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Mode d’action des rhizobactéries favorisant la
croissance des plantes et potentiel de leur utilisation
comme agent de lutte biologique

Chantal J. Beauchamp'

Regu 1992-11-18; accepté 1993-05-11

Les rhizobactéries qui favorisent la croissance des plantes, connues sous le
terme RFCP, stimulent directement la croissance de celles-ci en augmentant
le prélevement des éléments nutritifs du sol, en induisant et produisant des
régulateurs de croissance végétale et en activant les mécanismes de résistance
induite chez les végétaux. Les RFCP stimulent indirectement la croissance des
végétaux par leur effet antagoniste sur la microflore qui leur est néfaste, en
transformant les métabolites toxiques et en stimulant la nodulation des légu-
mineuses par les rhizobia. Les effets antagonistes des RFCP impliquent la
production d’antibiotiques et la compétition nutritionelle avec les pathogénes
végétaux. L'établissement de I'association RFCP-plante est primordiale pour
I'expression des effets bénéfiques aux plantes. L'utilisation des RFCP mar-
quées avec des genes de bioluminescence permet de visualiser le processus
de colonisation racinaire. Suite a |'apparition des exsudats de la semence,
I'inoculum bactérien se multiplie, puis les bactéries sont transportées passi-
vement par la racine en développement, hors de la zone d’influence de la
semence. Par la suite, les RFCP continuent de se multiplier grace aux exsudats
racinaires et persistent sur les racines. Plusieurs compagnies développent
actuellement des inoculants contenant des RFCP, surtout afin de réduire I'uti-
lisation des pesticides de synthése en agriculture.

Beauchamp, C.J. 1993. Mode of action of plant growth-promoting rhizobac-
teria and their potential use as biological control agent. PHYTOPROTECTION
74: 19-27.

Plant growth-promoting rhizobacteria, known as PGPR, stimulate directly plant
growth by increasing plant nutrients uptake, by inducing and producing plant
growth regulators and by activating the induced resistance mechanisms in
plants. PGPR stimulate indirectly plant growth by their antagonistic effect on
detrimental microflora, by transforming toxic metabolites and by stimulating
the nodulation of leguminous plants by rhizobia. The PGPR antagonistic effects
is due to the production of antibiotics and to the competition for nutrients with
plant pathogens. The establishment of the PGPR-plant association is essential
for the expression of beneficial effects to plants. Using PGPR marked with
bioluminescence genes allows to observe the root colonization process. Fol-
lowing the appearance of seed exudates, the bacterial inoculum reproduces
and the bacteria are passively carried away from the seed zone with the
developing root. Subsequently, PGPR continue to reproduce following stimuli
from the root exudates and remain on the roots. Many companies are deve-
loping inoculants containing PGPR, in order to reduce the use of synthesized
pesticides in agriculture.

1. Département des sols, Faculté des sciences de I'agriculture et de I'alimentation,
Université Laval, Québec (Québec), Canada G1K 7P4
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INTRODUCTION

La rhizosphére est la zone de sol qui est
sous l'influence des exsudats racinaires.
Dans cette zone se trouve un groupe
particulier de bactéries, les rhizobacté-
ries. Ces dernieres sont capables de se
multiplier et de rivaliser avec les autres
microorganismes pour occuper cette zone
riche en éléments nutritifs. L'association,
le role et les effets que les rhizobactéries
exercent sur la plante sont fonction du
succes de leur établissement dans la
rhizosphere; elles peuvent avoir un effet
positif, négatif ou neutre sur la croissan-
ce des plantes. Prés de 5% des rhizobac-
téries favorisent la croissance des plan-
tes et les protégent contre les agents
pathogénes tels les bactéries, les cham-
pignons (Suslow 1982; Weller 1988) et
les nématodes (Kloepper et al. 1992).
L'inoculation des semences avec ces
rhizobactéries se traduit généralement par
des accroissements de rendement d'en-
viron 10 a 30% (Suslow 1982). Ces rhizo-
bactéries appartiennent a différents grou-
pes taxonomiques de bactéries. Elles ont
été regroupées sous le nom de Rhizobac-
téries qui Favorisent la Croissance des
Plantes (RFCP). Les RFCP les plus fré-
quemment identifiées sont des pseudo-
monades fluorescentes, mais comptent
aussi des Bacillus, des Azospirillum, des
Azotobacter, des Klebsiella, des Entero-
bacter, des Rhizobium et des Serratia
spp. (Bakker et al. 1991; Kloepper 1992).

LES MODES D’ACTION
DIRECTS

Certaines RFCP stimulent la croissance
des plantes en I'absence de pathogénes.
Ces effets directs regroupent les accrois-
sements de la masse aérienne et racinai-
re, les élongations racinaires, et les le-
vées accélérées des plantules. Ces aug-
mentations s’expliquent généralement
par de meilleurs préléevement et assimi-
lation des éléments nutritifs par la plante,
la production de phytohormones et le
développement de résistance induite chez
les plantes.

Une meilleure nutrition azotée est as-
surée par la symbiose Rhizobium-légu-
mineuses, et par les associations Azospi-
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rillum-céréales, et Bacillus-céréales (Gas-
kins et al. 1985). Diverses bactéries ont la
capacité de solubiliser le phosphore or-
ganique par l'action de phosphatase, ou
le phosphore inorganique par la libéra-
tion d’acides organiques (Kloepper et al.
1989). Les semences de canola (Brassica
campestris L.) inoculées avec la RFCP,
GR12-2, ont un contenu en phosphore
supérieur aux témoins non-inoculés
(Lifshitz et al. 1987).

Plusieurs microorganismes ont aussi
la capacité de produire des auxines, des
gibbérellines et des substances de type
kinétines in vitro (Brown 1974; Franken-
berger et Arshad 1991). Selon ces auteurs,
ies régulateurs de croissance qui sont
produits dans la rhizosphére peuvent
étre prélevés directement par les racines
et stimuler la croissance de la plante. Les
quantités produites varient avec le mi-
croorganisme impliqué et la présence
des précurseurs métaboliques des régu-
lateurs de croissance. La L-tryptophane
est le précurseur des auxines chez les
microorganismes, dont des Azotobacter,
des Azospirillum, des Rhizobium, des
Pseudomonas et des Bacillus spp. En pré-
sence d’adénine et d'alcool isopentyle,
certains de ces microorganismes produi-
sent des kinétines. Finalement, plusieurs
bactéries du sol, dont des Pseudomonas
spp., vont produire de I'éthyléne en pré-
sence de la L-méthionine ou la L-éthionine.

La résistance induite envers les patho-
genes des plantes a été démontrée chez
plus de 25 espéces végétales, et s’expri-
me par la diminution du nombre et de la
dimension de lésions d’attaque par ces
pathogénes (Kuc 1987). Certaines RFCP
ont la capacité d’'induire la résistance des
plantes envers certains pathogénes (van
Peer et al. 1991; Wei et al. 1991).

LES MODES D'ACTION
INDIRECTS

Certaines RFCP produisent des effets
bénéfiques sur la croissance des plantes
en présence d'un pathogene ou d'un
rhizobia. Ces modes d’action indirects
sont généralement attribuables a la com-
pétition, a la production d’antibiotiques
et a la détoxification du milieu; chez les
légumineuses, les RFCP ménent a |'ac-
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croissement du nombre de nodosités
produites par les rhizobia (Grimes et
Mount 1987; Polonenko et al. 1987). Par
ailleurs, la levée plus hétive des plantules
et la croissance plus rapide des racines
liées aux RFCP permettent aux plantes
d'échapper plus rapidement aux patho-
genes.

Les RFCP produisent des métabolites
secondaires qui sont toxiques aux patho-
génes du sol, dont les antibiotiques
(Howell et Stipanovic 1979, 1980; Howie
et Suslow 1991; Thomashow et Weller
1990), le cyanide (Schippers et al. 1991),
les sidérophores (Demange et al. 1987;
Leong 1986; Loper et Buyer 1991), et
diverses substances qui ont une gamme
d’activités inhibitrices de la croissance
des pathogénes (Howell et al. 1988; Inbar
et Chet 1991; Keel et al. 1992; Sneh 1981).
L'activité de ces métabolites secondaires
a été démontrée a l'aide de bactéries
mutantes négatives pour la production
d’un principe actif (Flaishman et al. 1990).

D’autres RFCP agissent comme hyper-
parasites des champignons pathogénes
et produisent des exoenzymes dégradant
la chitine, la cellulose ou les B3-glucanes
lysant leur paroi. L'activité chitinolytique
de certaines RFCP explique leur activité
inhibitrice de certains champignons pa-
thogénes (Inbar et Chet 1991). L'Arthro-
bactersp., une bactérie chitinolytique, lyse
le mycélium du Fusarium oxysporum
Schlecht. f. sp. dianthii Prill & Del. (Sneh
1981), du Rizoctonia solani Kihn, du
Sclerotium rolfsii Sacc. et du Fusarium
oxysporum Schlecht. f.sp. vasinfectum
Snyder & Hansen (Inbar et Chet 1991).

Les phytotoxines sont des composés
produits par des microorganismes sapro-
phytes et parasitiques du sol et inhibent
a de faibles concentrations la croissance
et le développement des plantes. Leurs
structures chimiques sont trés variées.
Dans le sol, ces toxines s’accumulent en
quantité plus appréciable lors de mono-
cultures. Certaines pseudomonades fluo-
rescentes éliminent ces phytotoxines.

Une RFCP peut exprimer a la fois un
mode d'action direct et indirect. Par exem-
ple, la RFCP Pseudomonas putida (Trevi-
san) Migula souche 61.9A, a été sélec-
tionnée pour favoriser la croissance du

21

concombre (Cucumis sativus L.) en I'ab-
sence d’agents pathogeénes (Kloepper et
al. 1991). Par contre, lorsque ces plantes
sont inoculées avec cette souche et mi-
ses en présence de Pythium, elles sont
protégées des attaques de ce microorga-
nisme.

L'UTILISATION DES RFCP EN
AGRICULTURE

Actuellement, diverses formulations com-
merciales de RFCP sont en vente. Des
formulations bactériologiques de Rhizo-
biumspp. sont disponibles dans plusieurs
pays afin de favoriser la nodulation des
légumineuses et de diminuer la fertilisa-
tion azotée des cultures. La formulation
Zea-nit Plus est en vente en ltalie. Il s’agit
d'un inoculum a base d'Azospirillum sp.
développé pour inoculer le mais (Zea
maysL.) (J. W. Kloepper, communication
personnelle). De méme, la formulation
Quantum 4000, a base de Bacillus subtilis
(Ehremberf) Cohn, souche A13 (Broad-
bent et al. 1977), est commercialisée aux
Etats-Unis pour lutter contre le Rhizocto-
nia solani Kiihn chez 'arachide (Arachis
hypogaea L.), le haricot (Phaseolus vul-
garisL.) et le coton (Gossypium hirsutum
L.). En Chine, des RFCP qui accroissent
les rendements sont utilisées dans plu-
sieurs cultures, et ce, depuis 1985 (J. W.
Kloepper, communication personnelle).
En 1987, 3,35 millions ha et plus de 48
cultures avaient été traités avec ces bac-
téries bénéfiques. La valeur des accrois-
sements en rendement obtenus équivaut
a plus de 60 millions de dollars cana-
diens.

Le probléme le plus important qui rend
le succes de lI'implantation des RFCP in-
certain en agriculture provient de leur
inconstance a promouvoir la croissance
des plantes. Cette variabilité peut s'expli-
quer par les facteurs biotiques et abioti-
ques affectant la survie et les effets des
RFCP dans la rhizosphere. Il est donc
important de comprendre les premiéres
étapes de l'établissement de l'associa-
tion RFCP-plante afin d'optimiser les
succes de la colonisation racinaire et
I'expression du principe actif.
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LA COLONISATION
RACINAIRE ET LE
MARQUAGE GENETIQUE
DES BACTERIES DE LA
RHIZOSPHERE

En théorie, suite a l'inoculation de la
semence, les RFCP se multiplient en ré-
ponse aux exsudats émis par la semen-
ce, s'établissent sur la racine en émer-
gence, puis colonisent le systéme raci-
naire (Kloepper et al. 1989). Les RFCP
persistent généralement jusqu’a la mi-
saison de croissance de la plante-hbte
en maintenant des populations de 10% a
10° unités par gramme de racine, chaque
unité ayant la possibilité de former une
colonie (Kloepper et al. 1991). Certaines
RFCP auraient méme la capacité de
coloniser les portions internes des raci-
nes (van Peer et al. 1990). Ces bactéries
sont dites RFCP-endophytes.

Il existe une gamme de techniques
utilisables pour dénombrer les microor-
ganismes colonisateurs de la rhizosphé-
re (Kloepper et Beauchamp 1992), mais
le dénombrement sur gélose sélective
demeure la technique la plus fréquem-
ment utilisée. L'emploi de bactéries ré-
sistant spontanément a un antibiotique
facilite leur quantification sur gélose
enrichie de cet antibiotique. Cependant,
ce type de marquage peut étre perdu
suite aux passages des bactéries dans un
sol non-stérile (Lindstrom et al. 1990), et
devenir insatisfaisant lorsque plusieurs
souches sont a I'étude. La modification
génétique de bactéries par I'insertion de
génes marqueurs est en développement
pour palier cette lacune. Diverses études
(Drahos et al. 1986; Hofte et al. 1990;
Kluepfel et al. 1990; Seong et al. 1991) ont
démontré |'utilité des génes lacZ et lacZY
pour identifier et dénombrer des Pseudo-
monas spp. ainsi marqués génétique-
ment, dans la rhizosphére de plusieurs
especes de plantes. Le géne lacZ est res-
ponsable de la synthése de I'enzyme 3-
galactosidase, et les colonies des bacté-
ries transformées prennent une couleur
bleue lorsqu’elle croissent sur une gélo-
se contenant le réactif X-Gal {(5-chloro-4-
bromo-3-indolyl-B-D-galactopyranoside).
Ce marquage génétique offre la possibi-
lité de discerner les bactéries véhiculant
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les génes lacZ des autres bactéries du
sol.

LA BIOLUMINESCENCE
COMME MARQUEUR
GENETIQUE

Les génes de la bioluminescence (/ux)
offrent aussi un marquage génétique
unique puisqu’ils conférent a la bactérie
marquée la propriété de produire des
rayons lumineux. Ces génes ont été clo-
nés chez Vibrio fischeri (Beijerinck) Leh-
mann et Newmann, V. harveyi (Johnson
et Shunk) Bang et Woolkalis, Photobac-
terium sp. et Xenorhabdus luminescens
Thomas et Poinar (Belas et al. 1982;
Delong et al. 1987; Engebrecht et al. 1983;
Frackman et al. 1990). La capacité d'émet-
tre de la bioluminescence chez les bacté-
ries se trouve surtout chez des bactéries
marines. Un Tn5-LuxAB a été construit
qui véhicule les génes de la luciférase de
V. harveyi (Boivin et al. 1988). La rhizo-
bactérie modifiée génétiquement avec les
genes luxAB (RMG-Lux) synthétise la
luciférase, ce qui lui confére la capacité
d’émettre de la bioluminescence en preé-
sence d'un acide gras a longue chaine
(ex. décanal); il y a alors oxydation du
FMNH, et des photons sont émis (Mei-
ghen 1991). Les RMG-Lux présentent un
nouveau phénotype qui les différencie
des autres bactéries de la rhizospheére et
du sol. Actuellement, aucune bactérie
luminescente n'a été décelée sur les
géloses utilisées pour isoler les rhizobac-
téries ou des Xanthomonas campestris
(Pammel) Dowson (J.J. Shaw, communi-
cation personnelle). Le phénotype bacté-
rien est donc unique pour les bactéries
de la rhizosphére.

Les colonies de bactéries biolumines-
centes peuvent étre observées de diver-
ses fagons: visuellement dans une cham-
bre noire, a I'aide de pellicule photogra-
phique (Beauchamp et al. 1991, 1993a,
1993b; Grant et al. 1991; Legocki et al.
1986; O'Kane et al. 1988) et a rayons X (de
Wegger et al. 1991; Shaw et al. 1987) ou
a l'aide d'une caméra spécialisée pour
détecter des quantités faibles de photons
(caméra CCD) (Beauchamp et al. 1993b;
Mahaffee et al. 1991; Shaw et al. 1992).
Des comptages photoniques peuvent



BEAUCHAMP: MODE D'ACTION ET UTILISATION DES RFCP

aussi étre obtenus a I'aide d'un compteur
a scintillation (Boivin et al. 1988; Fravel et
al. 1990; Mahaffee et al. 1991), d'un lumi-
nometre (Shaw et al. 1987, 1992) et du
programme statistique couplé a la camé-
ra CCD (Shaw et al. 1992). Il est donc
possible de suivre les bactéries biolumi-
nescentes dans la rhizosphere de fagon
spécifique, soit quantitativement, soit
qualitivement en visualisant les sites de
colonisation du systéme racinaire.

Des études de colonisation racinaire
en conditions stériles révelent que diffé-
rentes souches RMG-Lux ont la capacité
de coloniser completement tout le syste-
me racinaire (Figure 1). De plus, certaines
parties aériennes, dont les tiges, sont
aussi colonisées. Ce genre d'étude ce-
pendant ne permet pas de comprendre
les phénomeénes de colonisation racinai-
re en conditions non stériles. Pour ce
faire, un modele utilisant des rhizoboites

Figure 1. Distribution de la bactérie biolumi-
nescente 86.139L sur des plantules de soja
cultivées dans des conditions stériles 8 j apres
I'inoculation de la semence. Vue illuminée
par la lumieére incidente (haut) et par la bio-
luminescence produite par les bactéries (bas).
(0,75 X)
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en plexiglas translucide a été développé
pour étudier la colonisation racinaire dans
des conditions similaires a celles retrou-
vées au champ (Beauchamp et al. 1991,
1993b). Ces rhizoboites contiennent du
sol non stérile ajusté a la capacité au
champ. La semence inoculée avec des
RMG-Lux est placée dans ces rhizoboites
et les phénomeénes de colonisation de la
spermosphere et de la rhizosphére peu-
vent étre visualisés. En couplant les tech-
niques de la rhizoboite et de la biolumi-
nescence, il est possible de suivre ainsi
la dynamique de la colonisation racinai-
re. Les RMG-Lux peuvent étre localisées
grace a une empreinte du systéme radi-
culaire sur une gélose sélective (C. J.
Beauchamp, données non publiées), en
disséquant stérilement le systeme raci-
naire et en plagant les parties de racines
dans une gélose sélective a environ 46 a
50°C (Beauchamp et al. 1991, 1993a), ou
par photographie avec la caméra CCD
(Beauchamp et al. 1993b).

La colonisation racinaire du coton, du
concombre, du mais et du soja (Glycine
max Merr.) a été démontrée par quatre
souches différentes de RMG-Lux (Beau-
champ et al. 1993b). Pour toutes les sou-
ches et les plantes a I'étude, la portion
supérieure du systéme racinaire a été
plus fortement colonisée que I'apex raci-
naire et, en plus grande quantité, la raci-
ne principale que les racines secondai-
res.

Il a aussi été observé que la quantité
de photons émise varie quand une sou-
che est en compétition avec des champi-
gnons du sol (C. J. Beauchamp, données
non publiées). La bioluminescence sem-
ble donc permettre d’évaluer I'état phy-
siologique de la bactérie. Des études
complémentaires devraient étre entrepri-
ses pour mieux comprendre les varia-
tions dans ces phénomenes biologiques.

La bioluminescence permet de suivre
la colonisation racinaire dans le temps.
A I'aide des rhizoboites, il a été possible
de visualiser la colonisation racinaire du
soja suite a l'inoculation de la semence
avec la RMG-Lux, souche GR7.4L (C. J.
Beauchamp, données non publiées).
Aprés la germination, les rhizobactéries
ont migré des téguments de la graine
vers I'extrémité de la radicule. Sept jours
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apres l'inoculation de la semence, la
quantité de RMG-Lux avait diminué sur
les téguments. Cette baisse s’explique
par la diminution des exsudats de la
spermospheére et par le déplacement des
téguments vers la surface du sol en com-
pagnie de I'épicotyle. Les rhizobactéries
bioluminescentes sont affectées négati-
vement par les conditions séches pré-
sentes dans la couche superficielle du sol
et de l'air. Les rhizobactéries persistent
sur les racines, cependant les racines étant
plus longues, il y a un phénomeéne de
dilution qui s'opére et la quantité de
photons émise diminue avec le temps. Il
est possible d’observer dans la méme
rhizoboite un systéme racinaire d'une
plantule colonisée par les rhizobactéries
bioluminescentes alors que I'autre plan-
tule ne I'est pas. Dans ce cas particulier,
il est difficile d’expliquer la raison de
cette absence de colonisation racinaire
puisque les conditions expérimentales
sont similaires du semis a la prise de la
photo. Des études détaillées permettraient
d’identifier les facteurs affectant la colo-
nisation racinaire. Le modeéle de la rhizo-
boite est limité dans le temps et il ne
permet plus de suivre la colonisation
lorsque les racines ont atteint I'extré-
mité inférieure de la rhizoboite.

Pour étudier la colonisation racinaire
en fonction du temps et des conditions
environnementales prévalant au champ,
la RMG-Lux, souche 61.9A.3L (P. putida),
a été relachée dans l'environnement
(Beauchamp et al. 1992). L'expérience
s’'estdéroulée a Shorter, Alabama, U.S.A.
suite a I'obtention d'un permis de cour-
toisie du USDA-APHIS. La semence de
soja a été inoculée au laboratoire soit
avec la souche 61.9A résistante a la ri-
fampicine, soit avec la souche biolumi-
nescente 61.9A.3L, ou avec un mélange
de ces deux souches dans un rapport 1:1.
Un témoin sans bactérie a aussi été in-
clus. Les populations bactériennes ont
été dénombrées pendant 70 j. Les rangs
de soja étaient espacés de 45 cm et dans
ces conditions, les bactéries biolumines-
centes n‘ont pas migré d'une parcelle a
une autre. Les populations bactériennes
et fongiques totales n‘ont pas été affec-
tées par l'inoculation de la semence. La
population des rhizobactéries biolumines-
centes a diminué dans le temps, et cette
diminution a été beaucoup plus rapide

24

lorsqu’elles étaient en mélange avec la
souche 61.9A. Au champ, la souche
61.9A.3L a une moins bonne compétitivi-
té que la souche 61.9A. La biolumines-
cence est une technique qui permet
d'étudier les interactions rhizobactéries-
plantes dans des conditions environne-
mentales normales. Aucune bactérie
bioluminescente autre que celle introdui-
te n'a été observée.

L’AVENIR DES RFCP

Les pressions sociales en vue de dimi-
nuer I'emploi des pesticides en agricultu-
re accentuent la demande pour des
produits biologiques aptes a contrer les
pathogénes des plantes. Il devient donc
important de développer différentes
méthodes de lutte biologique par I'utili-
sation d’organismes naturels ou modi-
fiés génétiquement, ou le produit de leurs
geénes, et ce, afin de réduire les effets
d'un organisme néfaste et de favoriser
les organismes utiles tels les cultures, les
arbres, les animaux et les insectes et
microorganismes bénéfiques.

L'utilisation des RFCP en agriculture
peut permettre de stimuler la croissance
des plantes et de contrer leurs pathoge-
nes. L'emploi des RFCP modifiés généti-
guement ou non peut permettre de dimi-
nuer l'utilisation des pesticides, ce qui
devrait encourager les efforts de recher-
che dans ce domaine. Des combinaisons
de RFCP ayant des modes d’action diffé-
rents et colonisant différents sites raci-
naires doivent étre étudiées. La libération
de microorganismes modifiés dans I'en-
vironnement doit aussi s’intensifier et
les procédures canadiennes et quéhé-
coises entourant l'obtention de permis
doivent étre simplifiées.
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