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R ESUME

La tomate est une culture légumiére qui pousse bien dans les différentes zones éco-
climatiques et sous une large gamme de type de sol et de pratique culturales. Elle est aussi
rentable sur des espaces réduits. Cependant, la tomate accuse une sensibilité importante a de
nombreuses maladies qui réduisent considérablement le rendement et la valeur marchande.
Pour lutter contre ces maladies, ce sont les pesticides de synthése qui sont largement utilisés.
Il a été remarqué que le recours a ces derniers présente a long terme des effets néfastes sur
P’environnement, sur la santé humaine et est & la base d’apparition des mécanismes de
résistance chez les pathogénes. Pour cela, le recours a la lutte biologique se présente comme
une alternative incontournable pour juguler ce probléme.

Dans le présent travail, nous avons mis en €vidence I’influence d’une souche de Bacillus
(Bacillus subtilis S499) en tant que biopesticide dans le contrdle biologique de la Fusariose
de la tomate. Sachant que cette souche de Bacillus est connue depuis longtemps pour sa
production de lipopeptides, les travaux d’expérimentations que nous avons réalisés prouvent
que ces lipopeptides jouent un rdle d’antibiotiques par induction de la résistance chez la
tomate. Les résultats que nous avons obtenus montrent que les plants de tomate des parcelles
traitées avec B. subtilis S499 ont résisté a la fusariose alors que pour les plants des parcelles
témoins ou non traitées, la maladie a évolué rapidement. Enfin, 1’objectif de notre travail a été
complété par [’évaluation du rendement et les résultats obtenus montrent que 1’application de

. cette souche de Bacillus exerce un effet hautement significatif sur le rendement.

Auteur: HABONIMANA ELOI
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INTRODUCTION GENERALE

Le Burundi comme les autres pays en voie de développement est un pays a économie
essentiellement basée sur ’agriculture. Sa population connait une croissance galopante. Il est
classé parmi les pays les plus densément peuplés d’Afrique avec en moyenne. 0,5 ha par
ménage (ISTEEBU, 2009). Actuellement, suite aux divers problémes liés a la dégradation du
sol, au morcellement, a ’exiguité des terres, a la surexploitation des parcelles,... les
agriculteurs burundais connaissent des difficultés d’accroitre la production agricole et couvrir
tous leurs besoins étant donné qu’une grande partie de la population burundaise vit de ce
secteur agricole. A cet effet, les cultures légumiéres en général et la tomate en particulier
peuvent constituer une solution & ces problémes (Chaux et Foury, 1994).

La culture de la tomate est intéressante et est rentable sur des espaces réduits. Cela fait que la
tomate posséde un marché intérieur et extérieur potentiellement intéressant. Certes, sa
productivité ne suffit pas principalement a cause de la présence des agents fongiques qui sont
a l'origine des pertes de rendement considérables (Chaux et Foury, 1994). C’est dans ce
contexte que nous avons conduit notre recherche dans le but de réduire 1’effet des agents
pathogénes de la tomate en utilisant des microorganismes antagonistes naturels, représentant
un moyen de lutte potentiel alternatif aux produits chimiques. Certaines espéces de Bacillus
sont parmi les bactéries bénéfiques les plus exploitées comme biopesticides dans la lutte
biol(;giqﬁe des maladies des plantes (Fravel, 2005).

Dans notre recherche, nous avons utilis¢ une souche de Bacillus subtilis S499 capable de
produire des lipopeptides, molécules élicitrices du phénomene d’induction de la résistance
chez les plantes. A cette fin, et sur base des résultats d’autres travaux antérieurs menés in vitro
et in planta en rapport avec la production de ces antibiotiques par cette bactérie, notre travail a
été conduit dans le but de voir si, en appliquant cette souche dans la rhizosphére de la tomate
en plein champs, celle-ci exercerait un effet de protection de ces plantes vis-a vis des maladies
causées par des pathogénes locaux. L’objectif principal de notre travail a été complété par
’évaluation du rendement des plantes traitées avec la souche de Bacillus en comparaison avec
les plantes non-traitées afin de voir I’effet de ’application de la souche au point de vue
agronomique.
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CHAPITRE I : REVUE DE LA LITTERATURE

Animaux ravageurs, plantes parasites, micro-organismes pathogénes (bactéries, champignons,
mycoplasmes, virus), insectes et nématodes sont responsables, chaque année, des pertes de 20
a 40% du rendement des cultures avant récolte et entre 1 et 20% aprés récolte aux USA
(Wojcieh et Lise, 2002). Actuellement, ce sont essentiellement des pesticides de synthése qui
sont utilisés pour lutter contre ces agents ravageurs.

Ces produits chimiques sont considérés comme 1arme la plus efficace pour faire face a ces
problémes, mais ces substances ont des conséquences néfastes (Kouassi, 2001; Thakore,
2006) sur (1) I'environnement comme 1"accumulation de résidus et la pollution des sols, (2)
I"apparition et la généralisation des mécanismes de résistance chez les pathogeénes, (3) le
déséquilibre écologique, dii au fait que beaucoup de ces composés de synthése ont un large
spectre d’action, détruisant non seulement les agents nuisibles, mais également les autres
populations de 1'écosystéme.

Au regard de ces inconvénients, il est important de trouver des solutions alternatives qui
permettront de continuer a lutter contre les phytopathogeénes tout en diminuant 1'emploi de
produits chimiques. Celles-ci peuvent faire appel 4 la rationalisation des pratiques agricoles
(fumigation-stérilisation en horticulture, désinfection des graines, rotation des cultures,

- cgnt_fc“)le du vecteur de la maladie,...), & l'utilisation de variétés végétales résistantes
(croisements sélectifs, insertion de génes,...) ou au développement des biopesticides.

I.1. Avantages des biopesticides

Les biopesticides ou agents de lutte biologique, peuvent étre définis comme des produits
phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou 1'un de ses dérivés. Ils
peuvent donc &tre constitués d’organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de micro-
organismes (bactéries, levures, champignons, virus) exerg¢ant une activité protectrice sur les
plantes vis-a-vis d"agents phytopathogénes, mais aussi de substances d origine naturelle telles
que des extraits végétaux (Thakore, 2006).

Tout comme les autres agents de lutte biologique, les pesticides microbiens sont
écologiquement beaucoup plus compatibles que les produits chimiques et ont une spécificité
accrue vis-a-vis des pathogénes contre lesquels ils sont dirigés. Ils sont par conséquent moins
dommageables pour les organismes non ciblés de la microflore endogéne qui exerce une
action bénéfique sur les plantes. De plus, les biopesticides sont souvent efficaces en faibles
quantités et leurs activités protectrices peuvent relever de mécanismes multiples et
déclenchent donc¢ rarement des phénoménes de résistance chez le pathogéne a cause d'une
faible pression de sélection. En outre, ils peuvent compléter les pesticides conventionnels une
fois utilisés dans les programmes intégrés de la gestion des parasites (Fravel, 2005; Thakore,
2006).



Par exemple, l'intégration du contrdle biologique avec des fongicides, les pratiques culturales,
et d'autres mesures peuvent contribuer au contrdle de mildiou sur la tomate (Lourenco Junior
et al, 2006). Les biopesticides peuvent donc étre complémentaires au traitement chimique.
Ces agents microbiens sont utilisés & travers le monde dans les champs et dans les serres (Ji et
al, 2006; Lee et al, 2006; Minuto et al, 2006; Saravanakumar et al, 2007) pour combattre un
grand nombre de maladies causées par des pathogénes du sol, des feuilles ou de post-récoltes
(annexe 2). Ces produits ont été développés pour contrdler de multiples maladies sur diverses
céréales, légumes, fruits et fleurs (Paulitz et Bélanger, 2001; Fravel, 2005).

L.1.1. Conception d’un biopesticide: exemple d’un microorganisme

I.1.1.1. Choix du microorganisme

Les étapes préliminaires & la conception d’un nouveau biopesticide consistent généralement a
rechercher une souche ayant une activité biologique d’aprés son lieu d’application. Par
exemple, dans 1’optique de contrdler une maladie contaminant les pommes aprés leur récolte,
la recherche d’un éventuel biopesticide microbien se réalisera en priorité sur la peau des
pommes de terre (Janisiewicz et Korsten, 2002).

Les recherches de biopesticides potentiels peuvent aussi étre effectuées dans des sols dits
suppresseurs. Ce sont généralement des sols sur lesquels les plantes présentent peu, ou pas, de
symptdmes de maladies. En effet, malgré ’absence de symptdmes, il se peut que les
pathogénes soient-présents et que leur activité soit réduite grace & des microorganismes ayant
une action de biopesticide (Haas et Défago, 2005). -

I.1.1.2. Etude du mécanisme d’action d’un biopesticide

Une fois la souche isolée, la compréhension de son mode d’action doit étre entreprise. En
effet, un biopesticide est souvent actif sur un phytosystéme particulier. Des tests in vitro
doivent alors étre réalisés afin de déterminer les éventuelles autres plantes hétes ainsi que le
pathogéne contre lequel il est susceptible d’agir. De plus, pour comprendre son mécanisme
d’action, il est nécessaire d’étudier I’influence des parameétres environnementaux sur son
activité comme les sources de carbone (sucres, acides organiques, acides aminés), les sources
d’azote, la température et le pH de développement optimal, ’humidité ou le type de sol
(Fravel, 2005). Les tests in vitro seront ensuite confirmés par des tests in vivo, en serres puis
en champs (Nihorimbere et al, 2010). En effet, les essais sont souvent réalisés sur un nombre
restreint de plantes ou plantules, ou sur des suspensions de cellules végétales. Par ailleurs, ces
essais pourront également étre soumis aux variations de température et de photopériode dus
aux saisons, ou aux effets de possibles pathogeénes initialement présents dans le sol. Par
exemple, dans un champ de fraisiers infecté par Verticillium dahlia et Phytophtora cactorum,
la bactérie Serratia permet de diminuer 1’incidence de la maladie de 60% par rapport a des
plants non traités par le microorganisme bénéfique (Kurze et al, 2001).




I.1.1.3. Formulation du produit

Le biopesticide microbien peut se présenter sous forme de poudre. Cette formulation présente
plusieurs avantages, comme une stabilité du produit, un transport facilité et un allongement de
la durée de conservation. Le plus souvent, de tels produits contiennent le microorganisme
sous forme de spores. Cependant, dans certains cas, le microorganisme utilis¢é comme
biopesticide ne sporule pas. Des alternatives facilitant son utilisation et la durée de
conservation de la souche devront alors étre appliquées (Fravel, 2005).

[.1.1.4. Enregistrement des biopesticides

Avant d’étre vendu, le produit doit étre enregistré auprés d’un organisme de certification.
Deux facteurs importants interviennent lors de cette étape: la toxicité du produit et son destin
environnemental (Fravel, 2005).

1.2. Désavantage des biopesticides

Malgré les avantages de ces agents biologiques, le marché des biopesticides reste toujours
limité a cause de certaines contraintes. Premiérement, 1"effet protecteur est parfois insuffisant
par rapport aux produits chimiques (Shishkoff et McGrath, 2002) ou n’est parfois pas
constant, dépendant notamment des conditions du milieu (la température, sol, humidité, la
plante hote, pH, etc.) (Larkin et Fravel, 2002; Mendoza Garcia et al, 2003). Deuxiémement,
le cofit et le délai sont trés élevés pour l’enregistrement en Europe, de méme que le cofit de la
production est élevé pour la plupart des agents de biocontrole (Larkin et Fravel, 2002).
Troisiétmement, le conditionnement et la formulation sont trés difficiles pour des espéces non
sporulantes et méme parfois pour les espéces sporulantes (Hjeljord et a/, 2000; Collins et
Jacobsen, 2003). D autre part, les pesticides chimiques peuvent offrir rapidement une activité
beaucoup plus efficace, tandis que les biopesticides peuvent avoir besoin de temps aprés leur
application pour commencer a agir. Ils peuvent aussi provoquer le déséquilibre biologique,
effet inattendus a long terme.

1.3. Exemples de biopesticides

Bacillus thuringiensis représente presque 70% des ventes de biopesticides a base de
microorganismes. C’est une bactérie gram positive capable de lutter contre des lépidoptéres
via la production d’une endotoxine. La bactérie sporulée est répandue sous forme de poudre
sur la culture et est ingérée par I’insecte attaquant la plante. Les spores ainsi ingérées sécrétent
des toxines dans I’estomac, entrainant la mort du Iépidoptére aprés quelques jours. Bacillus
thuringiensis est également utilisé sur le coton, le riz, la tomate et le chou-fleur (Nihorimbere,
2006). Un autre exemple est celui de Bacillus subtilis qui protége les cultures de coton, les
légumes, le soja contre Fusarium et Rhizoctonia. La souche de Bacillus subtilis S499 peut
également stimuler la croissance de certaines plantes (Emmert et Handelsman, 1999;
Nihorimbere, 2006).



Le produit peut aussi se composer de champignons, comme par exemple, les spores de
Beauveria. Une fois en contact avec la cuticule d’un insecte, les hyphes de Beauveria
pénetrent la cuticule, utilisent les nutriments de 1’insecte et sécrétent des toxines, entrainant
rapidement la mort de I’insecte (Thakore, 2006).

L4. Les rhizobactéries capables de promouvoir la croissance des plantes

Certains microorganismes utilisés comme biopesticides peuvent avoir d’autres effets que ceux
citts précédemment. En effet, certaines bactéries, en plus de lutter contre des
phytopathogenes, sont également capables de stimuler la croissance de la plante. Ces bactéries
sont appelées PGPR, Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (Lepoivre, 2003 ; Bent, 2006).

1.4.1. La rhizosphére et les rhizobactéries

La rhizosphere est la partie du sol directement en contact avec les racines des plantes. C’est
aussi une zone riche en nutriments, facilitant le développement de microorganismes. Les
exsudats racinaires sécrétés par les racines des plantes sont majoritairement constitués
d’acides organiques tels que le citrate, le malate, le succinate, le pyruvate, le fumarate,
I’oxalate et 1’acétate; ou de sucres comme le glucose, le fructose, le maltose, le saccharose, le
galactose et le ribose (Kamilova et al, 2006a et b; Lugtenberg et al, 1999 et Simons et al,
1997). Les plantes excretent également des composés moins importants, tels que des acides o~

__aminés, des vitamines (thiamine et la biotine) ou des nucléotides (Haas et Défago, 2005).

La rhizosphére est le siége d’interactions multitrophiques entre les plantes et de nombreux
microorganismes bénéfiques ou potentiellement pathogénes. Pour é&tre efficientes, les
bactéries bénéfiques doivent efficacement coloniser les racines. Cette compétition du systéme
racinaire est facilitée si la bactérie peut aisément utiliser les exsudats sécrétés par la plante. Le
chimiotactisme ou la formation de biofilm peuvent également étre des éléments clés pour
cette compétition. Les flagelles, les lipopolysaccharides de la bactérie ainsi que le pilus
peuvent intervenir dans le processus d’adhésion et de colonisation des racines (Haas et
Défago, 2005).

1.4.2. L’interaction entre les plantes et les rhizobactéries

Modes d’action

Les bactéries de la rhizosphére encore appelées PGPR, comprennent entre autre les bactéries
endophytes bénéfiques telles que les rhizobiums formant des nodules sur les légumineuses

(Antoun et Prévost, 2006). 11 existe aussi des PGPF (Plant Growth Promoting Fungi) qui sont
I'équivalent fongique des PGPR (Bent, 2006). ‘




Les effets bénéfiques des microorganismes sur les végétaux peuvent étre classés en quatre
catégories: biofertilisation, biocontrdle, effets hormonaux sur la plante et stimulation des
interactions entre le végétal et d’autres organismes bénéfiques (Bent, 2006; Choudhary et
Johri, 2008). La biofertilisation regroupe toutes les actions sur la disponibilité d’éléments
nutritifs. Parmi les microorganismes agissant selon ce mécanisme se trouvent notamment les
bactéries fixatrices d’azote atmosphérique et les mycorhizes (Bent, 2006).

Dans le cadre du biocontrdle, les PGPR peuvent agir de maniére directe et indirecte. Dans le
premier cas, ils entrent en compétition avec les phytopathogénes ou exercent une antibiose sur
ces derniers. Les PGPR agissant de maniére indirecte activent des systémes de défense de la
plante (Bent, 2006).

Les microorganismes bénéfiques exercent une antibiose sur les pathogénes lorsqu’ils
détruisent ces derniers ou inhibent leur croissance via la libération de substances toxiques ou
d’enzymes extracellulaires. Celles-ci incluent notamment des glucanases, des chitinases et des
protéases (Choudhary et Johri, 2008). Parmi les substances toxiques sécrétées par les
microorganismes de la rhizosphére se trouvent de nombreux anti-microbiens ainsi que divers
anti-viraux, antihelminthiques,... (Dilantha Fernando er a/, 2005).

Les PGPR peuvent entrer en compétition avec les pathogeénes pour les ressources et pour
I’espace (Choudhary et Johri, 2008). La compétition pour le substrat peut porter sur les rhizo-
dépdts et d’autres nutriments tels que le fer contenu dans le sol. Certaines propriétés
particuliéres ‘des ‘microorganismes comme la production de sidérophores peuvent améliorer
leur compétitivité dans la rhizosphére (Brimecombe et al, 2007).

L’activation d’une réaction de défense d’un végétal peut étre réalisée selon deux voies
principales, I’ISR (induced systemic resistance) et la SAR (systemic acquired resistance) (Ton
et al, 2006). Le point commun de ces deux voies est que suite & un contact localisé avec un
microorganisme particulier, la plante développe de maniére systémique une résistance plus
élevée aux infections subséquentes par de réels phytopathogénes. Cette résistance perdure
généralement sur le long terme et est efficace contre une gamme relativement large de
pathogénes (Ongena & Jacques, 2008; Anderson et al, 2006). La molécule microbienne
déclenchant la réaction de défense chez le végétal est appelée éliciteur (Nihorimbere et al,

2009).

La SAR est généralement déclenché suite a une infection par un pathogéne peu virulent (Ton
et al, 2006). Cependant, le phénoméne semble également pouvoir €tre causé par des
rhizobactéries non-pathogénes (Ongena et Jacques, 2008). La plante peut détecter la présence
des pathogénes grice a des récepteurs reconnaissant des motifs conservés, les PAMPs
(Pathogen associated molecular patterns) (Livaja et al, 2008). La SAR peut également é&tre
déclenchée dans le cadre de la relation géne pour géne (reconnaissance spécifique entre la
plante héte et le pathogéne) (Ton et al, 2006).
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La signalisation intracellulaire de la SAR peut étre réalisée par l'intermédiaire de formes
actives de I’oxygéne (ROS, reactive oxygen species) tel que le peroxyde d’hydrogéne et de
l'acide salicylique (Lepoivre, 2003; Ton et al, 2006). Ces molécules peuvent également
déclencher des modifications dans les cellules voisines a la cellule €licitée (Lepoivre, 2003).
La SAR est généralement accompagné d'une réaction hypersensible, c’est a dire de 1'apoptose
des cellules végétales de la zone infectée (Lepoivre, 2003). Le signal systémique de la SAR
est actuellement encore mal connu. (Ton et al, 2006).

L'ISR est généralement causée par des PGPR et des PGPF (Bent, 2006). Certains
lipopolysaccharides (LPS), sidérophores et antibiotiques peuvent notamment déclencher ce
phénomeéne en tant qu’éliciteurs (Ton et al, 2006). Par différence avec la SAR, la signalisation
intracellulaire de ’ISR est généralement basée sur une sensibilisation 4 1'éthyléne et au
jasmonate. Le signal systémique de I'ISR reste également & étre identifié (Ongena & Jacques,
2008).

Généralement, I'ISR ne cause pas de réaction de défense immédiate mais repose plutét sur la
notion de "priming", c’est a dire que la plante exprimera plus rapidement une réaction de
défense, similaire a celle observée dans le cas de la SAR, si une infection par un pathogéne
survient (Ongena et Jacques, 2008, Nihorimbere et al, 2010). Il est & noter que les genes de
défenses activés par les deux types de résistances induites sont généralement différents. Ceci
entraine que les pathogénes peuvent étre sensibles a I’ISR, & la SAR ou aux deux phénoménes
(Ton et al, 2006).

En réponse & I’élicitation, le végétal fortifie généralement les parois de ses cellules a I’aide de
lignine ou de la cellulose par exemple. La plante peut également synthétiser diverses
substances antimicrobiennes telles que les phytoalexines. Les phytoalexines sont des toxines
végétales produites de maniére inductible par opposition a celles produites constitutivement.
Des protéines PR (Pathogenesis Related), dommageables aux phytopathogénes, sont
habituellement produites par les végétaux élicités. Ces molécules incluent notamment des
chitinases, protéases et des protéines inactivant les ribosomes des espéces €loignées dont les
ribosomes fongiques (Lepoivre, 2003).

Il est & noter que les divers mécariismes de promotion de croissance des plantes peuvent se
confondre au niveau des effets. Une amélioration de la nutrition peut, par exemple, conduire &
une résistance accrue du végétal aux dégits caus€s par un pathogéne, indépendamment d’un
antagonisme direct ou d’une stimulation du potentiel immunitaire de ’h6te végétal (Bent,
2006, Nihorimbere et al, 2009).

1.4.3. Applications dans I’agriculture

Divers produits a base de PGPR sont déja commercialisés et de nombreux autres sont en
développement. Parmi les microorganismes bénéfiques commercialement utilisés, le cas
particulier de Trichoderma harzianum peut étre pris comme exemple (Jijakli, 2003).



Aux Etats-Unis, ’utilisation de plusieurs souches de ce PGPF est autorisée dans la lutte
contre divers pathogénes fongiques en horticulture et/ou agriculture. Les principaux modes
d’action sont I’antibiose et la compétition pour la niche (Jijakli, 2003).

Un succés commercial frappant est celui du produit Kodiak a base Bacillus subtilis. Ce
biopesticide visant des pathogénes tels que Fusarium sp. et Rhizoctonia sp. est appliqué sur
environ 70% des cultures de coton aux USA. Le mécanisme impliqué semble étre une
compétition directe avec le pathogéne (U.S. Environmental Protection Agency, 2009).

Diverses approches sont envisagées afin d’améliorer les produits commerciaux a base de
PGPR. La sélection de microorganismes plus performants est une option évidente (Jijakli,
2003). Une autre possibilité est I’ajout de divers additifs tels que des molécules facilitant
I’adhésion du PGPR sur les feuilles ou les fruits (Rabindran et Vidhyasekaran, 1996). I est
également possible de combiner un programme de lutte par des biopesticides avec des
pesticides classiques (Jijakli, 2003).

Plusieurs souches ou espéces de PGPR peuvent étre mélangées dans un pesticide commercial.
Cette approche permet de combiner divers mécanismes d'action dans un seul produit et donc
de toucher un plus large spectre de plantes hotes et de pathogénes. Un autre avantage est la
possibilité de combiner des souches adaptées a des conditions écologiques différentes afin
d'assurer l'efficacité du produit dans une diversité de conditions (Jijakli, 2003). De plus, il a
été démontré lors de diverses études que des synergies peuvent exister entre les organismes
PGPR. Cependant, dans d’autre cas, la combinaison de plusieurs PGPR a conduit a 1’absence
d’effet PGPR voir méme a des effets déléteres (Whipps, 2001). Cette derniére approche a
pour inconvénient de nécessiter I’homologation individuelle de chaque souche.

1.5. Bacillus subtilis
I.5.1. Généralités

Les bactéries du genre Bacillus sont des eubactéries de la famille des Bacillaceae. Elles sont
présentes dans des milieux trés diversifiés tels que 1’eau douce, 1’eau de mer, le sol, etc. Il
s’agit de bactéries en batonnet de type Gram+. La plupart de ces bactéries possédent un
métabolisme chimio-hétérotrophe et sont saprophytes.

Les bactéries du genre Bacillus sont généralement capables de se maintenir efficacement dans
les sols cultivés. Certaines de leurs caractéristiques sont particuliérement utiles a cette fin. Ces
bactéries peuvent notamment sécréter divers antibiotiques afin d’inhiber des microorganismes
concurrents (McSpadden Gardener, 2004; Nihorimbere et a/, 2005). De plus, dans des
conditions défavorables telles que le manque de nutriments, les bacilles possédent la capacité
de sporuler. Les spores sont résistantes a divers facteurs environnementaux et peuvent
présenter un fort pouvoir d'adhésion. Bacillus subtilis est une bactérie fréquemment trouvée
dans les sols.



Tedi

Elle est anaérobie facultative, c'est-a-dire qu'elle se développe en présence et en absence
d'oxygéne (Nihorimbere et al, 2009). Cette bactérie est capable de se déplacer grice a des cils
répartis sur sa surface selon une disposition péritriche (Fujii et @/, 2008). La photo 1 montre
une vue de Bacillus subtilis au microscope.

Photo 1. Bacillus subtilis, image capturée par microscopie électronique a balayage.
Source : (http://www.nasa.gov/mission_pages/station/science/experiments/POEMS_prt.htm).

- Bacillus subtilis qui est reconnue comme organisme non-pathogéne présente un certain
- potentiel d’application industrielle, partiellement réalisé¢ dans les domaines du contrdle

biologique de pathogénes animaux et végétaux, ainsi que le cadre de la biofertilisation
(Balcazar et al, 2007; Choudhary et Johri, 2008; Guo et al, 2006; U.S. Environmental
Protection Agency, 2009).

1.5.2. Bacillus subtilis dans la rhizosphére
Généralités

Les bactéries du genre Bacillus se retrouvent a des populations de I’ordre 10° a 10° CFU/g
dans le sol (Nihorimbere, 2011). Les espéces isolées classiquement du sol sont B. subtilis et
B.cereus mais d'autres sont fréquemment présentes telles que B. mycoides, B. megaterium,
etc. Parmi toutes ces esp&ces, une diversité au niveau des souches peut étre constatée
(McSpadden Gardener, 2004). Cette diversité se manifeste notamment par la capacité d'une
souche a exercer un rdle d'agent de biocontrdle dans un pathosystéme particulier. Il faut noter
que B. subtilis peut étre présente sur la partie aérienne des plantes et méme en tant
qu’endophyte (Liu ez al, 2009). Dans le sol, son abondance et son importance parmi la
communauté microbienne globale est variable et est influencée par divers facteurs tels que le
type de sol, le systéme de rotation, I’espéce et le cultivar végétal (McSpadden Gardener,

2004).
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1.5.3. Effets bénéfiques de Bacillus subtilis sur les plantes

Comme les autres PGPR, Bacillus subtilis peut inhiber les phytopathogénes par antagonisme
direct ou en stimulant les mécanismes de défenses des végétaux. Dans le premier cas, cette
bactérie peut agir via la sécrétion de substances antimicrobiennes diverses ou via une
compétition pour la niche (Choudhary et Johri, 2008; Nihorimbere et al, 2010). Divers types
d’éliciteurs de la résistance des plantes sont produits par B. subtilis. Parmi ceux-ci, il faut
distinguer deux catégories principales, les lipopeptides et le 2,3-butanediol (Ongena et dl,
2007; Nihorimbere et al, 2010). Cette derni€re substance est une molécule volatile produite
par B. subtilis dans le cadre du métabolisme anaérobie (Choudhary et Johri, 2008). Le 2,3~
butanediol a également des effets de promotion de croissance sur les végétaux (Choudhary et
Johri, 2008).

Bien que le 2,3-butanediol soit principalement produit en condition anaérobie, il peut étre
impliqué dans la promotion de croissance en champs. En effet, la disponibilité en oxygéne
dans le sol varie dans le temps et I'espace permettant I’existence de zones anaérobies (Nakano
et Hulett, 1997). En absence d’oxygene, Bacillus subtilis peut maintenir son activité
métabolique via une respiration du nitrate ou via une fermentation (Nakano et Hulett, 1997).
Le premier cas est peu favorable a l'agriculture alors que le second apporte des avantages
grice a la production de 2,3-butanediol.

L.6. Lipopeptides
1.6.1. Les antibiotiques produits par Bacillus subtilis

Une trés large gamme d'antibiotiques a €té identifiée parmi les métabolites de Bacillus
subtilis. La plupart de ces molécules sont de nature peptidique et sont synthétisées par les
voies ribosomiques et non-ribosomiques (Stein, 2005). Cependant, divers antibiotiques non
peptidiques incluant notamment des amicoumacins et un phospholipide ont été observé chez
cette espéce (Pinchuk ez al, 2001).

Chaque souche de Bacillus subtilis n'est capable de produire qu'un certains nombres des
antibiotiques synthétisés par I’espéce. Cependant, 4 4 5 % du génome de chaque souche sont
dévolus & la production de ces substances. Il est intéressant de noter que ces derniéres
exercent parfois d’autres r6les en plus de leur fonction dans les phénoménes d’antiobiose
(Stein, 2005).

Les antibiotiques peptidiques identifiés chez Bacillus subtilis sont généralement résistants aux
protéases et a I'oxydation. Ces propriétés découlent de caractéristiques particulieres telles que
la cyclisation du peptide, la présence dans la chaine d’acides aminés D ou la formation de
liens thioester internes. L'incorporation de ces structures inhabituelles dans le peptide est
réalisée grice a la synthése non-ribosomique ou & des modifications post-traductionnelles
(Stein, 2005).
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Les lantibiotiques sont des antibiotiques peptidiques se distinguant par la présence de liens
thioether internes. Cette catégorie d’anti-microbien se divise en deux sous-groupes possédant
des modes d’action distincts. Une partie de ces antibiotiques cause la formation de pores dans
la membrane cytoplasmique de bactéries Gram+ alors que 1’autre inhibe la biosynthése de la
paroi bactérienne. Chez certaines souches, ces antibiotiques sont également impliqués dans le
quorum sensing (Stein, 2005).

Les peptides non-ribosomiques incluent les lipopeptides mais également d'autres antibiotiques
tels que la bacilysin, un dipeptide qui comporte un acide aminé inhabituel l'anti-capsin (Stein,
2005; Steinborn et al, 2005). B. subtilis produit également un anti-microbien de nature
phospholipidique, la bacilysocine ainsi que des amicoumacins qui possédent des propriétés
anti-bactériennes et anti-inflammatoires (Pinchuk et al, 2001).

1.6.2. Les différents lipopeptides et leur réle dans le controle biologique

Les lipopeptides sont synthétisés par de nombreuses souches de Bacillus subtilis. Cette classe
d’antibiotiques regroupe les iturines, les surfactines et les fengycines. Ces molécules sont
toutes composées d’un peptide, contenant généralement des acides aminés chargés, lié¢ a un
acide B-hydroxylé pour former une structure cyclique via une liaison lactone. Ces molécules
sont donc amphiphiles (Ongena et Jacques, 2008) et elles possédent une structure (annexe 1)
et une biosynthése particuliére.

1.6.2.1. Surfactine

La surfactine posséde une conformation dans I’espace tel que les acides aminé se trouva du
coté opposé de la molécule par rapport a la chaine aliphatique. Cette structure confére un
caractére fortement amphiphile a ce lipopeptide (Nihorimbere et al, 2010). Cela implique un
pouvoir moussant et émulsifiant élevé mais également une capacité a interagir avec les
membranes biologiques ainsi qu’un pouvoir mouillant (Ongena et Jacques, 2008; Leclére V.
et al, 2006). De part cette diversité d’effets, la surfactine contribue a de nombreux
mécanismes assurant la survie de B. subtilis dans son environnement (Ongena et Jacques,
2008, Nihorimbere et a/, 2009).

Il a été démontré que la surfactine est un élément essentiel dans la formation de biofilms chez
Bacillus subtilis en culture liquide et dans la rhizosphére (Ongena et Jacques, 2008). De plus,
la surfactine joue un rdle important dans le phénomene de swarming chez B. subtilis. Ce
phénomeéne contribue & la colonisation de nouvelles niches par la bactérie sur la racine
(Ongena et Jacques, 2008). D’une maniére générale, les lipopeptides peuvent favoriser
"l'étalement" des colonies de Bacillus subtilis grice a une amélioration de la mouillabilité du
support (Leclére er al, 2006). Les interactions entre la surfactine et les membranes
biologiques dépendent du rapport molaire existant entre les lipides membranaires et la
surfactine (ratio molaire surfactine sur lipides dans la membrane = Rb).
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Si la concentration en surfactine est faible (Rb<0.04), cette derniére ne s’insére que dans la
couche supérieure de la membrane lipidique. Pour des valeurs de Rb comprises entre 0.05 et
0.1, des pores peuvent se former de maniére transitoire dans la membrane plasmique mais la
cellule ne subit pas de dommages permanents. Dans le cas d’une concentration en surfactine
élevée (Rb 0.1-0.2), des pores permanents se forment dans la cellule causant la mort de cette
derniére. A des valeurs proches de la CMC (concentration micellaire critique: la concentration
a laquelle le tensioactif forme spontanément des micelles) (Rb 0.22), les membranes
biologiques sont solubilisées par la surfactine avec la formation de micelles mixtes (Leclére et
al, 2006).

La surfactine posséde un fort potentiel antibiotique. Elle présente un effet antibactérien,
antiviral, anti-mycoplasmique et hémolytique. Cependant, elle n’a presque pas d’effet toxique
sur les organismes fongiques (Ongena et Jacques, 2008, Nihorimbere, 2011). Ceci s’explique
probablement par le fait que la capacité de la surfactine a se lier aux membranes biologiques
dépend notamment de la composition en stérols de ces derniéres (Bonmatin et al, 2003).

Un autre effet de la surfactine est son influence directe sur la plante héte. En effet, la
surfactine est un éliciteur de 1’ISR. In vitro, un effet éliciteur sur le tabac a pu étre observé
(Bonmatin et al, 2003). In vivo, le déclenchement de ce phénoméne par la surfactine a été
démontré notamment sur les haricots et les tomates (Nihorimbere et al, 2010). Dans ces deux
cas, le rble de la surfactine a été démontré d’une part par ’application d’un mélange de
lipopeptides purifiés sur les plantes et d’autre part par 1’application aux végétaux d’une
bactérie naturellement non productrice de lipopeptides transformée afin de la rendre
productrice de surfactine. Il est intéressant de remarquer que la surfactine est capable de
déclencher I’ISR chez ces deux végétaux distants taxonomiquement alors qu’elle ne produit
pas d’effets connus sur la pomme de terre qui est pourtant plus proche de la tomate (Ongena
et Jacques, 2008).

1.6.2.2 Iturines

Les iturines possédent également un potentiel antibiotique. Elles tuent les cellules en formant
des pores conducteurs d’ions, ce qui perturbe 1’équilibre osmotique de la cellule ciblée
(Aranda et al, 2005). Il est & noter que l’interaction des iturines avec les membranes
biologiques est fortement influencée par la composition en stérols de ces derniéres et plus
particuliérement de la présence d’ergostérol, un stérol typique des champignons et des levures

. (Bonmatin et al, 2003). Les iturines sont donc essentiellement fongitoxiques. Elles possédent

également un effet hémolytique mais ne présentent qu’une faible activité antibactérienne et
aucune activité antivirale (Stein, 2005; Ongena et Jacques, 2008).

L’effet des iturines contre divers phytopathogénes a €té démontré in vivo. Dans le cadre de la
phyllosphere, il a été démontré que les iturines inhibent le pathogéne Podosphaera fusca sur
les plantes de melon (Tour€ et al., 2004).

Concernant les pathogeénes de la rhizosphére, l'inhibition de Rhizoctonia solani ainsi que de F.
oxysporum par l'iturine A sur les tomates a été montré (Asaka et Shoda, 1996). Un effet
éliciteur de I’iturine sur les végétaux ne semble pas avoir été observé.
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Ceci pourrait s’expliquer par une incapacité des iturines & interagir avec les membranes
végétales (Ongena et Jacques, 2008). Il a ét¢ démontré que la mycosubtiline n’est pas
impliquée dans la formation d’un biofilm & I’interface air-eau en culture liquide. Cependant,
de par sa nature de tensio-actif, cette molécule influence 1’étalement des colonies sur les
milieux solides, le spreadin (Leclere e al, 2006).

1.6.2.3. Fengycines

Le potentiel antibiotique des fengycines concerne essentiellement les organismes fongiques
avec un effet plus marqué sur les champignons filamenteux. L’effet hémolytique de ces
molécules est 40 fois plus faible que celui de la surfactine. A des faibles concentrations, les
fengycines s’insérent peu profondément dans la membrane plasmique. A une concentration
plus élevée, ces lipopeptides forment des amas qui s’enfoncent profondément dans la
membrane et causent des fuites (Touré et al, 2004).

L’effet fongitoxique des fengycines peut protéger les plantes contre certains phytopathogénes.
L’inhibition de Podosphaera fusca sur les feuilles de melon grice a une souche de B. subtilis
productrice de fengycine a pu étre établie (Romero et al, 2007). L’effet inhibiteur des
fengycines a également pu étre montré dans le cadre de maladie post-récolte sur pommes due
a Botrytis cinerea (Tour€ et al, 2004). Dans ce dernier cas, il a ét¢ démontré que 1’application
des spores de B. subtilis S499 ou des lipopeptides partiellement purifiés produits par cette
souche permet d’inhiber le pathogéne (Nihorimbere et al, 2009). Dans le cas des pommes
inoculées avec des endospores de B. subtilis, des fengycines ont pu étre isolées des fruits en
quantité inhibitrice, les surfactines et iturines étant peu ou pas présentes. Il a aussi été
démontré que les fengycines peuvent modifier le métabolisme de certains pathogénes.
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CHAPITRE II. MATERIEL ET METHODES
IL.1. Matériel
IL.1.1. Site de ’expérimentation

L’essai a ét¢ installé a I'Université du Burundi dans les champs expérimentaux de la Faculté
des Sciences Agronomiques (FACAGRO). |

- I1.1.2. Matériel végétal

La variété de tomate qui a fait ’objet de notre étude est Floradel, qui est une variété a port
indéterminé. Cette variété a été choisie de par sa disponibilité car elle est beaucoup cultivée
au Burundi. ‘

I1.1.3. Les microorganismes utilisés

11.1.3.1. Fusarium oxyporum

Fusarium oxyporum est 1’agent causal de la fusariose, une des maladies de la tomate graves et
fréquentes en différentes_zones €co-climatique du Burundi. Le champignon qui cause la

_fusariose pénétre & travers les racines et monte dans le xyléme de la tige. Il y produit-des

substances toxiques qui bloquent partiellement les faisceaux vasculaires. La réduction de la

circulation d’eau est probablement la cause principale du flétrissement (Messiaen et Lafon,

1989).

Les souches utilisées lors de notre expérimentation (F et F3) étaient préalablement préparées
et conservées sous forme de solution. (Nihorimbere et al, 2009). Les souches viennent du
laboratoire du CWBI (Centre Wallon de Biologie Industrielle) de la Faculté universitaire des
Sciences Agronomiques de Gembloux (Belgique). '

I1.1.3.2. Bacillus subtilis S499
Bacillus subtilis est une bactérie Gram+ dont le génome a été entierement séquencé. Il est

également reconnu comme organisme non pathogéne pour 1’homme car non producteur
d’endotoxines (Lepoivre, 2003). 11 a été donc objet de notre étude pour étudier son effet

~comme agent de biocontrol dans la lutte contr¢ les maladies de la tomate et plus

particuliérement contre la fusariose de la tomate.

La souche de Bacillus que nous avons utilisée lors de notre expérimentation vient du
laboratoire du CWBI (Centre Wallon de Biologie Industrielle) de la Faculté universitaire des
Sciences Agronomiques de Gembloux (Belgique). La souche se présentait sous forme de
poudre et I’avons mise en solution pour tremper les graines de tomate.
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I1.1.4. Matériel pour installation de I’essai et pour la récolte

Le matériel utilisé pour la préparation du terrain choisi pour ’expérimentation et la mise en
place de la pépiniére était constitué par :

> Une houe pour le labour et la trouaison

» Un réteau pour ’émiettement du sol

» Piquets et décamétre —ruban

» Balance €lectronique pour la pesée des fruits récoltés a la maturité

> Balance sensible pour la pesée de la quantité en poudre de Bacillus Subtilis S499
» Fiits pour emmagasiner I’eau d’arrosage

» Tuyau en plastic pour arrosage

» Bassins et caisses en carton pour le transport des fruits récoltés.

IL.1.5. Analyse statistique des résultats

L’analyse statistique des résultats a été faite a 1’aide du logiciel Minitab. L’analyse de la
variance pour différentes variables nous a permis de déterminer les niveaux de signification
des différences entre les facteurs étudiés. Le test de Newman-Keuls au seuil de 5% nous a
permis de ranger les moyennes en différents groupes homogénes. Les variables considérées
sont : nombre de feuilles. par plant, taille ou hauteur des plants, poids de certains plants
aléatoires, poids des racines des plants, nombre des fruits par plant, poids des fruits a la
.. maturité, diamétre des fruits. Le tableau ci-apres nous donne les normes d’interprétation des
résultats.

Tableau 1: Normes d’interpréfation des résultats

Probabilité Appellation pour le test de Fisher Notation
<0,001 Tres hautement significative *okx
Comprise entre 0,001 et 0,01 Hautement significative ok
Comprise entre 0,01 et 0,05 Simplement significative *
>0,05 Non significative NS

Source : Dagnelie, 1973
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II. 2. Méthodologie de I’expérimentation

I1.2.1. Installation et suivi de I’essai en pépiniére

IL.2.1.1. Choix du Site de la pépiniére

Nous avons installé notre pépiniére a proximité du terrain préparé pour I’expérimentation,
pour nous faciliter le transport des plantules. Notre pépiniére était aussi tout prés d’un point
d’eau pour faciliter I’arrosage.

I1.2.1.2. Installation de la pépiniére

11.2.1.2.1. Préparation des plates-bandes

Apres les travaux de labour du terrain choisi pour I’expérimentation, nous avons procédé a la
délimitation du terrain a ’aide du décamétre-ruban. Puis, de plates-bandes de 5 m de longueur

et 1,5 m de large ont été aménagées dans la pépiniere. Ces plates- bandes étaient séparées par
une allée pour faciliter les travaux d’entretien, notamment ’arrosage et le sarclage.

11.2.1.2.2. Le semis

- Avant le semis, nous.avons d’abord tracé, sur chaque plate-bande, des sillons espacés de 20
cm avec une profondeur de 8 mm comme ’exige le projet maraicher de Ngagara. Signalons

que ce projet envisage une profondeur de semis qui varie de 0,5 a 1 cm soit 5 mm & 10 mm.
Pour notre cas, nous avons choisi une valeur intercalée entre les deux limites, soit § mm.
Nous avons ensuite procédé a I’inoculation des grains par Bacillus subtilis S499. Aprés
inoculation, les grains traités ont été déposés dans chaque sillon d’une plate-bande. Pour
P’autre plate-bande, nous avons semé des grains de tomate non traités qui donneront des
plants non traités. Aprés le dépdt des grains de tomate dans les sillons, nous avons recouvert
ces grains avec une couche fine de terre.

Par la suite nous avons mis une couche trés légére de la paille, cela pour diminuer les effets de
battance de goutte d’eau de pluie ou d’arrosage mais aussi pour favoriser la germination.
Dans les conditions normales, la levée chez la tomate se fait 6 & 8 jours aprés le semis (Chaux
et Foury, 1994). Dans notre expérimentation, nous avons enlevé la paille 3 jours avant la
levée, cela pour éviter que les jeunes plantules ne soient étouffés.
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11.2.1.2.3. Conduite des plants en Pépiniére

Concemant la conduite des plants en pépiniére, nous avons essentiellement fait I’arrosage, le
sarclage et élimination des plants non vigoureux. Les deux demiéres opérations sont
indispensables pour favoriser la croissance des plants vigoureux et éviter la concurrence en
éléments nutritifs entre les jeunes plantules et les mauvaises herbes. L’arrosage se faisait
chaque fois le matin et le sotr, sauf en cas de pluie. Pour cette opération nous nous sommes
servis d’un tuyau arroseur qui amenait ]’eau du robinet vers les flits installés dans le champ
pour stockage d’eau pour enfin arroser les plants en pépiniére a I’aide des arrosoirs disponible
ala FACAGRO. La photo 2 montre les plants de tomate dix jours apres le semis.

N GRS 3

Photo 2. Les plants de tomate 10 jours aprés le semis en pépiniére

Signalons qu’au cours de nos travaux expérimentaux, aucune maladie n’a été identifiée en
pépiniére sauf qu’on pouvait déja remarquer des différences au niveau de la taille des plants et
du nombre de feuilles entre les plantules des deux plates-bandes.

I1.2.2. Méthode d’inoculation des organismes utilisés

11.2.2.1. Méthode d’inoculation de Bacillus subtilis S499

La bactérie utilisée dans notre expérimentation était sous forme de poudre. Pour favoriser son
adhérence sur les grains de tomate, on a préparé une suspension d’eau contenant la bactérie.
Pour ce faire, nous avons procédé par dilution (a 1 g/ | d’eau) et nous avons trempé les grains
a traiter dans cette suspension pendant 30 min avant le semis. Les grains non traités ont été
simplement trempés dans de P’eau de robinet pour servir de témoin.

11.2.2.2. Méthode d’inoculation de Fusarium oxyporum

Signalons avant tout qu’il n’existe pas de différence remarquable entre les deux souches de
Fusarium oxyporum utilisées (F, et F3) en ce qui concerne le niveau d’action et la virulence
car elles agissent de la méme fagcon au stade d’infection (Nihorimbere et «/, 2009). Lorsque
les plants de tomate avaient 4 3 5 feuilles aprés repiquage, nous avons procédé a I’opération
de contamination des plants de tomate avec le pathogéne (Fusarium oxyporum.
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Pour ce faire, comme le pathogéne était en suspension, nous avons procédé directement &
’infection des plants en déposant facilement une goutte de pathogeéne sur la feuille de tomate.
Cette goutte était prélevée dans un tube contenant le pathogéne a 1’aide d’une tige en verre
disponible au laboratoire de microbiologie de la FACAGRO. Nous avons par la suite mené
des observations sur le comportement des plants infectés par le pathogéne et préalablement
traités par Bacillus subtilis S499 comparativement a celui des plants infectés mais non traités.
Signalons que, quelle que soit la forme du pathogéne, il adhére sur les surfaces auxquelles il
est déposé (Lepoivre, 2003).

IL2.3. Traitements et Dispositif expérimental

I1.2.3.1. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental de notre essai était le bloc aléatoire complet. Il comptait 24
parcelles dont chaque parcelle était répétée 4 fois. Le dispositif coptait 4 blocs (B1, B2, B3,

B4), comme le modéle ci-aprés le montre.

Tableau 2 : Dispositif expérimental de ’essai Bacillus-tomate-Fusarium

Bl B2 B3 B4
| mn B, Ry
BF, bF; BF, bE;
bF; BFy . | BF, bF;
bFy BF | bF, BF;
b, bE, bF; bFq
BF; bF, bF; BF,

Légende : B: Plantes inoculées avec Bacillus subtilis S499, b: Plantes non inoculées avec
Bacillus subtilis S499, Fy: Plantes non contaminées avec Fusarium, Fy: Plantes contaminées
avec Fusarium « 1 », F3: Plantes contaminées avec Fusarium « 3 ».
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11.2.3.2. Traitements

Lors de la présentation des résultats, nous avons regroupé les parcelles en 6 niveaux de
traitement: T1 (b Fy), T2 (B Fo), T3 (b Fy), T4 (B F1), T5 (b F3), T6 (B F3).

I1.2.4. Transfert des plants (Repiquage)

La transplantation a été effectuée le 29 Avril 2010 soit 30 jours aprés la mise en place de la
pépiniére. La transplantation se faisait a la fin de la journée dans ’aprés midi et dans les
poquets préalablement préparés. Lors du repiquage, les plants avaient déja 15 cm de haut avec
5 4 6 feuilles pour les plants traités et 3 & 4 feuilles pour les plants non traités (témoins). Les
plants venant de la plate-bande traitée avec Bacillus subtilis S499 ont été transférés dans les
parcelles BFg, BF, et BF3 tandis que les plants de la plate-bande non traitée étaient transférés
dans les parcelles bFy, bF; et bF; comme le montre le plan d’expérience. Dans notre
expérimentation, nous avons travaillé en condition naturelle du sol. Nous n’avons pas ajouté
dans notre champ expérimental ni fumure organique ni fumure inorganique.

I1.2.5. Les soins culturaux en plein champ

La tomate est trés sensible aux stress tant biotitiques qu’abiotiques. Ainsi, une des possibilités
pour limiter les dégéts est.de procéder aux soins culturaux. En saison séche, ’arrosage doit
étre journalier surtout au moment du développement et du grossissement des fruits. Le
sarclage est aussi important pour éliminer les mauvaises herbes car ces derniéres peuvent
constituer le support des insectes nuisibles a la culture de la tomate mais aussi, elles peuvent
concurrencées les cultures de tomate en éléments nutritifs.

11.2.6. Caollecte des données

Les données ont été collectées dans le champ expérimental installé dans le site
d’expérimentation de la FACAGRO sur la variété Floradel achetée dans le projet marajcher
de Ngagara et sur base des symptdmes externes observés sur les feuilles de la tomate. Nos
observations ont commencés 10 jours aprés le repiquage lorsque nous avions procédé a la
contamination des plants de tomate avec le pathogéne (Fusarium oxyporum).

La collecte des données a été faite en visitant plant par plant dans chaque parcelle élémentaire
pour chaque variable étudiée. Chaque parcelle élémentaire comptait cing lignes avec 25
plants, mais seuls neufs plants des trois lignes centrales intéressaient notre étude. Nous tenons
aussi a signaler que lors de la collecte des données, nous avons ignoré les plants de la bordure
de parcelle pour éviter I’effet de bord pouvant influencer par suite nos résultats.

Le modéle ci-apres illustre les plants sur lesquels ont porté nos observations dans la parcelle
¢lémentaire.
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I I I
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Mo K
X g R
I Il

Schema : Le modéle des parcelles de notre expérience

Y : Plants de tomate qui ont fait objet de nos observations.
X : Plants de bordure
D : Zone non plantée

La collecte des données s’est faite en différentes période. Dans la premiére période nous
avons évalué les variables telles que :

La hauteur des plants par parcelle ;

Le nombre de feuilles par plant et par parcelle ;

Le poids de tige de certains plants choisis aléatoirement par parcelle ;

La pesée de la partie racinaire de certains plants choisis aléatoirement par parcelle ;
suivie de I’évolution des nécroses aprés contamination.

YV V.V VY

"~ Dans la deuxiéme période, nos observations étaient basées sur le bourgeonnement ét-la

fructification. Pour ces variables nous avons analysé les paramétres comme ;

» La date d’apparition des premicres inflorescences pour les plants traités avec
Bacillus subtilis S499 et ceux non traités ;

» Le nombre de fruits par plant et par parcelle ;

» Le poids des fruits & maturité récoltés par parcelle ;

» Le diamétre de fruits récoltés par parcelle.

Enfin, nous avons associé tous les critéres et nous avons fait des comparaisons de résultats
obtenus dans les différentes parcelles (Traitées ou non) pour enfin mener une discussion sur
Iefficacité d’utilisation de Bacillus subtilis S499. Les observations ont été faites d’une fagon
échelonnée en différentes périodes et suivant les variables a étudier.

11.3. Détermination du rendement

Pour cette variable, tous les fruits récoltés ont été pesés a I’aide d’une balance. Le rendement
global a été déterminé par le poids de tous les fruits récoltés dans une parcelle élémentaire,
converti par la suite a 1’hectare. Pour ce, aprés le calcul du poids moyen de fruits récoltés sur
une superficie de 6,25 m? nous avons ramené la production obtenue a une superficie de 1ha et
nous avons obtenu le rendement en tonne par hectare (T/ ha).
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CHAPITRE III : PRESENTATION ET DISCUSSION DES RESULTATS

II1.1. Résultats.

I11.1.1. La taille moyenne des plants de tomate

La mesure de la hauteur des plants de tomate a été faite dés la transplantation jusqu’a la
récolte. Nous avons mesuré la hauteur des plants par parcelle a la transplantation aprés un
mois car ¢’est le temps qu’il faut pour que les plants s’adaptent & ce nouveau terrain (Chaux et

foury, 1994). Par aprés, nous avons évalué la croissance des plants tous les 10 jours.

Le tableau 3 montre la taille moyenne des plants par traitement, observé pour différentes
périodes selon que les plants sont traités avec Bacillus subtilis S499 ou non.

Tableau 3 : Hauteur moyenne des plants de tomate selon qu’ils sont traités avec Bacillus
subtilis S499 ou non

Parcelles traitées avec | La taille moyenne/ Parcelles non La taille moyenne/
B.subtilis S499 plant traitées plant
Ts 107,1667 Ts 72,5000
Ty 97,000 T3 71,4167
T, 96,0833 T, 69,6667
Moyenne 100,0833 | Moyenne 71,1944

Moyenne générale : 85,64

Pour cette variable nous avons calculé une moyenne générale de la taille des plants qui est de
85,64 et les plants traités avec Bacillus subtilis S499 possédent une moyenne supérieure a la
moyenne générale, tandis que les plants témoins possédent une taille inférieure a la moyenne
générale.

III.1.2. Le nombre moyen de feuille par plant.

Le tableau 4 montre le nombre moyen de feuille par plant selon que les plants de tomate sont
traités avec Bacillus subtilis S499 ou non.
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Tableau 4 : Nombre moyen de feuille par plant (NMFP) selon que les plants de tomate
sont traités avec Bacillus subtilis S499 ou non

Farc’elle;s traitées avec Nombre moyen de ‘ Parcelles non Nombre moyen de
B.subtilis S499 feuilles/ plant traitées feuilles/ plant
x T, 22 Ts 14
Te 21 T 13
| T4 19 Ts 2
’ Moyenne 21 Moyenne 13

Moyenne générale : 17,25

I ressort de ce tableau précédent, que les plants traités avec Bacillus subtilis S499 possédent
une moyenne supérieure 4 la moyenne générale calculée qui est de 17,25, tandis que les
plants témoins possédent une moyenne inferieure a la moyenne générale.

111.1.3. Le nombre moyen de fruits par plant

Tableau 5 : Nombre moyen de fruits par plant (NBMFP) observés pendant la période de
floraison optimale selon que les plants de tomate sont traités avec Bacillus subtilis S499

ou non
Parcelles traitées avec | Nombre moyen de Parcelles non Nombre moyen de
B.subtilis S499 fruits/ plant traitées fruits/ plant
Te 7,5417 Ts 4,5208
Ty 7,5417 T, 4 ,5208
T 6,8750 T 4,0222
Moyenne 7 Moyenne 4

Moyenne générale : 5,860

11 ressort de ce tableau, que les plants de tomate traités avec Bacillus subtilis S499 possédent
un nombre moyen de fruit supérieur a la moyenne générale tandis que les plants non traités
enregistrent une moyenne inférieure a la moyenne générale calculée pour ce paramétre.

I11.1.4. Le poids moyen des fruits récoltés 2 maturité
Le tableau 6 montre le poids moyen en grammes selon que les plants den tomate sont traités

avec Bacillus subtilis S499 ou non. La moyenne générale des fruits récoltés a été analysée
dans différents niveaux de traitement au cours de notre expérimentation.
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Tableau 6 : Poids moyen en gramme (g) d’un fruit (PMF) selon que les plants de tomate
sont traités avec Bacillus subtilis S499 ou non

Parcelles traitées avec | Poids moyen d’un Parcelles non Poids moyen d’un
B.subtilis S499 fruit / plant -traitées fruit/ plant
Ts 116,3743 Ts 97,9855
T4 103,8608 Ty 92,7358
T, 101,7986 Ts 87,9850
Moyenne | 107,3445 Moyenne 92,9021

Moyenne générale : 100,120g

De ce tableau, nous constatons que les plants de tomate traitées avec Bacillus subtilis S499
possédent une moyenne supérieure 4 la moyenne générale tandis que les plants de tomate non
traités possédent une moyenne inférieure a4 la moyenne générale calculée,

II1.1.5. Le diamétre moyen d’un fruit récolté par Parcelle.

Le diamétre moyen d’un fruit pour différentes parcelles est donné par le tableau 7.

Tableau 7 : Diamétre moyen d’un fruit (DMF) selon que les plants de tomate sont traités
avec Bacillus subtilis S499 ou non

Parcelles traitées avec Diamétre moyen Parcelles non Diamétre moyen
B.subtilis S499 d’un fruit/ plant traitées d’un fruit/ plant
Ty 10,3248 T3 8,6579
Ts 9,6820 T, 8,0466
T, 9,5112 Ts 7.9817
Moyenne 9,8393 Moyenne 8,2287

Moyenne générale :.9,04

De ce tableau, nous remarquons que les plants de tomate traités avec Bacillus subtilis S499
enregistrent une moyenne supérieure & la moyenne générale calculée pour différents niveaux
de traitement alors que les plants de tomate non traités possédent une moyenne inférieure a la
moyenne générale calculée pour ce paramétre.

I11.1.6. Le rendement moyen

Le tableau 8 montre le rendement moyen obtenu pour les différents niveaux de traitements
selon que les plants de tomate sont traités avec Bacillus subtilis S499 ou non.
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Tableau 8 : Rendement obtenu selon que les plants de tomate sont traités ou non

Parcelles traitées avec | Rendement moyen | Parcelles non traitées | Rendement moyen
B.subtilis S499 en T/ha enT/ha
T, 3,56 Ts 2,90
Ts 3,43 T 2,83
T4 3,35 T 1,59
Moyenne 3,45 Moyenne 2,44

Moyenne générale : 2,96 T/ha

Pour ce paramétre, nous remarquons que ce sont les plants de tomate traités avec Bacillus
subtilis S499 qui ont montré un rendement moyen supérieur a la moyenne générale calculée
pour différents niveaux de traitement tandis que les plants de tomate non traités ont montré
une moyenne inférieure a la moyenne générale.

IT1.2. Analyse statistique des résultats

Tableau 9: Analyse de la variance pour la hauteur des plants de tomate

Source de | SCE "~ |ddl | CM Test de | Moyenne | Probabili | ET"" | C.V.
variation Fisher | générale | té

Variation :

factorielle 15979,44 | 5 3195,889 | 23 85,64 0,000

Variation

résiduelle 9145,167 | 66 | 138,563 18,81 [ 22%
Vatiation

(totale 25124,61 | 71

De ce tableau, nous observons que I’étude de la variance montre que le traitement faite exerce
un effet trés hautement significatif sur la taille des plants. Cela peut étre justifié par le fait que
’application de Bacillus subtilis S499 sur la culture de tomate a montré une grande taille des
plants des différents traitements en comparaison avec les plants non traités.
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Tableau 10 : Comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%
pour la hauteur des plants

Niveaux de Hauteur des plants ] Groupes homogenes
traitement (Moyenne)

Ts 107,1667 A

T4 97,000 A

T, 96,0833 A

Ts 72,5000 B

T; 71,4167 B

T, 69,6667 B

Dans ce tableau, il ressort 2 groupes homogénes A et B qui sont statiquement différents. Tg,
T4 et Ty traités avec Bacillus subtilis S499 viennent en téte avec des moyennes supérieures a la
moyenne générale et les autres étant inférieurs a la moyenne générale calculée.

Tableau 11: Analyse de la variance pour le nombre de feuilles des plants de tomate

Source de SCE “Tddl | CM | Testde | Moyenne | Probabili | ET | C.V
variation Fisher | générale | té

" Variation T
factorielle 1097,833 | 5 219,567 | 30,211 17,25 0,000

Variation

résiduelle 479,667 | 66 | 7,268 4,71 | 27%
Variation 1577,500 | 71
totale

Dans le tableau ci-haut, on remarque que la probabilité est plus petite que 0,001 et par
conséquent 1’étude de la variance montre que les traitements faits, exercent un effet trés
hautement significatif sur le nombre de feuilles des plants.

Tableau 12 : Comparaison des moyenhes selon le Test de Newman-Keuls au seuil de 5%
pour le nombre de feuille des plants

Niveau de traitement Nombre de feuilles Groupes homogénes
T, 22,0833 A
T 21,5833 A
T4 19,5000 A
T3 14,1667 B
T 13,2500 B
Ts | 12,9167 B |

Le test de Newman-Keuls au seuil de 5% montre pour ce paramétre ’existence de deux
groupes homogeénes A et B statistiquement différent.
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Les plants traités avec Bacillus Subtilis S499 viennent en téte avec des moyennes supérieurs a
la moyenne générale comparativement a ceux non traités. I.’analyse de la variance a montré
un effet trés hautement significatif pour cette variable. Cela peut étre justifié par le fait que
les plants de cette parcelle n’ont pas été contaminés avec Fusarium oxyporum et par
conséquent, on pourrait admettre qué Bacillus Subtilis S499 agit favorablement sur les plants
de tomate et influence alors le nombre de feuille.

Tableau 13 : Analyse de la variance pour le poids des plants

l

Variation
totale 132822,88 | 71

Source de | SCE 1 ddl|CM | Testde Moyenne | Probabilité | ET |C.V

variatiorj Fisher generalj

Variation

factorielle | 10775,95 |5 | 2155,192 | 1,165 127,6 r 0,336 ] f
Variation

résiduelle | 122046,92 | 66 | 1849,196 , I 43,25 | 34%

Pour cette variable, on remarque que la probabilité est supérieure a 0,05 et par conséquent
’analyse de la variance montre que les traitements faits exercent un effet non significatif.

Le:test de Newman-Keuls au seuil de 5% montre un seul groupe homogeéne A. On conclut que

. les métabolites produits par Bacillus subtilis S499 n’influencent pas le poids des plants de

tomate.

Tableau 14 : Analyse de la variance pour le nombre de fruits par plant

Source de | SCE ddl | CM Test de | Moyenne | Probabilité | E.T | C.V
(varlatlon f T 1 Fisher —‘ générale

Variationw

factorielle | 645,082 ] ST 129,016 | 16,112 | 5,86 0,000 1

Variation ]

résiduelle | 2234,019 L279] 8,007 ( 9,18 | 54%

Variation |

totale 2879,102 ( 2841 W 1

L’étude de la variance & travers ce tableau d’analyse montre que le traitement fais avec
Bacillus subtilis S499 exerce un effet trés hautement significatif. Cela peut étre expliqué par
le fait que ’utilisation de Bacillus Subtilis 499 influe sur le nombre des fruits des plants ce qui
est I’indicateur de I’effet bénéfique de cette bactérie sur la production.
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Tableau 15 : Comparaison des moyennes selon le test de Newman —Keuls au seuil de $%
pour le nombre des fruits de tomate

Niveau de traitement Nombre de fruits Groupes homogénes
T - 1,5417 A
T 17,5417 A
T, 6,8750 A
Ts 4,5208 B
T 4,5208 B
| T; 4,0222 | B

Le test de Newman —Keuls au seuil de 5% montre qu’il existe 2 groupes homogéne A et B
statistiquement différents. Les plants traités avec Bacillus subtilis S499 se trouvent dans un
méme groupe homogéne et possédent des moyennes supérieures a4 la moyenne générale
calculée comparativement a ceux non traités.

Tableau 16: Analyse de la variance pour le poids des fruits de tomate

Source de] SCE ddl | cM Test de | Moyenne | Probabi [ET | C.V |
variation Fisher | générale | lité. ‘
Variation | W
factorielle | 5848252 |5 1169,650 | 1,000 100,12 0,425 |
Variation | j‘ o .

J résiduelle | 77208,477 | 66 1169,825 | | 34,20 | 34%1
| Variation |

totale | 83056,729 ] 71 f

L’étude de la variance montre a travers ce tableau que le traitement fait exerce un effet non
significatif sur le poids des fruits. Le test de Newman- Keuls au seuil de 5% a montré pour ce
paramétre, qu’il n’existe qu’un seul groupe homogeéne A. Par conséquent, I’utilisation de
Bacillus subtilis S499 n’a pas eu d’influence sur le poids des fruits de tomate.

Tableau 17 : Analyse de la variance pour le diamétre des fruits de tomate

Source de | SCE ddl | CM Test de | Moyenne | Probabilité. | E.T CcV
variation “ —] Fisher | générale

Variation T ) ‘

factorielle | 54,451 5 10,890 | 3,443 9,04 | 0,008

Variation | ' |

~résiduelle | 208,755 | 66 | 3,163 1,93 21%
Variation ] 1

| totale 263,206 | 71 |
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L’étude de la variance montre a travers ce tableau que le traitement exerce un effet hautement
significatif sur le diamétre des fruits de la tomate.

Tableau 18 : Comparaison des moyennes selon le test de Newman —Keuls au seuil de 5%
pour le diamétre des fruits

Niveau de traitement Diametre de fruits Groupes homogenes
Ty 10,3248 A
Ts 9,6820 AB
T, 9,5112 AB
T3 8,6579 AB
T 8,0466 B
Ts 7,9817 B

Le test de Newman-Keuls au seuil de 5% montre 1’existence de deux groupes homogeénes A et
B statistiquement différents mais qui se chevauchent. T4 vient en téte avec une moyenne
supérieure 4 la moyenne générale calculée. Pour cette variable ’analyse de la variance montre
un effet trés significatif. Cela peut étre justifié par le fait qu’aprés contamination des plants
avec Fusarium sp, il y a eu antagonisme entre les deux organismes.

Tableau 19 : Analyse de la variance pour le rendement en T/ha

“'Source ~de'[:SCE ddl |cMm ‘ Test de l Moyenne | Probabi | ET |C.V l
‘ variation | Fisher \ générale | lité. B | ]
Variation T T | “

factorielle | 17,7843 |5 | 1,5677 | 1,100 2,96 ' 0,009 | |
| Variation | ﬁ
résiduelle ‘ 7,8383 66 0,2716

ﬁ T‘ 1,04j 17,6% !
Variation
totale | 25,6226 | 71 1 1 I

L’analyse de la variance montre & travers ce tableau que le traitement fais avec le Bacillus
subtilis $499 exerce un effet hautement significatif sur le rendement.
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Tableau 20 : Comparaison des moyennes selon le test de Newman —Keuls au seuil de 5%
pour le rendement

Niveau de traitement | Rendement en T/ha Groupes homogénes
T2 3,56 A
T 3,43 A
Ty 3,35 A
Ts 2,90 B
T3 2,83 B
T, 1,59 B

\

Le test de Newman-Keuls au Seuil de 5% montre |’existence de deux groupes homogénes A
et B statistiquement différents. Les plants traités avec Bacillus subtilis S499 viennent en téte
avec des moyennes supérieures a la moyenne générale calculée comparativement a ceux non
traités.

I11.3. Discussion des résultats

Aprés la présentation des résultats, nous allons discuter les résultats obtenus en mettant un
accent sur I’effet bénéfique de Bacillus subtilis S499 pour I’amélioration de la santé des plants
de tomate et I’induction de la résistance contre différents ennemis.

H1.3.1. Comportement des plants aprés inoculation de Fusarium oxyporum

Notre travail a commencé par la mise en place d’une pépinicre. Lorsque les plants de tomate
étaient 4gés de 30jours, nous les avons transférés dans le champ d’expérimentation pour le
Suivi.

L’objectif principal de notre travail était d’analyser si I’efficacité de Bacillus subtilis mise en
évidence in vitro par les recherches antérieures sur Fusarium sp (Nihorimbere et al, 2010 ;
Stein, 2005 ; Ongena et Jacques, 2008), reste démontrée en plein champs. Les plants de
tomate traités avec la souche de Bacillus subtillis S499 ont été contaminés au stade de 3-4
feuilles avec Fusarium oxyporum. Apres cette opération, il a fallu suivre le comportement
des plants traités avec Bacillus subtilis S499 et ceux non traités face a cet organisme
pathogéne. Ce n’est qu’apres 3 semaines que nous avons fait les observations suivantes :

» Pour les parcelles traitées avec Bacillus subtilis S499 seulement (Parcelles BFy), les
plants de tomate se sont montrés trés vigoureux. Ce sont ces parcelles par ailleurs qui
ont donné un rendement élevé comparativement aux parcelles non traitées. L’analyse
de la variance a montré que ’application de Bacillus subtilis S499 sur la culture de la
tomate a un effet hautement significatif pour les différentes variables étudiées.
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Cela serait dii aux métabolites produits par Bacillus subtilis S499 qui stimulent la
croissance de la plante d’une part et qui servent d’antibiotiques contre les ennemis de
celle-ci en réduisant 1’effet de la maladie d’autre part.

Dans les parcelles bFy, nous avons constaté sur les plants de tomate, des symptomes de
fusariose et d’autres maladies comme les mildious, les viroses et d’autres que nous
n’avons pas identifié. Cela nous a donc amené a conclure que 1’agent causal de la
fusariose existe dans la nature et il suffit qu’il y ait présence d’une plante héte pour se
développer.

Pour les parcelles BF), trois semaines aprés inoculation de Fusarium oxyporum, nous
avons remarqué des nécroses sur les feuilles, dont les diamétres n’ont pas évolué. Cela
nous a amené a conclure que les lipopeptides produits par Bacillus subtilis S499 ont
été efficaces pour empécher 1’évolution de la maladie (fusariose).

Les constatations ont été les méme pour les traitements BF; .Les diamétres de nécrose
n’ont pas évolué aprés contamination. Cela suggere ’efficacité d’utilisation de
Bacillus subtilis S499.

Dans les parcelles bFy bF; et bF; non traitées, les plants de tomate ont été séveérement
attaqués contrairement aux parcelles traitées. Les parcelles non traitées, sont aussi
appelées des parcelles témoins. Ces parcelles; sont indispensables pour notre
expérimentation, car les données récoltées sur ces dernicres, ont €t€ comparées a celles
des parcelles traitées avec Bacillus subtilis S499 pour enfin en tirer des conclusions.
Ainsi, une attaque trés sévére des plants de tomate par la fusariose a €té remarquée
dans les parcelles non traitées, ce qui nous a amené a confirmer 1’activité protectrice
de Bacillus subtilis S499 contre les organismes pathogénes de la tomate.

La photo 3 montre qu’en absence de tout traitement la maladie évolue trés rapidement et la
plante se desseche complétement.

Photo 3 : Desséchement généralisé des plants de tomate attaqués par fusariose.
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1I1.3.2. Les composantes étudiées avant la maturité des fruits
I1.3.2.1. La hauteur des plants

Aprés I’analyse des résultats, nous avons trouvé que la taille moyenne des plants de tomates
varie trés significativement quand les plants sont traités avec Bacillus Subtilis S499
comparativement a ceux non traités (Témoins). Cela montre que Bacillus subtilis S499 a eu
un effet positif sur la croissance des plants de tomate.

I11.3.2.2. Nombre de feuilles par plant

Pour cette variable, ce sont les parcelles BF, qui présentent une moyenne plus élevée de
nombre de feuilles comparées aux autres parcelles. On remarque qu’apres 1’inoculation de
Bacillus subtilis S499 aux plants de tomate, ces derniers n’ont pas été contaminés par
Fusarium oxyporum. Donc, Bacillus subtilis S499 a participé au renforcement de la résistance
des plants de tomate inoculés.

Quand nous avons comparé les résultats obtenus sur les plants des parcelles BFj traités avec
Bacillus subtilis S499 avec ceux des parcelles bF, témoins, nous avons confirmé ’influence
du Bacillus subtilis S499 sur le nombre de feuilles des plants en comparaison avec les plants
non trajtés. L’analyse statistique des résultats a aussi montré pour cette variable, un effet

- hautement significatif pour les différents niveaux de traitements.

IML.3.2.3. Poids;ges plants

Pour cette variable, ’analyse de la variance a montré un effet non significatif pour les
différents traitements effectués. Nous pouvons donc conclure que ’utilisation de Bacillus
subtilis S499 n’a pas eu d’influence remarquable vis-a-vis de ce paramétre.

111.3.2.4. Le nombre de fruits par plant

Pour cette variable, I’analyse de la variance montre un effet trés hautement significatif pour
les différents traitements de notre expérimentation. Nous remarquons une différence élevée
du nombre moyen de fruits par plants selon que les plants sont traités avec Bacillus subtilis
S499 ou non. Cela suggére un effet bénéfique de Bacillus subtilis S499 sur la production de
fruit chez la tomate en champ. Globalement, les parcelles (BF3;) se montrent plus
performantes comparativement aux autres parcelles.

ITL.3.3. Les composantes observées apreés la récolte
I11.3.3.1. Poids moyen de fruits par parcelle

Le poids moyen d’un fruit variait selon que les parcelles sont traitées ou non. Ici, nous avons
remarqué que le traitement des plants de tomate avec Bacillus subtilis S499 n’a pas eu
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d’influence remarquable sur le poids des fruits. Pour cette variable, I’analyse de la variance a
montré un effet non significatif sur le poids d’un fruit pour différents niveaux de traitements.
Cela nous a alors amené 2a penser que, les facteurs environnementaux (pH, T?, texture et
structure du sol....) seraient & 1’origine de cette variance.

I11.3.3.2. Diamétre d’un fruit récolté

L’analyse de la variance pour cette variable, montre que le traitement fait avec Bacillus
subtilis S499 exerce un effet trés significatif sur le diamétre des fruits de tomate. Les résultats
obtenus lors de notre expérimentation montrent que ce sont les plants traités avec Bacillus
subtilis S499 qui donnent de gros fruits comparativement aux fruits récoltés des plants non
traités. Cela serait du aux métabolites produit par Bacillus subtilis S499 qui favorise le
grossissement des fruits de tomate.

111.3.3.3. Le rendement

Pour cette variable I’analyse de la variance a montré que Bacillus subtilis S499 exerce un effet
hautement significatif sur le rendement pour les différents niveaux de traitements. La raison a
cela est simple, car les lipopeptides produits par Bacillus Subtilis S499 induisent une
résistance aux plants de tomate. Ce qui fait que la maladie ne se développe pas et la santé des
plantes est donc améliorée. C’est pourquoi les plants de tomate des parcelles traitées avec
Bacillus subtilis S499 présentent un rendement supérieur a la moyenne qui est de 2,960 T/ ha
alors que les plants des autres parcelles possédent un rendement inférieur a4 la moyenne
générale calculée. D’une fagon générale, 1’utilisation de Bacillus subtilis S499 a exercé un
effet protecteur sur les plants de tomate ce qui fait que la maladie ne se développe pas et la
santé des plantes est donc améliorée. Par conséquent la productivité augmente. Les photos ci-

aprés montrent la différence entre les plants traités et ceux non traités a4 4 semaines apres

repiquage:

Photo 5 : Plants de tomate non traités

Photo 4 : plants de tomate traités
Avec B. subtilis S499 3 4 semaines a 4 semaines

Pour la photo 4 on ne remarque pas des symptomes de fusariose. Par contre, la photo 5
montre que les plants de tomate ont été attaqués sévérement par la fusariose. Cela suggere
que le trempage des semences dans une suspension de B. subtilis S499 a induit la résistance
de tomate 2 la fusariose.
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CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS

Conclusions

Le présent travail avait pour objectif général d’étudier I’influence d’une souche de Bacillus
subtilis S499 en tant que biopesticide dans le contrdle biologique des maladies de la tomate en
général et de la fusariose en particulier.

Pour que notre objectif soit atteint, nous avons d’abord trempé les grains de tomate dans une
suspension de B. subtilis S499 avant le semis et la confrontation avec Fusarium oxyporum a
été réalisée sur la tomate en plein champ.

Les résultats obtenus au cours de nos travaux expérimentaux ont montré d’une part que B.
subtilis S499 a ¢té adapté en condition de culture et a exercé une action antagoniste vis-a-vis
de Fusarium oxyporum sur la tomate. C'est-a-dire que tous les plants de tomate qui ont été
traités avec B. subtilis S499 ont montré une résistance €levée a la fusariose, alors que pour les
plants non traités, la maladie a évolué rapidement et la destruction a été presque totale.
D’autre part, les résultats ont montré que le trempage des grains de tomate pendant 30
minutes dans une suspension de B. subtilis S499 induit une certaine résistance de la tomate a
la fusariose. Aussi, il a été remarqué que 1’introduction de B. subtilis S499 sur les racines de
tomate, favorise la croissance et la vigueur de plants de tomate au stade végétatif.

- De ce qui précede-alors et vu les défis révélés par la lutte chimique dans les différents secteurs

(environnement,-santé, économie,...), nous concluons d’une fagon générale, que I’utilisation
de B. subtilis S499 - comme biopesticide sur la culture de tomate pour lutter contre la
fusariose, produit un effet bénéfique sur la santé de la plante, la croissance et surtout sur le
rendement, qui est d’ailleurs plus visé dans le secteur agricole sans porter atteinte a la santé
humaine et & ’équilibre écologique de la biosphére.

Recommandations

Au terme de ce travail, nous voudrions formuler des recommandations a I’endroit des
chercheurs et des autres intervenants dans ’adoption et la promotion du secteur agricole en
général et du maraichage de la tomate en particulier pour que ’utilisation de B. subtilis S499
comme biopesticide soit une réalit¢é au Burundi pour contourner les défis de la lutte
chimique :

&

+* Aux Chercheur

» De mener une €tude sur I’efficacité des lipopeptides produits par B. subtilis
S499 vis-a-vis d’autres maladies de la tomate. Pour ce, 'ISABU qui est la plus
grande institution de recherche agricole au Burundi, devrait a travers son
programme Horto-Fruiticulture, accorder une place importante a la culture de
tomate et de promouvoir la lutte biologique dans la lutte contre les maladies de
la tomate en utilisant le Bacillus subtilis S499 comme biopesticide car nous
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- avons di démontrer tous ses effets bénéfiques sur la santé et I’amélioration de
- la production de la tomate.

. » De tester I’efficacité¢ des lipopeptides produits par d’autres souches de B.
subtilis vis-3-vis de différentes maladies de la tomate ainsi que celles d’autre
cultures d’importance économique au Burundi.

» De continuer la recherche pour d’autres maladies de la tomate tout en mettant

une grande importance sur la lutte biologique. Sachant que notre recherche

s s’est limitée seulement &  P’influence de Bacillus subtilis S499 sur la
fusariose de la tomate.

<+ Au gouvernement :

= De soutenir la recherche en matiére de lutte biologique afin que les problémes
de pollution de I’environnement soient réduits au maximum, sachant que la
recherche a déja relevé les défis de la lutte chimique.

» De mobiliser les fonds pour faciliter la production de cette bactérie non
pathogéne en quantité suffisante et permettre par suite, sa vulgarisation auprés
des exploitants agricole. Ici, ce sont les ministeres ayant I’agriculture et
I’environnement dans leurs attributions ainsi que les organisations a vocation
de protection de I’environnement qui sont les plus visées.

n

[
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ANNEXES
Annexe 1

Structures des lipopeptides produits par B. subtilis (Ongena & Jacques, 2008)
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Annexe 2

Les microorganismes inscrits en tant que biopesticides a 1'agence de protection de

41

'environnement des Etats-Uunis (EPA) (Fravel, 2005).

higcontr nreg # maladigciblée 5 .
Agrobacterinm 1979 Agrobacterium Planles omementales,
radiobacter strain K84 mmefaciens fruits, noix
Agrobacterim 1999 Agrobacterium Plantes oriementales,
radiohacter Strain fmefaciens  snd A fruits, noix
KI1026 rhizogenes
Anmpelesivees 1994 Powdery miildew Fruits, Mpumes et plantes
quisqualis fsolate M-10 amementales
Aspergiliug Slavus 2003 Aspergilins flavus Coton
strain AF36
Aspergiflus flavus 2004 Aspergillus flavas Cacaludte
NRRL 21,882
Bacillus lichenjformis 2003 Les  pathogines et plates ornementales et
Strain SB3086 routlles foligires gazon otnemental
Bacillus pronifus Strain - 20602 Rhizocotonia, Fusariion  Soia
GB 34
Basillus subtitis GBQ3 1992 Rhizacotoaia, Fusarinmy  Coton, arschides, soja, blé,

Aspergilius et d"autres rge, pois et haricots

Basillus subiilis 1994 Rhbizocoronia, Fusarium, Coton, haricot, orge, hié,
MBI 600 Alfernaria ot Aspergifus  com, poig, arachides ct soja
Bucillus subztilis 2000 Pathogénes, powriture ef  Cerises, courges, taisins,
Strain QST 713 rouilles foliaires Kgumes foligires, poivres,

pomumes de terre, tomates et

- meix

Bacillus  subtilis  var, 2000 Rhizoctonia et Fusarhum  stbres  d'omlwe ot des
anyleligue-faciens forGts, plantes omementales
strain FZB24 et arbushes
Candida eleophila Maladies aprés Ja céeolte  Divers  fruits, Kgumes,
isolate fleors, plantes ormementales
(182 et d'autres
Contothriton sninltanss 2001 Seleratiniy sclerotiorum  Sol apricole
CON/MFD1-08 ot Sclerotinia minor )
Gliocadim 1998 Pathogénes du sol Légwnes, herbes, épices,
catentlann straing gazon, arbres of arbustes
J446
Gliocadivm virens GL- 1990 Pathogénes du sol Plantes otnementales,
21 lépumes, coton
Killed Mpwothecion 1996 Nématodes parasite de  Plantes alimentaires,
verriearia la plante plantes 4 fibres et planles
fermantation solids and ornementales
solubles
Psevdomongs 2001 Pethiwm,  Rhizoctonia  Légumes et plantes
ellororaphls steain 63- solemi, Fusarim  omementales en serre
28 OXFIpPOrum




