environnement et conférent une activité antagoniste aux
souches productrices.

2. Amélioration de la nutrition de la plante-héte

Certaines souches de Pseudomonas sont capables de solubiliser les Phosphates
fréquemment bloqués dans le sol (19 et 11). De plus, il semble que la formation de chélates de
fer, grice a la production de sidérophores en excés, puisse faciliter la nutrition ferrique de la
plante colonisée. Enfin, I'augmentation de la surface racinaire et de son activité due
a la stimulation de croissance a pour conséquence une augmentation de la puissance
d'absorption des nutriments présents dans le sol.

3. Autres effets biostimulants

Aux effets précédents s'ajoutent des mécanismes de stimulation directs encore peu
connus. Bien qu'il soit logique de penser que les effets hormonaux (AIA, Cytokinines) soient
en cause, aucune preuve formelle a ce jour n'a été apportée quant 2 leur intervention directe. Et
surtout on ignore la nature des messages délivrés par les bactéries pour déclencher le
phénomene. Jusqu'a présent, aucun médiateur n'a pu étre identifié en tant qu'intervenant direct
ou indirect dans l'interaction bactérie/plante-hdte. Chez le Pelargonium, dans le cas de fortes
inoculations par le P. fluorescens, on obtient un tassement des entre-noeuds, et un
débourrement précoce de certains bourgeons axillaires (données non publiées).

4. Résultats agronomiques obtenus
A) Par notre laboratoire

- Sur la base de I'expérience acquise depuis plusieurs années, on peut affirmer que les
gains de Rendement obtenus seront d'autant plus marqués que les plantes seront cultivées en
conditions défavorables. Ainsi, dans le cas des cultures hors-sol ol l'alimentation des plantes
est optimale (Concombre, Tomate), on observera une nette stimulation de croissance a certaines
périodes du cycle cultural mais les témoins finiront parfois par rattraper leur retard de croissance
sur les plantes bactérisées de telle maniére que les gains totaux de rendement en fruit puissent
étre moins élevés que ceux escomptés (Tableau 1).

- L'ensemble des résultats chiffrés significatifs concernant les gains maxiamux de
rendement que nous avons obtenus chez diverses espéces par la bactérisation sont résumés dans
le Tableau 1. Nous avons sollicité la collaboration des professionnels dans les expérimentations
effectuées. Dans la plupart des cas, il s'agit donc d'essais de grande envergure portant sur un
nombre conséquent de plantes (plusieurs milliers) ou sur une surface expérimentale
agronomiquement significative soit en serre, soit au champ. Et les résultats ont été généralement
obtenus dans les conditions culturales habituellement utilisées par les professionnels eux-
mémes.

B) A l'étranger

Les résultats spectaculaires obtenus ces dernigres années a l'étranger et en particulier aux
USA (Tableau 2) sont souvent critiqués car insuffisamment reproductibles année sur année.
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TABLEAU 2

GAINS SIGNIFICATIFS RECENTS DE RENDEMENT OBTENUS
PAR LA BACTERISATION (P. fluorescens-putida) AUX ETATS-UNIS

Plante Souche Gain de Rendement* Référence
Bactérienne n° (% Moy./Témoin)

Radis 2 100.0 KLOEPPER ez al (1978)

Pomme de Terre T 3 17.0 BURR et al (1978)

Pomme de Terre BK 1 14.0 KILLOEPPER et al (1980)

Pomme de Terre TL 10 33.0 BURR et al (1978)

Pomme de Terre Al 9.5 KLOEPPER et al (1980)

Pomme de Terre B 10 12.5 KLOEPPER et al (1980)

Pomme de Terre E6 10.0 KLOEPPER et al (1980)

Betterave a Sucre ? 11.0 SUSLOW et SCHROTH (1982)

Betterave a Sucre ? 6.0 SUSLOW et SCHROTH (1982)

Betterave a Sucre SHS5 11.6 SUSLOW et SCHROTH (1982)

Betterave a Sucre RV 3 10.2 SUSLOW et SCHROTH (1982)

Betterave a Sucre B4 11.0 SUSLOW et SCHROTH (1982)

Brassica campestris Z 150 KLOEPPER et al (1987)

(Canola)

Blé ? 14.1 WELLER et COOK (1986)

* Les gains de rendement ont été obtenus dans des essais au champ.
Les valeurs sont basées sur les données présentées dans chaque publication. Aucune distinction n'a été
faite entre les cultivars pour une espéce donnée, les types de sols, les régimes de fertilisation, les variables
dues a I'environnement ou aux syst®mes de plantations.




Dans ce pays, la plupart des expérimentations ont été menées directement au champ. Plusieurs
parametres expérimentaux, tels que les criteres de sélection des souches, sont méconnus et
certaines €tapes de la bactérisation, comme la mise au point de formulations adaptées de
I'inoculum ou le suivi des populations bactériennes introduites, sont délaissées. Ce manque de
rigueur dans la méthodologie a eu pour conséquence de provoquer dans certains cas une perte de
crédibilité dans l'effet "stimulation de Croissance par les Rhizobactéries" dont on attendait
beaucoup, trop peut-étre.

Cependant le Congrés international de 1987 (15) au Canada a permis de souligner ces
lacunes et de tirer des legons pour l'avenir. On peut penser que celles-ci seront retenues et que
les expérimentations seront désormais effectuées d'une fagon plus rationnelle malgré les
connaissances encore fragmentaires que 1'on posséde en écologie microbienne du sol.

IIT - LES PGPR ET LA LUTTE BIOLOGIQUE

On sait que de nombreuses bactéries et Actinomycetes ont révélé des propriétés
antagonistes vis-a-vis des agents pathogeénes telluriques. Certains microorganismes (Bacillus,
Azotobacter, Clostridium, Arthrobacter, Serratia, Streptomyces) ont déja été utilisés au champ et
ont permis d'obtenir des résultats positifs mais ponctuels dans ce domaine (23).

1. Les effets d'antibioses produits par les PGPR

Ces derniéres années, on note un intérét soutenu pour l'utilisation des Pseudomonas
"fluorescents oxydase +" dans la lutte biologique contre les maladies fongiques transmises par le
sol, devant lesquelles la lutte chimique et parfois la résistance variétale sont inopérantes (21). Le
role des Pseudomonas dans la résistance des sols vis-a-vis de Fusarium oxysporum f. spp. lini
a été démontré par plusieurs chercheurs (16). Les mécanismes de 1'antagonisme se situeraient
d'une part au niveau de I'inhibition du développement du tube germinatif des chlamydospores &
causes de la carence en Fer ferrique provoquée dans l'environnement des Pseudomonas
(SCHER et BAKER 1982), d'autre part au niveau d'une classique antibiose reposant sur la
compétition intense pour l'occupation des "sites” rhizosphériques et sur l'excrétion active
d'antibiotiques (voir paragraphe II - 1).

Récemment, de nets succes dans la lutte contre la grave maladie mondiale du Piétin des
Céréales (Ggt) ont été obtenus (22). Dans ce cas, la souche efficace de P. fluorescens est
productrice de Phénazine-1-Carboxylate, molécule considérée comme I'antibiotique responsable
dans I'effet suppressif (20 et 23). Récemment encore, certaines souches de P. fluorescens
produisant de I'Acide cyanhydrique se sont révélées étre antagonistes in situ du Thielaviopsis
basicola chez le Tabac (2).

Des effets protecteurs vis-3-vis des fontes de semis provoquées par le Pythium spp. et le
Rhizoctonia solani chez le Coton et vis-d-vis des pourritures & Erwinia carotovora chez la
Pomme de Terre ont aussi été obtenus par divers chercheurs (Tableau 3).

2. L'induction de résistance produite par les PGPR

La majeure partie des déterminants fondamentaux de l'induction reste encore peu connue.
La synthése de Phytoalexines chez la plante-héte colonisée est parfois invoquée (17). La
production d'Acide cyanhydrique dans les tissus racinaires et 2 leur surface sous l'effet de P.
fluorescens parait &tre aussi un facteur d'induction de la résistance a Thielaviopsis basicola chez
le Tabac (DEFAGO er al. 1989) (2).
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Des variations du métabolisme respiratoire comparables & celles qui sont connues dans
les systemes de défense vis-a-vis des bactéries phytopathogénes (cf. Pseudomonas
solanacearum) pourraient aussi entrer en jeu et constituer un facteur de résistance. En fait au
début tout se passe comme si le systéme racinaire colonisé par les PGPR réagissait 2 une
agression par un agent pathogéne.

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

On congoit que bien des progrés restent A accomplir avant de pouvoir maitriser
l'utilisation agronomique des PGPR. Dans certains domaines cependant, en fonction des
résultats déja obtenus, on est en droit d'attendre a court terme :

1. Sur le plan agronomique :
- au niveau des semences (8)
. une utilisation industrielle de la bactérisation sous forme d'enrobage
. une germination accélérée
. une levée plus rapide des jeunes plantules
. une croissance améliorée des radicules
. une réduction des fontes de semis (Pythium, Rhizoctonia).
- au niveau des plantes adultes
. un meilleur développement des systémes racinaires
. une meilleure croissance par une meilleure nutrition
. des gains substantiels de rendement (supérieurs a 10%).
- au niveau du biocontrole
. une réduction des pertes dues aux bactéries (E. carotovora) et aux champignons
pathogenes du sol (Verticillium, Fusarium, Phytophthora, Thielaviopsis etc...)
par utilisation de formulations de mieux en mieux adaptées.
- au niveau de la Symbiose Rhizobium/Légumineuses
. un effet synergique dans la nodulation (13).
- au niveau de la pollution des sols et des eaux
. une contribution 4 la réduction de la consommation des produits phytosanitaires
et des fertilisants chimiques (mise au point de nouvelles formulations de
biofongicides et d'engrais microbiologiques a base de PGPR).
- au niveau de I'amélioration des plantes

. une sélection de génotypes sensibles a 'effet des PGPR (9).



2. Sur le plan scientifique

- une meilleure connaissance des conditions de colonisation :

. notamment par I'utilisation de mutants (Sidérophores ~» Elongation racinaire -,
Antibiotiques ~ etc...) et par la création d'associations symbiotiques artificielles

(3).
- une meilleure compréhension :

. de la biostimulation en général ; du r6le exact des sidérophores bactériens et des
exsudats racinaires ; de la détermination des effets stimulants des PGPR sur les
méristemes racinaires et sur le métabolisme hormonal de la plante entiére.

- des précisions concernant :

. les éventuels messages délivrés par les PGPR et I'existence de récepteurs
correspondants chez I'hdte, la présence effective de génes de sensibilité vis-a-vis
des PGPR (9).

- une meilleure maitrise du Biocontrdle et une meilleure connaissance des
mécanismes mis en jeu, notamment dans l'induction de la Résistance.

Ces résultats ne pourront étre acquis que grdce aux progrés accomplis dans le
domaine de la Biologie moléculaire (création de mutants, identification de
médiateurs) et de I'Ecologie microbienne du sol (facteurs abiotiques et biotiques
conditionnant la colonisation et le devenir des populations de PGPR
introduites).

Puisqu'au niveau du sol, les innovations de la Biologie moléculaire ne
trouveront d'applications agronomiques fiables que si des études d'Ecologie
microbienne sont entreprises parallélement, un réajustement de I'équilibre entre
ces deux disciplines parait éire judicieux sinon nécessaire.

A I'étranger comme en France, les demandes de nos partenaires industriels de
I'Agriculture et de I'Horticulture (CLAUSE, VILMORIN, CERES, ELF,
GOEMAR, LIMAGRAIN etc...) sont actuellement pressantes en ce domaine et
ne feront que croitre dans l'avenir. Nous entrons dans l'ére d'une Agriculture
novatrice qui, pour satisfaire les exigences alimentaires de I'An 2 000, ne peut
plus ignorer l'importance de I'Ecologie microbienne du Sol.

A Angers, le 2 Janvier 1990
B. DIGAT
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ANNEXE

-1-

THEMES PRINCIPAUX DES RECHERCHES PUBLIQUES ET PRIVEES
EN COURS* EN FRANCE CONCERNANT LES RHIZOBACTERIES

RESPONSABLE THEMES EN COURS
« INRA ANGERS - Isolement, Caractérisation, Collection et Sélection
(B. DIGAT) de souches de Pseudomonas PGPR

- Production, Formulation des inoculums

- Méthodologie de la Bactérisation des Semences,
des Substrats et des Sols

- Comportement physiologique et biologique des
populations de Pseudomonas dans les substrats et
dans les sols

- Interactions Pseudomonas/Pythium spp

- Interactions Pseudomonas/Génotypes plantes

- Catabolisme des Opines par les Pseudomonas

- Associations symbiotiques artificielles entre les
Pseudomonas et les systémes racinaires

« INRA DIJON - Interactions Pseudomonas/Fusarium spp
(ALABOUVETTE - LEMANCEAU) - Rdle des Pseudomonas dans la Résistance des Sols aux
Fusarioses

- Lutte biologique contre les Fusarium spp.

* INRA RENNES - Interaction Pseudomonas/Goeumannomyces graminis
(LUCAS - SARNIGUET) tritici (Ggt)

- Lutte biologique contre le Ggt
« CNRS NANCY - Interactions Bacillus, Azospirillum/Céréales, Riz,
(HEULIN et al.) Graminées dans la Stimulation de la Croissance.

Solubilisation des Phosphates par les Rhizobactéries

* ELF-AQUITAINE - Bactérisation d'un substrat ligno-cellulosique par les
(Filiale ELF-ANTARGAZ) Pseudomonas

(THEUVENY - ACKER)

* CERES-Groupe RPA - Collection de souches de Pseudomonas PGPR
(VERGNAUD ) - Enrobage des semences par les Pseudomonas

* CLAUSE - Bactérisation des jeunes plants par les Pseudomonas
(GAUDILLAT) - Sensibilité des génotypes de Laitue et de Tomate 2 l'effet

PGPR

* FRANCE-MAIS - Bactérisation du Mais par Bacillus, Azospirillum
(FAGES) - Effets sur la Croissance. Enrobage des Semences

*BIOSEM - Enrobage des Semences de Laitue par les Pseudomonas
(CANDELA - GADILLE) spp

- Interactions Bacillus spp./Mai's

* La plupart des thémes indiqués dans ce tableau ont déja donné lieu d une ou plusieurs publications.
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THEMES PRINCIPAUX DES RECHERCHES POUVYANT
ETRE ENTREPRISES OU DEVELOPPEES A L'INRA D'ANGERS

* AU SEIN DE L'EQUIPE EXISTANTE MAIS SOUS CONDITION DE RENFORTS ET/OU DE
—_— e

COLLABORATIONS AVEC UNE ORIENTATION TOURNEE VERS :

* la Phytobactériologie générale

- Gestion d'une collection mondiale de Rhizobactéries (collaboration internationale)
- Taxinomie des Rhizobactéries du groupe Pseudomonas fluorescens-putida
- Affinement des criteres de Sélection des souches de Pseudomonas PGPR

* I'Ecologie Microbienne du Sol

- Gestion de l'environnement microbiologique des Semences

- Détermination des conditions de colonisation des syst¢émes racinaires par les
Pseudomonas PGPR (collaboration Biologie moléculaire)

- Mise au point de nouvelles formulations d'inoculums, notamment pour la constitution
d'engrais microbiologiques et d'enrobages bactériens des semences (collaboration avec
industriels)

- Recherche de génotypes sensibles 2 l'effet PGPR des Pseudomonas chez la Laitue, la
Tomate, le Mais, les Céréales, les Oléagineux (collaboration Amélioration des Plantes et
Semenciers)

- Lutte Biologique contre les Erwinia carotovora (Pomme de Terre etc...)

* la Biologie moléculaire

- Modes d'action des Pseudomonas PGPR. Modélisation des interactions entre les
Pseudomonas et les systémes racinaires (collaboration Biologie moléculaire).
Utilisation de la Mutagenése

- Création d'associations symbiotiques artificelles : au niveau des semences ; au niveau
des syst¢mes racinaires (collaboration Biologie moléculaire). Transformation de
souches PGPR de Pseudomonas

* EN COLLABORATION

* gvec INRA DIJON

- Intervention des Pseudomonas dans la Résistance des sols aux champignons telluriques
(Fusarium, Pythium)

* avec INRA RENNES

- Lutte Biologique contre le Piétin des Céréales (Ggt)
* avec INRA TOULOUSE, MONTPELLIER, DIJON

- Etude de la Synergie Pseudomonas/Rhizobium dans la nodulation des Légumineuses
* avec GROUPES INDUSTRIELS

- Contribution 2 la mise au point d'inoculants industriels 2 base de Pseudomonas :

Rhéne-Poulenc, LIPHA, PROTEX
- Contribution 2 la mise au point d'enrobages industriels des Semences : CERES,

BIOSEM, CLAUSE.



