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Résumé : La tomate (Solanum lycopersicum L.) est 'une des principales cultures industrielles
pratiquées. Cette culture est trés sensible aux attaques parasitaires, ce qui justifie 1’utilisation
intensive des intrants de synthése pour augmenter la productivité. Toutefois, I'utilisation
abusive de ces produits présente des effets néfastes sur la santé humaine et I’environnement.
Des études ont ét¢é menées pour évaluer I’'impact de I’inoculation des microorganismes
bénéfiques (Champignons mycorhiziens arbusculaires — Pseudomonas fluorescents) dans les
itinéraires de production maraichere afin de réduire I’utilisation des produits phytosanitaires.
Les prélevements de sol effectués au niveau de la rhizosphere de plantes de tomate ont permis
de caractériser différents isolats de rhizobactéries appartenant au groupe des Pseudomonas
fluorescents. L’identification de ces isolats a partir d’approches phénotypiques et de la
spectrométrie de masse MALDI-TOF a révélé une appartenance de tous les isolats au méme
genre et a la méme espece (Pseudomonas putida) avec des pourcentages de similarité compris
entre 76 % et 92 %. Les tests réalisés en milieu contr6lé ont montré que ces rhizobactéries
sont capables de s’associer avec des champignons mycorhiziens arbusculaires. C’est le cas de
I’association du couple Pseudomonas putida — Funneliformis mosseae qui se traduit par une
stimulation efficace de la croissance des plantes de tomate. A partir de ces résultats, un essai a
été lancé pour évaluer I’impact de différentes doses de pesticides sur ces microorganismes.
Les résultats ont montré que I’application des produits phytosanitaires comme le fongicide
(Ethoprphos) et le nématicide (Thiofanate méthyl) ont un impact sur les microorganismes
lorsqu’ils sont appliqués a de fortes doses. Les essais menés en plein champ pour évaluer
I’impact de I’inoculation sur le rendement, en agriculture intensive, ont montré que 1’apport
des microorganismes s’est révélé plus bénéfique comparé a D’application des produits
phytosanitaires a des doses réduites, car le rendement le plus important a été obtenu chez les
plantes de tomate inoculées avec Pseudomonas putida (12,59 t/ha).

Mots clés : Inoculation - Funneliformis mosseae — Pseudomonas putida — pesticides -
rendement
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development in Senegal

Abstrat:

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the main industrial crops. This crop is
very sensitive to parasitic attacks. This justifies the intensive use of synthetic inputs to
increase productivity. However, misuse of these products has adverse effects on human health
and the environment. The objective of this study is to evaluate the impact of inoculation of
beneficial microorganisms (arbuscular mycorrhizal fungi - fluorescent Pseudomonas) in
vegetable production routes in order to reduce the use of phytosanitary products. Soil samples
from the rhizosphere of tomato plants have been used to isolate and characterize different
rhizobacterial isolates belonging to the group of fluorescent Pseudomonas. The identification
of these isolates from phenotypic approaches and MALDI-TOF mass spectrometry revealed
that all isolates belong to the same genus and species (Pseudomonas putida). The percentages
of similarity obtained are between 76% and 92%. Tests carried out in a controlled
environment have shown that these rhizobacteria are capable of associating with arbuscular
mycorrhizal fungi. This is the case of the combination of the pair Pseudomonas putida -
Funneliformismosseae which results in an effective stimulation of the growth of tomato
plants. High-performance couples were used to evaluate the impact of different doses of
pesticides on these microorganisms. The results showed that the application of phytosanitary
products such as fungicide (Ethoprphos) and nematicide (Thiofanate methyl) have an negative
impact on microorganisms when applied at high doses. Field trials have shown that the
contribution of microorganisms is more beneficial compared to reduced dose pesticides
because the highest yield was obtained in tomato plants inoculated with Pseudomonas putida

with 12.59 t/ ha.
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INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

L’agriculture a constitu¢ pendant longtemps la base de 1’économie sénégalaise par sa
contribution a la sécurité alimentaire des populations urbaines et rurales et la provision de
ressources en devises, grace notamment au dynamisme des exportations de produits
arachidiers. Ces derni¢res décennies, la contribution de 1'agriculture au produit intérieur brut a
progressivement diminué et se maintient actuellement autour de 10 %. Malgré tout, le secteur
agricole continue de jouer un role primordial car il emploie prés de 70 % de la population
active (FAOSTAT, 2013). Parmi les types d’agriculture pratiqués au Sénégal, on peut citer :

I’agriculture sous pluie et I’agriculture irriguée.

L’agriculture pluviale est fortement tributaire des conditions pluviométriques qui ne
cessent de se dégrader ainsi que des disponibilités en terres productives. L’essentiel de la
production agricole est a D’actif des cultures pluviales. Ce type d’agriculture, de nature
particuliérement extensive, repose essentiellement sur 1’activité des petites exploitations
familiales qui constituent la majorité des ménages ruraux et elle est pratiquée dans toutes les
zones agroécologiques du pays. Les principales spéculations concernées par ce type
d’agriculture sont 1’arachide (Arachis hypogaea), le mil (Pennisetum glaucum), le coton
(Gossypium barbadense), le mais (Zea mays) et le niébé (Vigna unguiculata) (F.A.O., 2007 ;
Sall, 2015).

L’agriculture irriguée est aussi pratiquée dans toutes les zones agroécologiques du pays
avec des proportions faibles de 5% par rapport a la culture sous pluie. Parmi les principales
spéculations, nous avons la tomate (Solanum lycopersicon L.) qui occupe le deuxieme rang
des cultures horticoles apres 1’oignon. C’est une culture de saison séche et fraiche, qui est
utilisée pour la consommation interne au pays, mais aussi pour I’exportation, surtout comme
produit transformé¢ (APIX, 2007). Ce secteur revét une importance stratégique dans
I’agriculture sénégalaise, vu son role dans le renforcement des industries alimentaires en plus
de la satisfaction de la consommation locale en tomates fraiches. Cependant, I’agriculture
irriguée est principalement pratiquée dans la Vallée du fleuve Sénégal et la zone des Niayes.
De nos jours, elle est une activité économique qui nécessite des investissements et des cotits
de production plus €levés que lorsqu’il s’agit de 1’agriculture sous pluie. Ainsi, I’obtention de
rendements ¢€levés est la seule préoccupation des producteurs maraichers dont certains en ce
qui concerne la zone des Niayes sont des « locataires » de parcelles mises en culture. Ces

derniers, peu soucieux de la préservation du capital foncier, de la qualité des produits



alimentaires, encore moins de I’équilibre environnemental pratiquent un itinéraire technique
de production maraichére basée sur I’utilisation ¢élevée de ressources externes telles que les
intrants de synthése.

Parmi ces intrants, les pesticides occupent une place prépondérante et représentent dans
certains cas, plus de la moitié des cofits de production. Les traitements phytosanitaires
peuvent se faire jusqu’a trois fois dans la semaine, qu’il s’agisse de traitements préventifs ou
curatifs, ceci en vue d’éradiquer les ravageurs des cultures et d’accéder a des rendements
satisfaisants dans un contexte propice au développement des parasites (Cissé et al., 2003).
Plusieurs produits phytosanitaires sont utilisés parmi lesquels des insecticides (Diméthoate),
des fongicides (Thiofanate méthyl, Soufre, Manéebe), des acaricides (Péropal, Tétradifon), des
nématicides (Ethoprophos). Parfois, les usagers procédent a des mélanges de produits dont ils
ne maitrisent ni le dosage, ni la rémanence, encore moins les propriétés physico-chimiques du
produit (Cissé et al., 2003).

Cependant, le recours aux pesticides comme facteur de protection et d’amélioration des
rendements agricoles suscite de nombreuses inquiétudes liées a leur impact négatif sur
I’homme et I’environnement. En ce qui concerne ’homme, plusieurs pathologies lui sont
directement associées dans le long terme, notamment les cancers, les stérilités, les
malformations congénitales, les déficiences mentales, les troubles neurologiques et de
reproduction. A tous ces effets négatifs viennent s’ajouter les phénoménes de résistance de
plus en plus accrue des agents pathogeénes aux différents produits phytosanitaires, la
dégradation des ressources naturelles et la contamination de la nappe phréatique (Cissé et al.,
2003).

Compte tenu de tous ces facteurs, il convient de proposer un itinéraire de production
maraicheére basée sur une réduction de I’utilisation des produits phytosanitaires par une
exploitation judicieuse de microorganismes telluriques. En effet, la rhizosphere est colonisée
par de nombreux microorganismes parmi lesquels les champignons mycorhiziens
arbusculaires (CMA) et les bactéries nommées « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » ou
PGPR telles que les Pseudomonas fluorescents non pathogénes. Ces microorganismes
peuvent jouer un réle bénéfique pour la croissance le développement et la protection des
cultures.

Les CMA sont capables de s’associer avec les racines des plantes pour former un organe
mixte appelé mycorhize arbusculaire (MA). Cette association améliore la nutrition
hydrominérale grace aux transferts de l'eau et des éléments minéraux, en particulier le

phosphore et 1'azote, du CMA vers la plante hote ; mais aussi la protection contre certains
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pathogeénes (Smith et Read, 2008 ; Sharma et al., 2016). De nombreuses études ont aussi
montré que les mycorhizes arbusculaires ont des effets positifs significatifs qui se traduisent
par une amélioration de la croissance des plantes et des rendements (Usharani et al., 2014).
Par ailleurs, les PGPR présentent un énorme potentiel car ils sont considérés comme agent de
biocontrole des plantes en réduisant les effets délétéres des phytopathogeénes par la synthése
d’antibiotiques spécifiques (Fischer et al., 2007). En plus, ils peuvent synthétiser les
hormones de croissances (phytohormones) pour stimuler la croissance de la racine et aussi la
plante (Baca et Elmerich, 2007) ou bien augmenter le rendement des cultures (Vessey, 2003).
Ces résultats prometteurs permettent d’envisager avec l’utilisation de ces microorganismes
dans la production maraichére, des systémes culturaux plus sains, avec une réduction de
I’'usage des pesticides, tout en assurant la rentabilité¢ des cultures et la durabilité des sols.

Ainsi, ’objectif principal de cette étude est d’évaluer I'impact de 1’inoculation de
Funneliformis mosseae (CMA) et Pseudomonas putida (PGPR) dans la culture intensive de la
tomate au Sénégal. Cette étude passera par deux objectifs spécifiques comportant chacun deux
activités.

» Obtenir de I’inoculum de bonne qualité
— Produire de I’inoculum a base de biofertilisants (champignons mycorhiziens

arbusculaires et Pseudomonas fluorescents)

— Sélectionner des microorganismes performants
» Vérifier la performance des souches
— Evaluer I’impact des pesticides et de 1’inoculation sur la croissance de la tomate en

conditions contrdlées

— Evaluer I’'impact de ’inoculation des CMA et des Pseudomonas en agriculture

intensive.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



I. Larhizosphére
1. Généralités

Le terme de rhizosphére tire son origine du grec « rhiza » signifiant racine et du latin
« Sphaira » signifiant spheére. Le concept de rhizosphére a été introduit pour la premiére fois
en 1904 par Lorenz Hiltner. La rhizosphére est définie comme étant la portion du sol
immédiatement en contact avec les racines. Cet environnement est caractéris€ par des
interactions entre les exsudats racinaires et les microorganismes (Campbell et Greaves, 1990 ;
Bell-Prekins et Lynch, 2002). Cette zone d’interaction s’étend de quelques micrométres a plus
de 2 mm en dehors de la surface racinaire (Kennedy et de Luna, 2004). La rhizosphére
comporte trois parties : I’endorhizosphére (intérieur de la racine), le rhizoplan (surface
racinaire) et 1I’exorhizosphére ou le sol rhizosphérique (sol li¢ a la racine par opposition au sol
distant) (Gray et Smith, 2005; Brimecombe ef al., 2007). De méme, la densité des bactéries
est plus ¢élevée dans la rhizosphére que dans le sol distant des racines, il s’agit de «I’effet
rhizosphére» (Lemanceau, 1992 ; Whipps, 2001 ; Lugtenberg et Kamilova, 2009) qui est un
processus dynamique résultant d’interactions entre la plante hdéte, le sol, les conditions
climatiques, les pratiques culturales et les interactions au sein des communautés microbiennes

(Katznelson et al., 1962).

2. Les microorganismes de la rhizosphére : les CMA et les Pseudomonas

Parmi les microorganismes retrouvés dans le sol, certains vivent en symbiose ou en
mutualisme avec les végétaux. Dans ces associations, les microorganismes peuvent étre

classés en deux catégories :

— Les micro-organismes qui colonisent 1’extérieur de la racine c’est-a-dire, la
rhizosphére ou le rhizoplan: ce sont les ectosymbiontes. C’est le cas des
rhizobactéries comme les Pseudomonas (Gray et Smith, 2005).

— Les micro-organismes vivant a I’intérieur des cellules de la plante hote : ce sont les
endosymbiontes. Cette catégorie est constituée majoritairement de champignons dits
endomycorhiziens, dont les hyphes pénéetrent dans les cellules végétales jusqu’au
plasmalemme en formant des arbuscules. Ces champignons sont définis sous le nom
de champignons mycorhiziens arbusculaires et regroupent principalement 1’ordre des

glomales.



2.1. Les Pseudomonas spp fluorescents

Dans la rhizosphere, les bactéries constituent les microorganismes le plus nombreux et
les plus variés. Certaines de ces bactéries peuvent jouer un réle bénéfique pour la plante. C’est
le cas des bactéries dites PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et Schroth
1978 ; Lugtenberg et Kamilova, 2009) ¢galement appelées rhizobactéries. Ces bactéries
appartiennent a différents genres et espéces parmi lesquels les Pseudomonas spp fluorescents
(Broadbent et al., 1977 ; Leong, 1986). Le genre Pseudomonas découvert en 1894 par Migula
appartient au phylum des Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, famille des
Pseudomonaceae, ordre des Pseudomonales (Moore et al; 2006). Il comprend plus d'une
centaine d'espéces ubiquistes (Bossis et al., 2000 ; Palleroni et Moore, 2004). Les bactéries
appartenant au groupe des Pseudomonas spp. fluorescents sont parmi les plus abondantes
dans la rhizosphéere. Dans certains cas, elles représentent plus de 60 % de la microflore
bactérienne totale du sol (Digat et Gardan, 1987). Ces bactéries mobiles sont des bacilles a
Gram négatif de 0,5 a 5 micrométres de long, (Bell-Perkins et Lynch, 2002). Les différentes
especes de Pseudomonas sont divisées en 5 groupes selon leur ARNr. Le sous-groupe des
Pseudomonas fluorescents est certainement le plus étudié. Il se caractérise par la production
de pigments jaune-vert fluorescents (pyroverdine ou pseudobactine) dans des conditions de
carence en fer. Parmi les especes appartenant a ce groupe, on peut citer : Pseudomonas
aeruginosa, espéce pathogéne pour ’homme, P. syringae, espece phytopathogéne et P.
fluorescens, P. putida et P. Chlororaphis rassemblent des espéces saprophytes (Hofte et
Altier, 2010). Certaines de ces espéces de Pseudomonas influencent de maniere bénéfique la
plante en stimulant sa croissance (voie directe) et ou en la protégeant contre des infections par
des agents phytopathologiques (voie indirecte) (Suslow, 1982 ; Kloepper et al., 1991 et Digat,
1992).

2.1.1. Les effets directs

2.1.1.1. La solubilisation des phosphates par les Pseudomonas spp
fluorescents

Aprés 1’azote, le phosphore est 1’élément le plus limitant pour les plantes qui sont
capables seulement d’absorber ses formes solubles mono et dibasiques (H,PO4, HPO,*)
(Ramos Solano et al., 2008b ; Keneni et al., 2010). L’amélioration de I’alimentation minérale
de la plante en phosphore a été la premicre hypothése proposée pour expliquer I’effet

bénéfique enregistré a la suite de la bactérisation des plantes (Gerretsen, 1948). En présence



de PGPR, le phosphore insoluble peut étre rendu disponible pour les plantes soit par
solubilisation des phosphates inorganiques, sous 1’effet d’acides ; soit par une minéralisation
des phosphates organiques grace a des phosphatases, (Richardson, 2001 ; Chung et al., 2005 ;
Khan et al., 2009 ; Kim et al., 1998 in Weyens et al., 2010). Dans le cas de la solubilisation
des phosphates sous I’effet des acides, les acides gluconiques et 2 - cétogluconique sont les
plus fréquemment rencontrés. Les acides glycolique, oxalique, malonique et succinique, ont
¢galement été identifiés. Certaines souches sont capables de produire en plus des mélanges
d’acides lactiques, isovalérique, isobutyrique et acétique. La libération de ces acides
mobilisant le phosphore par l'intermédiaire d’interactions ioniques avec les cations du sel de
phosphate conduisent a 1'acidification des cellules microbiennes et de leur environnement,
permettant la libération du phosphate sous forme ionique (figure 1). La libération des
groupements phosphates liés a la matieére organique est assurée par 1’action des phosphatases
(Kumar et Narula 1999 ; Whitelaw, 2000 ; Gyaneshwar et al., 2002). Les espeéces de
Pseudomonas spp. fluorescents comme P. chlororaphis, P. putida et P. aeruginosa ont été
identifiées comme des rhizobactéries solubilisant le phosphate (Cattelan et al., 1999 ; Bano et
Musarat, 2003). Ces bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate pourraient étre une

source prometteuse comme agent biofertilisant dans I'agriculture (Sharma et al., 2007).

Figure 1: Mécanismes d’action des bactéries solubilisant les phosphates (Khan et al., 2009)



2.1.1.2. La production de sidérophores

Le fer est un ¢lément capital aussi bien pour les bactéries, les champignons ainsi que pour
les plantes. Il est abondant dans le sol et se présente sous forme d'oxydes de fer (Compant et
al., 2005), mais il demeure souvent un facteur limitant pour la croissance des bactéries et des
plantes. Pour acquérir cet élément indispensable et peu soluble, la plupart des
microorganismes comme les Pseudomonas ont développé un mécanisme d’acquisition du fer
qui repose sur la synthése de sidérophores (Neilands, 1976 ; Leong, 1986). Ce sont des
métabolites de faibles poids moléculaires qui présentent une forte affinité pour le fer (Fe*")
(Neilands, 1976). Les sidérophores de bactéries rhizosphériques peuvent influencer
directement I’alimentation de la plante en fer, comme ils peuvent causer l'inhibition des autres
micro-organismes y compris les phytopathogénes dont l'affinité pour le fer est faible
(O’sullivan et O’gara, 1992 ; Kapulnik 1996). Ils jouent également le rdle de chélateurs de
métaux rhizosphériques ayant une faible disponibilité pour les plantes tels le Zn et le Pb

(Dimkpa et al., 2009).

2.1.1.3. La production de régulateurs de croissance

Plusieurs étapes de la croissance et du développement des plantes telles que 1’élongation,
la division cellulaire, la différenciation tissulaire et la dominance apicale sont régulées par des
hormones. Les PGPR appartenant au genre Pseudomonas sont capables de produire des
régulateurs de croissance végétale (Karnwal, 2009) : I’auxine (Acide indole-3-acétique AIA),
les gibbérellines, les cytokinines, 1’éthyléne et 1’acide abscissique (Mitter et al., 2002 ; Lucy
et al., 2004 ; Zahir et al., 2004 ; Tsakelova et al., 2006; Joo et al., 2009).

— L’AIA est le plus important du groupe des auxines, et les rhizobactéries produisant
cette hormone sont connues pour leurs capacités a stimuler la croissance et augmenter
la longueur des racines (Spaepen et al., 2007 ; Ashrafuzzaman et al., 2009) grace a ces
régulateurs de croissance. Il en résulte une surface racinaire plus grande et une
accessibilité pour plus de nutriments pour la plante. Patten et Glick (2002), ont
rapporté¢ le role de I’AIA produit par P. putida, chez la plante hdte, dans le
développement de son systéme racinaire.

— Les cytokinines forment une classe de phytohormones qui stimulent les divisions
cellulaires, 1’¢largissement et le développement des tissus (Salisbury, 1994). La

production de cytokinines a été rapportée chez P. fluorescens (Garcia et al., 2001) .



— Les gibbérellines interviennent dans plusieurs processus tels que la germination des
graines, la floraison, la fructification et la sénescence dans de nombreux organes d'une
large gamme d'especes végétales (MacMillan, 2002). Elles sont également impliquées
dans la promotion de la croissance de la racine car elles régulent I'abondance des poils
racinaires (Bottini et al., 2004). La stimulation de la croissance des plantes par les
PGPR productrices de gibbérellines est rapportée par plusieurs travaux et cet effet
positif sur la biomasse végétale est souvent associ€é a une teneur accrue en
gibbérellines dans les tissus végétaux (Atzhorn et al., 1988 ; Gutierrez-Manero et al.,
2001; Joo et al., 2009).

— L’¢éthyléne est une phytohormone au rdle central dans la modulation de la croissance
et du métabolisme cellulaire des végétaux (Ping et Boland, 2004). Elle est capable de
lever la dormance des graines, favorise également la maturation des fruits et déclenche
I’abscission des feuilles (Bleecker et Kende, 2000). La production d’éthyléne par la
plante peut étre induite par n’importe quelle perturbation physique ou chimique des
tissus (Salisbury, 1994). Cependant, 1’¢lévation de sa concentration peut étre a
I’origine de D’inhibition de 1’élongation racinaire et de la croissance des racines
latérales (Mayak et al., 2004). La diminution de la teneur de 1’éthyléne peut étre
réalisée en dégradant son précurseur direct, 1’acide 1- Aminocyclopropane -1-
carboxylique (ACC), a I’aide de ’ACC-désaminase. Cette enzyme est exprimée chez
plusieurs rhizobacteries telles que les Pseudomonas spp (Glick et al., 1994) . L'activité
de 1'ACC désaminase diminuerait la production d'éthyléne et favoriserait un

allongement des racines.

2.1.2. Les effets indirects

2.1.2.1. L’antibiose

L’antibiose consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogene via la
production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Les souches de
Pseudomonas produisent une variété de métabolites antifongiques puissants. Il s’agit par
exemple de 1’acide cyanhydrique (HCN), la viscosamide, la pyolutéorine, le 2,4-
diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyrrolnitrine, les phénazines, les butyrolactones, les
tensines et les tropolones (Haas et Defago, 2005). Howell et Stipanovic (1980) ont mis en
¢vidence la synthese de deux antibiotiques, la Pyrrolnitrine et la pyolutéorine, par une souche

de P. fluorescens, capables d’inhiber 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). Des études récentes
rapportent que ces deux antibiotiques sont le support de ’activité biologique de plusieurs
souches de Pseudomonas fluorescents envers une multitude d’agents pathogenes (Ligon et al.,
2000 ; Ramette et al., 2011 ; Rosas et al., 2011). Par ailleurs, Lindberg (1981) a établi le
spectre d’activité d’un antibiotique, la tropolone, synthétisée par une souche de Pseudomonas
qui manifeste des propriétés antagonistes a I’encontre de différents champignons : Alternaria,

cladosporium, Dioplodia, Fusarium, Helminthosporium, Pyricularia, Pythium, Rhizoctonia.

2.1.2.2. La compétition

Les interactions microbiennes sont conditionnées par la nature et I’intensité de la
compétition entre microorganismes (Lockwood, 1981 ; Alabouvette, 1983). Cette compétition
s’exerce pour I’espace et les nutriments. Les Pseudomonas fluorescents participent a ces deux
types de compétition. Toutefois, les PGPR doivent étre présents sur les racines en nombre
suffisant pour avoir un effet bénéfique et étre capable d’instaurer une compétition pour les
nutriments dans la rhizosphére (Haas et Defago, 2005). Cette colonisation importante des
racines réduit le nombre de sites habitables pour les micro-organismes pathogénes et par
conséquent, leur croissance (Piano et al., 1997). L’essentiel de la compétition instaurée par les
Pseudomonas fluorescents est de nature trophique, en particulier pour le fer. Ces micro-
organismes bénéfiques ont la capacité de synthétiser des composés s appropriant les ions
ferriques présents dans la rhizosphere et les rendent ainsi indisponibles pour les
microorganismes pathogenes, entrainant une diminution de leur croissance. Outre la vitesse de
croissance intrinseque, les autres propriétés renforgant le potentiel colonisateur d 'une souche
sont la mobilit¢ grace au flagelle (Jofre et al, 2004), le chimiotactisme et la faculté
d’utilisation des composés excrétés par les racines en tant que sources de carbone et d"azote

(Berggren et al., 2001; Gupta, 2003).

2.1.2.3. La résistance systémique induite ou ISR

La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphére peut conduire a
une réaction d’immunisation lui permettant de mieux se défendre vis-a-vis d’une attaque par
un organisme pathogéne (Van Loon, 2007). Cette « immunisation » de la plante est appelée
résistance systémique induite (ISR) (Jourdan et al., 2008). Elle s’initie suite a la perception
par la plante de molécules dites élicitrices produites par le microorganisme bénéfique

(Jourdanet al., 2008). Plusieurs molécules ont été identifiées comme étant des éliciteurs et



impliqués dans 1'ISR : la flagelline (protéine du filament flagellaire) des rhizobactéries, les
lipopolyssacharides (Meziane et al., 2005), les sidérophores tels que les pyoverdines et la
pyochéline (Bakker et al., 2007 ; Meziane et al., 2005), les antibiotiques (Audenaert et al.,
2002). Ce phénomene d’induction de résistance systémique par les rhizobactéries est
considéré comme une stratégie prometteuse dans la lutte biologique contre les maladies des
cultures (Ramos Solano et al., 2008b). L’ISR peut étre induite par des bactéries a Gram
négatif qui appartiennent au genre Pseudomonas (fluorescens, putida, aeruginosa) (Jourdan et
al., 2008). Wei et al., (1991) ont pu montrer que des souches du genre Pseudomonas
suppriment I’anthracnose par I’induction de la résistance systémique des plantes vis-a-vis de

Colletotrichum orbiculare.
2.2. La symbiose mycorhizienne

2.2.1. Généralités

Depuis leur extension dans I’écosysteme terrestre, les plantes ont adopté diverses
stratégies d’adaptation. Parmi celles-ci, les systémes racinaires ont établi des relations
mutualistes, avec des microorganismes telluriques, désignées sous le nom de mycorhizes.
D’origine gréco-latine, les mycorhizes (mukés = champignon et rhiza = racine) sont apparues
sur terre il y a environ 400 millions d’années (Simon ef al., 1993). Actuellement, les
mycorhizes sont décrits comme étant des associations symbiotiques contractées par les racines
des végétaux avec certains champignons du sol (Strullu, 1991). Ces relations symbiotiques
sont caractérisées par un é€tat d’équilibre physiologique permettant aux symbiotes impliqués,
d’en retirer des bénéfices mutuels. La presque totalité des plantes vertes terrestres vivent en
symbiose mycorhizienne. Seuls des membres de quelques familles en sont quelques fois
dépourvus, par exemple, les cruciferes et les chénopodiacées (Strullu, 1991 ; Norman et al.,
1995 ; Fortin et al., 2008). A partir de ’examen de plus de 10 000 especes en majorité des
angiospermes, des structures mycorhiziennes ont été observées chez 86 % d’entre elles
(Brundrett, 2009 ; Tedersoo et al., 2010) sur une diversité végétale de 220 000 a 420 000

especes de plantes terrestres (Scotland et al., 2003).

2.2.2. Les types de mycorhizes

Les différents types de mycorhizes existant se distinguent a la fois par les groupes
taxonomiques des partenaires symbiotiques impliqués et par les structures typiques formées

par la symbiose. La position taxonomique de la plante et des partenaires fongiques définit les
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types de mycorhizes que sont: les ectomycorhizes, les endomycorhizes ou

ectendomycorhizes, selon les caractéres anatomiques de 1’association (Peyronel ef al., 1969).

2.2.2.1. Les ectomycorhizes

Les ectomycorhizes se développent essentiellement autour de la racine, en formant un
manchon mycélien (le manteau) a partir duquel se développent des hyphes qui s’insérent entre
les cellules corticales de la racine (réseau de Hartig). La symbiose ectomycorhizienne ne
concerne que 3 % des espéces végétales (Mousain, 1991). Les champignons
ectomycorhiziens appartiennent aux ascomycetes (Tuber, Elaphomyces, etc) et surtout aux
basidiomycetes (Bolets, Russules, Laccaire, etc). C’est plus de 25 000 espéces de plantes
vasculaires qui portent ce type de mycorhize (Fortin et al., 2008). Ces types de mycorhizes
sont visibles a l'ceil nu et varient en forme et en couleur suivant 1'espéce fongique responsable

de la symbiose (Ducousso et Thoen, 1991).

2.2.2.2. Les ectendomycorhizes

Les ectendomycorhizes sont caractérisées a la fois par la présence du manteau
mycélien et le développement d’hyphes inter et intracellulaires. Elles se rencontrent chez les
Arbutacées, les Monotropacées et sont formées par des Basidiomycéetes (Cortinarius,

Boletus...) (Mikola, 1948).

2.2.2.3. Les endomycorhizes

Les endomycorhizes sont caractérisées par I’absence de manchon mycélien externe et par
la pénétration des hyphes fongiques dans les cellules corticales. Les champignons
endomycorhiziens ne sont pas spécifiques et sont normalement associés aux plantes comme
les plantes forestiéres agricoles et horticoles. Ces symbiotes a colonisation intracellulaire
corticale, forment des arbuscules, des vésicules ou des hyphes. Trois types sont rencontrés

(figure 2):

- Les endomycorhizes des Orchidées et des Ericacées formées respectivement par des
Basidiomyceétes et des Ascomycetes de la famille des Pezizaceae ; dans ces deux cas,
le mycélium forme des pelotons a I’intérieur des cellules du parenchyme cortical.

- Les endomycorhizes des Cistacées ou les pénétrations endocellulaires prennent une
forme coralloide ; les champignons symbiotiques responsables appartiennent aux

Ascomycetes hypogés, de la famille des Terfeziaceae.

11



- Les endomycorhizes a arbuscules sont formées par des champignons inférieurs et
concernent environ 80 % des espéces végétales (Smith et Read, 1997 ; Gavériaux,
2012 ; Garbaye, 2013). Ces associations doivent leur nom aux structures fongiques
résultant des hyphes intracellulaires qui se ramifient intensément a I’intérieur des
cellules du cortex racinaire pour former des structures appelées arbuscules. Ces

hyphes peuvent former des vésicules (Bonfante-Fasolo, 1984).

Figure 2 : Principaux types mycorhiziens représentés sur une coupe transversale de racine
d’apres Le Tacon, 1985

2.2.3. Taxonomie des champignons mycorhiziens arbusculaires

La systématique des champignons mycorhiziens a arbuscules reposait essentiellement
sur des critéres morphologiques des spores (Morton et Benny, 1990), mais cette classification
restait limitée puisqu’elle ne permettait pas de décrire finement cette diversité fongique
(Giovanetti et Gianinazzi-Pearson, 1994). La taxonomie actuelle, basée sur des analyses

moléculaires a permis de regrouper toutes les espeéces mycorhiziennes a arbuscules dans le
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phylum des Gloméromycetes (Schiiller et al., 2001) et de distinguer quatre ordres : les
Glomérales, les Paragloméra, les Archéosporales et les Diversispora (Oehl et al, 2011;
Redecker et al., 2013). Cependant, cette classification fait encore ’objet de plusieurs
modifications et ou réorganisations majeures des rangs supérieurs de Glomeromycota (Oehl et
al., 2011) avec comme exemple le genre Glomus devenu Rhizophagus (Redecker et al.,
2013). Ce qui traduit une complexité supplémentaire de la taxonomie des champignons
mycorhiziens arbusculaires (figure 3). Aujourd’hui, on dénombre environ 18 genres
comprenant 250 especes. La biodiversité des CMA est probablement sous-estimée (Wang et
Li, 2013) du fait que la taxonomie actuelle repose sur des espéces isolées a partir de spores,
alors que des techniques moléculaires émergentes permettent d’obtenir des séquences a partir
de racines ou du sol, donnant ainsi accés a des espéces non-sporogénes ou difficilement

détectables (Opik et al., 2013).
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des gloméromycetes (Redecker et al., 2013)

2.2.4. Les effets bénéfiques des mycorhizes

Les effets bénéfiques des champignons mycorhiziens a arbuscules sur les plantes ne
sont plus a démontrer. Dans la plupart des cas, le réle majeur des CMA est I'amélioration de
la nutrition hydrique et minérale de la plante : le phosphore (Helgason et Fitter, 2005 ;
Feddermann et al., 2010), I’azote (Tanaka et Yano, 2005 ; Leigh et al, 2009) et d’autres
cations essentiels tels que le zinc, le cuivre, le manganese et le fer (Liu et al., 2000). Ces
microorganismes participent aussi a diverses taches d’ordre écologiques et biologiques,

pouvant avoir des répercussions positives sur les écosystémes naturels.
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2.2.4.1. L’amélioration de la nutrition minérale

e La nutrition phosphatée

Le phosphore se retrouve en grande partie immobilis¢ par le fer, ’aluminium ou le
calcium sous des formes difficilement accessibles par les plantes (Hinsinger, 2001).
L’amélioration de la nutrition phosphatée est considérée comme 1’avantage principal apporté
par la symbiose mycorhizienne a arbuscule (Smith ez al., 2003). L’efficacité du champignon a
acquérir le phosphore tient a sa capacité d'exploration du sol et a ses aptitudes métaboliques.
En effet, I’¢longation des hyphes extra-racinaires augmente la surface d’échange entre les
minéraux du sol et la racine. Il est estimé que la longueur des hyphes fongiques peut atteindre
81 a 111 m par cm’ de sol (Miller et al., 1995). Ils peuvent ainsi explorer des zones non
accessibles pour les plantes afin d’y prélever les éléments minéraux et les transférer a la
plante hote (Marulanda et al., 2003 ; Khalvati et al., 2005 ; Bolandnazar ef al., 2007). D’autre
part, le CMA possede des phosphatases alcalines qui vont cliver des substrats présents dans le
sol et rendre le phosphate accessible (Gianinazzi-Pearson et Gianinazzi, 1978 ; Gianinazzi et
al., 1979 ; Liu et al, 2013). L’importation du phosphate du sol est effectuée par des
transporteurs fortement exprimés dans les hyphes extra-racinaires (Harrison et Van Buuren,
1995 ; Maldonado-Mendoza et al., 2001 ; Benedetto et al., 2005). Le phosphate est ensuite
converti en polyphosphate (entre 3 et des milliers de molécules de phosphate) qui est
transporté vers les hyphes intra-racinaires. Le polyphosphate est alors hydrolysé, afin d’étre

transporté dans la plante par des transporteurs spécifiques (Pumplin et al., 2012).
e La nutrition azotée

Comme le phosphore, 1’azote fait partie des nutriments apportés de manicre significative a
la plante lors de la symbiose mycorhizienne (Govindarajulu et al., 2005 ; Tanaka and Yano,
2005 ; Chalot et al., 2006 ; Javelle et al., 2008). Il entre dans la formation des phospholipides,
des coenzymes et des acides aminés. L’azote est présent sous deux formes dans le sol :
organique et minérale (nitrites, nitrates et ions ammonium). Le mycélium du CMA est capable
de prélever ’azote sous forme d’ammonium (NH*") (Johansen e al., 1996), de nitrates (NO™)
(Bago et al., 1996) et d’acides aminés (Hawkins et al., 2000), avec une nette préférence pour
les ions NH*" (Lépez-Pedrosa et al., 2006). Les CMA possédent un panel de transporteurs qui
leur permettent de recruter différentes formes d’azote. C’est le cas par exemple chez

Rhizophagus irregularis ou deux transporteurs d’ammonium a haute affinité ont été
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partiellement caractérisés. Apres prélevement, 1’azote est transporté jusqu’aux hyphes intra-
racinaires sous forme d’arginine, acide aminé prédominant dans les hyphes extra-racinaires
(Jin et al., 2005). Une fois dans les hyphes intra-racinaires, 1’arginine serait hydrolysée par le
cycle de I'urée afin de transférer 1’azote a la plante (Govindarajulu et al., 2005). Ce
mécanisme nécessite 1’intervention d’enzymes dont certaines ont été retrouvées chez R.
irregularis et Funneliformis mosseae (Breuninger et al., 2004 ; Govindarajulu et al., 2005 ;

Tian et al., 2010 ; Tisserant et al., 2012).

e La nutrition en oligo-¢léments

Les oligo-¢éléments sont impliqués dans de nombreuses activités enzymatiques notamment
dans la photosynthése, la respiration oxydative, la protection contre les radicaux libres ou
encore la biosynthése des lipides (Fratstro Da Silva et Williams, 2001). Généralement,
I’endomycorhization augmente 1’absorption de certains de ces oligo-¢léments tels que le Zn,
S, Cu, etc (Harley et Smith, 1983 ; Graham et Syverten, 1989 ; Oihabi et al., 1993 ;
Duponnois et Ba, 1999 ; Meddich et al., 2000 ; He et Nara, 2007). Cet effet est li¢ a une

meilleure exploitation du sol par le réseau extramatriciel.

2.2.4.2. La nutrition hydrique

Les CMA contribuent a la résistance des plantes a la sécheresse (Augé, 2001 ; Ruiz-
Sanchez et al., 2010). L’amélioration de la nutrition hydrique des plantes par 1’intermédiaire
des mycorhizes s’explique par un plus grand volume de sol exploré par les hyphes
mycorhiziens (Garbaye, 2000 ; Auge, 2001). Chez les plantes mycorhizées, les hyphes du
réseau extra racinaire, dépourvues de cloisons transversales et a cytoplasme peu abondant,
facilitent le transport de 1’eau vers les racines qui supportent mieux le dessechement du sol et
récuperent plus rapidement leur turgescence aprés un apport d’eau (Gavériaux, 2012).
Cependant, les mécanismes impliqués dans la protection des plantes mycorhizées face au
stress hydrique seraient liés a une meilleure nutrition phosphatée qui améliore la
photosynthese et accroit la biomasse de la plante, mais aussi @ un meilleur acces a 1’eau du sol

et au maintien de I’équilibre hydrique dans la plante (Augé, 2001).

2.2.4.3. La conservation de la structure du sol

Les CMA sont aussi des composantes essentielles pour le fonctionnement des
écosystemes naturels. Les denses réseaux mycéliens des CMA possedent la propriété d’agir

sur la macro-agrégation des constituants du sol et donc sur sa stabilité (Tisdall, 1991). Les
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hyphes libérent dans le sol une glycoprotéine, la glomaline (Tisdall, 1994 ; Wright et
Upadhyaya, 1998) dont la concentration dans les sols dépend de la plante hote et du
champignon associé¢ (Rillig et Steinberg, 2002). La glomaline agit comme une colle qui
assemble les particules les plus fines du sol pour en faire des agrégats dont on connait le role
fondamental pour la fertilit¢ des sols, en retenant 1’eau et les éléments minéraux et en
favorisant les échanges gazeux et 1’aération (Fortin et al., 2008). Cette stabilité du sol permet
de lutter contre 1’érosion, mais aussi la perte de nutriments et de la matiére organique par
lixiviation des sols, ce qui permet de maintenir une productivité intéressante des sols cultivés
(Schreiner et Bethlenfalvay, 1995). Caravaca et al., (2006) ont prouvé 1’effet bénéfique de
I’inoculation de certaines souches de CMA (Glomus intraradices, Glomus deserticola et

Glomus mossea) sur la stabilisation des agrégats du sol rhizospherique.

2.2.4.4. La protection phytosanitaire

Outre les effets nutritionnels, plusieurs travaux ont mis en évidence 1’intérét d’utiliser les
CMA comme agent de biocontrdle contre les agents phytopathogenes (Sharma et Adholeya
2000 ; Harrier and Watson 2004 ; Whipps 2004 ; Mukerji et Ciancio, 2007). Le potentiel des
mycorhizes arbusculaires comme agents de lutte biologique a été répertorié chez des dizaines
d’especes cultivées en association avec plusieurs gloméromycétes pour des infections
d’origine principalement fongique et bactérienne. La majorité des études décrites dans la
littérature concernent des infections racinaires impliquant des genres : Rhizoctonia, Fusarium,
Phytophthora ou Verticillium. Néanmoins, il existe peu de travaux sur le role des mycorhizes
arbusculaires dans la protection des plantes contre les maladies foliaires (Gernns et al., 2001 ;
Fritz et al., 2006 ; Jung et al., 2009 ; Moller et al., 2009). Cette protection apportée par la

colonisation mycorhizienne résulterait de cinq mécanismes d’action principaux :

- La stimulation de la croissance de la plante par une meilleure nutrition et la
compensation par la symbiose des dommages causés par 1’agent phytopathogéne
(Whipps, 2004 ; Dalpé, 2005 ; Pozo et al., 2009 ; Wehner et al., 2010) ;

- La compétition directe ou indirecte entre les CMA et les organismes phytopathogenes,
liée a la disponibilité des nutriments, et des sites d’infection sur la racine (Whipps,
2004 ; Dalpé¢, 2005 ; Pozo et al., 2009 ; Wehner et al., 2010) ;

- La transformation morphologique et architecturale de la racine qui pourrait altérer la

dynamique infectieuse du pathogéne (Pozo et al., 2009 ; Wehner et al., 2010) ;
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- La modification de la microflore et de 1’augmentation du taux de mati¢ére organique
dans les sols. Ces changements peuvent mener a la stimulation de la production de
composés par la microflore avec une activité antagoniste vers certains pathogenes
racinaires (Barea et al., 2005 ; Dalpé, 2005 ; Pozo et al., 2009 ; Wehner et al., 2010) ;

- L’induction ou la suppression de certains mécanismes de défense des plantes, au
niveau moléculaire et enzymatique (Ismail and Hijri, 2010 ; Gallou et al., 2011 ; Jung

etal. 2012).
2.3. Les interactions entre champignons mycorhiziens arbusculaires et PGPR

Parmi les microorganismes de la rhizosphére, certains groupes interagissent avec les
champignons mycorhiziens (Barea et al., 2002). Les microorganismes bénéfiques de ces
groupes, connus sous le nom de rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes
(PGPR) peuvent influencer la formation et la fonction des mycorhizes a arbuscules et vice
versa (Saxena et al., 2006). Elles peuvent produire des composés qui augmentent la
perméabilité des cellules racinaires, le taux des exsudats racinaires et stimulent le mycélium
du champignon mycorhizien ou facilitent 1’entrée racinaire par le champignon (Barea, 2000).
Des recherches menées sur la colonisation de Glomus sp. par une souche Pseudomonas
fluorescens, ont montré que certaines souches de Pseudomonas sont capables de former des
biofilms sur les racines (Lugtenberg et al., 2001). L'analyse du biofilm formé a montré qu'il se
compose de bactéries couvertes d’un matériel mucilagineux permettant 1’hydratation des
surfaces pour I’ensemble de 1’agrégat bactérien. C’est ce matériel mucilagineux qui facilite la
colonisation des racines et des hyphes (Bianciotto et al., 1996 ; Bianciotto et al., 2001 ;
Matthysse and McMahan, 1998). Pa ailleurs, les travaux de Siasou ef al., (2009) ont montré
qu’une bactérie rhizosphérique telle que Pseudomonas fluorescens peut conférer une
protection chez les plantes, notamment lorsqu’elles sont mycorhizées par R. irregularis,
contre Gaeumannomyces graminis, I’agent causal du Piétin, en synthétisant un antibiotique, le
2,4-diacetylphloroglucinol. Il a été prouvé aussi que les exsudats du Glomus sp. contiennent
des sucres de faibles masses moléculaires et des acides organiques, qui sont probablement
métabolisés par les bactéries. D’autres composés de hautes masses moléculaires sont aussi
présents, mais n’ont pas été identifiés, ces composés sont certainement responsables de la

croissance des bactéries du sol (Toljander et al., 2007).
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II. La tomate

1. Généralités

La tomate (Solanum Ilycopersicum L.) est originaire de la région des Andes qui inclue la
Colombie, I’Equateur, le Pérou, la Bolivie et le Chili (Rick, 1973 ; Taylor et al., 1986 ;
Warnock 1988). Elle fut domestiquée au Mexique, puis introduite en Europe en 1544
(Shankara et al., 2005). De 1a, sa culture s’est propagée en Asie du Sud et de I’Est, en Afrique
et en Moyen Orient. La tomate a longtemps été considérée comme toxique. D’abord utilisée
en tant que plante ornementale (Kolev, 1976), elle commenca a ¢étre largement
commercialisée vers les années 1920-1930 (Menard, 2009). Aujourd’hui, C’est I’une des
principales plantes alimentaires dont la culture est la plus répandue au monde (Shankara et al.,
2005). Selon la FAQ, elle occupe la premiére place dans la production maraichere apres la

pomme de terre.
2. La nomenclature et classification

Les botanistes ont modifié a plusieurs reprises les noms de genre et d’espéce attribués a la
tomate. Linné (1753) avait classé la tomate dans le genre Solanum, en la nommant Solanum
lycopersicum mais Philipe Miller (1754) la renomma Lycopersicon esculentum en créant le

genre Lycopersicon qui regroupait les différentes especes de tomate.

Le nom de genre « Lycopersicum » est gréco-latin, il signifie « péche de loup » et la partie
«esculentum» complétant le nom de I’espece vient du latin et qui signifie « comestible ».
Cette comestibilité ne concerne ni le feuillage, ni les jeunes fruits verts car ils contiennent des
alcaloides toxiques (tomatine, solanine). Ces derniers disparaissent des fruits au cours du

mirissement (Blancard et al., 2009).

Cronquist (1981), Gaussen et al., (1982), ont proposé la classification suivante largement

suivie (tableau 1).
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Tableau 1 : Classification de la tomate

Régne Plantae

Sous regne Trachenobionta
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Solonales
Famille Solanaceae
Genre Solanum
Espeéce lycopersicum L.

3. Description botanique de la plante

La tomate est une plante herbacée annuelle, poilue qui peut atteindre une hauteur de plus

de deux meétres. Elle appartient au groupe des 1égumes-fruits (Baba Aissa, 1999).

La racine de la tomate pivotante pousse jusqu'a une profondeur de 50 cm ou plus. La
racine principale produit une haute densité de racines latérales et adventices (Shankara et al.,

2005).

La tige présente un port de croissance qui varie entre érigé et prostré. Elle peut pousser

jusqu’a une longueur de 2 a 4 m. La tige est pleine, fortement poilue et glandulaire.

Les feuilles, alternes et sans stipule mesurent 15 a 50 cm de long et 10 a 30 cm de large et
le pétiole mesure entre 3 et 6 cm. Les folioles sont ovées a oblongues, couvertes de poils

glandulaires (Shankara ef al., 2005). Les grandes folioles sont parfois pennatifides a la base.

L’inflorescence est une cyme formée de 6 a 12 fleurs. Les fleurs sont hermaphrodites et
généralement de couleur jaunatre (Anonyme, 1999). L’ensemble des sépales, piéces souvent
verdatres forment le calice. Les pétales sont en partie soudés pour former une corolle étoilée.

Les étamines sont soudées pour former un tube dans lequel passe le pistil de la fleur.
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Le fruit est une baie plus ou moins grosse (figure 4), de forme variable (sphérique,
oblongue, allongée), et de couleurs variées (blanches, rose, rouge, jaune, orange, verte, noire)

selon les variétés (Renaud, 2003).

Les graines, nombreuses en forme de rein ou de poire sont réparties dans des loges
remplis de gel. Elles sont poilues, beiges, 3 a 5 mm de long et 2 a 4 mm de large. L’embryon
est enroulé dans I’albumen.1000 graines pésent approximativement 2,5 a 3,5 g (Shankara et

al., 2005).

Figure 4 : Aspects de la tige, de la fleur et des fruits chez la tomate

4. Les variétés de tomate

La tomate présente plusieurs variétés en fonction des caractéres morphologiques et
botaniques. Ces variétés ont été identifiées selon le type de croissance qui peut étre

indéterminé ou déterminé (Polese, 2007).
4.1. Les variétés a port déterminé

Chez les variétés a croissance déterminée, la tige apres avoir donné un faible nombre de
bouquets, se termine elle-méme par une inflorescence. Les pousses latérales se terminent
¢galement par une inflorescence. Les plantes ont un port buissonnant, leur croissance est
souvent compacte et la floraison se produit sur une courte période (Mikanowski et
Mikanowski, 1999). C’est dans ce type de tomate que 1’on trouve, le plus souvent, les variétés

industrielles de conserverie, cultivées en plein champ.
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4.2. Les variétés a port indéterminé

Les variétés a croissance indéterminée sont les plus nombreuses et présentent un nombre
indéfini d’inflorescences sur la tige principale comme sur les tiges latérales. Elles continuent

de pousser et de produire des bouquets de fleurs tant que les conditions leur conviennent.

Chez ces plantes, leur tige doit étre attachée a un tuteur sous peine de s’affaisser au sol.
Elles ont une production plus étalée et sont plus productives en général que les tomates a port

déterminé. On distingue :

- les variétés fixées : il existe plus de 500 variétés dont les caractéristiques génotypiques
et phénotypiques se transmettent pour les générations descendantes. Elles sont
sensibles aux maladies, mais donnent des fruits d’excellente qualité gustative (Polese,
2007).

- Les variétés hybrides : plus d’un millier, elles sont relativement récentes puisqu’elles
n’existent que depuis les années 1960, qui, du fait de I’effet hétérosis, présentent la
faculté de réunir plusieurs caractéres d’intérét (bonne précocité, bonne qualité de

résistance aux maladies et aux attaques parasitaires et un bon rendement).
S. L’importance et la production de la tomate dans le monde

L’importance économique de la tomate devient réellement évidente au travers de
I’évolution de sa production mondiale au cours du temps. La production mondiale de tomates
a progressé régulierement au cours du XXe siccle et s’est accrue considérablement durant les
trois dernieres décennies. Elle est passée de 74 millions de tonnes en 1978 a 89 millions en
1998 et atteint 124 millions en 2006. La tomate représente un enjeu €économique, et est
soumise a une concurrence importante. Cent cinquante millions de tonnes de tomates sont
produites annuellement dans le monde (données FAO 2005) (Péron, 2006). Cette production
se répartit sur tous les continents : 44 % en Asie, 22,5 % en Amérique, 21,5 % en Europe, 12
% en Afrique (Grasselly et al., 2000). Les deux premiers pays producteurs mondiaux sont la
Chine avec 25,34 % suivie des Etats Unis avec 8,84 %. La Turquie occupe le troisieéme rang
mondial. De nombreux pays tels que I’Egypte, L’Inde, 1’Iran, le Brésil, le Maroc et la Gréce
produisent également chaque année plus d’un million de tonnes de tomates (Giove et Abis,

2007).
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6. La culture de la tomate au Sénégal

La culture de la tomate est pratiquée au Sénégal sous irrigation, surtout pendant la saison
froide c’est-a-dire la période qui va de septembre a fin mars. Les principales zones de culture
sont la Valée du fleuve Sénégal et la zone des Niayes. La tomate préfére des sols pas trop
lourds, profonds et meubles, riches en éléments nutritifs et en matiéres organiques (ISRA,
1999). Au Sénégal, cette culture a connu une progression trés variable au cours des dix
dernieres années. Les besoins nationaux en concentré de tomate sont estimés a pres de 20 000
tonnes soit 1’équivalent de 120 000 tonnes de tomates fraiches. Pour la campagne 2016 -
2017, la production de tomate industrielle a atteint 53000 tonnes contre 31827 tonnes pour la
saison 2015-2016 soit une augmentation de plus de 20774 tonnes. Par ailleurs, le Sénégal
dispose de plusieurs unités de production de concentré de tomates telles que SOCAS et

AGROLINE (CGER, 2016).
7. Les exigences écologiques et climatiques de la plante de tomate

La culture de la tomate (Solanum lycopersicum L.) dépend de certains facteurs parmi

lesquels on peut citer : le température, la lumiére, I’eau, I’humidité et le pH.
7.1. La température

Les températures optimales pour la plupart des variétés se situent entre 21 et 24 °C. Les
plantes peuvent surmonter un certain intervalle de températures, mais en dessous de 10 °C et
au-dessus de 38 °C les tissus végétaux sont endommagés. L’équilibre et I’écart entre
température diurne et nocturne, semblent nécessaire pour obtenir une bonne croissance et une

bonne nouaison de la tomate (Shankara ef al., 2005).
7.2. La lumiére

La tomate n’est pas sensible au photopériodisme, mais, exigeante en €nergie lumineuse.
La longueur de I’obscurité¢ est essentielle pour le controle de la croissance et le
développement de la plante. Un faible rayonnement lumineux réduit le nombre de fleurs par

bouquet et affecte la fécondation (Cirad et Gret, 2002).
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7.3. L’eau et ’humidité

La plante est trés sensible a I’hygrométrie, elle ne tolére pas les sols engorgés ni
I’humidité élevée (plus de 80 %). Par ailleurs, le développement des maladies cryptogamiques
est fortement 1i¢ a de fortes humidités accompagnées de la chaleur (Laumonier, 1979). 1l est
essentiel de prévoir un apport d’eau suffisant pendant la fructification. Le stress causé par une
carence en eau et les longues périodes arides font tomber les bourgeons et les fleurs et

provoquent le fendillement des fruits (Munro et small, 1998).
7.4. Le pH

La tomate tolére modérément un large intervalle de valeurs du pH, mais, pousse mieux

dans des sols avec des valeurs de pH comprises entre 5,5 et 6,8 (Shankara et al., 2005).
8. Les pathologies et ravageurs de la tomate

Les maladies et les ravageurs font partie des principaux facteurs limitant la production de
la tomate en plein champ (Nechadi et al., 2002 ; Huat, 2006). On peut citer : les maladies

parasitaires et d’origines abiotiques.
8.1. Les maladies parasitaires

8.1.1. Les pathologies bactériennes

8.1.1.1. Le flétrissement bactérien

Il est causé par une bactérie appelée Ralstonia solanacearum. Chez les plantes
infectées, les premiers symptomes sont le flétrissement des feuilles terminales, suivi apres 2 a

3 jours d’un flétrissement soudain et permanent sans jaunissement.

8.1.1.2. Le chancre bactérien

Il est causé par Clavibacter michiganensis (Benchaabane et al., 2008). C’est une
maladie qui peut entralner des pertes économiques graves dans les cultures de tomates,

qu’elles soient en serre ou en plein champ (Gleason et al., 1993 ; Gartemann et al., 2003).

8.1.2. Les pathologies virales

Beaucoup de virus ont été signalés dans la culture de la tomate parmi lesquels on peut

citer :
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TYLCYV (Tomato Yellow Leaf Curl Virus) ou maladie des feuilles causée par un
virus qui est transmis par la mouche blanche Bemissia tabaci. La croissance des
plantes atteintes est fortement perturbée. Les feuilles sont de tailles réduites et
présentent un jaunissement ou un enroulement en forme de cuilleres.

ToMV (Tomato mosaic virus) cause de graves maladies dans la culture de la
tomate. Les symptomes comprennent des feuilles tachetées vert-jaunes, des

feuilles enroulées, une croissance chétive et des décolorations au niveau des fruits.

8.1.3. Les pathologies fongiques

Les pathologies fongiques sont causées par plusieurs types de champignons comme la

fusariose et 1’alternariose.

8.1.3.1. La fusariose

La fusariose est provoquée par Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Les plantes
infectées par ce mycete du sol présentent un jaunissement des feuilles et un

flétrissement se propageant a partir de la base de la tige (Messiaen et al., 1993).

8.1.3.2. L’alternariose

Le mycete responsable est Alternaria tomatophila. 11 s’attaque a tous les organes
aériens de la tomate et a tous les stades de croissances de la plante. Il occasionne
surtout, des taches foliaires vert sombres, puis deviennent rapidement brunes a

noires.

8.2. Les maladies non parasitaires

Elles sont essentiellement dues a des déséquilibres au niveau nutritionnel (eau ou ¢léments

fertilisants) ou a des facteurs naturels défavorables (profondeur du sol ou drainage

insuffisant). On peut citer entre autres la nécrose apicale, 1’asphyxie racinaire, les fentes de

croissance, la déformation nécrotique de la tige...

8.3. Les ravageurs

8.3.1. Les nématodes

Les nématodes sont des vers tres petits qui vivent dans le sol en se nourrissant sur les

racines de plantes. A titre d’exemple, on peut citer Meloidogyne icognita, Meloidogyne
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arenaria et Meloidogyne javanica. lls ont des organes perforateurs au niveau de la bouche qui
leur permettent de sucer la séve des plantes. Ils provoquent des galles (des tumeurs
cancéreuses) sur les racines des plantes. Les plantes atteintes sont de petites tailles et
deviennent plus sensibles aux maladies fongiques et bactériennes transmises par le sol

(Shankaraet al., 2005).

8.3.2. Les insectes

Tous les insectes qui piquent et qui sucent, tels que les thrips, les pucerons, et les mouches
blanches, ne provoquent des dommages mécaniques que lorsqu’ils surviennent en grands
nombres, mais les virus qu’ils peuvent transmettre, provoquent des dommages bien plus

importants (Shankara et al., 2005).
8.4. Les méthodes de lutte contre les ennemis des cultures

8.4.1. La lutte chimique

Il s'agit de l'utilisation quasiment systématique des pesticides de synthese par les
producteurs pour améliorer les rendements et répondre a la demande des marchés sans cesse
croissante (Kanda et al., 2013 ; Mondédji et al., 2015). Bien qu'efficaces contre certains
agents pathogenes, les pesticides utilisés ne sont pas accessibles a tous les producteurs a cause
de leur cott élevé. Ils engendrent des problemes environnementaux et des problémes de santé
humaine et animale. Par ailleurs, cette méthode de lutte entraine souvent des phénoménes de
résistance qui rendent les produits chimiques peu efficaces apres quelques années d'utilisation
(Houndété et al., 2010 ; Mondédji et al., 2015 ; Agboyi et al., 2016). De ce fait, il est
nécessaire de trouver des méthodes de lutte plus respectueuses de l'environnement, moins

couteuses, durables et facilement accessibles aux producteurs.

8.4.2. La lutte biologique

Cette méthode consiste a utiliser différents organismes vivants, appelés auxiliaires, ou
de leurs produits, pour prévenir ou réduire les dégats causés par les bio-agresseurs. Il s’agit
d’utiliser la biodiversité et les ennemis naturels des espéces nuisibles (Fernandes, 2005). Par
exemple plusieurs genres bactériens sont considérés comme agents de bio-controle
antifongique (Esitken et al., 2002 ; Badji ef al., 2005). Les bactéries les plus utilisées sont :
Pseudomonas fluorescents non pathogenes tels que Pseudomonas putida, P. fluorescens ou

bien certaines espéces appartenant au genre Bacillus. Plusieurs auteurs ont montré
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I’importance de D’activité¢ antibiotique des bactéries dans la limitation de la gravité¢ des
maladies d’origine tellurique (Altindag et al., 2006). La lutte biologique est mieux controlée
par un antagoniste bactérien, qui va interagir directement avec 1’agent pathogeéne et/ou
indirectement avec la plante hote (Tomashow, 1996 ; Benhamou et al., 2002). Par ailleurs,
Certaines souches de champignons mycorhizens arbusculaires comme Glomus versiforme
entrainent l'inhibition de R. solanacearum par une augmentation localisée et systémique de
phénols dans les racines de tomate (Zhu et Yao, 2004). De méme, la mycorhization du
palmier dattier par Glomus intraradices permet une bonne croissance et une résistance du

palmier aux attaques de F. oxysporum (Souna et al., 2010).

8.4.3. La lutte intégrée

C’est la combinaison de plusieurs méthodes de lutte dans le but de limiter le
développement des bioagresseurs des cultures afin qu’ils ne provoquent pas de dégats
¢économiques considérables, et d’une facon durable et respectueuse de I’environnement. Pour

cela on combine :

- La lutte chimique raisonnée par le choix du moment d’application (seulement quand
les populations d’un ravageur deviennent trop importantes) et par le choix de
pesticides les plus inoffensifs possibles pour les auxiliaires. Il convient également de
respecter les doses prescrites, le mouillage pour une surface donnée, les délais
d’emploi des produits avant récolte et d’alterner les familles chimiques de pesticides
pour éviter les phénomenes d’accoutumance ;

- La lutte biologique réalisée par les auxiliaires soit naturels soit introduits dans la
culture ;

- Le respect de la prophylaxie au niveau de 1’exploitation : choix des parcelles par
rapport au vent, élimination des vieilles cultures, choix de variétés bien adaptées,

bonne conduite des plantes (irrigation, fertilisation, désherbage...).

III.  Les pesticides
1. Définition

L’étymologie du mot pesticide s'est construite a partir du mot anglais« pest » désignant
tout organisme vivant (virus, bactéries, champignons, herbes, vers, mollusques, insectes,

rongeurs, mammiferes, oiseaux) susceptible d'étre nuisible a l'homme et/ou a son

27



environnement et du suffixe «cide» qui signifie tuer. Les pesticides sont des composés
chimiques dotés de propriétés toxicologiques, utilisés par les agriculteurs pour lutter contre les

animaux ou les plantes jugés nuisibles aux plantations.

La FAO définit ainsi les pesticides : « toute substance ou association de substances qui est
destinée a repousser, détruire ou combattre les ravageurs, y compris les vecteurs de maladies
humaines ou animales, les espéces indésirables de plantes ou d'animaux causant des
dommages ou se montrant autrement nuisibles durant la production, la transformation, le
stockage, le transport ou la commercialisation des denrées alimentaires, des produits
agricoles, du bois et des produits ligneux, des aliments pour animaux, ou qui peut &tre
administrée aux animaux pour combattre les insectes, les arachnides et autres endo ou ecto-

parasites. » (FAO, 2002).

Le terme, encore appelé produit phytopharmaceutique comprend les substances destinées
a étre utilisées comme régulateurs de croissance des plantes, défoliants, agent de dessiccation,
comme agent d'éclaircissage des fruits ou pour empécher la chute prématurée des fruits, ainsi
que les substances appliquées sur les cultures, soit avant, soit aprés la récolte, pour protéger

les produits contre la détérioration durant l'entreposage et le transport ».
2. La classification des pesticides et leur mode d’action

Les pesticides peuvent étre classés en fonction de leur cible principale. Les trois
catégories principales sont : les herbicides, les fongicides, les insecticides (Regnault-Roger,

2005 ; INSERM, 2013)
2.1. Les herbicides

Les herbicides sont des substances chargées de ralentir la croissance ou de détruire les
mauvaises herbes nommées adventices. Ces adventices sont considérés comme ennemis des
cultures car elles entrent en compétition avec ces dernieres pour la ressource organique et

minérale du sol, I’eau, 1’espace et la lumiere.

Les herbicides possedent différents sites d’actions sur les plantes. Les substances
actives de ces composés affectent la croissance des plantes en agissant sur la synthése des
protéines et la division cellulaire (2,4-D, le dichloprope et le 2, 4,5-T par exemple), inhibent
la synthese d’acides aminés (le glyphosate par exemple), de pigments, de la cellulose (Batsch,

2011 ; INSERM, 2013).
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2.2. Les fongicides

Les fongicides agricoles permettent de combattre les champignons phytopathogenes
susceptibles de provoquer des dégats sur les plantes cultivées et les récoltes. Les fongicides
peuvent agir sur les processus respiratoires cellulaires, le métabolisme des glucides, la

biosynthése des protéines, la division cellulaire... (INSERM, 2013)

On distingue deux grands groupes de fongicides : les fongicides minéraux et les

fongicides organiques qui sont majoritairement des produits de synthéese.

Parmi les fongicides minéraux on trouve : les fongicides a base de cuivre qui sont les
plus nombreux et les plus fréquents, les fongicides a base de soufre ou de permanganate de

potassium.

Les fongicides organiques représentent un groupe important de molécules dont la
structure chimique est variée. On distingue : les carbamates, les dérivés du phénol, les
dicarboximides, les amides et amines, les anilinopyrimidines, les méthoxyacrylates et

fongicides apparentés.
2.3. Les insecticides

Les insecticides sont des substances actives ayant la propriété de tuer les insectes, leurs
larves et/ou leurs ceufs. Les insecticides peuvent agir sur le systtme nerveux (inhibition de
I’acétylcholinestérase, ouverture du canal sodium,...), la respiration cellulaire (inhibition du
transport des €lectrons dans la mitochondrie,...), la mise en place de la cuticule,... INSERM,

2013).

Les insecticides organiques de synthése sont des molécules carbonées, synthétisées, et se
distinguent des insecticides inorganiques ou minéraux. Parmi les insecticides organiques, trois
grandes familles se distinguent : les organochlorés contenant du carbone, de 1’hydrogene et
des atomes de chlore, les organophosphorés, les carbamates qui sont des dérivés de ’acide

carbamique.

A ces trois principaux groupes se rajoutent d’autres qui peuvent agir par contact (sur les
parasites cibles), ingestion, pression de vapeur, piege (confusion sexuelle par phéromone). Il
s’agit : des acaricides (pour la lutte contre les acariens, et qui sont souvent intégrés aux

insecticides), des rodenticides (contre les petits rongeurs), des nématicides (contre les vers),
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des molluscicides (contre les escargots et les limaces)..., des médiateurs chimiques

(phéromones),... (INSERM, 2013).
3. L’utilisation des pesticides en agriculture au Sénégal

L’agriculture sénégalaise utilise en moyenne annuellement 598 tonnes de pesticides
solides et 1 336 560 litres de pesticides liquides pour une valeur de pres de 11 milliards de
francs CFA (PAN, 2006). Les quantités utilisées sont destinées aux traitements des cultures et
des denrées stockées et peuvent s’accroitre de facon exceptionnelle en cas de fléaux
(invasions acridiennes). Par exemple dans le secteur maraicher, les quantités utilisées sont de
I’ordre de 225 000 a 250 000 litres et de 200 a 250 tonnes de poudres et granulés. Les familles
chimiques représentées sont les organochlorés, les carbamates, les organophosphorés, les
pyréthrinoides, les phytohormones de synthése, les triazines, les amides, les dérivés de I'urée,
les dithiocarbamates, les benzimidazolés, les triazoles, les diazoles, les anticoagulants, etc. La
plupart des produits phytosanitaires vendus au Sénégal sont formulés sur place par la SPIA et
la SENCHIM. Une partie non négligeable du commerce de ces produits chimiques reléve du

secteur informel.
3.1. Les modes d’utilisation des pesticides

Trois modes d'utilisation sont notés dans le systtme de production horticole en relation

souvent avec la taille de I'exploitation (Cissé ef al., 2003).

L'utilisation par aspersion qui est pratiquée par les petits maraichers cultivant sur de tres
petites surfaces de 0,1 a 0,2 hectare. Elle consiste a traiter les attaques parasitaires a l'aide d'un
seau contenant la solution de pesticide et de branchages comme aspersoir. Quand il s'agit de
poudre, le saupoudrage a la main sans gants ni masque de protection est pratiqué par les
agriculteurs. Cette facon de traiter a été observée dans la grande Niaye de Pikine (Cissé ef al.,

2003).

Le traitement avec un pulvérisateur manuel ou motorisé est le plus répandu dans les

Niayes. Il est appliqué aussi bien chez les petits et moyens exploitants.

Le traitement par ferti-irrigation utilisé en association avec l'irrigation au "goutte a goutte"
ou aspersion. Les produits phytosanitaires et les engrais solubles sont directement injectés
dans le systeme d'irrigation. Il est exclusivement utilis¢ par les grands et quelques moyens

exploitants.
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3.2. La fréquence d’utilisation des pesticides

La fréquence d'utilisation des produits phytosanitaires varie d'un producteur a un autre. Au
niveau des grands producteurs, le traitement phytosanitaire est plus rationalisé, car, tenant
compte des impératifs du marché extérieur et du respect scrupuleux des normes exigées par
I'Union Européenne en maticre de résidus de pesticide dans les produits agricoles exportés. En
revanche, chez les petits producteurs, la fréquence d'utilisation des produits phytosanitaires
est plus conditionnée par la disposition du produit que par la présence des attaques. C'est ainsi
qu'il est fréquent d'observer chez eux des traitements souvent préventifs. En période de forte
attaque parasitaire, les traitements peuvent se faire jusqu’a trois fois dans la semaine (Cissé et

al.,2003).
4. L’impact des pesticides
4.1. Sur la santé humaine et animale

L'utilisation des pesticides en milieu agricole présente des effets néfastes tant au
niveau des utilisateurs qu'au niveau des consommateurs (Ramade, 1992 ; Toé ef al, 2000 ;
2002 ; Toé et al., 2004). L’ Afrique reste I’une des régions ou les pesticides causent le plus de
dégéts, totalisant la moitié des empoisonnements accidentels et plus de 75 % des cas mortels
(Thiam et Sagna, 2009). De nombreux facteurs socio-économiques permettent d’expliquer
cette situation tels que le taux d’analphabétisme élevé, le faible niveau économique, 1’absence
d’équipements de protection individuelle, de lieux de stockage adéquats, le non-respect des

bonnes pratiques,...

Au Sénégal, des enquétes menées dans la zone des Niayes de Dakar ont révélé qu’environ
25 % des exploitants maraichers ont été trés probablement victimes d'une intoxication par les
pesticides. Dans cette méme zone, il a été signalé que 26 % des victimes d'intoxication ne
peuvent se souvenir du produit incriminé. L'une des intoxications les plus fréquentes est
l'intoxication avec des signes neurologiques, dont 52 % de cas souffrant souvent de nausées,
de vertiges, d'é¢tourdissements. Avec l'utilisation des pesticides persistants tels que les
pesticides organochlorés, les risques sanitaires sont amplifiés. En effet, ces pesticides
cancérigenes, mutagenes et tératogénes pour la plupart d'entre eux, s’accumulent dans les
milieux et se transmettent a travers la chaine alimentaire. Si dans les pays développés des

¢tudes épidémiologiques ont permis de déterminer les conséquences sanitaires liées a 1'usage
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des pesticides, le probléme reste encore entier pour les pays en développement de I'Afrique

(Cissé et al., 2003).
4.2. Sur les microorganismes

Les activités agricoles peuvent engendrer une pollution du sol a cause de mauvaises
pratiques ou de manipulations accidentelles des produits phytosanitaires. Les

microorganismes sont les premiers a subir les impacts directs et indirects des polluants du sol.

Les polluants organiques et inorganiques pourraient avoir des effets déléteres sur la
structure, la formation et la fonction des champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA)
telles que la germination des spores, la croissance hyphale et le taux de colonisation. Il a été
démontré que la germination des spores de CMA et I’élongation des hyphes germinatives sont
inhibées en présence de fongicides (Calonne et al., 2010 ; Twanabasu et al., 2013 ; Zocco et
al., 2008). Ce qui entraine une réduction du taux de mycorhization chez les plantes cultivées.
Les effets négatifs de ces polluants sur les CMA interviennent aux stades pré-symbiotiques ou
symbiotiques (Debiane et al., 2009). Cela se répercutent par la suite sur la colonisation
racinaire (Campagnac et al., 2010). Les polluants organiques peuvent aussi avoir des effets
sur I’activité des CMA en affectant le transfert du carbone de la plante vers le champignon

(Wang et al., 2006).

Les herbicides utilisés par les agronomes dans les pratiques agricoles modernes pour
compenser la productivité des cultures sont nuisibles pour les communautés microbiennes
bénéfiques telles que les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR), ce qui
pourrait affecter indirectement la fertilit¢ du sol (Ahemad et al., 2009). Ces microorganismes
naturellement abondants sont métaboliquement inactivés par les herbicides appliqués de
manicre excessive aux sols (Singh et Wright, 2002 ; Bellinaso et al., 2003 ; Barriuso et al.,

2010).
4.3. Sur I'environnement

L'utilisation des pesticides peut également avoir des effets néfastes sur les ressources
naturelles et les écosystémes. En effet, la pollution des eaux, des sols et de 1'atmosphere, ont
¢été mise en exergue par de nombreuses études (Cissé et al., 2003 ; Toé et al., 2004 ; Tlla, 2004
; Topan, 2005). Lors des traitements phytosanitaires, une bonne partie des pesticides se

dépose sur le sol et atteint la nappe phréatique, surtout dans les endroits ou elle est affleurante.
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Les analyses faites sur 20 puits au niveau de la nappe phréatique dans la zone des Niayes de
Dakar montrent des niveaux de pollution élevés dépassant les normes de potabilité. (Cissé et

al., 2003).
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MATERIEL ET METHODES



L Isolement, identification des Pseudomonas et production d’inoculum
1. Matériel bactérien
1.1. Prélevement des échantillons

Pour I’obtention des souches de Pseudomonas, des échantillons de 100 g de sol ont été
prélevés au niveau du Centre pour le Développement de 1’Horticulture (CDH) (situé¢ a la
station de Cambéréne, zone éco-géographique des Niayes, Région de Dakar, Sénégal). Cette
zone a été choisie pour sa vocation maraichére. L’échantillonnage a été effectué sur une
parcelle de tomate en période de contre saison (février). Il s’agit de sols provenant de la
rhizosphére de plantes de tomate au stade de fructification, et d’un sol nu (sol non cultivé).

Les échantillons ont été prélevés sur une profondeur de 0 a 25 cm.
1.2. Isolement des souches

L’isolement des Pseudomonas a été effectué par la méthode des suspensions-dilutions
décrite par Vidhyasekaran et al., (1987). Les racines ont été d’abord débarrassées de la terre
facilement détachable. A partir de chaque échantillon, 1 g de sol a été¢ mis en suspension dans
10 ml de MgSQO,4, 7 H,O stérile 0,1 M. Apreés agitation pendant 10 minutes a 1’aide d’un
vortex, des dilutions décimales (107 a 10™) ont été réalisées a partir de cette suspension. Un
volume de 0,1 ml de chaque suspension a été étalé dans des boites de Petri contenant chacune
10 ml de milieux gélosé de King B (King et al., 1954) (Annexe 1). Les boites de Petri ont été

incubées a 28 °C a I’obscurité.

Au bout de 48 heures d’incubation, les colonies bactériennes ont été observées sous
une lampe U.V. a une longueur d’onde de 365 nm. Au total, 18 isolats produisant un pigment
fluorescent ont €té sélectionnés et purifiés par étalement en stries sur le milieu solide KB puis

désignés par un code (PS;,, PSip, PSz,, ... PSiop).
1.3. Identification des isolats

L’identification des isolats bactériens a ¢été réalisée suivant deux techniques : une
approche phénotypique et une analyse du contenu protéique des isolats a partir de la
spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-
Flight).
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1.3.1. Approche phénotypique

L’identification phénotypique des isolats a été réalisée en utilisant une gamme de
critéres morphologiques tels que 1’aspect macroscopique des colonies (taille, couleur, forme,

fluorescence...)

1.3.2. Identification protéomique par MALDI-TOF

Cette technique a été réalisée selon le protocole de Seng et al., 2009 et Bizzini et
Greub, 2010. Les étapes de I’identification bactérienne par le MALDI-TOF MS sont les
suivantes : une matrice est préalablement préparée en diluant une solution saturée d’a-cyano-
4-hydroxycinnamic acid (HCCA) (SigmaH, Lyon, France) dans 500 pl d’acétonitrile 50 %
(v/v), 250 pul d’acide trifluoroacetic (TFA) 10 % (v/v) et 250 pl d’eau HPLC. L’ensemble est
secoué¢ vigoureusement, soniqué pendant 10 min, centrifugé¢ (13000 g, Smin) puis transféré
dans un tube polypropyléne propre. Chaque colonie bactérienne obtenue a partir d’une culture
jeune (24h) est déposée en double sur la plaque cible MALDI-TOF a I’aide d’un objet stérile
sous la forme d’un fin frottis ; puis recouverte par 1,5 pl de la solution de la matrice.
L’ensemble (plaque cible et matrice) est séché pendant 5 min sous la hotte, avant d’étre
soumis dans 1’appareil MALDI-TOF MS pour I’identification bactérienne. Chaque dépdt est
soumis a 1’action du rayon laser UV (337nm, 20Hz), entrainant 1’ionisation et la désorption
des molécules (MALDI). Les molécules ionisées vont alors passer dans un tube de vol. Elles
sont séparées selon leur rapport masse/charge (m/z) en fonction de leur temps de vol (TOF)
(Annexe 2). Les ions atteignent un détecteur qui va amplifier le signal traduit sous la forme
d’un spectre caractéristique de chaque espece. L’acquisition des spectres est réalisée grace au
logiciel Maldi BioTyper. Cette méthode discrimine les bactéries sur la base du criblage de
pics caractéristiques observés en tant que biomarqueurs pour l'identification des bactéries
(Hollande ef al., 1996). Cette stratégie est améliorée par l'utilisation de plusieurs souches de
référence pour chacune des especes, qui doivent étre incluses dans la base de données
(Williams et al., 2003 ; Chen, 2008). L’identification est considérée comme acceptable si
I’indice de confiance varie entre 60 et 99 %. Si I’indice de confiance est inférieur a 60 %, cela

signifie qu’il s’agit d’une faible probabilité d’identification.
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1.4. Conservation

Les souches de Pseudomonas fluorescents ont été conservées a - 20 °C dans des tubes
Eppendorf de 2 ml, contenant une solution de glycérol et 1 ml de culture pure de

Pseudomonas fluorescents.
1.5. Préparation de I’inoculum bactérien

Les souches de Pseudomonas fluorescents ont été cultivées dans des boites de Petri sur
milieu gélos¢ KB puis incubées a 28 °C pendant 24h. Une colonie de chaque souche a été
ensemencée dans des erlenmeyers de 100 ml contenant le milieu KB liquide. L’incubation a

¢été faite sur une table en agitation permanente pendant 48 h a I’obscurité et a 28 °C.
2. Matériel fongique

Deux souches de champignons mycorhiziens arbusculaires ont été utilisées pour les
différentes expérimentations. Il s’agit des souches de Glomus aggregatum et Funneliformis

mosseae.
2.1. Production d’inoculum mycorhizien

Les souches de champignons mycorhiziens arbusculaires qui ont servi a inoculer les
plantes sont les souches de Glomus aggregatum (Scenck & Smith emend. Koske) (DAOM
227 128) et Funneliformis mosseae (T. H. Nicolson & Gerd.) (DAOM 227 131), appartenant
a la collection du Laboratoire de Biotechnologies des Champignons (LBC) de I’Université

Cheikh Anta DIOP de Dakar.

La production d’inoculum mycorhizien est réalisée en serre. Chaque souche de CMA
utilisée (Glomus aggregatum et Funneliformis mosseae) a été produite et entretenue par des
cultures réguliéres en association avec une plante mycotrophe (le mais) dans des pots de
capacité 1,5 kg. Les pots contiennent comme substrat de culture, du sable grossier de plage
stérilisé a 120 °C pendant deux heures. Les caractéristiques physico-chimiques de ce sol sont
décrites dans le tableau 2. L’inoculation a été faite apres levée des plantes de mais en
apportant 20 g de chaque souche de champignon dans le substrat de culture a 2 ou 3 cm de
profondeur, le plus prés des racines de la plante piege. Les plantes réguliérement arrosées a la
capacité au champ, ont regu un apport de 100 ml d’une solution nutritive de Long Ashton tous

les 15 jours (Annexe 3). L’inoculum est récolt¢ au bout de 3 mois de culture. Il est
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essentiellement constitué par le substrat de culture contenant des spores et des fragments de
racines mycorhizées. Ce substrat est récolté, séché, et mis dans des sachets en plastique puis

conservé dans une chambre froide a 4 °C.

Tableau 2 : Caractéristiques physico-chimiques du sable de plage (Diop et al., 2003)

Constituants Teneurs
Argile 0.0
Limon fin 0.00
Limon grossier 0.00
Sable fin 0.16 %
Sable grossier 98.2 %
Matiére organique 0.00

C <0.08 %
P (ppm) 16.00 %
N 0.073 %
C/N 1.00 %
pH 8.5

2.2. Caractérisation de I’inoculum mycorhizien

Apres 3 mois de culture, les racines des plantes ont été prélevées et colorées selon la
méthode de Philips et Hayman, (1970). Les racines séparées des parties aériennes ont été
soigneusement rincées a 1’eau de robinet afin d’éliminer les particules de sable. Elles ont été
ensuite placées dans des tubes a essai puis du KOH (10 %) est ajouté dans chaque tube de
sorte que les racines baignent dans la solution. Elles ont été décolorées et vidées de leurs
contenus cytoplasmiques. Les tubes contenant les racines ont été portés a ébullition dans un
bain marie a 90 °C pendant une heure. Les racines ont été par la suite abondamment rincées et
colorées au bleu Trypan a 0,05 % pendant 30 minutes. L.’examen histologique a été effectué
en déposant les fragments de racines d’environ 1 cm sur des lames avec quelques gouttes de

glycérol.
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2.3. Observations

Chaque fragment racinaire est observé a la loupe (x 40) et le comptage est effectué en
tout ou rien ; c’est-a-dire la racine est considérée comme mycorhizée a partir du moment ou
I’on observe au niveau d’un fragment racinaire un point d’infection ou une figure de
colonisation (hyphes ou vésicules). La technique décrite par Trouvelot et al., (1986) a été

utilisée et permet de juger I’état de la mycorhization (Annexe 4).

IL. Interactions entre les champignons mycorhiziens et les bacteries en serre

1.  Préparation des terreaux

L’essai a été réalisé au niveau de la serre du jardin botanique de la Faculté des Sciences et
Techniques de ’'UCAD. Le sol utilis¢é comme substrat de culture a été prélevé au niveau de la
la localit¢ de Sangalkam (située dans la région de Dakar au Sénégal), appartenant a la zone
agro-écologique des Niayes. Les caractéristiques physico-chimiques de ces sols sont décrites
dans le tableau 3. Il a été tamisé pour le débarrasser des particules et débris végétaux. Une
partie de ce sol a été stérilisé a ’autoclave a 120 °C pendant deux heures (Sol stérile SS) alors
que I’autre correspond au sol non stérile (SNS). Ces deux sols ont été répartis dans des gaines

de capacité 1,5 kg pour les différents semis.
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Tableau 3 : Caractéristiques physico-chimiques du sol de Sangalkam (Ba ef al., 1999)

Composants Teneur (pour 100 g de sol)
Sable 88,8 %
Limon 5.8 %
Argile 5,4 %
Matiére organique 0,6 %
Carbone total 0,3 %
Azote total 0,02 %
C/N 15 %
Potassium total 333,5 ppm
Phosphore total 41,4 ppm
Phosphore assimilable 2,1 ppm
Calcium total 1,03 ppm
Magnésium total 0,30 ppm
pH (sol/eau ratio 1:2) 6,0
pH (sol/ KCl ratio 1:2) 4,6

2. Matériel végétal

La variété Heinz (tomate de table) a €té testée. Elle provient des établissements « Niayes
Sarraut ». Cette variété a été utilisée pour I’étude des interactions entre les pesticides et les

microorganismes.
3. Semis

Les graines de tomate (variété Heinz) ont été semées dans les gaines contenant le sol
stérile et non stérile. Le dispositif expérimental est en blocs aléatoires complétement
randomisés avec 2 facteurs: le champignon endomycorhizien (Glomus aggregatum,
Funneliformis mosseae), combiné avec les souches de Pseudomonas putida (PS1, PS6, PS3,

PS4 et PS7). Ce qui correspond a un nombre total de 18 traitements avec 5 répétitions par
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traitement. Les gaines ont été placées sous serre a la température ambiante. Un arrosage
quotidien a la capacité au champ a été effectué pendant 12 semaines. L’inoculation a été
apportée au moment des semis a raison de 20 g par gaine pour chaque souche de champignon
mycorhizien arbusculaire (Glomus aggregatum ou Funneliformis mosseae) et 2 ml de
suspension bactérienne de densité 10° ufc/ml pour les différentes souches de Pseudomonas

putida. Les différents isolats de Pseudomonas ont été choisis selon leur degré de similarité.

4. Parameétres mesurés

Au bout de trois mois de culture en serre, les parameétres suivants ont été mesurés :

- Les poids secs aériens et racinaires : les parties aériennes et racinaires des plantes ont été
récoltées puis séchées pendant 72 h a I’étuve a 60 °C afin d’évaluer les biomasses aériennes et

racinaires.

- Le taux de mycorhization : les plantes ont été récoltées et les parties racinaires ont été
séparées des parties aériennes. Les racines, délicatement débarrassées de la terre ont été
colorées selon la méthode de Philips et Hayman, (1970) afin d’évaluer le taux de
mycorhization. Elles sont soigneusement rincées a 1’eau de robinet afin d’éliminer les
particules de sable. Elles sont ensuite placées dans des tubes a essai puis du KOH (10 %) est
ajouté dans chaque tube de sorte que les racines baignent dans la solution. Les racines sont
décolorées et vidées de leurs contenus cytoplasmiques. Les tubes contenant les racines sont
portés a ébullition dans un bain marie a 90 °C pendant 1 heure. Les racines sont par la suite
abondamment rincées et colorées au bleu Trypan (0,05 %) pendant 30 minutes. L’examen
histologique est effectué¢ en déposant les fragments de racines (1 cm de longueur) entre lames
et lamelles avec quelques gouttes de glycérol. Pour chaque traitement, les racines des 5
plantes de tomate ont été récoltées et 100 fragments ont €t€ montés a raison de 10 fragments

par lame.

La mycorhization a été estimée selon la méthode décrite par Trouvelot et al., (1986) (Annexe

3) permettant le calcul des deux paramétres ci-dessous :
La fréquence de mycorhization (F) : importance de l'infection du systéme racinaire

F (%) = (N —ng) /N x 100

40


https://www.cahiersagricultures.fr/articles/cagri/full_html/2017/04/cagri160190/cagri160190.html#R15

Avec N=nombre de fragments observés et nyo=nombre de fragments sans trace de

mycorhization.

L’intensité de colonisation (M): exprime la portion du cortex colonis¢ par rapport a

I'ensemble du systéme racinaire.
M% =[(95 xns) + (70 x ng) + (30 x n3) + (5 x np +n;)] /N

- La croissance en hauteur : les mesures ont été réalisées tous les 15 jours pendant 3 mois.

III. Effets de différentes doses de pesticides associées a des microorganismes
(Pseudomonas putida et Funneliformis mosseae) sur la croissance de la tomate en
conditions controlées

1. Préparation du sol

Cette expérience a été réalisée au niveau de la serre du jardin botanique de la Faculté
des Sciences et Techniques de ’'UCAD. Le sol utilis¢ comme substrat de culture a été prélevé
au niveau de la localité de Sangalkam. Il s’agit d’un sol non stérile qui a été tamisé pour le
débarrasser des particules et débris végétaux. Ce sol a été réparti dans des pots de capacité 2

kg.
2. Application des produits phytosanitaires

Deux produits phytosanitaires ont été utilisés dans cette expérience : il s’agit d’un
fongicide (Thiofanate méthyl) a action systémique ou par contact et d’un nématicide

(Ethoprophos) non systémique (tableau 4).
3. Dispositif expérimental

Les graines de tomate (variét¢ Heinz) ont été semées dans les pots contenant le sol non
stérile. Le dispositif expérimental est en blocs aléatoires completement randomisé¢ avec 3
facteurs : le champignon endomycorhizien (Funneliformis mosseae), la souche bactérienne
(Pseudomonas putida) combinés avec les produits phytosanitaires (Ethoprophos (E),
Thiofanate méthyle (Th)). L’expérience comporte 12 traitements avec 5 répétitions, soit un
nombre total de 60 pots. L’inoculation a été effectuée au moment du semis et chaque pot a
recu 2 ml de suspension bactérienne de densité 10°* ufc/ml et 20 g d’inoculum mycorhizien

constitué¢ du substrat de culture associé¢ aux racines de mais. Les pots sont placés dans la serre
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a la température ambiante et arrosées réguliérement a la capacité au champ pendant 3 mois.
Le traitement phytosanitaire a été effectuée a 1’aide d’un pulvérisateur et consiste en une
application combinée ou non de fongicide et de nématicide. Les doses, dates, modes

d’application... sont représentées dans le tableau 4.
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Tableau 4 : calendrier, doses et mode d’application des produits phytosanitaires

Nom Nombre I m Délai
C trati ntervalle Dat
commercial des Matiére oncentrations Mode Doses Doses ates Avant
Famille Application entre
Produits active 1 d’action recommandées réduites de R L Récolte
(eng.l™) . traitements D’application
phytosanitaires traitements (DAR)
Fongicide Pulvérisation
. . . J = Jour semis
Thiofanate o Systémique parties )
450 Benzimidazole ) 60ml/ 101 30ml/ 101 2 14 3]
(TOPSIN 450 méthyl ou par contact | aériennes et Et
SC) sol
J+14
Pulvérisation )
Nématicide . J = Jour semis
Non parties )
Ethoprofos 200 Organophosphoré ) ) 50ml/ 101 25ml/ 101 2 14 2mois
(MOCAP) systémique aériennes et Et
sol
J+14
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4. Parameétres mesurés

Les parameétres évalués sont les suivants :

- La croissance en hauteur : des mesures ont été réalisées tous les 15 jours pendant 3
mois.

- Les poids secs aériens et racinaires : a la fin de I’expérimentation, les parties aériennes
et racinaires des plantes ont été¢ arrachées pour une évaluation des biomasses aprés

séchage a I’étuve.

5. Analyses statistiques

L’analyse statistique des résultats a été réalisée grace au logiciel XLSTAT. Les données
ont ¢ét¢ soumises a une analyse de variance (ANOVA) et le test de Fisher a permis de

comparer les moyennes des variables mesurées au seuil de probabilité de 5%.

IV. Impact de I’inoculation de plants de tomate par des CMA et des Pseudomonas
putida en agriculture intensive

Cette expérimentation a ¢été effectuée au niveau de la parcelle expérimentale du champ
¢cole de la licence professionnelle agro ressource et entreprenariat (LPAG). Ce champ se
trouve au niveau du jardin botanique du Département de Biologie Végétale de la Faculté des
Sciences et Techniques de 1’Université Cheikh Anta Diop de Dakar. Le sol est caractérisé par
un pH basique de 8,4 avec une teneur en phosphore assimilable d’environ 7,14 mg/kg de sol

(Ndiaye, 2007).

1. La pépiniére

Apres désherbage et labour du terrain, 3 planches de deux meétres de long et d’un
metre de large ont été confectionnées. Les planches, distantes de 40 cm ont été bien nivelées
et arrosées. Le semis a été effectué en ligne. Pour cela, des sillons ouverts et espacés de 20 cm
ont €té tracés a 1’aide d’un morceau de bois pour permettre une bonne aération et un bon
développement des plants. Les graines de tomate (variété Heinz), disposées dans les sillons a
une profondeur de 1 cm, ont été ensuite recouvertes avec une fine couche de sable (figure 5).
Pour bien entretenir la pépiniere, des arrosages a la capacité au champ ont été effectués deux

fois par jour matin et soir pendant 4 semaines. Ensuite le repiquage a été effectue.
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Figure 5 : Disposition des planches pour la pépinicre

2. Le repiquage
2.1. Dispositif expérimental

Pour le repiquage des plants de tomate, un dispositif expérimental en blocs aléatoires
complets (blocs randomisés) a été adopté avec 2 facteurs: traitements champignons
endomycorhiziens & 2 niveaux (Funneliformis mosseae), combiné chacun aux traitements
Pseudomonas a 2 niveaux (Pseudomonas putida) et aux traitements phytosanitaires a 3
niveaux (Ethoprophos (Et), Thiofanate méthyl (Th).). Ce qui correspond a un nombre total de
12 traitements par bloc et chaque combinaison de traitement apparaitra une fois dans chaque

bloc (figure 6).

Le dispositif expérimental a été constitué de blocs aléatoires complétement
randomisés, répétés trois fois. Chaque bloc mesurant 4,5 m X 12,5 m, soit 56,25 m’ a été
subdivisé en six parcelles ¢lémentaires de 1,5 m x 1,5 m chacune, correspondant a 2,25 m’.
La distance séparant deux parcelles élémentaires était de 0,5 m et chaque parcelle élémentaire
comportait 4 lignes de repiquage espacées de 0,5 m. Le nombre de plants par bloc était de 192
alors que celui des parcelles élémentaires était de 16 avec un écartement de 0,5 m par plante.
La surface totale couverte pour I’essai était de 168,75 m?, avec un nombre total de 576 plants

(figure 6).
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Les 12 traitements suivants ont été appliqués :

12,5m

Témoins : Témoin absolu (T) - Et - Th - PS1- Fm

Association Funneliformis mosseae (Fm) et Pseudomonas (PS1) : Fm PS1

Association Funneliformis mosseae (Fm) et traitements phytosanitaires : Fm Et — Fm
Th

Association Pseudomonas (PS1) et traitement phytosanitaire PS1 Et- PS1 Th.
Association Funneliformis mosseae (Fm), Pseudomonas (PS1)et traitements

phytosanitaires : Fm PS1 Et - Fm PS1 Th

l5m Lim {I} 05m

15m
k
k

$ 0.5m

Figure 6 : Dispositif pour le repiquage des plantes de tomate
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Le traitement

2.2. Le traitement phytosanitaire

phytosanitaire consiste en une application d’un nématicide

(Ethoprophos) et d’un fongicide (Thiofanate méthyl) dont les dates, doses et mode

d’application sont représentés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Calendrier, doses et mode d’application des produits phytosanitaires en station

expérimentale
Nom Intervalle
commercial des Matiere .. Doses Nombre de Dates
. . Application e s . entre R . L.
produits active utilisées | traitements . d’application
op s traitements
phytosanitaires
Pulvérisation
Fongicide . : J =Jour
(TOPSIN 450 Tllllll%{in?te aérri)zqui: e 3(1 (r)n 11 / 2 14 repiquage et
SC) y T+ 14
sol
Nématicide Pulven.sa‘uon 25 ml/ J.: Jour
Ethoprophos parties 2 14 repiquage et
(MOCAP) L 101
aériennes J+14

2.3. La fertilisation

Un traitement fertilisant a été effectué a raison de 50 g/m*au moment du repiquage et a

la floraison. Cette fertilisation consiste @ un apport d’engrais composé, contenant trois

¢éléments fertilisants (azote, phosphore, potassium) majeurs désignés par la formule NPK. La

formule utilisée pour la tomate est le 10.10.20.

3. Parameétres mesurés

Les parametres étudiés sont les suivants :

- Le rendement : il correspond a la quantité de fruits qui a été récoltée durant toute

I’expérimentation et est exprimé¢ en tonnes par hectare (t/ha),

- Lamycorhization : la fréquence et I’intensit¢ de mycorhization ont été déterminées,

- L’indice de galle : apres la derniere récolte, les racines des plantes de tomates ont été

arrachées puis observées pour identifier la présence de galles (renflements de la racine

sans discontinuité des tissus). L’indice de Galle a été déterminé selon 1’échelle de
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Zeck, (1971) (annexe 5) qui permet d’évaluer la gravité¢ des dégats causés par les

nématodes.

Echelle de Zeck, 1971 : Notation

0 = systéme racinaire entierement indemne de galles

1 = quelques rares et petites galles détectées au cours d’une observation approfondie
2 = quelques rares et petites galles facilement détectées

3 = nombreuses petites galles

4 = nombreuses petites galles, quelques grosses galles, systéme racinaire
totalementfonctionnel

5 =25 % du systéme racinaire atteint de galles et non fonctionnel (absence de radicelles)
6 = 50 % du systéme racinaire atteint de galles

7 =175 % du systéme racinaire atteint de galles

8 = aucune racine indemne, plante encore verte

9 = systéme racinaire en voie de décomposition

10 plante morte

V.  Analyses statistiques

Les données obtenues ont été soumises a une analyse de variance (ANOVA) avec le
logiciel Xlstat. Le test de Fischer LSD au seuil de 5 % a été réalisé afin d’identifier le niveau

de probabilit¢ de la différence observée entre les différents parametres.
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RESULTATS



I. Isolement, identification des microorganissmes et production d’inoculum
1. Identification des isolats bactériens
1.1. Approche phénotypique

Les tests d’orientation simples comme 1’aspect des colonies (fluorescence, forme,
taille,...) ont permis dans un premier temps une identification présomptive de tous les isolats
bactériens de la rhizosphére de plantes de tomate au rang taxonomique du genre ;
comparativement au sol nu ou aucune souche fluorescente n’a été observée (tableau 6).
Toutefois, cette identification des isolats bactériens est complétée par des méthodes

protéomiques.

Tableau 6 : Aspects macroscopiques de quelques isolats bactériens cultivés sur milieu King B

Isolats Aspects macroscopiques des isolats Description
Isolats avant Quelques colonies fluorescentes,
purification petites tailles, rondes avec des

diamétres de 1 mm.

PS1 colonies fluorescentes, rondes

avec des diamétres de 2 4 3 mm

PS2 Colonie de grande taille, ronde
et fluorescente avec un diameétre

de 4 mm, bordure irréguliere

PS3 colonies rondes et fluorescentes
avec des diamétres de 3 mm,

surfaces lisses
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PS4

colonies fluorescentes, rondes
avec des diamétres de 2 a 3 mm,
lisses et de couleur blanc

crémeux a beige

PS6

colonies fluorescentes, rondes
avec des diamétres de 1 a4 2 mm,
lisses et de couleur blanc

crémeux a beige

PS7

colonies fluorescentes, rondes
avec bordure réguliére, structure

homogéene

PS8

Colonies grandes tailles,
fluorescentes, rondes  avec
bordure irréguliere, structure

homogene

PS9

colonies fluorescentes, rondes
avec bordure régulicre, structure

homogeéne, couleur beige

PS10

colonies fluorescentes, rondes
avec bordure régulicre, structure

homogene, couleur beige
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1.2. Identification protéomique (MALDI-TOF MS)

Parmi les 18 isolats bactériens, seuls 16 ont été identifiés comme étant des
Pseudomonas fluorescents. L'identification des isolats (PS1, PS2, PS3, ... PS10) par
spectrométrie de masse MALDI-TOF a révélé que tous les isolats appartiennent au méme
genre et a la méme espece selon les spectres de masse obtenus avec le logiciel MALDI
Biotyper (figure 7 a 17). L'analyse de ces spectres montre une parfaite ressemblance entre les
souches. Les pics produits (m / z 4500, m / z 5100, m / z 6000, m / z 7200) sont
caractéristiques des souches de Pseudomonas putida avec des pourcentages de similarité

allant de 76 % a 92 % entre individus (tableau 7).

% Int

m/z

Figure 7 : Spectre de masse de 1’isolat PS1a

% Int

m/z

Figure 8 : Spectre de masse de I’isolat PS1b
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% Int

m/z
Figure 9 : Spectre de masse de I’isolat PS2
% Int
m/z
Figure 10 : Spectre de masse de I’isolat PS3a
% Int
m/z

Figure 11 : Spectre de masse de I’isolat PS3b
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% Int

m/z
Figure 12 : Spectre de masse de 1’isolat PS4
% Int
m/z
Figure 13 : Spectre de masse de I’isolat PS6
% Int
m/z

Figure 14 : Spectre de masse de 1’isolat PS7
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% Int

% Int

% Int

m/z
Figure 15 : Spectre de masse de 1’isolat PS8

m/z
Figure 16 : Spectre de masse de 1’isolat PS9

m/z

Figure 17 : Spectre de masse de I’isolat PS10
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Tableau 7 : Pourcentages de similarité des isolats bactériens

Isolats Identification selon MALDI Pourcentage
Biotyper de similarité
PSla Pseudomonas putida 81,6
PS1b Pseudomonas putida 77,1
PS2a Pseudomonas putida 81,3
PS2b Pseudomonas putida 87
PS3a Pseudomonas putida 91,5
PS3b Pseudomonas putida 90,1
PS4a Pseudomonas putida 90,3
PS4b Pseudomonas putida 82,6
PSé6a Pseudomonas putida 86
PS6b Pseudomonas putida 88,7
PS7a Pseudomonas putida 86
PS7b Pseudomonas putida 90,2
PS9a Pseudomonas putida 83,9
PS9b Pseudomonas putida 91,5
PS10a Pseudomonas putida 76,6
PS10b Pseudomonas putida 86
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Les spectres de masse des 16 isolats bactériens et les pourcentages de similarité ont

permis de construire le dendrogramme représenté par la figure 18.
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Figure 18 : Dendrogramme des 16 isolats bactériens

Les données obtenues concernant les spectres de masse et les pourcentages de similarité

ont montré que :

- les 16 isolats bactériens ont été correctement identifiés au rang de genre et d’espéce
avec des pourcentages de similarité compris entre 76,6 et 91,5 %.

- un seul Phylum ressort de cette identification : il s’agit du Phylum des Proteobacteria.

En tenant compte du niveau de similarité avec un seuil de coupure de 5, les 16 isolats

peuvent étre répartis en 4 classes.

Classe A représentée par les isolats PS3a, PS9b, PS6b, PS3b, PS4a, PS7b avec des
pourcentages de similarité compris entre 88,7 % et 91,5 %.
Classe B représentée par les isolats PS1b et PS10a avec des pourcentages de similarité

compris entre 77,1 % et 76,6 %.
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Classe C représentée par les isolats PS2b, PS10b, PS6a et PS7a avec des pourcentages
de similarité compris entre 86 % et 87 %.
Classe D représentée par les isolats PS1a, PS2a, PS4b et PS9a avec des pourcentages

de similarité compris entre 81,3 % et 83,9 %.

Par ailleurs, il existe une parfaite concordance pour 1’identification des isolats par les

méthodes phénotypiques et les méthodes protéomiques.
2. Caractérisation de I’inoculum mycorhizien

Apres 3 mois de culture, de I’inoculum a été obtenu avec le mais comme plante picge
(Figure 19). L’observation au microscope a montré la présence d’hyphes et de vésicules sur
des fragments de racines de mais infectées par Glomus aggregatum et Funneliformis mosseae

(figure 20).

Figure 19 : Production d’inoculum mycorhizien
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Vésicule

Hyphe

Figure 20 : Aspects des racines de mais mycorhizées avec Glomus aggregatum

Conclusion

La rhizosphere de plantes de tomate renferme une forte présence de PGPR appartenant
au groupe des Pseudomonas fluorescents, contrairement au sol non rhizosphérique.
L’identification de ces microorganismes a révélé une appartenance de 16 isolats au méme
genre et a la méme espece : Pseudomonas putida, avec des pourcentages de similarité qui
varient entre 76 % et 92 %. Ces microorganismes pourraient jouer une importance capitale
pour les plantes et constituer une source d’inoculum dans la production maraichére au niveau

de la zone des Niayes.

II. Interactions entre les champignons mycorhiziens et les bacteries en serre

1. Sol stérile

Lorsque les plantes de tomates sont inoculées avec les souches de champignons
mycorhiziens seuls (Funneliformis mosseae (Fm) ou Glomus aggregatum (Ga)), les
fréquences de mycorhization sont respectivement de 1’ordre de 59 % et 35 % avec des
intensités de 11,89 % et 6,67 % (tableau 8). Ces valeurs sont nettement supérieures et
significativement différentes a celles obtenues pour les témoins. Par contre chez les plantes
inoculées avec les différentes souches de Pseudomonas seules, les fréquences et intensités de
mycorhization sont nulles (tableau 8). Cependant, les taux de mycorhization augmentent chez
les plantes de tomates co-inoculées avec les champignons et les rhizobactéries et les valeurs

obtenues sont significativement supérieures par rapport a I’inoculation avec Fm seul ou Ga
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seul. C’est le cas par exemple de 1’association entre Fm et PS1 avec des fréquences de 96 % et
des intensités de 41,27 % ; ou bien entre Ga et PS1 avec des fréquences de 86 % et des

intensités de 20,28 % (tableau 8).

Les poids secs aériens obtenus chez les plantes de tomates traitées avec les différentes
souches de Pseudomonas (PS1, PS3, PS4, PS6, PS7) sont supérieurs a ceux obtenus pour les
traitements Fm seul ou Ga seul. Lorsque les plantes sont inoculées avec la souche PS1, la
valeur du poids sec aérien est de 2,2 g et est supérieure avec une différence significative
comparée aux traitements Fm et Ga avec respectivement 1,98 g et 1,81 g. S’agissant du
traitement PS4 seul, le poids sec racinaire est de 1,31 g. Cette valeur est supérieure avec une
différence significative par rapport aux traitements Fm seul ou Ga seul ou les poids secs
racinaires sont respectivement de I’ordre de 0,77 g et 0,72 g (tableau 8). Cependant, une
augmentation des poids secs aériens et racinaires est constatée quand il s’agit de la co-
inoculation. C’est le cas de I’association entre Ga et PS3 avec un poids sec aérien de 3,19 g ou

entre Fm et PS7 avec un poids sec racinaire est de 1,38 g.

Concernant la croissance en hauteur, les valeurs obtenues sont supérieures pour tous
les traitements comparés aux témoins non inoculés. Cependant, elles ne présentent pas de
différences significatives. La hauteur la plus importante a été obtenue chez les plantes de

tomate co-inoculées avec Ga/PS3 avec 58.4 cm.
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Tableau 8 : Effet de I’inoculation sur les poids secs aériens, racinaires et la croissance en
hauteur de la tomate sur sol stérile

Taux de mycorhization (%) Poids secs (g)
Traitements Hauteur (cm)
Fréquence Intensité aérien racinaire

Témoin 00 k 00 g 1,LI8 ¢ 0,49 ¢ 43,4 a
Fm 59 ¢ 11,89 € 1,98 abc 0,77 abc 458 a
Ga 35 j 6,67 f 1,81 bce 0,72 abc 454 a
PS1 00 k 00 g 2,2 ab 1,04 abc 50,6 a
PS6 00 k 00 g 2,35 ab 0,87 abc 47,8 a
PS3 00 k 00 g 2,63 ab 1,00 abc 48,6 a
PS4 00 k 00 g 2,94 ab 1,31 ab 50,8 a
PS7 00 k 00 g 2,67 ab 1,19 abc 49,4 a
PS1 96 a 41,27 a 2,67 ab 1,11 abc 52,6 a
PS6 64 f 16,21 d 2,87 ab 1,14 abc 50,6 a
Fm [PS3 74 ¢ 33,78 b 2,69 ab 1,19 abc 50,8 a
PS4 53 h 09,16 f 2,93 ab 1,17 abc 53,8 a
PS7 67 e 13,47 e 2,48 ab 1,38 a 48 a
PS1 86 b 20,28 ¢ 2,67 ab 0,99 abc 53,6 a
PS6 71 d 17,80 d 2,67 ab 0,98 abc 51,2 a
Ga (PS3 70 d 06,79 3,19 a 1,22 ab 584 a
PS4 40 1 08,31 f 2,62 ab 0,83 abc 52,8 a
PS7 51 h 06,61 f 2,24 ab 0,63 bc 45 a
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2. Sol non stérile

Chez les plantes de tomates inoculées avec Fm et Ga, les fréquences de mycorhization
sont respectivement de 92 % et 94 % et les intensités de 27,84 % et 25,60 % (tableau 9). Ces
valeurs sont supérieures et significativement différentes a celles obtenues chez les témoins et
chez les plantes inoculées avec les différentes souches de Pseudomonas seuls. Cependant les
taux de mycorhization sont beaucoup plus importants lorsqu’il s’agit de la co-inoculation
entre champignons mycorhiziens et rhizobactéries. Par exemple pour les associations entre
Fm/PS1, Fm/PS7, Ga/PS1, Ga/PS3, Ga/PS7, les taux de mycorhization sont de 100 % avec
des intensités qui varient entre 28,18 % et 68,14 % (tableau 9). Ces valeurs sont supérieures
comparées aux traitements champignons seuls ou Pseudomonas seuls avec des différences

significatives.

Les poids secs aériens et racinaires obtenus lorsque les plantes sont inoculées avec Fm,
Ga, ou avec les différentes souches de Pseudomonas, sont supérieurs comparés aux plantes
témoins non inoculées et présentent des différences significatives. C’est le cas pour le
traitement Ga avec un poids sec aérien de 1,55 g, du traitement PS3 avec un poids sec
racinaire de 0,92 g (tableau 9). Quand les plantes sont co-inoculées, les poids secs aériens et
racinaires sont supérieurs aux plantes témoins mais ils peuvent augmenter ou diminuer par
rapport aux traitements champignons seuls ou Pseudomonas seuls avec ou non des différences
significatives. Par exemple, le poids sec aérien est de 2,52 g quand il s’agit de I’association
entre Ga/PS1 et cette valeur est supérieure et significativement différente par rapport aux
traitements Ga seul (1,76 g) ou au traitement PS4 seul (1,58 g). Par ailleurs, le poids sec
racinaire pour le traitement Ga/PS3 est de 0,48 g et est inférieur comparé aux traitements Fm
et Ga avec des valeurs respectives de 0,67 g et 0,60 g. Mais ces valeurs ne présentent pas de

différence significative.

L’inoculation des plantes de tomates avec les champignons Fm et Ga ou les
Pseudomonas seuls a entrainé une augmentation significative de la hauteur des plantes de
tomate pour tous les traitements par rapport aux témoins. Cette croissance en hauteur est plus
importante lorsqu’il s’agit de 1’association entre Fm/PS1 (50,6 cm) et Ga/PS1 (57,8 cm). Ces

valeurs sont significativement supérieures comparées aux traitements Fm, Ga ou PS1.
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Tableau 9 : Effet de I’inoculation sur les poids secs aériens, racinaires et la croissance en

hauteur de la tomate sur sol non stérile.

Taux de mycorhization (%)

Poids secs (g)

Traitements Hauteur (cm)
Fréquence Intensité aérien | racinaire

Témoin 40 h 0,80 1 1,17 ¢ | 042 b 36,4 b

Fm 92 ¢ 27,84 ¢ 1,76 abc | 0,67 ab 45,6 ab

Ga 94 ¢ 25,60 f 1,55 be | 0,60 ab 42 ab

PS1 70 e 2,70 i 2,44 ab | 0,64 ab 48,4 ab

PS6 60 f 5,50 h 2,22 ab | 0,77 ab 44,5 ab

PS3 50 g 6,60 h 2,19 ab | 0,92 a 49,6 ab

PS4 36 1 1,90 1 1,58 bec | 0,77 ab 382 b

PS7 52 g 470 h 2,27 ab 0,78 ab 48 ab

PS1 100 a 68,14 a 1,79 abc 0,53 b 50,6 b

PS6 96 ab 44,62 c 2,17 ab 0,78 ab 47,6 ab

Fm| PS3 94 bce 44,02 ¢ 2,22 ab | 0,58 b 50,2 ab

PS4 84 d 10,08 g 2,36 ab 0,77 ab 51,6 ab

PS7 100 a 39,80 d 1,98 abc 0,76 ab 48,8 ab

PS1 100 a 29,76 ¢ 2,52 a 0,75 ab 57,8 a

PS6 98 a 39,40d 1,78 abc 0,56 ab 46,6 ab

Ga| PS3 100 a 28,18 ¢ 1,65 abc 0,48 ab 44,2 ab

PS4 84 d 29,14 ¢ 1,79 abc 0,76 ab 46,2 ab

PS7 100 a 54,14 b 1,85 abc 0,79 ab 44,6 ab
Conclusion

Nos résultats ont montré que I’inoculation des plantes de tomate a [’aide des

microorganismes a un effet positif car les taux de mycorhization, les biomasses aériennes,

racinaires, de méme que la hauteur des plantes ont augmenté sur sol stérile et non stérile.
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Cependant, cette ¢tude conduite en milieu controlé a permis de montrer également que la
stimulation de la croissance était généralement plus marquée dans le cas de la co-inoculation
entre les CMA et les Pseudomonas. Toutefois, parmi les couples symbiotiques les plus
performants, nous avons le cas de 1’association Fm/PS1, ou les parametres de mycorhization

et de croissance sont importants aussi bien sur sol stérile et non stérile.

III. Effets de différentes doses de pesticides associées a des microorganismes
(Pseudomonas putida et Funneliformis mosseae) sur la croissance de la tomate en
conditions controlées

1. Effet des fongicide et nématicide aux doses recommandées

1.1. La croissance en hauteur

Les hauteurs des plantes traitées avec le champignon Fm seul ou la rhizobactérie PS1
seule sont respectivement de I’ordre de 42,66 cm et 43,66 cm (Tableau 10). Ces valeurs sont
supérieures et significativement différentes de celles obtenues chez les témoins avec 33 cm.
S’agissant de la co-inoculation entre Fm et PS1, cette croissance en hauteur devient plus
importante pour atteindre 46 cm et présente une différence significative par rapport aux

traitements Fm seul ou PS1 seul.

L’application du fongicide (Thiofanate-méthyl (Th)) et du nématicide (Ethoprophos
(E)) aux doses recommandées, chez les plantes inoculées avec Funneliformis mosseae a
entrainé une baisse de la hauteur des plantes comparativement aux plantes inoculées avec Fm
seulement et présente une différence significative. C’est le cas par exemple du traitement
Fm/Th avec une hauteur de 38 cm. Les mémes effets ont été observés chez les plantes co-
inoculées avec Fm/PS1 ou traitées avec PS1 seulement comparativement aux traitements
Fm/PS1 ou PS1 seuls. Avec le traitement Fm/PS1/E, cette hauteur est de 26,66 cm alors que

pour la co-inoculation, elle est de 46 cm.

1.2. Effet sur le poids sec aérien

Le poids sec aérien obtenu lorsque les plantes de tomate sont inoculées avec Fm ou
PS1 est sensiblement le méme avec 10,69 g. Cette valeur est supérieure a celle obtenue pour
le témoin (8,03 g) avec une différence significative. Cependant avec la co-inoculation, le
poids sec aérien devient plus important avec 14,29 g; soit une augmentation de 25 %

comparativement aux traitements Fm et PS1 seuls (tableau 10). Les effets de I’application des
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produits phytosanitaires sont variables. Ils peuvent se traduire par une augmentation ou une
baisse du poids sec aérien des plantes de tomate. Chez les plantes inoculées avec PSI1 et
traitées soit avec le fongicide (Th) ou le nématicide (E), une légére augmentation du poids sec
aérien a été notée avec des valeurs respectives de 12,01 g et 11,76 g par rapport au traitement
PS1 seul (10,68 g) avec aucune différence significative. Par contre, lorsque le traitement
phytosanitaire est appliqué chez les plantes inoculées avec Fm, une 1égere baisse du poids sec
aérien est notée comparativement au traitement Fm seul. C’est le cas du traitement Fm/E avec
9,40 g comparativement au traitement Fm seul avec 10,69 g. Par ailleurs, lorsque les plantes
sont co-inoculées et traitées respectivement avec Th ou E, les poids secs sont de 8,66 g et 7,43
g, ce qui représente une baisse importante par rapport a la co-inoculation entre Fm/PS1 ou le

poids sec est de 14,29 g (tableau 10).

1.3. Effet sur le poids sec racinaire

Pour tous les traitements, les poids secs racinaires obtenus sont supérieurs comparés a
ceux des plantes témoins non inoculées a I’exception des traitements Fm/PS1/Th et
Fm/PS1/E. Avec les traitements Fm et PS1, les poids secs racinaires obtenus sont
respectivement de 1,99 g et 2,01 g (tableau 10). Ces valeurs sont 2 fois plus importantes a
celles des témoins non inoculés avec une différence significative. Cependant, le poids sec le
plus important est obtenu dans le cas de I’association entre Fm et PS1 avec 2,88 g.
L’application de ces produits chez les plantes inoculées avec Fm entraine une baisse du poids
sec racinaire par rapport au traitement Fm. Pour les traitements Fm/Th et Fm/E, les poids
secs racinaires sont respectivement de 0,99 g et 1,07 g alors que pour le traitement Fm, il est
de 1,99 g. Par contre chez les plantes inoculées avec les souches PS1, cette application des
produits phytosanitaires n’a pas d’impact car les poids secs racinaires sont sensiblement
¢gaux a celui du traitement PS1 seul. Par exemple avec le traitement PS1/Th, le poids sec est
de 2,11 g alors qu’il est de 2,01 g pour le traitement PSI1. Par ailleurs, les produits
phytosanitaires utilisés dans le cas de la co-inoculation ont un impact négatif car les poids
secs ont été réduits fortement comparativement a la co-inoculation entre Fm/PS1. C’est le cas
des traitements Fm/PS1/Th avec 0,80 g et Fm/PS1/E avec 0,51 g comparativement au
traitement Fm/PS1 avec 2,88 g (tableau 10). Ces résultats montrent que les CMA sont plus

sensibles a I’effet des pesticides comparativement aux rhizobactéries.
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Tableau 10 : Effet des fongicide et nématicide aux doses recommandées sur la hauteur, les
poids secs aériens et racinaires des plants de tomates aprés 3 mois de culture

Traitements Hauteur des Poids secs aériens  Poids secs racinaires
plantes (cm) (8 (g
T 33,00 cd 8,03 bc 0,94 b
Fm 42,66 ab 10,69 ab 1,99 a
PS1 43,66 ab 10,68 ab 2,01 a
E 38,66 abc 516 ¢ 0,94 b
Th 40,33 abc 9,95 ab 0,99 b
Fm / PS1 46,00 a 14,29 a 2,88 a
Fm/Th 38,00 bc 10,06 ab 0,99 b
Fm/E 40,00 abc 9,40 bc 1,07b
PS1/Th 41,00 ab 12,01 ab 2,11a
PS1/E 41,66 ab 11,76 ab 2,16a
PS1/Fm/Th 36,66 bc 8,66 bc 0,80 b
PS1/Fm/E 26,66 d 7,43 bce 0,51b

Sur une méme colonne, les chiffres suivis d’une méme lettre ne présentent pas de différences significatives a

P<0,05 au test de Fisher.

Fm = Funneliformis mosseae =~ PS1 = Pseudomonas putida E = Ethoprophos = Thiofanate méthyl
2. Effet des fongicide et nématicide aux doses réduites sur la croissance

2.1. Effet sur la croissance en hauteur

Pour tous les traitements, les hauteurs des plantes sont supérieures par rapport aux
témoins avec des différences significatives (Tableau 11). La croissance en hauteur la plus
importante a été notée chez les plantes traitées avec PS1/Fm/E qui présentent une hauteur de

46,33 cm. Les plantes inoculées avec Fm/PS1 ne présentent pas de différence significative
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comparée aux traitements Fm ou PS1. L’application des produits phytosanitaires tels que le
Thiofanate méthyl ou I’Ethoprophos chez les plantes inoculées avec PS1 seul ou Fm, ou bien
Fm/PS1 n’a pas d’impact significatif sur la croissance en hauteur (tableau 11). C’est le cas par
exemple des traitements PS1/Th et Fm/E ayant des valeurs respectives de 42 cm et 42,33 cm
comparativement aux traitements Fm et PS1 dont les valeurs sont de 42,66 cm et 43,66 cm

(tableau 11).

2.2, Effet sur les poids secs aériens et racinaires

Chez les plantes inoculées avec Fm ou PS1 seuls, les poids secs aériens et racinaires
sont supérieurs a ceux des plantes témoins avec des différences significatives. Avec le
traitement PS1, le poids sec aérien est de 10,68 g alors que chez le témoin, il est de 8,03 g. Le
méme résultat est obtenu avec le traitement PS1 ou le poids sec racinaire est de 2,01 g
comparée au témoin avec 0,94 g (tableau 11). Cependant les poids secs aériens et racinaires
les plus importants ont été obtenus avec la co-inoculation entre Fm/PS1 avec des valeurs de
13,11 get 2,88 g. Les effets de ’application des produits phytosanitaires aprés inoculation des
plantes sont variables. Les fongicides et nématicides utilisés peuvent entrainer une baisse des
poids secs, comme c’est le cas du traitement PS1/E ou les poids secs aériens et racinaires sont
respectivement de 9,86 g et 1,31 g par rapport au traitement PS1 seul avec 10,68 g et 2,01 g
(tableau 11). Par contre 1’application de ces produits apres inoculation peut ne pas avoir
d’impact sur les poids secs comparativement aux plantes inoculées. C’est le cas du traitement

Fm/E avec un poids sec aérien de 10,66 g comparativement au traitement Fm avec 10,69 g.
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Tableau 11 : Effet des fongicide et nématicide aux doses réduites sur la hauteur, les poids
secs aériens et racinaires des plants de tomates apres 3 mois de culture

Traitements Hauteur des Poids secs aériens (g) Poids secs racinaires (g)
plantes (cm)

T 33,00 b 803 d 094 d

Fm 42,66 a 10,69 bed 1,99 abc

PS1 43,66 a 10,68 bed 2,01 abc

E 41,66 a 10,33 bed 1,53 cd

Th 43,00 a 10,53 bed 1,52 cd

Fm / PS1 44,00 a 13,11 a 2,88 a
Fm/Th 43,66 a 12,60 ab 2,73 ab
Fm/E 4233 a 10,66 bed 1,50 cd
PS1/Th 42,00 a 11,17 bc 1,46 cd
PS1/E 42,66 a 9,86 «cd 1,31 cd
PS1/Fm/Th 42,00 a 10,60 bed 1,77 bed
PS1/Fm/E 46,33 a 12,53 abc 1,88 bed

Sur une méme colonne, les chiffres suivis d’une méme lettre ne présentent pas de différences significatives a

P<0,05 au test de Fisher

La comparaison de ces résultats montre que la croissance en hauteur des plantes est plus
importante si les produits phytosanitaires sont appliqués a de faibles doses comparativement
aux doses recommandées. Par exemple, avec 1’application du Thiofanate méthyl a la dose de
30 ml/10 1, la hauteur des plantes pour le traitement Fm/Th est de de 43,66 cm, comparée a la
dose de 60 ml/10 1 ou elle est de 38 cm. Par ailleurs, chez les plantes inoculées avec Fm ou
PS1 seul, et traitées avec les pesticides a faibles doses, les poids secs aériens et racinaires
obtenus sont plus importants a 1’exception des traitements PS1/E et PS1/Th avec des valeurs
respectives de 9,86 g et 11,17 g, comparativement aux doses ¢élevées ou ona 11,76 get 12,01
g pour les mémes traitements. L’application des produits phytosanitaires chez les plantes co-
inoculées avec Fm/PS1 s’est révélée plus bénéfique pour la stimulation de la croissance des
plantes car tous les paramétres de croissance ont ¢été augmentés significativement,

comparativement aux doses recommandées.
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Conclusion

Les résultats obtenus ont montré que 1’application de fongicide (Ethoprphos) et de
nématicide (Thiofanate méthyl) a de fortes doses peut avoir un impact négatif sur les CMA et
les Pseudomonas fluorescents. Les faibles doses de pesticides testées n’ont pas d’impact
majeur sur les parametres de croissance, qui ont connu une hausse par rapport a 1’application

de ces produits aux doses recommandées, a I’exception de quelques traitements.

IV. Impact de ’inoculation de plants de tomate par des CMA et des Pseudomonas
putida en agriculture intensive

1. Le taux de mycorhization

Chez les plantes inoculées avec Funneliformis mosseae, les fréquences et intensité de
mycorhization sont de 70 % et 14,40 % (tableau 12). Lorsqu’il s’agit de I’association entre le
champignon Funneliformis mosseae et Pseudomonas putida, une baisse significative de la
fréquence et de I’intensité de mycorhization a été notée avec des valeurs de 30 % et 3,96 %
comparées aux plantes traitées avec Fm seul. Cependant, I'utilisation du nématicide, le
thiofanate méthyl n’a pas eu d’impact sur le CMA car la fréquence obtenue est de 73,33 %,
soit une hausse de 3,33 % par rapport au traitement Fm et ces valeurs ne présentent pas de
différences significatives. Chez ces mémes plantes, les intensités de mycorhization sont de
14,40 pour le traitement Fm et 11,76 % pour Fm/Th. Par contre 1’application du fongicide
chez les plantes inoculées avec Fm se traduit par des effets néfastes sur la mycorhization. Par
exemple avec le traitement Fm/E la fréquence de mycorhization est de 16,66 %, ce qui
représente une baisse de 53,44 % comparée au traitement Fm et les intensités de
mycorhization sont de 0,3 %, soit une baisse de 14,1 %. Par ailleurs, lorsque les produits
phytosanitaires sont appliqués chez les plantes co-inoculées avec Fm et PS1, une
augmentation significative du taux de mycorhization est notée comparativement a la co-
inoculation entre Fm/PS1 ou les valeurs sont moins importantes, sauf pour le traitement

PS1/Fm/E (tableau 12).
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Tableau 12 : Effet des microorganismes et produits phytosanitaires sur I’établissement de la
mycorhization

Traitements Fréquence de Intensité de
mycorhization mycorhization
T 00d 00 c
Fm 70,00 a 14,40 a
PS1 00d 00 c
Fm x PS1 30,00 c 3,96 be
Th 00d 00 c
E 00d 00 c
Fm x Th 73,33 a 11,76 ab
Fmx E 16,66 cd 0,30 ¢
PS1 x Th 00d 00 c
PS1x E 00d 00 c
Fm x PS1 x Th 60,00 ab 8,26 abc
Fmx PS1xE 36,66 bc 2,43 be

Sur une méme colonne, les chiffres suivis d’une méme lettre ne présentent pas de différences significatives a

P<0,05 au test de Fisher.

2. Le rendement

Les figures 21 et 22 montrent les fruits de tomate récoltés au niveau des parcelles.
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Figure 21 : Disposition des plantes de tomate au niveau des parcelles

Figure 22 : Fruits de tomates récoltés au niveau des parcelles
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Pour tous les traitements, les rendements obtenus sont supérieurs a celui du témoin
(4,28 t/ha), toutefois, les valeurs ne présentent pas de différences significatives a 1’exception
des traitements PS1 et du Témoin. L’inoculation des plantes avec les microorganismes a des
impacts bénéfiques qui se traduisent par une augmentation des rendements comme c’est le cas
pour le traitement PS1 avec 12,59 t/ha. Cette valeur est presque deux fois plus importante
comparée aux traitements Fm et PS1/Fm avec des rendements respectifs de 6,56 t/ha et 6,03
t/ha. Les effets de ’application des produits phytosanitaires sont variables. Les traitements
nématicides et fongicides chez les plantes inoculées avec Fm se traduisent par une baisse de
rendement par rapport au traitement Fm seul. Le constat est le méme chez les plantes
inoculées avec PS1. Cependant, pour ce qui est de la co-inoculation entre PS1/Fm, le
rendement obtenu est de 6,03 t/ha et est inférieur comparé au traitement Fm seul ou PS1 seul.
Avec I’application des pesticides chez ces plantes co-inoculées, 1’utilisation de I’Ethoprophos
a entrainé une augmentation du rendement avec 9,48 t/ha, ce qui n’est pas le cas avec

I’application du Thiofanate méthyl ou le rendement est de 4,63 t/ha (figure 23).

1

Fm x PS1 FmxTh FmxE PS1xTh PS1xE FmxPS1 FmxPS1
XTh xE

N

N gendgments(t/ha.)

N

Traitements

Figure 23 : Effet des microorganismes et produits phytosanitaires sur le rendement
T =Témoin Fm = Funneliformis mosseae PS1 = Pseudomonas putida Th = Thiofanate méthyl

E = Ethoprophos
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3. L’indice de Galle

Concernant ’indice de galle, les résultats obtenus n’ont montré aucune différence
significative pour tous les traitements (Figure 24). Il faut noter que 1’inoculation avec les
souches de Pseudomonas putida a entrainé une baisse de I’indice avec 2,45 comparée au
témoin avec 3,25 ; alors que pour le traitement Fm, cet indice augmente légérement pour
atteindre 3,83. Ce qui se traduit par la présence de nombreuses petites galles sur les racines
des plantes de tomate inoculées avec Fm ou PS1. Par contre, dans le cas de la co-inoculation
entre Fm/PS1, cet indice devient treés élevé avec une valeur de 5, ce qui traduit la sévérité des
attaques avec 25 % des racines infestées. Chez les plantes inoculées ou non, les traitements
phytosanitaires n’ont pas eu d’impact significatif sur I’indice de galle car les valeurs obtenues
se situent entre 2,5 et 3,9. Ces valeurs ne présentent pas de différences significatives
comparées aux traitements PS1 seul et Fm seul ou les indices sont respectivement de 2,45 et

3,83.
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Figure 24 : Indice de galle
T =Témoin Fm = Funneliformis mosseae PS1 = Pseudomonas putida Th = Thiofanate méthyl

E = Ethoprophos
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Conclusion

L’inoculation des plantes de tomate avec Pseudomonas putida a permis d’obtenir le
rendement le plus élevé avec une valeur maximale de 12,59 t/ha. En effet, chez ces plantes
inoculées, une baisse de 1’indice de Galle a été notée avec une valeur de 2,45, contrairement a
la co-inoculation entre Funneliformis mosseae et Pseudomonas putida. L’application des
pesticides a des doses réduites chez les plantes inoculées, n’a pas donné les résultats
escomptés, car les rendements obtenus ne présentent aucune différence significative avec les

témoins non inoculés a I’exception du traitement PS1.
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DISCUSSION



L Isolement, identification des microorganissmes et production d’inoculum

Les résultats obtenus pour I’identification des isolats bactériens ont révélé une parfaite
correspondance entre les méthodes phénotypiques et protéomiques. Cette derniére méthode a
montré des pourcentages de similitudes allant de 76,6 % et 91,5 % entre les souches testées.
Ces résultats sont en conformité avec les travaux de Blondiaux et al., (2013) qui mettent en
¢vidence les performances du MALDI-TOF comparés a certains systemes d’identifications de
référence. Par ailleurs, des études réalisées par Bizzini et Greub (2010), ont démontré que les
performances d’identification des bactéries Gram négatif par cette nouvelle technologie ont
pu atteindre des pourcentages ¢levés supérieurs a 60 %. De plus, cette technique a été utilisée
dans des ¢études spécifiques qui ont essentiellement évalué sa capacité a identifier les
différentes espéces bactériennes chez les bacilles a Gram négatif tels que les Pseudomonas

putida (Degand et al., 2008).

Nos résultats ont révélé une forte présence de Pseudomonas putida au niveau de la
rhizosphére des plantes de tomate comparativement au sol non rhizosphérique ou aucune
souche fluorescente n’a été isolée. Ces microorganismes sont donc capables de coloniser
efficacement les systémes racinaires. D’apres Alexander, (1977), les petits bacilles a gram
négatif représentaient une part significative de la microflore associée a la rhizosphére. De
plus, Pseudomonas est le genre le plus abondant dans la rhizosphére parmi les bactéries a
Gram-négatif du sol, et l'activit¢ PGPR de certaines de ces souches est connue depuis de
nombreuses années (Probanza et al., 2002). Ils peuvent constituer plus de 60 % de la
microflore bactérienne rhizosphérique (Digat et Gardan, 1987). Ces résultats confirment
I’effet rhizosphere qui a été décrit par plusieurs auteurs (Samia, 2012), c’est-a-dire, la densité
des bactéries est plus ¢élevée dans la rhizospheére que dans le sol distant des racines
(Lugtenberg et Kamilova, 2009). Selon, Sutra et al., (2000) et Berg et al., (2005), les
Pseudomonas fluorescents peuvent étre présents respectivement a des densités de 5,10 —
1,10° et 1,1.10° - 6,7.10° cfu/g de sol, et a des densités de 1,10°— 6,10° et 3,6.10" - 7,6.10’
cfu/g de sol rhizosphérique. Ces rhizobactéries sont des hétérotrophes typiques. Elles
nécessitent donc des composé€s organiques comme source d'énergie. Leurs besoins sont
enti¢rement comblés a l'intérieur méme de la rhizosphere car cet environnement est
caractérisé par des interactions entre les exsudats racinaires et ces microorganismes (Bell-
Perkins et Lynch, 2002). Ces exsudats racinaires incluent la sécrétion d’ions, d’oxygene libre,
d’eau, d’enzymes, de mucilages ainsi qu’un grand nombre de métabolites primaires et
secondaires (Bertin et al., 2003). Les rhizobactéries trouvent ainsi dans la rhizosphere de ces
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plantes, un grand nombre de nutriments favorables a leur développement (Rajkumar et al.,
2010), ce qui expliquerait leur absence dans les sols nus. Ils peuvent agir fortement sur la
nutrition des plantes par des mécanismes variés (Lugtenberg et Kamilova, 2009 ; Ma et al.,

2011).

S’agissant de la mycorhization, les taux de colonisation racinaire sont supérieurs a 50 %.
Des travaux antérieurs réalisés par Nedorost et Pokluda, (2012), ont aussi montré des taux
similaires chez des plantes de tomate mycorhizées par des CMA. Les champignons
mycorhiziens constituent ainsi une composante « clé » dans les relations plante-sol. Ces
champignons, présents dans les sols de la plupart des écosystémes, sont capables de former
des associations symbiotiques avec les racines de nombreuses espéces végétales terrestres

(environ 80 %) (Strullu, 1991 ; Van der Heijden et al., 1998a).

II. Interactions entre les champignons mycorhiziens et les bacteries en serre

L’inoculation des plantes de tomate avec les souches de Funneliformis mosseae,
Glomus aggregatum et Pseudomonas putida a induit des effets positifs sur leur croissance et
développement. Le taux de mycorhization, les poids secs aériens, racinaires de méme que la
croissance en hauteur ont été fortement augmentés comparativement aux plantes de tomate
non inoculées avec des différences significatives sur sol stérile et non stérile. Ces résultats
sont conformes a ceux obtenus par Younes, (2014) et Diop et al., (2013) qui ont montré que
I’inoculation des plantes de Thuya par des champignons mycorhiziens du genre Glomus
entraine une stimulation de la croissance qui se traduit par une augmentation des biomasses
seches. Par ailleurs, Kloepper et Schroth, (1981c) ont aussi démontré que les souches de
Pseudomonas fluorescents étaient capables de provoquer une augmentation de la croissance
chez des plantes de pomme de terre. Cette stimulation de la croissance par les champignons
mycorhiziens arbusculaires et les rhizobactéries tels que les Pseudomonas est fortement
corrélée a une amélioration de la nutrition hydrominérale, la production de régulateurs de
croissance, de molécules antifongiques... (Smith et Read, 2008). En effet, ’inoculation des
plantes avec des Pseudomonas fluorescents ou des champignons mycorhiziens favorise la
solubilisation du Phosphate, la stimulation de l'absorption de l'azote atmosphérique en le
rendant assimilable par les plantes (Glick ef al., 2007). C’est le cas de Pseudomonas putida
qui a été identifié comme une rhizobacterie solubilisant le phosphate soit par minéralisation
des phosphates organiques, grace a des phosphatases, soit par solubilisation des phosphates

inorganiques, sous 1’effet d’acides (Bano et Musarat, 2003 ; Harris et al., 2006 ; Khan ef al.,
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2009 ; Tripathi et al, 2011). D’autres travaux ont montré que les CMA possedent les
équipements enzymatiques nécessaires a 1’utilisation de I’ammonium et des nitrates (Strullu,
1991 ; Azcon-Aguilar et Barea 1992). Les hyphes ont aussi la possibilité d’acquérir des
minéraux peu mobiles dans le sol comme 1’azote, permettant ainsi a la plante de I’assimiler.
Par ailleurs, les souches de Pseudomonas putida, utilisées en tant qu’inoculant améliorent le
développement des racines via la production de certaines phytohormones (Bloemberg et
Lugtenberg, 2001), telles que des auxines dont I’acide indole acétique (AIA), des cytokinines
et des gibbérellines (Vessey, 2003). Ces régulateurs de croissance jouent un réle important
dans I’élongation des racines ou I’¢largissement des tissus au niveau de la plante. Elles
produisent également de nombreux métabolites antifongiques (Weller et al., 2002) tels que
des phénazines, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine et le DAPG (2,4 - diacetylphloroglucinol) qui
sont les antifongiques les plus fréquemment détectés (Haas et Défago, 2005). Ces bactéries
sont ¢également capables de synthétiser des sidérophores appelés pyoverdines ou
pseudobactines. Ces molécules sont impliquées dans 1’amélioration de la croissance des
plantes (Lemanceau et al., 2009) et contribuent a I’acquisition du fer par les végétaux

(Vansuyt et al., 2003).

Les résultats obtenus sur sol stérile et sur sol non stérile ont montré que pour tous les
parametres étudiés, les valeurs les plus élevées ont été obtenues chez les plantes de tomates
co-inoculées avec les rhizobactéries et les champignons mycorhiziens. Ces microorganismes
partagent des habitats communs, c'est-a-dire la surface des racines. Ils peuvent interagir dans
la rhizosphere au cours de leurs processus de colonisation des racines en tant que
microorganismes associés (Azcon, 1989) et stimuler la croissance des plantes de maniere
efficace (Toljander ef al., 2007). Ainsi, de nombreux travaux ont montré¢ 1'effet synergique
obtenu en inoculant simultanément un microorganisme type PGPR et un champignon
endomycorhizien (Meyer et Linderman, 1986). Cependant les effets de la co-inoculation sur
les plantes de tomate sont variables. Ils se traduisent soit par une augmentation ou une
diminution des poids secs aériens, racinaires ou de la croissance en hauteur comparativement
a la simple inoculation par les champignons seuls ou les Pseudomonas. Par exemple sur sol
stérile, la co-inoculation entre Funneliformis mosseae et PS1 a induit une augmentation du
poids sec aérien comparativement au traitement Funneliformis mosseae seul avec un gain de
15 %. Par contre sur sol non stérile, cette co-inoculation se traduit par une baisse du poids sec
racinaire comparée aux traitements Funneliformis mosseae seul ou PS1 seul avec une

différence significative. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Edwards et al.,
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(1998) qui ont montré que la co-inoculation de plantes de tomates avec des CAM et autres
microorganismes de la rhizosphére tels que les Pseudomonas peut produire soit des effets
positifs ou négatifs sur la biomasse végétale et sur la mati¢re séche. Les effets bénéfiques
obtenus s’expliquent par le fait que I’association des endomycorhizes et des Pseudomonas
fluorescents s’accompagne d’une plus grande stimulation de la croissance de la plante que la
seule inoculation bactérienne ou fongique (Meyer et Linderman, 1986 ; Oliveira et al., 1987).
Par contre les baisses de croissance constatées avec la co-inoculation comparées a la seule
inoculation bactérienne ou fongique peuvent s’expliquer par le fait que la microflore
rhizosphérique est constituée d’un ensemble de microorganismes en équilibre et que si la
souche introduite ne colonise pas la rhizosphére de facon agressive, son activité bénéfique ne
peut s’exprimer car 1’équilibre microbien antérieur a 1’inoculation se rétablit rapidement

(Baker et Cook, 1974).

III. Effets de différentes doses de pesticides associées a des microorganismes
(Pseudomonas putida et Funneliformis mosseae) sur la croissance de la tomate en
conditions controlées

Les CMA tels que Funneliformis mosseae et les rhizobactéries comme Pseudomonas
putida améliorent positivement la croissance des plantes de tomate. Ces travaux ont été
confirmés par plusieurs auteurs qui ont montré que les champignons mycorhiziens
arbusculaires contribuent a la croissance des plantes par le role bénéfique que joue cette
association dans la nutrition minérale (Camprubi et al., 2000 ; Ba et al., 2001) et hydrique
(Augé et al., 2004). Leur effet sur le développement et la croissance du symbiote végétal se
traduit par une augmentation de la hauteur et du poids des plantes mycorhizées par rapport
aux plantes non mycorhizées et I’importance du systéme racinaire (Binet et al., 2007 ; Echairi
et al., 2008 ; Saad, 2009). Par ailleurs, Les effets bénéfiques des rhizobactéries du groupe des
Pseudomonas peuvent étre li€s a la promotion directe de la croissance des plantes notamment
par la production d'hormones, la solubilisation du phosphate ou la fixation de 1'azote (Zehnder
et al., 2000 ; Vidyasekharan et al., 2001 ; Khabbaz et al., 2015 ; Rodriguez-Blanco et al.,
2015).

Les résultats obtenus ont montré aussi que les poids secs aériens, racinaires et la
croissance en hauteur des plantes sont plus importants dans le cas de la co-inoculation
comparés a la simple inoculation par le champignon seul ou le Pseudomonas seul. Ces

résultats s’expliquent par le fait que les CMA peuvent interagir positivement avec les
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Pseudomonas du sol en affectant la croissance de la plante. Ces résultats sont conformes a
ceux de Babana et Antoun, (2006) ; Barea et al., (2002) qui ont prouvé que les bactéries
désignées sous le terme de PGPR comme les Pseudomonas fluorescents sont capables de
solubiliser le phosphate dans le sol et dont la présence améliore la colonisation des racines par
les CMA. Ces bactéries sont des auxiliaires a la mycorhization (Vivas et al., 2003 et 2005).
Par ailleurs, d’autres auteurs ont rapport¢ des influences positives sur la symbiose
mycorhizienne arbuscuaire aprés l'ajout de rhizobactéries comprenant des Pseudomonas
fluorescents. Par exemple, la double inoculation dun PGPR (Pseudomonas putida) et d'un
champignon mycorhizien arbusculaire a induit un accroissement additif de la croissance du
tréfle une fois additionnés plutdt que seuls (Meyer and Linderman, 1986). L’inoculation avec
le PGPR a non seulement augmenté la colonisation des racines par le champignon
mycorhizien, mais aussi la croissance mycélienne de spores de Funneliformis mosseae
(Azcon, 1987). De méme, Edward et al., (1998) ont montré qu’il existe un effet d’interaction
positif significatif entre les mycorhizo-pseudomonade chez des plantes de tomates traitées
avec des Pseudomonas. En plus ces rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes
pourraient coloniser aussi la rhizosphére et produire des métabolites secondaires. Ces derniers
agissent comme des antibiotiques naturels pour protéger les plantes de ’infection par les

phytopathogenes et favoriser leur croissance (Lugtenberg and Kamilova, 2009).

L’application des produits phytosanitaires tels que le Thiofanate méthyl et
I’Ethoprophos se traduit par des effets néfastes ou neutres sur les champignons mycorhiziens
(Funneliformis mosseae) et les rhizobactéries comme Pseudomonas putida. Ces mémes
résultats ont été décrits par plusieurs chercheurs qui ont montré que les pratiques culturales de
l'agriculture moderne avec les apports d'intrants chimiques ont un impact direct sur la flore
microbienne et les endomycorhizes arbusculaires en particulier (Gosling et al., 2006 ; Fortin
et al., 2008 ; Calonne et al., 2012). Les pesticides affectent donc les micro-organismes non
cibles en interférant avec les processus vitaux tels que la respiration, la photosynthese, les
réactions de biosynthése, ainsi que la croissance et la division cellulaire (DeLorenzo et al.,
2001). II a été démontré que la germination des spores de CMA et 1’élongation des hyphes
germinatives sont inhibées en présence de fongicides (Calonne et al., 2010 ; Twanabasu ef al.,
2013). C’est le cas de I’ajout de deux fongicides, dont le fenhexamide qui inhibait la
germination des spores de Rhizophagus irregularis, et cette inhibition augmentait avec la
concentration des fongicides (Zocco et al., 2008). Schweiger et Jakobsen, (1998) ont aussi

prouvé qu’en fonction des doses et des fongicides utilisés, leur effet sur le transport de
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phosphore par les hyphes mycorhiziennes, qui refléte leur vitalité, était plus ou moins affecté.
Des travaux effectués sur le riz (Oryza sativa), ont montré que 1’application du fongicide, le
chlorothalonil pouvait entrainer une diminution de la colonisation racinaire par Funneliformis
mosseae ainsi qu’une biomasse inférieure pour les plantes mycorhizées comparées aux plantes
non mycorhizées (Zhang et al., 2006). Cette diminution du taux de colonisation est due a
I’effet négatif des pesticides sur le CMA soit pendant les stades pré-symbiotiques par
I’inhibition de la germination et de 1’élongation des hyphes germinatives et donc la non
détection d’une racine hote ; soit pendant le stade symbiotique par la perturbation du
processus de colonisation racinaire (Debiane et al., 2009 ; Estaun, 1990). Ainsi, des études
différentes ont signalé une modification de I’architecture hyphale des spores de diverses
especes de CMA en germination, notamment en présence de certains fongicides (Calonne et
al., 2010). Ces spores ont tendance a germer de facon linéaire pour minimiser le contact avec
le fongicide contrairement a la germination de facon ramifiée. Une diminution de la
sporulation et du taux d’arbuscules dans les racines mycorhizées a été aussi observée en
présence de fongicides (Sainz et al., 2006 ; Campagnac et al., 2008, 2010 ; Zocco et al.,
2011). Par ailleurs, les bactéries du genre Pseudomonas fluorescents jouent un role important
dans la nutrition des plantes grace aux processus d’ammonification, de nitrification (Gobat et
al., 2010) et la dégradation de la matic¢re organique (Asimi, 2009). Cependant, les fortes doses
de pesticides entrainent un ralentissement du processus de dégradation des substrats carbonés
(Peacock, 2000). Nos résultats ont aussi montré que le Thiofanate méthyl et I’Ethoprophos
pouvaient ne pas avoir d’effets sur les souches de Pseudomonas fluorescents. Ce qui est
confirmé par les travaux de Siddiqui ef al., (2000), qui ont montré¢ que 1’utilisation des
fongicides seuls ou en association avec des Pseudomonas n’a eu aucun effet significatif sur la
croissance en hauteur des plantes. Cette absence d’effet des pesticides pourrait étre liée aux

composés utilisés.

Par contre, ’application des produits phytosanitaires a de faibles doses a induit de
facon générale une croissance plus importante des plantes de tomate, comparée aux doses
recommandées par les producteurs. Les faibles doses de fongicide et de nématicide semblent
donc ne pas avoir d’impact majeur sur les microorganismes du sol tels que Funneliformis
mosseae et Pseudomonas putida. Ces résultats sont confirmés par les travaux de Schweiger et
Jakobsen (1998), qui ont prouvé que les fongicides pouvaient ne pas avoir d’effets et que
certains peuvent méme stimuler la colonisation, 1’absorption des éléments nutritifs notamment

lorsque les doses sont réduites (Burrows et Ahmad, 2007). C’est le cas du Triadimefon et du
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pyrazophos, deux fongicides qui favorisent la formation de mycorhizes (Von Alten et al,
1993). Ainsi, il semble que 1’effet des pesticides sur les champignons mycorhiziens et sur la
colonisation mycorhizienne varie avec les pesticides employés et les plantes associées (Abd-
Alla et al., 2000). Par ailleurs, les travaux de Malathi et al., (2002) ont montré que
I’utilisation d’un nématicide, le thiofanate méthyl a des doses réduites stimulait la croissance
des isolats de Pseudomonas fluorescens. Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait qu’il
existe une compatibilité entre certains microorganismes du sol et les pesticides utilisés a
faibles doses. Cette compatibilité a ét¢ mise en évidence entre des souches de Pseudomonas
fluorescens et un fongicide, 1'azoxystrobine a des concentrations de 5, 10, 50, 100 et 250 ppm
(Ongena et al., 2013). En plus, Gore et Altin (2006), ont prouvé lors d’une expérience in
vitro que 1’application de Thiofanate méthyl aux doses de 0, 1, 3, 10, 30 et 100 pg/ml
n’affecte pas les souches de Pseudomonas fluorescens. Des observations visuelles sur la
pigmentation fluorescente, la croissance et le dénombrement de la bactérie ont révéleé
I’existence d’une compatibilité entre le nématicide et les souches de Pseudomonas. Mis a part
cette compatibilité, les souches de Pseudomonas putida sont capables d'éliminer avec succes
les résidus d'Ethoprophos et qu’il existe une relation positive entre la taille de l'inoculum et le
taux de dégradation de I'é¢thoprophos dans le sol. Cette dégradation peut se faire sans phase de
latence quand les souches de Pseudomonas putida sont introduites dans le sol avec une

densité d’environ 10° cellules (Dimitrios ef al., 2000).

IV. Impact de ’inoculation de plants de tomate par des CMA et des Pseudomonas
putida en agriculture intensive

Les microorganismes, Funneliformis mosseae et Pseudomonas putida exercent une
influence positive sur la croissance et le développement des plants de tomates. Cet effet se
traduit par une augmentation des rendements chez les plantes de tomate inoculées. Des
résultats similaires ont ét¢ mentionnés par d’autres auteurs (Satranier al., 2009 ; Zougari-

Elwedi et al., 2012).

Les microorganismes solubilisant le phosphate tels que les Pseudomonas fluorescents
peuvent augmenter les rendements des cultures (Vessey, 2003). Ces résultats positifs ont été
confirmés par Nezarat et Gholami, (2009) sur des cultures inoculées par les rhizobactéries
promotrices de croissance végétale. Des essais pratiqués au champ ont montré que
I’inoculation des plantes de mais par des souches de Pseudomonas spp a généré une

augmentation du rendement des cultures de laitue de 18 % (Smith, 1995). Biari et al., (2008)
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ont expliqué I’augmentation des rendements de mais obtenus au niveau des plants inoculés
avec les rhizobactéries par 1’absorption plus accrue d’azote, du phosphore, du potassium,
du fer, du zinc, du manganése et du cuivre. Selon Contesto et al., (2008), 1’effet positif des
rhizobactéries promotrices de la croissance végétale des plantes est di a la synthése
d’hormones végétales qui modifient le niveau des hormones endogenes. D’apres Khalid et
al., (2004), les bactéries produisant I’auxine (AIA) dans le sol générent une augmentation
remarquable du rendement des récoltes.

Par ailleurs, 1’inoculation des plantes avec des champignons mycorhiziens arbusculaires se
traduit le plus souvent par 1’obtention de meilleurs rendements par rapport aux témoins. Les
travaux de Nwaga et al., (2004) chez des plantes de mais mycorhizées ont montré une
augmentation de rendement de 52 a 59 % par rapport au témoin alors que pour cette méme
spéculation, une augmentation de 77 % a été notée par Uphoff et al., (2006). En plus chez la
tomate mycorhizée, cette augmentation est de 116 % d’aprés Jemo et al., (2007). Ces
résultats s’expliquent le plus souvent par une amélioration de la nutrition minérale et hydrique
des plantes mycorhizées par des champignons, comme cela a ét¢ démontré par plusieurs
auteurs (Javelle et al., 2008 ; Gavériaux, 2012). L'absorption des éléments nutritifs constitue
la premicre grande fonction attribuée aux champignons mycorhiziens arbusculaires chez les
plantes-hotes (Fortin et al., 2008). On peut citer entre autres, la nutrition phosphaté car les
champignons mycorhiziens arbusculaires rendent accessibles les ions phosphates solubles,
présents dans les petits interstices du sol et qui ne sont pas accessibles aux poils absorbants
(Smith et Read, 2008) ; I’azote, le potassium et les oligoéléments sont aussi bien assimilés par
les complexes mycorhiziens (He et Nera, 2007).

Nos résultats ont aussi montré que les fréquences et intensité de mycorhization les plus
élevées ont été obtenues chez les plantes de tomate inoculées avec Funneliformis mosseae
avec des valeurs de 70 % et 14,40 %. Des résultats similaires ont été obtenus chez des racines
de plantes de tomate colonisées par des CMA avec taux de mycorhization supérieurs a 50 %
(Nedorost and Pokluda, 2012). Par contre les travaux de Banito et al., (2015) chez des racines
de tomate mycorhizées, ont montré des taux inférieurs a 50 %. Bien qu’il y ait une
compatibilité fonctionnelle entre especes végétales et les CMA déterminant 1’association
préférentielle entre les symbiotes (Diaga et al., 2003), les essais d’inoculation au champ de
plants avec un champignon n’ont pas toujours donné les résultats espérés, en raison de la
compétition exercée la présence d’autres microorganismes (Barea et al., 2002). Par ailleurs,
I’inoculation des plants de soja par les CMA a permis d’augmenter significativement le

rendement en gousses formées, des graines au niveau des plants inoculés par rapport aux
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plants non inoculés. Ce résultat s’expliquerait par la réussite de I’infection mycorhizienne, da
a la capacité des CMA a développer des hyphes et a mobiliser I’eau et le phosphore soluble du
sol (Smith and Read, 2008).

Dans le cas de la co-inoculation entre Fm et PS1, le rendement en fruits de tomate est de
6,03 t/ha. Il est inférieur a I’inoculation avec Fm seul ou PS1 seul, mais supérieur au témoin
non inoculé¢ avec aucune différence significative. Cette association peut entralner une
augmentation de la croissance des plantes de tomate de facon synergique (Gamalero et al.,
2004), effet connu des genres Funneliformis et Pseudomonas. Toutefois, Il est important de
noter qu’il existe toujours des interactions entre les groupes microbiens du sol, avec des effets
pouvant étre néfastes pour la plante (Whipps, 2001). Le champignon mycorhizien
Funneliformis mosseae peut donc exercer un effet antagoniste sur les souches de
Pseudomonas putida. Ces effets antagonistes seraient liés a une compétition trophique entre
les symbiotes (Weber ef al., 2005) et pourraient entrainer cette réduction de rendement dans le
cas de l'association entre PS1 et Fm par rapport a l'inoculation de plantes avec PS1 seul. Par
ailleurs, d’autres champignons mycorhiziens semblent inhiber la formation de biofilms de
certaines bactéries utiles (Peres De Carvalho et al., 2015) sur les hyphes fongiques ; rendant

ainsi difficile la colonisation des racines et des hyphes.

Les traitements nématicides et fongicides chez les plantes inoculées avec Fm se traduisent
par une baisse de rendement par rapport au traitement Fm seul. Le constat est le méme chez
les plantes inoculées avec PS1. Ces résultats s’expliquent par le fait que l'utilisation des
pesticides dans les cultures peut atteindre le sol et entrainer une perturbation du métabolisme
ou des activités enzymatiques locales (Engelen ef al., 1998, Liu et al., 2008, Hussain et al.,
2009) telles que la B glucosidase, la déshydrogénase, les phosphatases, la protéase et l'uréase
sécrétées par ces microorganismes (Gianfreda et Rao, 2008). Ce phénomeéne conduit a une
réduction considérable de la disponibilité¢ des €léments nutritifs pour les plantes et la fertilité
du sol, d’ou une baisse des rendements des cultures. L’utilisation des pesticides altere la
communauté microbienne des sols, ne permettant plus aux plantes cultivées de profiter
pleinement des propriétés de ces microorganismes (Fortin et al., 2008). Par exemple les
fongicides, en particulier peuvent avoir un impact direct sur la colonisation et la sporulation
des CMA et méme aboutir a leur disparition (Fortin et al., 2008). En outre, la germination des
spores de CMA et I’¢élongation des hyphes germinatives sont inhibées en présence de
fongicides (Calonne et al., 2010 ; Twanabasu et al., 2013). Cette inhibition a également été

observée chez des souches de Pseudomonas putida en présence de pesticides
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(Chen et al., 2009). En plus, les pesticides en persistant dans le sol entrainant une
déstabilisation des écosystémes du sol, ce qui nuit fortement aux effets des rhizobactéries
(Agarry et al., 2013 ; Ahemad ef al., 2009). Par contre, d’autres chercheurs ont démontré des
réponses treés positives des cultures a 1’inoculation au champ malgré la présence de facteurs
plutot défavorables a la survie et a I’expression des fonctions des mycorhizes (Douds et al.,
2007 ; Pellegrino et al., 2011). Par ailleurs, les baisses de rendement constatées dans le cas de
I’inoculation avec Funneliformis mosseae comparativement a I’inoculation avec
Pseudomonas putida peuvent étre liées a la fertilisation car les apports d’engrais augmentent
instantanément 1’offre de phosphore disponible aux plantes. Selon Grant et al., (2005), I’effet
de I’inoculation sur les rendements des plantes diminuerait avec 1’augmentation de la
biodisponibilit¢ des phosphates dans le sol. Selon Kahiluoto et al., (2000), dans un sol tres
riche en cet ¢élément, 1’association mycorhizienne pourrait mener a une réduction du
rendement des plantes en raison d’un déséquilibre du ratio colt sur bénéfice de la symbiose au
profit du champignon. Les espéces de CMA sont globalement reconnues pour étre moins
efficaces et peuvent méme étre de nature parasitique pour la plante hote, ¢’est-a-dire que le
CMA prend plus d’énergie a la plante qu’il lui en procure par I’absorption de nutriments

(Johnson, 1993).

Les PGPR du genre Pseudomonas sont capables de contrdler les agents pathogenes via la
production d’antibiotiques et de sidérophores (Shivakumar, 2007). Ils peuvent également
stimuler la croissance végétale et réduire I’impact de certaines maladies (Viswanathan et
Samiyappan, 1999). Chez les plantes inoculées avec les souches de Pseudomonas putida, la
valeur de I’indice de galle est faible et est de 2,45. Ils peuvent induire une résistance
systémique contre différents agents pathogenes parmi lesquels, les nématodes en condition de
plein champ (Ramamoorthy ef al., 2000). Par exemple, chez des plantes de tomate cultivées
en plein champ, le niveau d’infestation des nématodes a galle Meloidogyne incognita est
réduit suite a un bain racinaire de souches de Pseudomonas fluorescens (Santhi and
Sivakumar, 1995 ; Kloepper et Ryu, 2006). Les rhizobactéries promotrices de la croissance
des plantes ont réduit de fagon significative les masses d'ceufs sur les racines causées par les
nématodes des cultures de tomates, ce qui a permis d'accroitre le rendement (Kokalis-Burelle
et Dickson, 2003). Ces Pseudomonas possedent une activité antagoniste a large spectre contre
les agents phytopathogénes comme les nématodes (Weller et al., 2002). Par contre, nos
résultats ont montré que chez les plantes traitées avec Funneliformis mosseae, le taux

d’infestation est légerement supérieur a celui des témoins non inoculés. Les CMA en
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symbiose avec les plantes entrainent des modifications dans la composition et I’activité de la
microflore, pouvant avoir un effet dépressif ou stimulant sur le développement des
microorganismes tels que les nématodes (Kaznelson et al., 1992). Les travaux de Banito et al.,
(2015) ont montré que 1’inoculation de plantes de tomate par des champignons mycorhiziens
du genre Funneliformis a engendré une bonne mycorhization, mais un fort taux d’infestation
des racines par les nématodes. Cependant ces résultats sont en contradiction avec ceux de
Whipps, (2004) ; Liu et al., (2007) qui ont prouvé que chez les racines des plantes
mycorhizées, une atténuation des dommages causés par certains agents phytopathogénes tels
que les nématodes contrairement aux plantes non mycorhizées peut étre notée. En plus, Elsen
et al., (2005), dans leurs travaux sur [’interaction CMA-nématodes, ont montré une
suppression significative de la population de nématodes en présence des CMA du genre
Funneliformis. Ces effets s’expliquent par le fait qu’en présence d’un agent pathogene, la
plante dont les racines sont mycorhizées réagit en produisant des substances antibiotiques qui
inhibent la croissance de ces ennemis (Fortin et al., 2008). Parmi ces substances, on peut citer
les phytoalexines, les enzymes de la voie phénylpropanoide, les chitinases, les b-1,3-

glucanases, les peroxydases (Gianinazzi-Pearson ef al., 1994).

L’application des pesticides chez les plantes inoculées n’a pas d’effet significatif sur
I’indice de galle. Les valeurs obtenues varient entre 2,58 et 3,83 et sont sensiblement les
mémes comparées aux plantes inoculées avec Fm seul ou PS1 seul avec respectivement 3,83
et 2,45. Les pratiques culturales moins intensives telles que les faibles apports d’intrants

pourraient stimuler les mycorhizes, tout en réduisant les bioagresseurs telluriques.
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CONCLUSION GENERALE ET

PERSPECTIVES




Conclusion générale et perspectives

La rhizosphére des plantes de tomate renferme de nombreux microorganismes tels que les
rhizobactéries, appartenant au groupe des Pseudomonas fluorescents. Parmi les
microorganismes qui ont ¢été isolés, 16 isolats ont été identifiés comme étant des

Pseudomonas putida avec des pourcentages de similarité compris entre 76 % et 92 %.

Les études conduites en milieu controlé ont révélé que I’inoculation de ces rhizobactéries
seules, ou bien en association avec des champignons mycorhiziens arbusculaires
(Funneliformis mosseae, Glomus aggrgatum), induit des effets bénéfiques qui se traduisent
par une augmentation du taux de mycorhization, des poids secs aériens, racinaires et de la
hauteur des plantes de tomate. Cependant, cette stimulation de la croissance des plantes est
plus importante dans le cas de la co-inoculation entre les CMA et les souches de
Pseudomonas putida. C’est le cas du couple Fm/PS1 ou les paramétres de mycorhization et de
croissance ont été augmentés aussi bien sur sol stérile et non stérile. Ces résultats positifs

traduisent 1’effet synergique qui existe entre ces microorganismes.

Il a également ét¢ démontré que 1’application des produits phytosanitaires comme le
fongicide (Ethoprphos) et le nématicide (Thiofanate méthyl) peut avoir un impact sur les
microorganismes lorsqu’ils ont appliqués a de fortes doses. Par contre, les faibles doses de
pesticides testées n’ont pas d’impact majeur sur ces microorganismes car les parametres de
croissance ont connu une hausse chez les plantes de tomate traitées. Ce qui suggere une

tolérance des pesticides par les CMA et les Pseudomonas a des doses réduites.

A partir de ces résultats obtenus en serre, un essai en plein champ a été effectué afin
d’évaluer I’impact de I’inoculation sur le rendement, en agriculture intensive. Les résultats de
I’application de la technologie de I’inoculation dans les itinéraires techniques agricoles ont
montré que le rendement en fruits le plus important est obtenu chez les plantes de tomate
inoculées avec les souches de Pseudomonas putida (12,59 t/ha). Par contre, ’application de la
co-inoculation entre Fm/PS1 n’a pas donné les résultats escomptés, car le rendement obtenu
est de 6,03 t/ha et est inférieur comparé au traitement Fm ou PS1 seul. Ces résultats sont
justifiés par le fait que les souches de Pseudomonas putida sont capables de contrdler les
dégats causés par les nématodes a galle. En effet, chez ces plantes, I’indice de galle est faible
avec une valeur de 2,45 ; ce qui n’est pas le cas avec la co-inoculation entre Fm/PS1 ou
I’indice est de 5. Cet essai a permis de montrer également que I’application des produits

phytosanitaires a des doses réduites constitue une source de stress pour les microorganismes
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en milieu naturel ; car chez les plantes inoculées avec Fm et PS1 et traitées avec le fongicide
ou nématicide, les rendements ont faiblement baissé par rapport aux plantes inoculées avec
Fm ou PSI seul. Ainsi, il ressort de cette étude que 1’inoculation avec les souches de
Pseudomonas putida est beaucoup plus avantageuse pour I’amélioration du rendement
comparée a I'utilisation du CMA ou des produits phytosanitaires. Néanmoins [’utilisation de
ces microorganismes se traduit par une amélioration de la croissance des plantes de tomate et

par conséquent une hausse du rendement par rapport aux plantes témoins non inoculées.

Ces résultats permettent d’envisager avec 1 utilisation des rhizobactéries et des CMA, des
systémes culturaux plus sains. En effet, I’apport de ces microorganismes pourrait permettre
une réduction des produits phytosanitaires et présenter un avantage économique et écologique

intéressant.

Pour une bonne intégration de biofertilisant a base de ces microorganismes symbiotiques
(champignons mycorhiziens / bactéries) dans les itinéraires techniques de production

maraicheére, il faut :

- Sensibiliser ’opinion, les professionnels du secteur, sur le réle majeur de ces
microorganismes pour une production d’aliments plus sains, de bonne qualité et

respectueuse de I’environnement ;

- Réaliser des tests en culture in vitro pour selectionner des souches pures de CMA et de

Pseudomonas fluorescents plus performantes ;

- Réaliser des tests en culture in vitro et en serre pour une meilleure connaissance des

interactions entre ces microorganismes et les pesticides ;
- Intégrer les ressources fongiques symbiotiques et bactériennes dans les itinéraires
techniques agronomiques pour une meilleure productivité et une gestion raisonnée des

pesticides ;

- Mettre sur pied une unité de production de biofertilisants pour répondre aux besoins

des agriculteurs.
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Annexes

Annexe 1: Annexe 1 : Milieu King B (King et al., 1954)

Protéose peptone 20g
K2HPO4 1,5¢
MgS04,7H20 1,5¢
Glycérol 10ml
Agar 20g
Eau distillée 1L

Ph 7+0,2




Annexe 2 : Principe MALDI-TOF



Annexe 3 : Solution minérale de Long Ashton (Hewitt, 1966)

Macroéléments mg/1
KNOs3 400
K,S04 350
Ca (NO3), 4H,0O 900
NaH,PO4, H,O 200
MgS0s, 7TH,O 500
Oligoéléments

MnSOg4 2,5
CuSO4, 7H,0 0,25
ZnS0,, TH,O 0,3
H3;BO; 3,0
Nacl 5,0
(NH4)sM070,4,4H,0 5ml/100L

EDTA-Fe (13%)(11g/l) 4ml




Annexe 4 : Notation de I’infection mycorhizienne (classe 0 a classe 5) selon Trouvelot et
al. (1986)

’
. -~

0 1 2 3 4 5

0% <1% <] 0% <50% >50% >90%

La fréquence de mycorhization (F) :
F (%)=(N—-ng)/Nx 100

Avec N =nombre de fragments observés et no =nombre de fragments sans trace de

mycorhization.
L’intensité de colonisation (M) :
M% = [(95 X 1’15) + (70 X n4) + (30 X 1’13) + (5 X Ny +l’11)] /N

ou ns, Ng,...N; sont les nombres de fragments notés 5, 4,..., 1 respectivement ; classe 5 : plus
de 91 %, classe 4 : de 51 a 90 %, classe 3 : de 11 a 50 %, classe 2 : moins de 10 %, classe 1 :

trace et classe 0 : pas de mycorhization.



Annexe 5 : Notation : Echelle de Zeck, 1971

0:

Systéme racinaire
complet et sain,
Pas d'infestation.

>

13

Trés peu de petites
galles peuvent étre
détectées aprés
examen.

s7

&

De petites galles plus
nombreuses et
facilernent détectables

7

a3:

Nombreuses petites
galles, quelques galles
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o7

i

4:

Nombreuses petites
galles, quelques
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majorité du systéme
racinaire fonctionne
encore. 57

6:

25 % du systéme
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galles et ne fonctionne
plus

6:
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plus.
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Ae |
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10:
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Abstract:

In Senegal, the Niayes zone plays an important role in the economyof the country. It is
the main horticultural production area. Among the cropscultivated, tomato (Solanum
lycopersicum L.) is the second place ofhorticultural crops. However, this crop is confronted
with biotic and abioticconstraints leading to lower yields. Thus, the objective of this study is
toevaluate the impact of beneficial microorganisms such as rhizobacteria fromthe group of
fluorescent Pseudomonas (Pseudomonas putida) and arbuscularmycorrhizal fungi
(Funeliformis mosseae) on the productivity of tomatoes.Soil samples were taken from the
rhizosphere of tomato plants. The bacterialstrains were isolated by the method of suspensions
dilutions, and then seededon King B medium. Their identification was carried out by using
the MALDITOFmass spectrometer. In order to evaluate the effect of thesemicroorganisms on
productivity, an experiment was conducted in the field forthree months. An experimental
device with three randomize blocks wasadopted with four block treatments: T (control), PS1
(Pseudomonas putida),Fm (Funneliformis mosseae) and PS1 + Fm. The results obtained
showed thatthe inoculation of tomato plants with PS1 or in combination with Fm inducedthe
best yields with values exceeding respectively 5 t / ha and 1.5 t / hacompared with non-
inoculated plants. The yield reductions observed in thecase of co-inoculation between Fm and
PS1 compared with PS1 treatmentalone would suggest an antagonistic effect. These strains of
Pseudomonasputida constitute an alternative for the increase of tomato productivity in
theNiayes zone.
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Effet de la salinité sur la densité des isolats de Pseudomonas spp fluorescents de rhizosphére

de plants de tomate, d’aubergine et d’oignon au Sénégal
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RESUME

Parmi les microorganismes de la rhizosphére, figurent les Pseudomonas spp
fluorescents qui sont des bactéries d’intérét agricole (Plant Growth Promoting Rhizobacteria).
Ces Pseudomonas pourraient permettre le développement de certaines plantes des sols salés et
jouer ainsi un role important dans la réhabilitation de ces sols au Sénégal. Ainsi I’objectif de
cette étude est d’évaluer I’effet de différentes concentrations de NaCl sur la croissance de
Pseudomonas spp fluorescents. Des prélevements de sol ont été effectués au niveau de la
rhizosphere de trois spéculations (oignon, aubergine, tomate) et sur sol nu. Les souches ont
¢été isolées par la méthode des suspensions dilutions, puis ensemencées sur milieu King B.
L’identification des isolats a été effectuée par observation sur table UV. Trois isolats ont été
sélectionnés et purifiés sur milieu King B pour chaque échantillon de sol. Afin d’évaluer
I’effet de la salinité sur ces souches, les concentrations suivantes ont été appliquées : 0 M ;
0,17 M ; 0,34 M ; 0,51 M ; 0,70 M ; 0,85 M et 1,03 M. Les résultats obtenus apres 72 h
d’incubation montrent que les souches se développent pour des concentrations en NaCl allant
de 0 M a 0,51 M. Les concentrations supérieures entrainent une réduction du nombre de
colonies pour tous les isolats. Il existe un seuil de tolérance au sel pour chaque souche de
Pseudomonas. Cependant, les souches isolées de la rhizosphere de plants d’oignon sont plus
résistantes au sel par rapport aux isolats des rhizospheres de plants de tomate et d’aubergine.
Ces isolats de Pseudomonas pourraient étre utilisés dans les sols salés afin d’améliorer les
rendements des cultures.
© 2018 International Formulae Group. All rights reserved.
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Témoin 04d 0d
Glomus aggregatum 11350 100 a
Glomus aggregatum+ Soufre 1533 a 25533b
Glomus aggregatum+ Diméthoate 139¢ 66.66 ¢
Glomus aggregatum+ Manébe 1230 a 23330b
Glomus aggregatum+ Péropal 133¢ 66.66 c

#*Pour chaque colomme, las valaurs suiviss de la mémes lattee n2 sont pas significatramant diffSentes an sauil
da probabilité deP= (.05 (tast de Newman et Kauls).

CONCLUSION
Les fongicides (Soufre et Manébe) appliqués 2 des doses de 0.5% peuvent &tre conseillés aux horficulteurs pour une amélioration
significative de la mycorhization des cultures de tomates.

RETOMBEES SCIENTIFIQUES
Ces travaux ont permis 1z mise zu point d'une nouvells technelogie (meculum 2 base des champignons mycothiziens arbusculaires).

IMPACTS SOCIO-ECONOMIQUES
Cette technelogie pourra Stre zppliquée en maraichage dans le but de maximiser les rendements mais aussi de protéger environnement
tout en réduction 1utilization des pesticides.

Mots-cles : Lycopersicton snculsnium, pesticides, Mveorhization
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Résumé

La tomate (Solanum lycopersicum L.) est 'une des principales cultures industrielles pratiquées. Cette culture est
trés sensible aux attaques parasitaires, ce qui justifie I'utilisation intensive des intrants de synthése pour
augmenter la productivité. Toutefois, 1’utilisation abusive de ces produits présente des effets néfastes sur la santé
humaine et I’environnement. Des ¢études ont ét€é menées pour évaluer I'impact de [’inoculation des
microorganismes bénéfiques (Champignons mycorhiziens arbusculaires — Pseudomonas fluorescents) dans les
itinéraires de production maraichére afin de réduire ’utilisation des produits phytosanitaires. Les prélévements
de sol effectués au niveau de la rhizosphére de plantes de tomate ont permis de caractériser différents isolats de
rhizobactéries appartenant au groupe des Pseudomonas fluorescents. L’identification de ces isolats a partir
d’approches phénotypiques et de la spectrométrie de masse MALDI-TOF a révélé une appartenance de tous les
isolats au méme genre et a la méme espece (Pseudomonas putida) avec des pourcentages de similarité compris
entre 76 % et 92 %. Les tests réalisés en milieu contr6lé ont montré que ces rhizobactéries sont capables de
s’associer avec des champignons mycorhiziens arbusculaires. C’est le cas de 1’association du couple
Pseudomonas putida — Funneliformis mosseae qui se traduit par une stimulation efficace de la croissance des
plantes de tomate. A partir de ces résultats, un essai a été lancé pour évaluer I’impact de différentes doses de
pesticides sur ces microorganismes. Les résultats ont montré que [’application des produits phytosanitaires
comme le fongicide (Ethoprphos) et le nématicide (Thiofanate méthyl) ont un impact sur les microorganismes
lorsqu’ils sont appliqués a de fortes doses. Les essais menés en plein champ pour évaluer ’impact de
I’inoculation sur le rendement, en agriculture intensive, ont montré que 1’apport des microorganismes s’est
révélé plus bénéfique comparé a ’application des produits phytosanitaires a des doses réduites, car le rendement
le plus important a été obtenu chez les plantes de tomate inoculées avec Pseudomonas putida (12,59 t/ha).

EVALUATION OF THE POTENTIAL OF MYCORRHIZAL AND RHIZOBACTERIAL INOCULANTS ON
TOMATO DEVELOPMENT IN SENEGAL.

Summary

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the main industrial crops. This crop is very sensitive to parasitic
attacks. This justifies the intensive use of synthetic inputs to increase productivity. However, misuse of these
products has adverse effects on human health and the environment. The objective of this study is to evaluate the
impact of inoculation of beneficial microorganisms (arbuscular mycorrhizal fungi - fluorescent Pseudomonas) in
vegetable production routes in order to reduce the use of phytosanitary products. Soil samples from the
rhizosphere of tomato plants have been used to isolate and characterize different rhizobacterial isolates
belonging to the group of fluorescent Pseudomonas. The identification of these isolates from phenotypic
approaches and MALDI-TOF mass spectrometry revealed that all isolates belong to the same genus and species
(Pseudomonas putida). The percentages of similarity obtained are between 76% and 92%. Tests carried out in a
controlled environment have shown that these rhizobacteria are capable of associating with arbuscular
mycorrhizal fungi. This is the case of the combination of the pair Pseudomonas putida - Funneliformismosseae
which results in an effective stimulation of the growth of tomato plants. High-performance couples were used to
evaluate the impact of different doses of pesticides on these microorganisms. The results showed that the
application of phytosanitary products such as fungicide (Ethoprphos) and nematicide (Thiofanate methyl) have
an negative impact on microorganisms when applied at high doses. Field trials have shown that the contribution
of microorganisms is more beneficial compared to reduced dose pesticides because the highest yield was
obtained in tomato plants inoculated with Pseudomonas putida with 12.59 t/ ha.

Discipline: Sciences de la Vie et de la Santé

MOTS-CLES : Inoculation - Funneliformis mosseae — Pseudomonas putida — pesticides — rendement






