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Résumé
Les pesticides chimiques sont largement utilisés par les agriculteurs burundais pour lutter contre

les maladies fongiques de la tomate. Les effets sanitaires de ces produits sont connus d’étre non
négligeables. Dans 1’objectif d’avoir des produits alimentaires non contaminés, des méthodes
alternatives de lutte sont utilisées. Le présent travail a fait des investigations sur 1’efficacité des

bactéries bénéfiques du genre Bacillus contre ces maladies de la tomate.

L’objectif de cette recherche est tout d’abord d’identifier les champignons pathogénes, pour la
tomate, responsables des altérations en champ. Il vise ensuite a connaitre si les fongicides
pulvérises sur les tomates peuvent étre enlevés par le lavage a 1’eau. En fin, des bactéries
bénéfiques du genre Bacillus sont utilisées pour lutter contre I’une des maladies identifiées de

la tomate.

(1) Un échantillon de tomates a été récolté a partir d’un champ traité avec différents pesticides
(mancozeb, Eureka, Dithane, ...). L’isolement sur le milieu PDA, des champignons qui

colonisaient la chair de la tomate, a été effectué au LAMSA/Université du Burundi.

(2) Un échantillon de tomate a été collecté au marché de COTEBU pour analyser les résidus
des pesticides. Cette analyse a été effectuée en utilisant la chromatographie sur couche mince
(CCM).

(3) Alternaria solani a été confronté a Bacillus nakamurai et Bacillus velezensis QST 713 in
vitro et in vivo. Les confrontations in vitro ont été réalisées au LAMSA et I’essai in vivo a été

installé au centre d’innovation de I’'ISABU a Mparambo, en province de Cibitoke.

Les résultats indiquent que : (1) Fusarium sp. et Alternaria sp. constituent les principaux
champignons pathogénes pour la tomate ; (2) les résidus des pesticides restent présents sur la
peau de la tomate, méme apres lavage; (3) sous les conditions qui régnaient a Mparambo, B.
nakamurai était plus efficace contre Alternaria solani que B. velezensis QST 713. Cette

efficacité de B.nakamurai contre A. solani a également été observeée in vitro.

L’importance de I’effet de B. nakamurai par rapport a B. velenzesis QST 713 serait due a sa
grande adaptabilité dans les conditions climatiques locales surtout qu’elle a été isolée dans les
sols du Burundi alors que B. velezensis a été isolé en Europe. Cette bactérie (B. nakamurai)

serait un bon candidat pour le controle de I’alternariose de la tomate au Burundi.

Mots clés : Champignons phytopathogénes, Pesticides chimiques, santé du consommateur,

biocontrole.
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Abstract
Chemical pesticides are widely used by Burundian farmers to control fungal diseases of

tomatoes. The health effects of these products are known to be significant. In order to have
uncontaminated food products, control alternatives are used. The present work investigated the

effectiveness of beneficial bacteria of the genus Bacillus against these tomato diseases.

The objective of this research is first of all to identify the pathogenic fungi for tomatoes which
cause alterations in the field. It then aims to find out if the fungicides sprayed on the tomatoes
can be removed by washing with water. Finally, beneficial bacteria of the Bacillus genus are

used to fight against one of the identified tomato diseases.

(1) A sample of tomatoes was taken from a field treated with different pesticides (mancozeb,
Eureka, Dithane...). The isolation on the PDA medium, of the fungi that colonized the flesh of

the tomato, was carried out at LAMSA/University of Burundi.

(2) A tomato sample was collected at the COTEBU market to analyze pesticide residues. This

analysis was carried out using Thin Layer Chromatography (TLC).

(3) Alternaria solani has been screened with Bacillus nakamurai and Bacillus velezensis QST
713 invitro and in vivo. The in vitro confrontations were carried out at LAMSA and the in vivo

test was installed in the ISABU innovation center at Mparambo, province of Cibitoke.

The results indicate that: (1) Fusarium sp. and Alternaria sp. are the main pathogenic fungi for
tomatoes; (2) pesticide residues remain on tomato skin even after washing; (3) under the
conditions prevailing at Mparambo, B. nakamurai was more effective against Alternaria solani
than B. velezensis QST 713. This effectiveness of B. nakamurai against A. solani was also

observed in vitro.

The importance of the effect of B. nakamurai compared to B. velezensis QST 713 would be due
to its great adaptability in local climatic conditions, especially since it was isolated in the soils
of Burundi while B. velezensis was isolated in Europe. B.nakamurai would be a good candidate

for the control of tomato alternaria in Burundi.

Keywords: Phytopathogenic fungi, chemical pesticides, consumer health, biocontrol.
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Avant-propos
Au cours de ce mémoire, nous mettons en relation la lutte chimique contre les champignons

pathogenes pour la tomate, la présence des résidus des pesticides dans les tomates vendues et
I’exposition de la santé humaine. Ce travail procédera ainsi a la proposition d’une alternative
de lutte biologique permettant d’éviter la présence des résidus des pesticides chimiques dans la
tomate/fruit. En effet, ces residus sont connus depuis longtemps comme étant a 1’origine des

maladies pour la santé de I’homme et des problémes pour I’environnement.

Comme activités, ce travail procédera d’abord a I’isolement des champignons pathogénes pour
la tomate dans les fruits mdrs. La deuxiéme activité consistera a analyser qualitativement les
résidus dans les tomates prétes a étre consommées. In fine, ce travail comparera ’effet de
biocontréle de Bacillus nakamurai (souche autochtone) a celui de Bacillus velezensis QST 713
(souche commercialisée dans certains pays développés) comme alternative a la lutte chimique.

Les contraintes n’ont pas manqué. Nous avions prévu d’analyser quantitativement les résidus
des pesticides avec des équipements avancés (HPLC ou GC) et un échantillon de tomate a été
envoye en Belgique pour y étre analysé et les résultats ne sont pas encore disponibles. Nous

avons dd recourir aux équipements disponibles localement (CCM).
Ce travail est constitué par deux parties principales, a savoir :

1. Larevue bibliographique, qui comprend trois chapitres dont (i) la culture de tomate ; (ii) usage
des pesticides chimiques, un risque pour la santé ; et enfin (iii) la lutte biologique, un remede
naturel a I’impact des pesticides chimiques. Dans le chapitre culture de tomate, nous montrons
les généralités sur la culture de tomate et les raisons conduisant les agriculteurs & appliquer
les pesticides. Le deuxieme chapitre traite de I’'impact de ces pesticides utilisés en champ sur
la santé humaine. Le troisiéme chapitre, quant a lui, parle des travaux de recherche déja menés

sur ’utilisation des biopesticides comme alternative a la lutte chimique.

2. Lapartie pratique comprend quatre chapitres dont (i) matériel et méthodes ; (ii) résultats ; (iii)
discussion des résultats ; (iv) Conclusion et recommandations. Dans le premier chapitre de
cette deuxiéme partie, nous montrons le matériel et la méthodologie utilisée pour (1) isoler les
champignons pathogenes dans les fruits de tomates mures; (2) analyser les résidus des
pesticides dans la tomate ; (3) évaluer le niveau de biocontréle offert par Bacillus nakamurai
et Bacillus velezensis QST 713 contre Alternaria solani. Dans le deuxiéme chapitre, nous
montrons les résultats obtenus en utilisant chacune des méthodologies précédemment
énumérées. Le troisiéme chapitre discute des résultats obtenus dans le deuxiéme chapitre pour

enfin donner une conclusion et émettre des recommandations dans le quatrieme chapitre.
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Introduction

La tomate est aprés la pomme de terre, le légume le plus consommé dans le monde (Laterrot,
2013). L utilisation des pesticides chimiques permet d’aboutir a de grande production de cette
culture (de Cordova & Martinez, 2021). Or, I’utilisation des pesticides devrait tenir compte
certaines connaissances car, si on prend 1’exemple des fongicides, ils ont plusieurs modes

d’action et plusieurs types de classification (Leroux, 2003).

La vigilance dans I’emploi des fongicides s’aveére plus que nécessaire, surtout que leur
utilisation peut aller jusqu’a plus de 50% des pesticides utilisés dans certains pays (S.F., 2021)
ce qui justifie leur place importante dans la lutte chimique contre les maladies des plantes
(Leroux, 2003).

Au Burundi, le mancozeb est le fongicide le plus fréqguemment utilisé par les agriculteurs dans
le traitement des tomates qui sont cultivées par plus de 80% d’agriculteurs burundais sur une
superficie moyenne de 11,5 ares par ménage (Ministére de 1’agriculture et de 1’élevage & la
FAO-Burundi, 2013). Malheureusement, comme rapporté par Nimpagaritse (2019) qui précise
que les prix des fruits et Iégumes varient considérablement en fonction des saisons, au Burundi,
les tomates ne sont produites en grande quantité que durant la saison séche. Par contre, durant
la saison des pluies, suite aux conditions de température et d’humidité (Rurema, 2019) qui
coincident avec les préférences des champignons pathogenes pour la tomate (Blancard, 2013 ;
Loiseau, 2010 ; Hamini, 2011), les tomates deviennent donc malades et les agriculteurs n’ont
pas d’autre choix qu’appliquer les pesticides pour les traiter. Niyongere et al. (2015) ont montré
que I’application des pesticides sur les tomates au Burundi est faite deux fois par semaine par
plus de 40% d’agriculteurs alors que I’application devrait étre faite une fois les deux semaines
environ, d’apres les informations marquées sur les emballages. Okonya et al., 2019, quant a
eux, ont montré que les agriculteurs burundais appliquent les pesticides méme sur les fruits de
tomates préts a étre récoltés en essayant de limiter les pertes causées par les maladies. D’ou les
grosses taches de pesticides sur les tomates vendues dans les différents marchés de Bujumbura,
surtout durant la saison des pluies. Cela étant, la mauvaise utilisation de ces pesticides laisse
leurs résidus dans les produits de recolte (Arias et al., 2013). Ces résidus de pesticides sont
également retrouveés dans le sol, I’eau et dans 1’air (de Cordova & Martinez, 2021) malgré leurs

effets néfastes sur la santé humaine et environnementale (Marete et al., 2020).
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Des recherches déja réalisées ont montré qu’il est possible de contourner ces conséquences liées
a D'utilisation des pesticides chimiques en recourant aux biopesticides, qui sont soit des
microorganismes (Shoda, 2000 ; Abbas et al., 2019) soit des extraits des plantes (Mohammed,
2017) dans la protection des cultures. Toutefois, contrairement aux microorganismes qui se
retrouvent dans différentes niches écologiques comme le sol, I’eau et 1’air (Shoda, 2000 ; EPA,
2012) et que I’on peut isoler et multiplier, les extraits des plantes exigent I’exploitation des
végétaux malgré que les substances actives puissent représenter moins de 1% de la masse
végétale (Mohammed, 2017). Cela indique I’importance de privilégier 1’utilisation des

microorganismes en vue de préserver les végétaux qui sont nécessaires a I’environnement.

Dans I’objectif de promouvoir la lutte biologique considérée comme ayant moins de risques sur
I’environnement et la santé humaine, beaucoup de pays ont développé des politiques et des lois
diverses encourageant l'utilisation de biopesticides (Arora et al., 2016 ; Ministere francais de
I’agriculture et de I’alimentation, 2020) a action spécifiques (Arora et al., 2016), écologiques
et efficaces contre les maladies et ravageurs (Gupta et Dikshit, 2010).

C’est peut-étre dans ce sens qu’il y a des firmes de production des agents de biocontrole qui ont
commencé a étre installés en Afrique en vue de satisfaire les demandes locales en BCAs (Kesse-
Guyot et al., 2013). Ces firmes produisent plus particulierement les bactéries du genre Bacillus
(Kulimushi, 2017) qui est un genre de bacterie le plus représentatif et le plus étudié de tous les
BCAs (Demeule, 2020) en raison des avantages qu’elles offrent surtout dans les analyses
génétiques et leur aptitude a produire des composés fongicides, insecticides et antimicrobiens
différents (Shoda, 2000, Pérez-Garcia et al., 2011), et leur capacité a induire des réponses de
croissance et de défense chez la plante héte (Pérez-Garcia et al., 2011 ; Abbas et al., 2019).
Toutefois, ces bactéries n’ont pas tous la méme efficacité et n’offrent pas le méme niveau de
biocontrble. Shafi et al. (2017) suggérent qu’il reste toujours nécessaire de chercher de

nouvelles souches plus performantes en vue de remplacer les pesticides chimiques.

Ce travail de mémoire de master realise dans le cadre du projet de recherche pour le
développement (PRD 2019 Burundi) a pour objectif principal de proposer un moyen alternatif
de la lutte chimique contre les maladies de la tomate. Les objectifs spécifiques sont : (1)
identification des pathogénes majeurs de la tomate cultivée dans la plaine de I’Imbo ; (2) Mise
en evidence des pesticides chimiques les plus utilises pour lutter contre les maladies de la
tomate ; (3) évaluation du comportement des pesticides utilisés sur le fruit de la tomate (4)

proposition des solutions pouvant réduire les résidus de pesticides dans les fruits de tomate.
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Revue de la littérature

I. La culture de tomate

I.1 Généralités sur la tomate

1.1.1 Origine et historique de la tomate

La tomate prend son origine entre le Mexique et la cote Ouest de I’ Amérique du sud, dans une
zone délimitée a I’Est par les contreforts des Andes et s’étalant du sud de la Colombie au nord
du Chili. Apreés son introduction en Espagne au 16e siecle, la tomate a été diffusée en Afrique

ou elle s’est rapidement répandue (De Lannoy, 2001).

1.1.2 Classification taxonomique de la tomate

La classification de la tomate proposee par Linné est la suivante :

Reégne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Solanales

Famille : Solanaceae

Genre : Solanum

Espéce : Solanum  lycopersicon (Spooner et al., 1993)

Ce nom scientifique « Solanum lycopersicon » signifie « péche de loup » (de lucos : loup,
et persica : péche) (Petit, 2014) mais Miller a affiné cette classification en donnant a la tomate
le nom latin de Lycopersicon esculentum pour une reconnaissance comme plante alimentaire,

puisque esculentum désigne le caractere comestible (Toufouti, 2013).

1.1.3 Bréve description botanique de la plante

La tomate est une plante potagére herbacée, annuelle buissonnante, poilue, aux tiges grimpantes
de taille variant entre 40cm et 5m selon les variétés. La germination est épigee. Les cotylédons
ont parfois du mal a sortir des téguments, ce qui peut entrainer des déformations de plantules et
faciliter la transmission de virus.

Le systéeme racinaire est trés ramifié et est trés actif aux environs de 35 premiers centimétres

avec la possibilité d’atteindre 1m dans les sols profonds.

La tomate est cultivée pour ses fruits de formes et de couleurs variées. Le fruit est une baie

charnue a placentation centrale. L’épiderme, lisse et brillant, peut présenter, sur les fruits mirs,
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des couleurs différentes selon la variété. La taille et les poids des fruits different aussi selon les
variétés et vont respectivement de 1.5cm a plus de 10cm de diametre et de 1 gramme a 1

kilogramme (Toussaint & Baudoin, 2010).
1.1.4 Importance économique et nutritionnelle

La tomate est, aprés la pomme de terre, le légume le plus consommé dans le monde. Elle est
cultivée sous toutes les latitudes dans des conditions tres variées (climats, modes de production)
(Laterrot, 2013). Mais cela n’a pas été le cas depuis fort longtemps car, auparavant, on pensait
que la tomate était toxique (Bénard, 2009). Occupant, a lui seul, le quart du marché de tomates
dans le monde, le commerce de tomate industriel atteint un chiffre d’affaire de 10 milliards de

dollars américains (Fabre, 2020).

Au Burundi, bien qu’il y ait un manque des données, nous avons pu trouver que la tomate est,
aprés les amarantes, la deuxiéme culture la plus cultivée. Elle occupe, a elle seule, une
superficie de 11.5 ares par ménage et est cultivée par plus de 80% d’agriculteurs (Ministére de
I’agriculture et de I’¢levage & la FAO-Burundi, 2013).

1.1.5 Les exigences climatiques de la tomate

Beaucoup de facteurs (Température, humidité, lumiere, air, eau, fertilisant, pH du sol, etc)
(Caron, 2018) peuvent influer sur la croissance d’une culture de tomate mais nous allons
considérer ceux qui sont en lien avec les facteurs de croissance des microorganismes
(champignons phytopathogénes surtout) qui sont susceptibles de causer des dommages a la

production des tomates : Température et I’humidité relative.

1.1.5.1 Température

Gosselin et Trudel (1984) ont montré I’influence de la température sur le systéme racinaire, la
croissance de la tomate (végétation) et méme sur le rendement de la tomate. Leurs résultats ont
montré que les tomates développent beaucoup le systéme racinaire a basse température tandis
qu’une végétation élevée et les plus hauts rendements sont obtenus aux environs de 25°C. Cette
température optimale a aussi été rapportée par Caburet et al. (2014) dans memento de

I’agronome.
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1.1.5.2 Humidité

Dans leur étude réalisée sur I’influence d’intrants innovants sur les propriétés du sol et la
production de tomate et d’aubergine, Konfe et al. (2019) ont trouvé que les taux d’humidité du
sol, sous culture de tomate, peuvent aller de 10 % a 19 % dépendamment de la variété. Quant a
I’humidité atmosphérique, elle est d’environ 76 % lors de la germination, 75- 80% durant le
développement en pépiniére, 70-80 % lors du développement végétatif, 60-80 % durant la
floraison et 60-70 % pendant le développement des fruits (Kansie, 2017).

1.1.6 Cycle biologique de la tomate

Le cycle de la tomate est trés variable, sa durée totale moyenne est de 130 jours pour les
différentes variétés (FAO, 2012). Il comprend les étapes suivantes :

1) Germination

La germination est le stade de levée conduisant la graine a la jeune plantule capable de croitre
normalement. Une température ambiante d’environ 20°C et une humidite relative de 70 & 80 %

sont nécessaires pour la germination (Bachir, 2017).
2) Croissance

La croissance de la tomate peut étre déterminée ou indéterminée. Pour le premier cas
(croissance determinée), la croissance se poursuit jusqu’a ce que les extrémités des tiges ne
produisent plus des fleurs, d’ou I’allongement impossible. Le nombre d’inflorescence est
déterminé. La récolte est groupée dans le temps et dans 1’espace. Pour le second cas (croissance
indéterminée), il y a une récolte prolongée et plus tardive. Le haut de la tige s’allonge de fagon
réguliére car la plante produit continuellement une nouvelle pousse ainsi que de nouvelles
feuilles et inflorescences. On peut avoir donc de nombreuses générations de fleurs et de fruits

et les plants peuvent atteindre plusieurs metres de longueur (Laure, 1994).
3) Floraison

C’est le développement des ébauches florales par transformation du méristeme apical de 1’état
végétatif, a 1’état reproducteur. A un certain moment de la croissance de la plante qui dure
environ un mois, la tomate produit des fleurs. Ces fleurs étaient auparavant des boutons floraux.
La floraison dépend de la photopériode, de la température et d’un apport equilibré en éléments
nutritifs (Bachir, 2017).
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4) Pollinisation

La pollinisation peut étre assurée par des bourdons d’élevage (Bombus spp.), des colonies
d’abeilles melliferes (Apis mellifera, Amegilla chlorocyanea et A. holmesi), d’abeilles sauvages
(Xylocopa olivacea, Amegilla sp., Halictus sp. et Hylaeus sp.) (Toni et Djossa, 2019) mais aussi
les syrphes et les papillons le peuvent également (Hodgson et Cadorette, 2019). Toutefois, la
bibliographie montre aussi que les tomates peuvent s’autopolliniser. Ainsi, Toni et Djossa
(2019) ont montré une différence sur les qualités, le poids, le diamétre des fruits obtenues entre
les tomates pollinisées par les insectes et les tomates autopollinisées. Ainsi, ils ont trouvé que
les abeilles pouvaient améliorer le taux de fructification de 6 a 29 % environ, le poids de 26 a
289 environ et le diamétre médian de 3,55 a 3,66cm environ. Le taux de fructification a

augmenté du simple au quintuple.
5) Fructification

La fructification désigne la formation ainsi que la production du fruit depuis sa conception
jusqu’a sa maturité (CCB Benchmark, 2021). La tomate a besoin d’une humidité atmosphérique

de 60 a 70% pendant le développement des fruits (Kansie, 2017).
6) Maturation du fruit

La tomate est un fruit climactérique c’est-a-dire dont le processus de maturation se caractérise
par une émission autocatalytique de 1’éthyléne associ€ée a une crise respiratoire (crise
climactérique). Une fois la capacité de répondre a 1’éthyléne acquise, ils ont la propriété
d’autonomie de maturation (Mbeguie-a-mbeguie, 2013). Toutefois, la maturation excessive

conduit a la pourriture/perte du fruit.
1.1.7 Les pertes de tomates

Les pertes de la tomate peuvent avoir lieu au niveau du champ comme elles peuvent survenir
apres la récolte ou lors de la conservation. Mais pour notre cas, nous allons nous borner sur les
maladies et ravageurs qui sont les principales causes des pertes au niveau du champ (FAO,
1983).

Il importe de signaler que les maladies observées au niveau du champ peuvent étre a 1’origine
des pertes post-récoltes surtout que les mauvaises décisions prises en amont de la chaine de
production peuvent réduire la durée de conservation du produit, méme dans des conditions
optimales de stockage (FAO, 2019) ce qui peut nuire a la qualité des aliments destinés a la

consommation humaine.
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1.1.7.1 Les ravageurs

Selon Trottin-Caudal et al. (1995), les principaux ravageurs sont : la noctuelle de la tomate ;
I’acariose bronzée ; les nématodes a galles, surtout sur les sols sableux ; les insectes ; thrips ;

punaises ; pucerons.

Toutefois, I’expérience a montré que 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 (Toufouti, 2013).
1.1.7.2 Les maladies fongiques de la tomate

Il existe beaucoup de champignons qui sont pathogénes pour la tomate et qui peuvent
provoquer des dommages a différents stades de croissance, sur les différentes parties (racines,
collet, tiges, feuilles et méme le fruit). Ainsi, on observe Alternaria solani, Phytophthora
parasitica. Fusarium solani. et Rhizoctonia solani en pépiniere. Aprés repiquage, les
champignons qui envahissent la tomate sont Pyrenochaeta Zycopersici, Colletotrichum
coccodes, Rhizoctonia bataticolu, Fusarium solani, Rhizoctonia solani au niveau des racines,
Phytophthora parasitica, Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum coccodes, Corticium rolfsii,
Alternaria sp., Fusarium sp., Rhizoctonia solani au niveau du collet (Davet et al., 1972). Mais
aussi Phytophthora infestans, Botrytis cinerea, Alternaria solani (Sainte-Agathe, 2020) sur les
parties aériennes. Toutefois, il existe des champignons qui attaquent les racines mais qui
peuvent se retrouver dans le fruit; I’exemple le plus courant est celui de Fusarium spp.
(Rakotoarimanga et al., 2014). Pour notre cas, nous allons nous intéresser aux maladies causées

par les deux derniers champignons évoqués précédemment.
1. Altérnariose de la tomate

Pouvant étre causée par différents champignons du genre Altenaria (Bessadat, 2014) dont
Altenaria alternata, Altenaria solani, A. tenuissima, A. arborescens, A. tomatophila.
L’altérnariose est 1’une des principales maladies de la tomate pouvant affecter toutes les parties
de la tomate a tous les stades de developpement (Davet et al., 1972 ; Sainte-Agathe, 2020).

Toutes ces especes partagent la méme taxonomie jusqu’au genre :

- Domaine : Biota

- Reégne : Fungi

- Phylum : Ascomycota

- Classe : Dothideomycetes
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- Ordre : Pleosporales
- Famille : Pleosporaceae
- Genre : Alternaria (INPN, 20205)

L’altérnariose est caractérisée par I’apparition de taches noires arrondies a la surface des
feuilles, des tiges et des fruits. Ces taches sont caractérisées par une croissance en anneaux
concentriques, donnant aux Iésions une forme de cercle (Loiseau, 2010). Le champignon libére
des conidies lorsqu’il régne des conditions atmosphériques seches. Par contre, la sporulation

est déclenchéee quand les conditions atmospheres sont humides et chaudes (Ooreka, 2020).

Les spores de Alternaria se conservent dans le sol, sur les reliquats des cultures malades et sont
capables de survivre plus d’une année dans le sol ou a sa surface. Son mode de dissémination
est par le vent et la pluie (CDP, 2016).

L’infection & Alternaria spp. est due a la projection de spores sur la plante par le vent, la pluie
ou directement par contact entre les feuilles et le sol. La germination des spores et I’infection
nécessitent la présence de 1’eau libre (Loiseau, 2010). Une pluie légere suffit pour déclencher
la contamination qui s’effectue a des températures comprises entre 18°C et 25°C.
La propagation rapide de la maladie est ensuite dépendante de la fréquence des rosées matinales
ou des précipitations. Ensuite les spores issues des taches déja formées propagent la maladie
sur les autres plants (CDP, 2016).

La figure 2 montre les Symptdmes de Alternaria solani sur Solanum tuberosum (méme famille
que la tomate) (A) et les conidies de Alternaria solani (B) qui infectent la plante pour enfin

causer des symptomes.

Figure 1 : Symptomes de I’alternariose et conidies de Alternaria solani
Source : CDP, 2016
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2. Fusariose de la tomate

Pouvant étre causee par Fusarium oxysporum lycopersici, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-

lycopersici (IRIIS, 2021), Fusarium solani et Fusarium spp. (Davet et al., 1972). La taxonomie

del’

agent causal de la fusariose est la suivante :
Domaine : Biota
Regne : Fungi
Classe : Sordariomycetes
Ordre : Hypocreales
Famille : Nectriaceae
Genre : Fusarium (INPN, 2020p)

Fusarium spp. survit sur les débris de plantes, dans le sol, en forme de chlamydospores. La

germination de ces derniers est déclenchée par des substrats organiques ou exsudats racinaires,

d’ou la formation du mycélium. En présence d’une plante hote, ce mycélium envabhit les racines

suite a la pénétration de [’épiderme. Les hyphes mycéliens progressent inter et intra

cellulairement et colonisent le cortex jusqu’au niveau du cylindre central ou le parasite s’installe

dans

les vaisseaux du xyléme d’ou il se propagera dans la tige par I’intermédiaire des

microconidies aisément véhiculées par la seve (Hamini, 2011).

Dés

que les symptdmes apparaissent, ils se manifestent comme suit (Duval, 1991) :
Brunissement des racines et des vaisseaux situés au niveau du pivot et du collet ;
Chancre brun se développant sur le collet et la tige.

Systeme racinaire bruni et pourri

Feuilles supérieures fanent avant les feuilles inférieures et il y a décoloration jaune ou
doré.

Les fruits n'ont pas leur brillance normale.
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La figure 2 montre les symptémes de la fusariose causés par Fusarium oxysporum : (1) le chancre brun foncé du collet ; (2) le jaunissement et
flétrissement des feuilles ; (3) la pourriture des racines et du collet ; (4) plant témoin (sain) (Mohammed, 2017). La figure 3, quant a elle, montre
les conidies de Fusarium oxysporum comme présenté par Tivoli, 1988.

Figure 2 : Symptomes de la fusariose causée par Fusarium oxysporum sur la tomate

iy

Figure 3 : Conidies de Fusarium oxysporum
Source: Tivoli, 1988
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1.2 Lutte phytosanitaire avec les pesticides chimiques
1.2.1 Introduction

Les pesticides sont des substances utilisées pour lutter contre des organismes nuisibles. Dérivé
du latin pestis (fléau) et caedere (tuer), ils visent plusieurs cibles d’ou dérivent leurs noms :
insecticides (contre les insectes), rodenticides (contre les petits rongeurs), herbicides ou
désherbants, fongicides (contre les champignons), acaricides, nématicides (contre les vers),

molluscicides (contre les limaces) (Leveau, 2016).

La lutte chimique contre les agents phytopathogénes concerne essentiellement les champignons
responsables des maladies fongiques des plantes. Suite a leur importance dans 1’agriculture,
plusieurs critéres de classifications des fongicides ont été proposés. Ainsi, on peut trouver la
classification des fongicides en fonction de leurs modes d’action biologique (exemple :
préventif/curatif), de leurs comportements dans les plantes (exemple : contact, systémique), de
leurs structures chimiques et enfin la classification des matiéres actives selon leur mode

d’action biochimique (Leroux, 2003).

Vu l'ampleur de la croissance de 1’utilisation des pesticides dans [’agriculture, les
gouvernements ont procédé a 1’élaboration des réglementations sur la commercialisation et
I’utilisation de pesticides afin d’empécher des produits chimiques aux propriétés inacceptables
d’étre introduits sur le marché (FAO, 2017), surtout que 1’usage abusif des pesticides peut
entrainer, d’une part, le développement de souches fongiques résistantes et, d’autre part, des
risques pour I’homme, les organismes non cibles (Leroux, 2003) et pour l'environnement
(Deuse et al., 1996).

Deuse et al., (1996) ont rappelé que l'application des pesticides dans les pays en voie de
développement souffre souvent du manque de connaissances techniques et scientifiques ce qui
conduit a utiliser des produits interdits d’usage dans les pays industrialisés (LFDA, 2002) avec
comme conséquences la mise en danger de la santé humaine, animale et de I'environnement.
L’exemple le plus proche, qui ne date pas de longtemps, est celui des agriculteurs burundais
qui appliquaient et/ou appliquent des pesticides sur les tomates prétes a étre mises sur le marché

pour allonger leur durée de vie (Lisa, 2016).

Par ailleurs, au Burundi, il est connu que les stocks des produits chimiques périmés ou gérés de
fagon inappropriée existent. L’importation, la commercialisation et 1’utilisation frauduleuse des

produits chimiques sont aussi plus frequentes (MINEAGRI, 2020).
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La figure 5 montre la photo des tomates imprégnées de pesticides chimiques en vente au marché de COTEBU alors que la figure 6 montre les
tomates imprégnés de pesticides au marché de Gasenyi en mairie de Bujumbura.
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Figure 5 : Tomates portant des taches de pesticides en vente au marché de
COTEBU
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1.2.2 Classification des fongicides selon leur mode d’action

On désigne par ‘‘mode d’action’ le mécanisme biochimique utilisé par un produit
phytosanitaire pour entrainer la mort du bioagresseur visé (BASF, 2019). Ainsi, ces derniers
peuvent étre des champignons, insectes et mauvaises herbes (bayer-agri, 2021) qui sont détruits
respectivement par les fongicides, insecticides et les herbicides dont chacun a, a son tour, un
organisme international qui contr6le son efficacité. Ces organismes sont respectivement
Fungicide Resistance Action Committee's (Fishel et Dewdney, 2015), Insecticide Resistance
Action Committee's (Thomas et Ralf, 2015) et Herbicide Resistance Action Committee's (hrac,
2021). Pour le moment, nous allons nous focaliser sur les fongicides. Nous allons donner les

différentes classifications faites aux fongicides sur base de leur mode d’action.
1.2.2.1 Les fongicides a action curatives/préventives

Les fongicides peuvent agir en détruisant le champignon avant que celui-ci ne pénétre pas dans
la plante ; dans ce cas, on parle de traitement préventif. Par contre, si la maladie est déja en
incubation, le traitement n’est plus réalisé a titre préventif, mais curatif (Sanssené et al., 2008).
Les fongicides a action curative permettent de mettre a terme au développement d’un

champignon déja présent dans la plante (Bayer, 2021).

Pour étre efficace, les produits antifongiques a action préventive nécessitent de grosses
guantités. Donc, ces produits antifongiques nécessitent la formation, sur les surfaces végétales
a protéger, d'une barriere continue (sous forme d'un film liquide) ou discontinue (sous forme
d'un réseau de points tres denses et répartis de facon homogéne) ; la densité dimpacts
correspond au nombre de gouttes déposées par cm? (Lande, 1979).

1.2.2.2 Les fongicides systémiques et les fongicides de contact

Les fongicides systémiques sont penétrants et sont plus ou moins redistribués dans toutes les
parties de la plante par le systéme vasculaire de cette derniére (Blogowski, 2021) ce qui permet

la destruction des champignons qui y sont presents ; d’ou leur effet curatif (Carisse, 2008).

Les fongicides de contact sont, quant a eux, efficaces en prévention, mais des applications
répétées sont souvent nécessaires pour protéger le feuillage en croissance et contrecarrer la perte

d’efficacité du fongicide due au lessivage ou a la dégradation (Carisse, 2008).
1.2.3 Résistance aux antimicrobiens

Dans certaines régions, la résistance aux pesticides limite I’utilisation des pesticides d’origine
chimique (Boland et al., 2004). En France, par exemple, on a interdit depuis 2019, la vente,

I’utilisation et la détention des produits phytopharmaceutiques pour un usage non professionnel
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(Ministére francais des solidarités et de la santé, 2019). La loi tolére toutefois 1’'usage des
produits autorisés dans le cadre de 1’agriculture biologique (Ministére frangais de 1’agriculture
et de I’alimentation, 2020). Seuls les produits ‘‘de synthése chimique’’ ont été visés par la loi

(Ministere francais des solidarités et de la santé, 2019).

L’utilisation d’agents antimicrobiens dans la production alimentaire animale et végétale
représente un facteur de risque important pour la sélection et la transmission de micro-
organismes résistants aux antimicrobiens (WHO et FAQ, 2015) avec des conséquences avérées

sur la santé humaine.

I1. Les pesticides chimiques, un risque pour la santé

0. Introduction sur les risques des pesticides

Tout le monde veut vivre en bonne santé. L’alimentation a toujours été liée a 1’état sanitaire ;
de multiples maladies sont souvent causées par ce que 1’on mange (Beaune, 2001 ; Castronovo,
2003). Les risques sanitaires liés a la qualité des aliments peuvent se situer a différents niveaux :
(1) la mise au point de nouvelles semences répondant a un besoin précis (les OGMs sont,
comme montré par certaines études, responsables de certaines pathologies) (Ceballos et Kastler,
2004) ; (2) au niveau du champ en appliquant des pesticides pour lutter contre les maladies et
ravageurs des cultures (Zhou et al., 2004 ; Thevenin, 2017)

Pour les produits consommeés aprés transformation, certains travaux conduisent a se demander
si la transformation d’un produit constitue un niveau de risque ou pas. En effet, les travaux de
Aurore (2022) ont montré que certaines operations industrielles comme le lavage et I’épluchage
des fruits et Iégumes peuvent réduire les teneurs en résidus de pesticides de certaines denrées
alimentaires alors que d’autres opérations de transformation (comme la stérilisation) ne
changent rien ou méme peuvent faciliter la formation d’un composé plus toxique a partir des
pesticides, 1’éthylénetuouré. Cela montre combien il est incontournable d’optimiser la qualité
des produits alimentaires en amont, surtout que les opérations industrielles ne permettent pas

toujours d’¢éliminer ou de réduire les risques déja presents.

Des travaux de recherche déja réalises ont prouveé la présence des résidus des pesticides dans
les produits destinés aux consommateurs (Payrastre et Lukowicz, 2017). D’autres études ont
mis en évidence les doses pouvant causer des dangers pour la santé pour différentes substances
et les apports journaliers maximum théoriques ont été fixés (OMS, 1997). Pour essayer de
contraindre aux problémes d’exposition des consommateurs, les bonnes pratiques agricoles

permettant d’aboutir aux produits sains et sirs ont éte élaborées. Pour la tomate, les normes
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répétent sans cesse que pour aboutir a une tomate (fruit) de bonne qualité, contenant moins de
résidus des pesticides, il faut réduire les doses appliquées au champ tout en allongeant les
intervalles entre les traitements (les instructions marquées sur I’étiquette) mais aussi se rappeler

de la durée d’attente avant récolte (Golles et al., 2015).

Or, comme montré précédemment, les agriculteurs burundais augmentent les doses des
pesticides appliquees sur les tomates tout en réduisant les intervalles entre les traitements pour
essayer de lutter contre les maladies qui attaquent les tomates. Ils ignorent méme le délai
d’attente avant récolte quitte a appliquer des pesticides au jour de la récolte voire sur les tomates
récoltées. Le mancozeb est la substance antifongique la plus utilisée pour lutter contre les
champignons pathogenes pour la tomate (Okonya et al., 2019). C’est pour cette raison que ce
travail prévoit travailler sur cette substance active, mancozeb, qui est la plus utilisée au Burundi

mais interdit d’usage en Europe pour ses effets sur la santé humaine.

I1.1 Quelques notions relatives a I’exposition aux résidus de pesticides via

I’alimentation
11.1.1 La dose sans effet (DSE) et Dose journalier Admissible (DJA)

La dose sans effet est la quantité maximale d’une substance toxique (pesticide pour notre cas)
qui n’entraine aucune trouble détectable a I’organisme : que ¢a soit du trouble morphologique,
de croissance (ou développement) ou méme de la durée de vie de I'organisme cible dans des
conditions d'exposition définies (IUPAC, 2007).

La dose journaliere admissible ou DJA est, quant a elle, la quantité d’un pesticide qui peut étre
quotidiennement ingérée pendant toute la vie sans risque pour la santé. Elle est exprimée en
milligramme (ou microgramme) de résidus par kilogramme de poids corporel et par jour
(Herzine, 2016). La DJA est déterminée en divisant la dose sans effet (DSE) de I’animal le plus
sensible par 100 (Adimi, 2018) ou par 1000 qui sont des facteurs de sécurité variant en fonction
de la nature des effets observés entre les espéces et entre les individus (Charlier & Plomteux,
2002).

11.1.2 Apport journalier maximum théorique et Limite maximale des résidus

Un autre indice de toxicité qui puisse étre comparé a la DJA est I’apport journalier maximum
théorique (AJMT) (OMS 1997). Ce dernier correspond a la DJA multiplié par le poids corporel
fixé a 60kg (Charlier & Plomteux, 2002 ; IUPAC, 2007) qui est considéré comme un poids
corporel moyen estimatif (PNUE et al. 1989 ; OMS, 1997). Cette valeur de 60 peut varier dans

certaines régions ou le poids corporel moyen est différent de 60 (OMS, 1997).
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L’ AJMT est une prévision de I’apport maximum journalier en résidus d’un pesticide, faite en
supposant que les concentrations de résidus sont égales aux LMR (OMS, 1997). Il est donc
calculé en multipliant la quantité (en kg) de chaque aliment théoriquement consommeé par une
personne et de facon journaliere a la limite maximale de résidus puis en faisant la somme des
résultats obtenus. Il est exprimé en milligramme de résidus par personne (PNUE et al. 1989).
Dong, la différence entre la DJA et ’AJMT réside au fait que, pour une méme substance
toxique, la DJA reste la méme pour tout le monde tandis que I’ AJMT varie en fonction du poids

corporel du consommateur.

La LMR correspond, quant a elle, a un niveau maximal de résidus auquel on peut s’attendre
trouver dans un produit alimentaire donné en respectant les bonnes pratiques agricoles (BPA)
lors de I’application d’un pesticide (OMS, 1997). C’est pour cette raison que 1’on doit connaitre
tous ces indices toxicologiques (DSE, DJA, AJMT) avant de fixer la LMR car cette derniére
doit étre telle que I’apport soit inférieur a I’AJMT, calculé, a son tour, a partir de la DJA
(Charlier & Plomteux, 2002) calculé, a son tour aussi, a partir de la DSE (Herzine, 2016 ;
Adimi, 2018).

Toutefois, Charlier & Plomteux (2002) ont montré que les valeurs fixées pour ces indices
toxicologiques peuvent étre mises en question surtout en cas de multirésidus. Dans leur travail,
ils ont confirmé que méme quand on parvient a respecter les indices de toxicité, le
consommateur ne peut en aucun cas étre protégé a 100% suite aux interactions entre différentes
substances actives (Charlier & Plomteux, 2002). En effet, lorsqu’un individu est exposé a
plusieurs types de substances actives, elles interagissent et les effets sont toujours
imprédictibles suite au manque d’études scientifiques mettant en évidence ces mécanismes
d’interaction qui sont plus ou moins complexes (Payrastre, 2011). Ces interactions peuvent
avoir des effets d’antagonisme, additifs, synergistes et/ou de potentialisation (OMS, 1989 ;
Payrastre & Lukowicz 2017). Un autre effet méconnu est un effet cumulatif des résidus des

pesticides dans I’organisme humain (Payrastre, 2011).

11.2 Types d’interaction des pesticides dans I’organisme
11.2.1. Potentialisation

La potentialisation est une action dépendante dans laquelle une substance (pesticide pour notre
cas) se trouvant a une concentration ayant peu ou pas de toxicité augmente les dommages causés

par un autre pesticide (IUPAC, 2007) ; ce qui est un peu différent de 1’addition.
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11.2.2 L’addition

L’addition est I’effet li¢ a I’exposition a deux ou plusieurs pesticides agissant conjointement
mais sans aucune interaction entre eux. Dans ce cas, la réponse est égale a la somme des

réponses des substances prises isolement (OMS, 1989)

Il importe de signaler que les anciennes théories considéraient 1’addition et potentialisation
comme des sous-groupes de la synergie (OMS, 1989) mais les travaux recents considerent
chacun des trois (synergie, addition et potentialisation) comme une interaction a part (Rick &
Relyea, 2003 ; Brodeur et al., 2014 ; Payrastre & Lukowicz 2017).

111.2.3 La synergie
La synergie, en toxicologie, est définie comme une interaction entre les constituants d’un

mélange dans lequel un composé du mélange accroit I’effet des autres (Payrastre & Lukowicz,
2017).

11.2.4 L’antagonisme

Il est un type d’interaction entre les substances du mélange dans lequel il y a réduction des

effets par un ou plusieurs substances (Payrastre & Lukowicz, 2017).

Dans I’analyse critique de la littérature relative aux effets des mélanges de produits
phytosanitaires sur les mammiféres in vitro et in vivo réalisée par Rizzati et al. (2016) mais
aussi reporté par (Payrastre & Lukowicz, 2017), les données récoltées sur 78 études
sélectionnées montraient 1’existence de ces quatre types d’effets (additions, synergies,

antagonismes, potentialisation) au taux allant de 21 a 48%.
11.2.5 Les effets cumulatifs

Les effets cumulatifs sont des effets liés non seulement aux expositions récentes mais aussi aux
valeurs des expositions passées et/ou courantes en fonction du temps et du niveau de risque.
Donc, les effets cumulatifs ne dépendent pas seulement de la valeur la plus récente mais aussi

de valeurs observées dans le passé (Abrahamowicz & Sylvestre, 2011)

Sur ce point, quelques études commencent a étre réalisées afin de pouvoir fixer la limite

maximale des résidus en tenant compte des effets cumulatifs (Wolterink et al., 2016).
11.3 Effets pathologiques des pesticides sur la santé humaine

Les effets des pesticides peuvent se manifester immédiatement aprés exposition, on parle dans
ce cas de toxicité aigué. Ils peuvent apparaitre aprés de longue période d’exposition, toxicité

chronique. Les effets immédiats, aigués, comme les lésions cutanées, les brilures oculaires ne
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seront pas abordés au cours de ce chapitre car ils résultent d’une mauvaise utilisation ou d’un
usage accidentel des pesticides ; ces effets occupent une part tres faible des maladies causées
par I’utilisation des pesticides et ils peuvent étre maitrisés en respectant les régles de base en
matiére de securité (Cherina et al., 2012). Les maladies (pathologies) comme le cancer de la
prostate (Blanchet & Multigner, 2008), le cancer des testicules (Chasles, 2018) et les
mélanomes (Baldi et al., 2019) dont les origines restent encore méconnues combinant les
expositions professionnelles aux pesticides, les causes génétiques, environnementales et 1’age
(Blanchet & Multigner, 2008 ; Chasles, 2018 ; Baldi et al., 2019) ne seront pas évoqué dans ce
chapitre. Seuls les effets qui se manifestent, a long terme, apres exposition aux pesticides a de
faibles doses via I’alimentation seront abordés. Ce type d’effets constitue d’ailleurs une
préoccupation majeure des intoxications aux pesticides (Belhamel, 2016) et de plus en plus des
travaux continuent a étre réalisés afin de déterminer tous les risques liés a la consommation des

produits contenant des pesticides chimiques.

Parmi les effets a long terme liés a la consommation d’aliments contaminés par les pesticides,
nous allons parler des troubles endocriniens (Bretveld et al., 2006), de certains effets
cancérigenes et mutagénes mis en évidence in vivo et/ou in vitro. La grande partie de ces effets
sont causes par les fongicides de la famille des EBDC (éthylenebisdithiocarbamate) (Debbarh

et al., 2004). Nous allons aussi parler de certains troubles neurologiques.
11.3.1 Les troubles endocriniens

Certains pesticides sont connus (ou suspectés) d'avoir des effets hormonaux ou ovotoxiques
susceptibles de compromettre la fonction de reproduction (Hefni et al., 2005). Bretveld et al.
(2006) ont montré que les pesticides peuvent perturber la fonction hormonale du systeme
reproducteur féminin et en particulier le cycle ovarien. Les travaux de Farr et al. (2004) ont
montré que les pesticides perturbent le fonctionnement hormonal de 1’appareil reproducteur
féminin ce qui provoque I’allongement ou le raccourcissement du cycle menstruel. En
complément a ces travaux, les expériences menaient par Hefni et al. (2005) sur les animaux, en
les exposant aux pesticides via 1’alimentation, ont montré que certains pesticides peuvent
modifier le cycle menstruel et peuvent par la suite influencer la fécondité et le risque de troubles
hormonaux. Comme 1’a montré Bretveld et al. (2006) lindane, Mancozeb, Malathion sont des
exemples de pesticides qui sont a I’origine de cycles ovariens irréguliers et de 1’altération de la

fertilité.
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11.3.2 Effets cancérogénes

Dans leur travail sur le pesticide dicofol, Imane et Lanez (2014) ont montré que certains
pesticides peuvent avoir des effets potentiellement cancérogénes et mutagenes.

Dans la synthese, réalisée par Inserm, sur les travaux scientifiques qui étaient déja disponibles
jusqu’en 2012, Baldi et al. (2019) ont montré que les mécanismes d’action des pesticides en
cancérogenese peuvent étre multiples et concerner une altération du matériel génétique, un
désequilibre des processus de survie et de mort cellulaire, la liaison a des récepteurs nucléaires
ou hormonaux, la bioactivation métabolique et la génération de stress oxydant pesticides. Cela
montre que les pesticides peuvent étre a 1’origine de multiples cancers. Ce sujet a été abordé
par Belpoggi, et al. (2002) dans une expeérience sur la cancérogénicité a long terme de
I'éthyléne-bisdithiocarbamate (mancozeb) chez le rat. D’aprés les résultats de cette expérience,
le mancozeb est un cancérigéne multipotent. En effet, les rats que Belpoggi et al. (2002) avaient
alimentés a base de la nourriture traitée avec du mancozeb ont développé des tumeurs malignes,
des tumeurs mammaires malignes, des carcinomes de la glande zymbale et du conduit auditif,
des hépatocarcinomes, des tumeurs malins du pancréas, des tumeurs malignes de la glande
thyroide, des ostéosarcomes des os de la téte, des néoplasies hémolymphoréticulaires et les rats
ont commencé a mourir spontanément apres 104 semaines alors que les rats (témoins) nourris

avec des aliments sains n’ont développés aucun symptome.
11.3.3 Troubles neurologiques

Bien qu’il y ait des travaux de recherche sur les liens entre I’exposition aux pesticides et
I’incidence de certaines maladies (de Parkinson, d’ Alzheimer, troubles cognitives) considérant
ces pathologies comme d’origine multiples et évoquant les facteurs génétiques et
environnementaux (Baldi et al., 2019 ; Blanc-Lapierre et al., 2011), certains fongicides font
exception et ont été accusés d’étre déclencheurs des troubles neurologiques avec presque nul
doute en raison de ’inclusion de soufre et de métaux tels que le manganése, le zinc et le mercure
dans leur structure chimique (Blanc-Lapierre et al., 2011). La on peut donner I’exemple du
mancozeb (Thevenin, 2017) et du maneb (Zhou et al., 2004). Ces deux fongicides appartiennent
a la famille des EBDC (ethylenebisdithiocarbamate) (Zhou et al., 2004).
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I11. La lutte biologique, un remede naturel al'impact des pesticides
chimiques

0. Introduction sur la lutte biologique

L’utilisation de pesticides chimiques, dans l'agriculture, a exponentiellement augmenté ces
derniéres années en vue d’accroitre la production (de Cordova & Martinez, 2021). Cependant,
la mauvaise utilisation de ces pesticides laisse leurs résidus dans les produits alimentaires de
récolte (Arias et al., 2013). Ces résidus des pesticides sont également retrouves dans le sol, dans
I’eau et dans ’air (de Cordova & Martinez, 2021) avec leurs conséquences négatives sur la

santé humaine et environnementale (Marete et al., 2020).

Des recherches déja réalisées ont montré qu’il est possible de contourner les conséquences liées
a I'utilisation des pesticides chimiques en recourant aux biopesticides, qui sont soit des
microorganismes (Shoda, 2000 ; Mohammed, 2017 ; Abbas et al., 2019) soit des extraits des
plantes (Mohammed, 2017) dans la protection des cultures. Toutefois, contrairement aux
microorganismes qui se retrouvent dans différentes niches écologiques comme le sol, 1’eau et
1’air (Shoda, 2000 ; EPA, 2012) et que I’on peut isoler et multiplier ; les extraits des plantes,
quant a elles, exigent ’exploitation des végétaux (Mohammed, 2017). D’ou I’importance de

privilégier I’utilisation des microorganismes en vue de préserver I’environnement.

Plusieurs études ont montré 1I’importance de ’utilisation des microorganismes et suggérent que
les bactéries du genre Bacillus restent de bons candidats dans la lutte contre les pathogénes
(Shoda, 2000 ; Essalmani & Lahlou, 2003 ; Pérez-Garcia et al., 2011 ; Kesse-Guyot et al.,
2013 ; Arora et al., 2016 ; Kulimushi, 2017 ; Shafi et al., 2017 ; Abbas et al. 2019 ; Demeule,
2020).

C’est dans cette perspective que beaucoup de pays essayent d’adopter la lutte biologique en
raison des avantages qu’elle offre (Arora et al., 2016 ; Ministére francais des solidarités et de
la santé, 2019 ; Ministére frangais de 1’agriculture et de 1’alimentation, 2020). Toutefois, il y a
encore une large inégalit¢ dans 1’adoption de la lutte biologique tout comme dans la
consommation de produits bio. Ainsi, les pays développes restent toujours les plus grands
producteurs et consommateurs de produits biologiques comparativement au pays en voie de
développement (Kesse-Guyot et al., 2013). Encore plus, bien qu’il y ait des firmes de
production d’agents de biocontrdle qui s’installent en Afrique en vue de satisfaire les demandes
locales en BCAs, les produits biologiques récoltés sur les sols de ce continent sont en grande
partie exportés vers les pays développés et contribuent a générer des devises pour certains pays
(Kulimushi, 2017).
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Les BCAs produits par ces firmes sont en grande partie des bactéries du genre Bacillus
(Kulimushi, 2017). En effet, ce genre de bactérie est le plus représentatif et le plus étudié de
tous les BCAs (Demeule, 2020) bien qu’il y ait des champignons utilisés dans la lutte
biologiques (Stummer et al., 2022).

Les études ont montré que les bactéries du genre Bacillus constituent de bons candidats a utiliser
en tant que BCAs (Pérez-Garcia et al. 2011, Essalmani & Lahlou, 2003) en raison des avantages
qu’elles offrent surtout dans les analyses génétiques et leur aptitude a produire des composés
fongicides, insecticides et antimicrobiens différents (Shoda, 2000 ; Pérez-Garcia et al., 2011),
et leur aptitude a induire des réponses de croissance et de défense chez la plante hote (Pérez-
Garcia et al., 2011 ; Abbas et al., 2019). Toutefois, ces bactéries n’ont pas tous la méme
efficacité et n’offrent pas le méme niveau de biocontréle. C’est pourquoi la recherche de
souches plus performantes reste toujours une préoccupation en vue de substituer les pesticides
de synthese chimique (Shafi et al., 2017).

I11.1 Mécanismes d’action des bactéries de contrdle biologique

Les bactéries utilisées en tant qu’agents de contréle biologique (Biological Control Agents :
BCAs) des maladies des plantes peuvent agir directement, par compétition et/ou antibiose,
contre le pathogene en le supprimant chez la plante hote (Essalmani & Lahlou, 2003) ou tout
simplement en réduisant son metabolisme et/ou sa vitesse de croissance (Daroodi et al., 2021).
Ces bacteéries peuvent aussi agir indirectement contre le pathogéne par stimulation des systemes
de défense de la plante (Essalmani & Lahlou, 2003). Certaines des bactéries, et plus
particulierement les Bacillus, utilisées dans la protection des cultures peuvent promouvoir la
croissance de la plante ; ce sont des PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Shoda,
2000 ; Essalmani & Lahlou, 2003 ; Demeule, 2020).

I11.1.1 Antagonisme direct contre le pathogene

Dans ce type d’interaction, I’agent de biocontréle inhibe la croissance du pathogéne qui pourrait

provoquer des dommages importants sur la plante héte (Daroodi et al., 2021).
111.1.1.1 Antibiose

Les bactéries bénéfiques, utilisées comme agents de biocontrdle, sécretent des substances qui
peuvent étre des antibiotiques (Essalmani & Lahlou, 2003), comme les fengycines (Pérez-
Garcia et al. 2011), les iturines (iturin A) et les surfactines (Abbas et al., 2019) mais aussi
bacillomycin, mycosubtilin, bacilysin, et mycobacillin pour quelques bactéries du genre

Bacillus (Shoda, 2000), des enzymes (comme les cellulases, chitinases, glucanases et proteases
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(Pérez-Garcia et al., 2011; Fatima, 2019) et des composés volatiles (volatile organic
compounds : VOCs), ayant des effets inhibiteurs contre le pathogéne de la plante (Essalmani &
Lahlou, 2003 ; Daroodi et al., 2021).

En guise d’exemple, certaines bactéries du genre Bacillus sont capables de produire des
molécules de nature lipopeptidique (les surfactines, les iturines et/ou les fengycines) qui
agissent en tant qu’antibactérien, antifongique direct (Ongena & Jacques, 2007 ; Pérez-Garcia
et al., 2011) et/ou insecticide en fonction de I’espéce bactérienne utilisée (Pérez-Garcia et al.,
2011). Ces bactéries secrétent aussi des composés organiques volatiles (VOCs) (Abbas et al.,
2019) et les enzymes (Fatima, 2019). Les premiers (VOCs) entravent la croissance du
pathogéne (Abbas et al., 2019) alors que les derniers (enzymes) interviennent dans la
dégradation/décomposition de la paroi du pathogene (Fatima, 2019), ce qui provoque sa mort.
C’est la qu’on dit que le mécanisme antibiotique opere, lorsque les produits métaboliques

secrétés par une espéce inhibent ou empéchent la croissance d'une autre espéce (Shoda, 2000).
111.1.1.2 Compétition pour les niches écologiques et nutriments

Une fois installé dans la rhizosphére, le micro-organisme d’intérét peut agir en privant les
organismes potentiellement infectieux des ressources nutritives (substances carbonés,
oxygénés, oligoéléments essentiels) et en occupant les premiers 1’espace rhizosphérique de la
plante. De plus, les substances sécrétées par les microorganismes bénéfiques peuvent empécher

le pathogéne de s’installer et ainsi de coloniser la plante (Abbas et al., 2019).
I11.1.2 Antagonisme indirect
111.1.2.1 Stimulation du systeme de défense de la plante

Les substances sécrétées par certaines bactéries utilisées comme agents de biocontréle peuvent
activer les systemes de défense de la plante (Ongena & Jacques, 2007, Pérez-Garcia et al.,
2011). Bien que les molécules lipopeptidique (les surfactines, les iturines et/ou les fengycines)
puissent avoir un effet antibactérien ou antifongique direct, ils peuvent également activer les
défenses des plantes, (Pérez-Garcia et al., 2011) ou tout simplement agir comme des
immunosuppresseurs en renforgant le potentiel de résistance de 1’hdte. (Ongena & Jacques,

2007).
111.1.2.2 Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)

Il a été démontré que les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) seraient
capables d’exclure les autres micro-organismes (pathogénes) de certaines niches écologiques

ou la production des exsudats racinaires est importante (Lugtenberg et Kamilova, 2009). En

-22 -



Identification des champignons pathogenes pour la tomate et mise en place d’une lutte biologique pouvant
minimiser les risques liés a 1’utilisation des pesticides chimiques

effet, quand un PGPR se croise avec un champignon pathogene sur une culture, la sévérité de
la maladie est significativement réduite (Shoda, 2000).

Les BCAs agissant en tant que PGPR ont des mécanismes d’action directe et indirecte. Dans le
mécanisme direct, les PGPR peuvent agir en tant que biofertilisant, stimulant de la croissance
racinaire, contréleur du stress des plantes et agir dans la rhizoremédiation. Dans le cas des
mécanismes indirects, les PGPR peuvent promouvoir la croissance des plantes et faire en sorte

que la plante échappe a la maladie (Lugtenberg et Kamilova, 2009).
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Partie pratique

IV. Matériel et méthodes
1VV.1 Matériel utilisé

IV.1.1 Matériel biologique

1. Des tomates mures présentant des symptémes de maladies ont été échantillonnées a un
champ d’un agriculteur a Tenga-Gahwami et emmenées au laboratoire pour analyse.

2. Un autre échantillon de tomates a été pris aléatoirement au marché de COTEBU sans tenir
compte de la variété ou de la provenance des tomates. Toutefois, selon les commercgants
rencontrés, les tomates vendues au marché de COTEBU proviennent en grande partie de
la province Cibitoke et un peu moins dans la province de Bubanza.

3. Bacillus nakamurai Bdi-ISI : Bactérie bénéfique, de biocontrdle, isolée dans les sols de la
commune ISARE dans la province de Bujumbura, au Burundi. Les travaux qui ont permis
d’avoir cette bactérie ont été réalisés dans le cadre du projet de recherche pour le
développement (PRD 2019 Burundi).

4. Bacillus velezensis QST 713 : Une bactérie commerciale utilisée en tant que BCA des
maladies des plantes. Les noms de cette bactérie ont évolué au cours des années. Ainsi, elle
a passée de Bacillus subtilis QST 713 a Bacillus amyloliquefaciens (Anastassiadou et al.,
2020) puis a Bacillus velezensis QST 713 (EFSA 2021) bien que les deux derniers noms
restent tous d’utilisation.

Cette bactérie a été fournie par le laboratoire de Gembloux.

5. Alternaria solani : Un champignon isolé, sur les feuilles de tomates cultivées dans la
province de Cibitoke, au Burundi, dans le cadre du projet de recherche pour le
développement (PRD 2019 Burundi).

6. Lestomates : Une variété, Floradel, de tomate cultivée par les agriculteurs locaux, achetée
dans un point de vente des semences a Bujumbura

7. Le terrain: Nous avons travaillé sur un terrain se trouvant au centre d’innovation de

I’ISABU a Mparambo, Province de Cibitoke.
IV.1.2 Les milieux de culture

- PDA (Potato Dextrose Agar): PDA (39 g) + Agar (2g) + Eau (1000ml)
- Luria Bertani (LB) constitué de Tryptone, extraits de levure et sel a des proportions

respectives de 10g/l, 5g/I et 10g/I : un milieu liquide pour la culture bactérienne.
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- Luria Bertani Agar (LBA) : LB dans laquelle on ajoute de 1’agar, un agent gélifiant, & une
concentration de 1%.

1V.1.3 Produits chimiques

- L’acétonitrile a été utilisé pour son pouvoir a extraire les pesticides polaires et non polaires,
mais aussi pour sa facile séparation avec la phase aqueuse par simple effet de relargage en
présence d’un sel comme cité par de Cordova & Martinez (2021).

- Le sulfate de sodium, de formule chimique Na>SOa4, est un sel qui a été utilisé en raison de
son pouvoir relargant (salting-out) comme 1’a montré Loudjani (2018)

- L’éthyl benzene et I’acétone, de formule chimique C6H5 - C2H5 et CH3-CO-CH3
respectivement, est un systeme de solvant expérimenté par Tewari et Singhz (1978) pour
éluer le mancozeb.

- lode : I'iode est un élément électronégatif pouvant avoir plusieurs états d'oxydation entre
autre -1, +1, + 3, +4, +5 et +7 (Liu et Gunten 1988). Il peut se lier a une multitude de
composés chimiques

- La solution standard du mancozeb a été fournie par le laboratoire de chimie du Centre

National de Technologie Alimentaire (CNTA). Ce standard a été concu pour le HPLC.
1.2 Méthodes
1V.2.1 Identification des agents pathogénes
L’identification de 1’agent pathogéne s’est déroulée en deux étapes :

- Isolement et purification de I’agent pathogene

- Identification proprement-dite

1. Isolement et purification de ’agent pathogéne

Avant de procéder a I’isolement et a la purification de I’agent pathogene, nous avons tout

d’abord préparé le milieu de culture comme suit :

Avec une spatule, nous avons prélevé 39 g de PDA synthétique mesurés avec une balance
analytique de précision. Nous les avons mis dans un flacon fermant (& bouchon). Nous avons
ensuite prélevé 2g d’agar avec une autre spatule. Nous avons enfin mélangé le milieu avec de
I’agar pour les dissoudre avec de I’eau distillée (1000ml) mesurés avec une éprouvette graduee.
Aprés mélange, nous avons suivi les instructions d’utilisation telles que marquées sur I’ étiquette
du milieu PDA : (1) homogénéisation avec un agitateur magneétique jusqu’a I’homogénéité

compléte, (2) Stérilisation a 1’autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Apres stérilisation, le
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milieu a été retiré de ’autoclave étant a 50°C enfin d’étre coulé sur les boites de Pétri pour qu’il
solidifie.

Pour isoler les champignons pathogenes, nous nous sommes référés au protocole décrit par
Bachir (2015) :

- Sous hotte a flux laminaire, plonger I’échantillon de tomate dans un bécher contenant
I’hypochlorite de sodium concentré a 5% pendant 30 secondes ;

- En renouvelant a chaque fois I’eau utilisée, laver a 3 répétitions 1I’échantillon de tomate,
venant d’étre retiré de la solution d’hypochlorite de sodium, dans 1’eau distillée stérile ;

- Prélever les petits morceaux d’environ 2mm*2mm chacun sur les parties malades de la
tomate et les mettre séparément sur le milieu PDA solide (de préférence trois portions
disposées sous forme d’un triangle par boite de Pétri) ;

- Incuber les boites a 22°C, juste a la paillasse, jusqu’a la croissance du mycélium.

Apreés 3 jours environ, le mycélium en croissance devient visible. Il faut faire une purification
sous hotte a flux laminaire pour éviter les contaminations :
- Distinguer les différents mycéliums suivant leurs couleurs pour éviter de prélever le méme
champignon de facon répétée ;
- Prélever, avec le bistouri stérile, un petit mycélium de couleur homogéne (coupé, avec le
milieu qui le supporte, sous forme d’un petit carrée) a I’extrémité de la colonie et repiquer-
le sur un nouveau milieu PDA solide ;

- Incuber a 22°C pendant 21 jours.
2. ldentification proprement-dite
Nous avons fait I’identification en deux principales étapes entre autre :

A. L’analyse au microscope

B. Détermination du type de microorganisme observé.
A.L’analyse au microscopique.
Le microscope utilisé est microscope électronique de marque Olympus.

Pour réaliser cette étape, nous nous sommes référés aux recommandations du groupe d’alloprof

(2021) qui sont les suivants :

- Nettoyer délicatement la lame de verre a 1’aide de papier a lentille
- Deéposer le materiel a observer au centre de la lame puis une goutte d’eau sur ce matériel
- Recouvrir délicatement la préparation a ’aide d’une lamelle. Eviter la formation de bulles

d’air en appuyer a la verticale la lamelle ;
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- Allumer la lampe du microscope puis tourner la vis macrométrique afin de baisser la platine

- Mettre délicatement en place la lame en ouvrant les valets. Une fois la lame installée,
refermer les valets pour la maintenir en place.

- Tourner la tourelle (ou revolver), afin que 1’objectif du plus petit grossissement soit devant
’orifice de la platine.

- En regardant dans 1’oculaire, tourner lentement la vis micrométrique pour faire la mise au
point de I’image.

- Changer ’objectif pour un autre dont le grossissement sera supérieur jusqu’a atteindre le

grossissement 40X qui donne une bonne image.

Il importe de signaler qu’a chaque fois que nous changions 1'objectif, nous répétions 1’avant-

derniere étape.

Aprés avoir mis au point une bonne image, nous positionnions un appareil photo sur 1’oculaire

du microscope pour capturer une photo.
B. Détermination du type de microorganisme

Pour identifier le microorganisme observé, nous confrontions les caractéristiques d’une macro
et microcolonie avec celles décrites pour les microorganismes isolés selon les procédures

générales similaires pour Fusarium et Alternaria.
IVV.2.2 Analyse des résidus des pesticides

Nous avions prévu d’analyser les résidus des pesticides avec des équipements avancés (HPLC
ou GC). Ces derniers n’étant disponibles localement pour nous servir dans ces analyses, un
échantillon a été envoyé en Belgique pour y étre analysé mais les résultats ne sont pas
disponibles. Nous avons di recourir aux équipements accessibles localement (chromatographie

sur couche mince).
IVV.2.2.1 Préparation de 1’échantillon

Deux kilogrammes de tomates ont ét¢ lavés puis divisés en deux parties d’un kilogramme
chacune. Pour le premier kilogramme, nous avons utilisé les peaux tandis que pour le deuxiéme
nous avons utilisé une petite couche de chair en bas de la peau. (! Ces deux groupes, chair et
peau, ont été préparés séparément). Nous avons découpé en de petits morceaux les peaux et les
chairs de ces tomates. Nous les avons remplis dans des tubes falcon de 15ml jusqu’a 10ml.
Nous avons ensuite rempli de I’acétonitrile dans chaque tube falcon jusqu’a 13ml. Les tubes
ont ensuite eté vortexés jusqu’a I’homogénéité compléte. Apres avoir été vortexés, les tubes ont

été centrifuges a 6.000 rpm pendant 5 minutes, ce qui a permis de séparer la phase liquide de la
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phase solide de I’échantillon. Nous avons, par la suite, prélevé le surnagent, constitué¢ par le
solvant et la phase liquide extraite des peaux ou de la chair de la tomate, a 1’aide d’une
micropipette. Ce surnageant a été mis dans de nouveaux tubes falcons vides et stériles. Le
surnagent a été recentrifugé pour enlever toute matiére solide dans la phase liquide. Apres ¢a,
nous avons ajouté 2 g du sulfate de sodium par tube contenant la phase liquide avant de les
centrifuger a 6.000 rpm pendant 5 minutes, ce qui a provoqué la séparation des phases (solvant
au-dessus, eau au milieu et sulfate de sodium en-dessous). Nous avons ensuite préleve le solvant
(car c’est lui qui contient les substances extraites de la tomate). Le solvant a enfin été concentré,

jusqu’a avoir 3ml, dans un évaporateur rotatif a 60 rpm sous une température de 35°C.
1V.2.2.2 Analyse chromatographique

Comme annonceé précédemment, nous avons utilisé la chromatographie sur couche mince

pour analyser qualitativement les résidus des pesticides dans les tomates.

Un systtme de solvant ethylbenzene — acétone (9:1) a été versé dans une cuve
chromatographique puis fermé pendant 1 heure et demie pour attendre la saturation de la cuve.
En attendant la saturation, nous avons procédé a la préparation de la plague CCM : sur une
plaque CCM de 20cm*20cm, nous avons tracé la ligne de dép6t a 2cm depuis I’extrémité. 10pul
pour chaque échantillon, solution standard comprise, ont été déposés sur cette ligne. Pour
permettre le séchage du solvant qui se trouvait dans 1’échantillon, nous avons attendu avant de
déposer la plaque dans la cuve (la ligne de dépdt doit étre paralléle au fond de la cuve mais
aussi étre a un niveau supérieur au niveau du solvant). Apres 2 heures, nous avons retiré la
plaque puis tracé la ligne au niveau atteint par le solvant. La mesure de la distance parcourue
par le solvant a été effectuée, soit 10cm. Nous I’avons ensuite séchée a température ambiante
pendant 1 heure. Nous avons par la suite pris une spatule des cristaux d’iode, nous les avons
mis dans une autre cuve chromatographique vide et propre puis nous avons versé un mélange
de solvant hexane — acétone (7 :3). Ce mélange solvant — iode a été fermé dans la cuve a
condition qu’il n’y ait aucun échange entre 1’intérieur et I’extérieur de la cuve en collant la cuve
au couvercle par utilisation des graisses de silicone. Apres deux heures et demie, la cuve était
saturée d’air ayant une coloration tendant a étre violette. La cuve a été ouverte pour y mettre la

plaque séchée. Aprés 30 minutes, la plaque a été retirée puis analysée a la lampe UV-254nm.

La lecture des résultats a été faite en observant le niveau d’élution des composés de chaque
échantillon et la couleur des taches caracteristiques de chaque compose élué. La présence d’une
tache d’un composé au méme niveau et de méme couleur que le composé du standard

(mancozeb) nous a permis de conclure que le mancozeb est présent ou non dans 1’échantillon.
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La formule permettant de montrer le niveau d’élution est la suivante :

Rf = distance parcourue par la substance

distance parcourue par le solvant

Source : Tewari et Singhz (1978)

1VV.2.3 Evaluation de I’effet de biocontrole de Alternaria solani par des bactéries
beénéfiques
1VV.2.3.1 Essai de laboratoire/ Test de confrontation sur boites de Pétri

i. Multiplication du champignon

Nous avons préparé le milieu PDA tel que marqué sur I’emballage (dilution de 39g de milieu
dans 1000 ml d’eau distillée, autoclavage a 121°C pendant 20 minutes, incubation du milieu a
50°C). Le milieu a ensuite été coulé sur les boites de Pétri en verre de 90mm de diametre. Nous
avons gardé ces boites sous hotte a flux laminaire pendant 2 jours pour vérifier s’il y aurait eu
des contaminations sur certaines boftes. Les boites contaminées ont été rejetées.

Le champignon, Alternaria solani, a été repiqué sur les boites contenant le milieu PDA. Les
boites ont été incubées dans une chambre climatisée a 22°C, pendant 6 jours avant d’inoculer

les bactéries.
ii. Préparation des bactéries a inoculer (inoculum)
a) Culture sur boite de Pétri

Le milieu de culture LBA (10g de tryptone, 5g d’extrait de levures, 15g d’agar-agar, 10 g de
NaCl par litre d’eau distillée) a été préparé puis autoclavé a 121°C pendant 15 min et incubé a
50°C avant d’étre coulé sur les boites de Pétri. Nous avons ensuite coulé le milieu sur les boites
de Pétri dans des conditions aseptiques, sous hotte a flux laminaire et nous avons attendu sa
solidification. A partir des bactéries conservées a -80°C, nous avons ensuite strié sur ces milieux
solidifiés deux bacteries (Bacillus velezensis QST 713 et Bacillus nakamurai) ; chacun sur sa
boite de Pétri puis nous les avons incubées a 30°C pendant 24 heures.

b) Préculture

Apres 24 heures d’incubation a 30°C, nous avons prélevé une colonie sur chaque boite
contenant les bactéries pour 1’inoculer dans un seul erlenmeyer contenant 50 ml de milieu LB.
Deux erlenmeyers ont été inoculés ; un pour Bacillus nakamurai et I’autre pour Bacillus
velezensis QST 713. Ces erlenmeyers ont été incubés sous agitation a 120 rpm pendant 24

heures a 37°C. La suspension bactérienne obtenue est appelée préculture.

-29-



Identification des champignons pathogenes pour la tomate et mise en place d’une lutte biologique pouvant
minimiser les risques liés a 1’utilisation des pesticides chimiques

c) Culture bactérienne

A T’aide d’un spectrophotométre UV, nous avons procédé a la mesure de la densité optique
(DO) de la préculture ci-haut obtenue, et sa concentration a été ajustée a 0.01. Nous avons
utilisé la formule C1V1 = C2V2 (ou C : concentration et V : volume) pour trouver le volume a
prélever sur la préculture. Ce volume a été ensuite mélangé avec un milieu LB stérile quitte a
avoir 1ml de suspension bactérienne a inoculer dans 99ml de milieu LB stérile. Lors de
I’ensemencement, la suspension bactérienne utilisée était de 1%, soit 1ml dans 100ml de
solution. Cette derniere constitue la culture.

La culture a été incubée sous agitation a 120 rpm pendant 24heures a 37°C. Apres incubation,
nous avons procédé a la mesure de la DO a I’aide d’un spectrophotométre UV pour connaitre

la concentration finale en cellule bactérienne.

iii. Inoculation des bactéries sur les boites de Pétri contenant du
mycélium
Avant d’inoculer la bactérie, nous avons tout d’abord mesuré le diamétre mycélien sur toutes

les boites de Pétri.

A I’aide d’une micropipette, nous avons prélevé 10ul de la culture bactérienne mesurant une
densité optique d’environ 1.6 (soit un nombre d’UFC d’environ 108) et nous les avons inoculés
a I’extrémité du mycélium de Alternaria solani se trouvant sur les boites agées de 6 jours. Nous
avons posé les 10 ul de I’inoculum sur les deux positions de la boite de Pétri qui ont été incubées
a 22°C. Trois boites de Pétri par bactérie ont été inoculés (trois boites pour Bacillus nakamurai
et trois autres pour Bacillus velezensis QST 713) puis incubées a température de la chambre
(environ 22°C).

iv. Cotation in vitro

La croissance radiale du champignon a été mesurée a I’aide d’une latte graduée juste avant

d’inoculer les bactéries mais aussi apres quatre jours d’incubation.

La détermination du pouvoir inhibiteur a été réalisée en se référant a la formule proposée par
Van der Vliet et al. (2007) :

(Dc - Dca)
_%

% d’inhibition de la croissance mycélienne = 100

Cc

Ou D.= diam contr6le = croissance du pathogene (sans bactérie)

D., = diam (croissance) du pathogéne avec candidat (bactérie)
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1VV.2.3.2 Essai en champ
* Préparation du terrain

Le terrain a été divisé en sous-parcelles suivant le dispositif expérimental en bloc aléatoire
complétement randomisé avec trois traitements et quatre répétitions (blocs) ; soit un total de 12

parcelles de 28 plants chacune.
»Plantation des tomates

Les tomates ont été semées en pépiniére avant d’étre repiquées en champ. Les plants agés
d’environ 1 mois ont été repiqués en champ. Lors du repiquage, aucun engrais ou source

nutritive n’a été ajouté au sol.
=»Préparation et application de I’inoculum sur les plants

La préparation de 1’inoculum a appliquer en champ a suivi le méme protocole que la préparation
des bacteries a utiliser dans le test de confrontation tel que décrit précédemment au sous-point
Ii du point IV.2.3.1

En vue de maintenir les bactéries en vie, le LB a concentration de 15¢g/I a été utilisé comme
tampon de dilution. Le degré de dilution de la suspension bactérienne était de 10fois, soit 200

ml de suspension bactérienne dans 2000 ml de milieu LB (ou tampon de dilution).

L’application était hebdomadaire et une application foliaire a été systématiquement effectuée
sur tous les plants de 1’essai a I’aide d’un pulvérisateur manuel tout en estimant la quantité

pulvérisée a 100 ml par plant.
= Cotations in vivo

Les cotations ont commencé aprés deux applications des bactéries. Les cotations étaient
réalisées le méme jour que I’application des bactéries. Les données sur la sévérité de la maladie
ont été collectées en utilisant I’échelle expérimentée et validée en serre par Nihorimbere et al.,
(2021, non encore publi€) et le nombre total des cotations a été de quatre fois. Ainsi, cette
échelle variée de 1 a 9 en fonction de la surface foliaire nécrosée : 1=0-5%, 3=5-10%, 5=10-
20%, 7=20-50%, et 9=50-100% de la surface foliaire nécrosee.
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1V.2.3.3 Traitement des données

1. Aire sous la courbe de progression de la maladie (AUDPC)

L’aire sous la courbe de progression de la maladie (AUDPC) est utilisée pour résumer la
progression de la maladie (Essalmani et Lahlou, 2003). Elle est utilisée en pathologie végétale

pour comparer les niveaux de résistance aux maladies parmi les variétés de plantes.
La méthode trapézoidale est la méthode la plus utilisée pour calculer I’AUDPC dont la formule
est la suivante :
AUDPC = 3 220 (¢, — 1)
yi : moyenne de sévérité de la maladie a chaque observation
yi+1: moyenne de sévérité de la maladie a chaque observation suivante (par rapport a yi)
(t;+1 — t;) = durée séparant deux observations consécutives
Source : Essalmani et Lahlou, 2003
2. Analyse des données

L’analyse statistique des données a été réalisée en utilisant le logiciel R studio. Les postulats
d’analyse de la variance n’étant pas vérifiés, le test non paramétrique dont celui de Kruskall-
wallis a eté utilisé pour analyser les différences entre les traitements. La comparaison par pair

par le test de Wilcoxon a été utilisée pour identifier les traitements différents.
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V. Résultats
V.1 Identification des pathogénes majeurs de la tomate

Les champignons isolés dans la chair de tomate étaient au nombre de deux entre autre Fusarium
sp. et Alternaria sp.

Pour le premier (Fusarium sp.), figure 6, lors de la culture de ce champignon, le mycélium était
d’abord blanc, puis il a viré vers la couleur rose. L’identification a été faite sur un champignon

de 21 jours, soit apres sporulation.

Figure 6 : Photo des conidies de Fusarium sp.
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Le deuxieme champignon observé est I’Alternaria sp., figure 7. Lors de sa culture, le mycélium
¢était d’abord blanc, puis il a viré vers la couleur brune et enfin s’est assombri vers la couleur

noire. Les spores étaient presque blanches et I’identification a été faite a 21 jours d’incubation.

Figure 7 : Photo de Alternaria sp.
V.2 Analyse des résidus des pesticides sur les fruits de tomate

Le tableau 1 montre que le mancozeb était présent dans la solution obtenue a partir des peaux

de tomates alors qu’il (mancozeb) était absent dans la solution obtenue a partir de la chair.

Une tache tendant vers la couleur mauve est apparue a 5.6 cm du niveau perpendiculaire a

I’endroit ot nous avions déposé la solution standard.

distance parcourue par la substance 5.6
P E =22 = 0.56f

R standard = — ==
distance parcourue par le solvant 10

Table 1 : Niveau d’élution du composé standard et celui des échantillons a analyser

Echantillon Solution peau | Solution chair de
de tomate tomate
Présence d’un composé au méme | Oui Non
niveau que le composé du standard
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V.3 Evaluation de I'effet des bactéries bénéfiques pour le controle de
Alternaria solani de la tomate

V.3.1 Test de confrontation in vitro
La figure 8 montre les confrontations in vitro de Alternaria solani contre Bacillus nakamurai

(& gauche), contre Bacillus velezensis QST 713 (a droite) et le témoin non confronté (au milieu)

B.nakamurai Témoin B. velezensis

Figure 8 : Confrontations in vitro de Alternarai solani contre B. nakamurai et B. velezensis

La figure suivante (n°9) montre le niveau d’inhibition offert par Bacillus nakamurai et Bacillus

velezensis QST 713 selon le test de confrontation réalisé in vitro

100

80 -

60 -

40

20 -

% d'inhibition de la crossance
mycelienne

BDI IS1 QST 713
Bactérie

Figure 9 : Croissance de Alternaria solani face a Bacillus nakamurai et Bacillus velezensis QST 713.

Le pourcentage d’inhibition est d’environ 65 et 95% respectivement pour Bacillus
velezensis QST 713 et Bacillus nakamurai

V.3.2 Essai au Champ
La figure 10 montre I’évolution des symptomes de Alternaria solani en champ traité avec

Bacillus nakamurai (BDI IS1) et Bacillus velezensis QST 713. T est le témoin
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Séverité

JAPA : Jours Apres la Premiére
2 Application du fongicide

1

0
14 JAPA 21 JAPA 28 JAPA 35 JAPA

Date de cotation

BDI IS1 QST 713 e T

Figure 10 : Evolution de la sévérité de I’alternariose de la tomate en fonction du temps

La figure 10 suggére que Bacillus nakamurai agit précocement contre Alternaria solani alors
que Bacillus velezensis QST 713 inhibe la vitesse de progression de Alternaria solani. Encore
plus, nous voyons que le niveau de séverité de I’aternariose de la tomate reste inférieur pour les

parcelles traitées avec Bacillus nakamurai a la derniére cotation

La figure 11 (ci-bas) montre 1’aire sous la courbe de progression de 1’alternariose de la tomate
dans un champ dont les parcelles étaient traitées avec Bacillus nakamurai (BDI IS1) et Bacillus

velezensis QST 713 tout en gardant les parcelles témoins (T) non traitées

125 4

120 -

115 +

AUDPC

110 -

105 A

100 -
BDI'IS1 QsT T

Bactérie

Figure 11 : AUDPC de Alternaria solani face a Bacillus nakamurai et Bacillus velezensis QST
713
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Cette figure indique que, aprés toutes les cotations, la sévérité globale de la maladie est basse
pour les parcelles traitées avec Bacillus nakamurai contrairement a celles traitées avec Bacillus
velezensis QST 713 dont la sévérité approche le témoin

Table 2 : Comparaison par paire entre les traitements selon le test de Wilcoxon

Traitement | BDI QST 713
QST 713 3.4e% | -
BDIIS1T | ------ 3.4e%
T 1.9e’’ 0.85

Le tableau 2 montre la comparaison par pair de I’effet de biocontrdle offert par Bacillus
nakamurai BDI IS1, Bacillus velezensis QST 713 et le témoin contre Alternaria solani
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VI. Discussion des résultats

VI.1 Identification des pathogénes majeurs de la tomate

Les agents pathogénes qui affectent la santé des plantes constituent une menace chronique pour
la production alimentaire et la stabilité des écosystéemes. L'utilisation croissante d'intrants
chimiques entraine plusieurs effets négatifs tels que la résistance des agents pathogenes et des

effets néfastes sur ’homme et I'environnement.

Les maladies des cultures trouvées (causées par deux champignons dont Fusarium sp.,
Alternaria sp.) sont dans la marge des résultats attendus. En effet, plusieurs auteurs (Doolittle,
1993 ; Loiseau, 2010 ; Rakotoarimanga et al., 2014 ; Hamini, 2011 ; Duval, 1991) ont eux-
aussi montré que ces microorganismes sont pathogeénes pour la tomate et qu’ils peuvent attaquer
méme les fruits. Ainsi, Rakotoarimanga et al. (2014) ont pu isoler le Fusarium sp. a partir des
tomates pourries, au Madagascar. Quant a I’altérnariose, Boutoumou et Boumaza (2016) ont
isolé I’Alternaria Sp. a partir des fruits de tomate algérienne qui présentaient des symptémes de

la maladie.

Mais, comme nous 1’avons décrit précédemment, Fusarium sp. est un microorganisme vivant
dans le sol sous forme de chlamydospores mais peut se retrouver dans la plante en entrant par
les racines. Alors, si ce microorganisme du sol a pu provoquer des symptoémes de maladie sur
le fruit qui généralement apparait apres plus de trois mois de traitement avec des produits
phytosanitaires qui étaient censes les anéantir, cela montre que les produits utilisés sont
inefficaces contre la fusariose. En effet, le mancozeb, qui est le plus utilisé dans la lutte
phytosanitaire contre les maladies fongiques au Burundi (Okonya et al., 2019), est un fongicide
de contact a action préventive (Sylviane, 2020). Or, ce type de fongicide reste a la surface du
végétal sur lequel on 1’applique tel que décrit pour le mode d’action des fongicides. Cela prouve
que le mancozeb et ses homologues (fongicides de contact a action préventive) ne permettent
pas d’assurer ni un traitement préventif ni un traitement curatif contre la fusariose qui entre par

les racines (Hamini, 2011).

Quant a la présence de Alternaria sp., il attaque les parties aériennes de la tomate mais ses
spores peuvent méme hiberner dans le sol (CDP, 2016) et I’infection se produit lorsque ces
spores entrent en contact avec les feuilles ou lorsqu’elles sont projetées sur ces dernieres par le
vent ou la pluie. Alors, si ce champignon aérien a pu provoquer 1’altération des fruits alors que
les fongicides utilisés sont appliqués en grandes quantités mais aussi a des intervalles de

traitement réduits, cela pourrait s’expliquer par les hypothéses suivantes : (2) les fongicides de
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contact utilisés ne sont pas efficaces suite aux conditions d’utilisation comme 1’application du
fongicide apres colonisation de la plante par des pathogenes (Sanssené et al., 2008) ; (b) Ils ont
été inefficaces suite a leur sensibilité a I’action des rayons ultra-violets et/ou au lessivage
réduisant leur durée de rémanence (Davy, 2016) ; (c) Les fongicides se seraient volatilisés juste

apres application (Pflieger, 2009) ouvrant ainsi les barriéres aux infections.

Pour lutter contre ces deux champignons, 1’utilisation d’un fongicide systémique a action
curative pourrait étre efficace. L utilisation du mancozeb n’est plus autorisée en Europe (EU)
depuis le 31 janvier 2021 bien qu’il soit encore d’usage au Burundi. L autorité européenne de
sécurité des aliments (EFSA) a conclu que le mancozeb est toxique pour la reproduction,

cancérogéne et est un perturbateur endocrinien pour I’homme (Sylviane, 2020).

Cette recherche initiée a montré que Fusarium sp. et Alternaria sp. menacent la culture de
tomate dans la plaine de Bujumbura et que les pesticides chimiques d’usage pour la lutte contre
les maladies se révelent sans effets et pourtant des conséquences avérées considérables sur la
biosphére et la santé de I’homme existeraient bien que non identifiées. Ces mémes pathogénes
sont connus pour étre des menaces de la tomate et bien d’autres cultures dans le monde
(Rakotoarimanga et al., 2014). Il serait opportun de continuer des recherches pour caractériser
la/les souche(s) de ces genres de moisissures menacgant la tomate au Burundi en plus de celles

étudiées et de chercher des produits éco-compatibles pour une lutte appropriée.

VI.2 Analyse des résidus des pesticides
Le Rf (Retention factor/rapport frontal) trouvé (en V.2) est tres proche de celui trouvé par

Tewari et Singhz (1978). Dans les mémes conditions, la méme molécule reproduit le méme Rf.
Cela suggére que le mancozeb était présent dans la solution obtenue a partir des peaux de
tomates mais absent dans la solution obtenue a partir de la chair des tomates. Donc, cette
substance active n’entre pas a I’intérieur du fruit de tomate. Cela peut étre justifié par le fait que
le mancozeb est un fongicide de contact. Par contre, les études de Burchat et al. (1998) ont
montré la présence du mancozeb dans les tomates lavées et non lavées, dans les jus et pulpes
obtenues a partir des tomates lavées et non lavées mais a des concentrations différentes. Il
importe de souligner que la technique d’analyse utilisée dans le cadre de cette étude,
chromatographie sur couche mince, est moins performante par rapport aux autres techniques
chromatographiques plus sensibles (HPLC et GC) utilisées actuellement dans la plupart
d’analyses. Nous ne pensons pas que ces résultats des analyses chromatographiques (qui ne
coincident pas totalement avec ceux des autres travaux) seraient liés au fait que nous avons dd

recourir a certains produits conservés pendant plus ou moins longtemps et qui, par conséquent,
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n’avaient pas leurs qualités originales. Ainsi, dans le monde scientifique, il y a encore des
inquiétudes sur les raisons a 1’origine de la présence des résidus des pesticides de contact dans

la chair des fruits alors que ces derniers ne devraient pas pénétrer a 1’intérieur (Aurore, 2022).

VIL.3. Evaluation de I'effet des bactéries bénéfiques pour le controle de
Alternaria solani de la tomate

VL.3.1. Test de confrontation in vitro

Comme le montre la figure 9, le pourcentage d’inhibition est respectivement de 68.33 et 95%
pour Bacillus velezensis QST 713 et Bacillus nakamurai. Cela démontre qu’il y a une inhibition
importante pour Bacillus nakamurai par rapport & Bacillus velezensis QST 713. Cela serait dd
au fait que I’incubation a été effectuée sous une température plus ou moins basse, donc voisine
de la température régnant au Burundi. En effet, en incubant a 30°C, Nihorimbere et al. (2021,
non encore publié) avaient trouvé que Bacillus velezensis était plus efficace que Bacillus

nakamurai.

VI1.3.2 Essai in vivo
(1) Bacillus nakamurai BDI 1S1 réduit la maladie (fig. 10), la maladie a été sensiblement réduite

aprés les deux premiers traitements (premiere cotation). Mais la maladie a augmenté a la
deuxiéme cotation quitte a paraitre comme le témoin qui n’était pas traité. Mais en continuant
a traiter nos parcelles, nous voyons que la maladie s’est stabilisée pendant un certain temps (de
la deuxiéme a la troisiéme cotation). Nous voyons qu’a la quatriéme cotation, la sévérité de la
maladie a diminué suite peut-étre aux feuilles inférieures malades qui chutent alors que les
nouvelles feuilles apparaissant ne sont pas attaquées par la maladie. Si nous aurions continué a
traiter notre champ, nous pensons que le taux de sévérité de la maladie allait beaucoup diminuer.
(2) Pour Bacillus velezensis QST 713, les deux premiers traitements n’ont presque pas réduit la
maladie par rapport au témoin. L’effet de cette bactérie se remarque en comparant les parcelles
traitées par cette bactérie aux témoins qui n’avait pas été traités. La vitesse d’évolution de la
séverité de la maladie est réduite par rapport au témoin. Ce qui signifie que la maladie est freinee
au cours du temps. Nous déduisons que 1’utilisation du Bacillus velezensis QST 713 n’inhibe
pas la maladie, ne la stabilise méme pas mais réduit la vitesse d’apparition des symptomes de
la maladie.

De nos essais, Bacillus nakamurai a réduit 1’Alternariose de la tomate plus que Bacillus
velezensis QST 713. La comparaison par pair montre qu’il y a une différence significative entre
Bacillus nakamurai & Bacillus velezensis QST 713 et Bacillus nakamurai & témoin avec des

P-value respectifs de 3.4e et 1.9¢7 alors qu’il n’y a pas de différence significative entre
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Bacillus velezensis QST 713 & le témoin (P-value de 0.85). Mais, de plus amples études restent
nécessaires pour que Bacillus nakamurai puisse étre proposee comme agent de controle

biologique au Burundi.

VII. Conclusion et recommandation
L’utilisation des fongicides dans la lutte contre les maladies de la tomate reste une

problématique au Burundi. Les agriculteurs burundais augmentent les doses et réduisent les
intervalles entre les traitements par rapport a celles indiquées sur les emballages en essayant de
limiter les dommages causés par les maladies, mais en vain. lls appliquent, de fagon inadaptée,
les fongicides. Le mancozeb est le fongicide de contact a préventive le plus utilisé (a tort) pour
traiter de facon curative les tomates ; quoiqu’il se révele inefficace méme dans la prévention.
Les analyses chromatographiques montrent que le mancozeb (le plus utilisé par les agriculteurs
dans la lutte contre les maladies fongiques bien qu’il soit interdit d’usage en Europe pour ses
effets de perturbateurs endocriniens, son role dans la cancérogénése et sa toxicité pour la
reproduction) reste présent sur les tomates lavées, prétes a étre consommeées. Cela montre
combien les consommateurs de tomates sont exposés aux residus du mancozeb. Les recherches
ultérieures pourront compléter le présent travail en mettant en relation les habitudes
alimentaires, la présence des résidus des pesticides dans les liquides biologiques et 1’état de

santé des individus concernés par 1’étude.

Pour pallier au risque d’exposition des consommateurs des tomates aux résidus des pesticides
chimiques, nous avons fait des essais de biocontrdle par utilisation des bactéries bénéfiques.
Les essais effectués au laboratoire et ceux réalisés en champ (milieu réel) indiquent que la
bactérie Bacillus nakamurai (souche isolée au Burundi dans le cadre du projet de recherche
pour le développement : PRD 2019 Burundi) est plus efficace, par rapport a Bacillus velezensis
QST 713, contre I’ Alternariose de la tomate. Ainsi, bien que Bacillus velezensis QST 713 soit
en commercialisation, il n’a pas été efficace dans les conditions de notre expérience. Toutefois,
de plus amples recherches s’avérent nécessaires pour que cette bactérie (Bacillus nakamurai)
puisse étre exploitée en tant qu’agent de biocontréle. La lutte contre les champignons
pathogénes pour la tomate par utilisation des bactéries constituerait une solution aux problemes
des agriculteurs qui essayent de lutter contre les maladies fongiques quitte a récolter les tomates
imprégnees de pesticides. L’utilisation de cette bactérie autochtone pourrait aider a produire
des tomates plus ou moins saines pour la santé du consommateur sans compromettre méme la
santé du I’agriculteur applicateur de ces pesticides et 1’environnement. Il serait important de

chercher a optimiser les potentialités de cette souche (Bacillus nakamurai).
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