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Des tomates mycorhizées des la pépiniere pour favoriser la nutrition et la
protection des plantes : développement d’un dispositif-pilote

Philippe Julianus?, Benjamin Perrin2, Marie Chave!

Valoriser les mycorhizes est une alternative potentielle a ['utilisation d'engrais et de produits
phytosanitaires. Nous avons congu un dispositif-pilote basé sur deux étapes: une étape de piégeage et de
multiplication de champignons mycorhiziens a arbuscules indigénes et une étape de mycorhization des plants de
tomates par « effet-donneur ». Nous avons montré que ce dispositif-pilote permet de la mycorhization des
tomates avant leur transplantation au champ. L'objectif est que ce dispositif soit utilisable, a terme, par les
pépiniéristes et les agriculteurs qui produisent des plants maraichers sur leur exploitation.
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Valorizing mycorrhizae is a potential alternative to the use of fertilizers and pesticides. We designed a
pilot device based on two steps: a step of trapping and multiplying native arbuscular mycorrhizal fungi and a step
of mycorrhization of tomato plants by "donor effect’. We have shown that this pilot device allows tomatoes
mycorrhization before being transplanted into the field. The objective is that this system will eventually be usable
by nurserymen and farmers who produce market gardening plants on their farms.
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Introduction

Aujourd’hui I'agriculture conventionnelle n'inspire plus confiance aux consommateurs, en grande partie a cause
des différents scandales liés a I'utilisation des pesticides dans le milieu agricole. Cela est particuliérement vrai
dans les Antilles frangaises (cf. crise du Chlordécone, un insecticide persistant, présent pour des siécles dans les
sols). Une des alternatives a I'usage des pesticides est I'agroécologie qui assure, a travers la mobilisation des
régulations naturelles, une transition vers une agriculture propre et durable.

Dans l'unité de recherche ASTRO (AgroSystemes TROpicaux) de I'lnra Antilles-Guyane, notre laboratoire
d'écologie des sols étudie en particulier la valorisation des mycorhizes. Ce sont des symbioses entre les racines
des plantes et des Champignons Mycorhiziens & Arbuscules (CMA). Les CMA sont des microorganismes
omniprésents dans les sols mais leur développement dépend de la capacité d'association symbiotique des
espéces végetales cultivées et des pratiques agricoles. lls apportent aux plantes de nombreux bénéfices en
termes de nutrition et de protection des plantes. En se propageant sous forme de filaments (ou hyphes)
mycéliens, ils permettent, en effet, un meilleur accés a différents éléments nutritifs (N, P, etc.) et une meilleure
résistance aux attaques par les agents pathogénes. Nous avons ainsi développé une technique qui consiste a
prémycorhizer des plants avant de les transplanter en plein champ. Le dispositif s'appuie sur les interactions
biotiques complexes entre les racines des plantes et les filaments des CMA. Il s’agit, dans un premier temps, de
placer des spores, ou fragments de racines mycorhizés, dans un réservoir contenant des plantes
mycorhizotrophes afin de multiplier les CMA indigénes, naturellement présents dans le sol et donc adaptés aux
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conditions pédoclimatiques locales. Dans un deuxiéme temps, ces plantes mycorhizotrophes dites
« donneuses » sont associées a des plantes « receveuses » pour faciliter leur colonisation. Cette approche
développée in vitro par Voets et al. (2009) a été validée in situ en Martinique et en Guyane (Chave 2015 ; Chave
et al. 2018). L'effet dit « donneur » permet une colonisation plus rapide et importante des plantes receveuses, via
le réseau mycorhizien (Brigido et al. 2017). C'est dans ce cadre que nous avons conduit une expérimentation sur
des plants de tomates a prémycorhizer. Notre objectif : évaluer et optimiser le dispositif de mycorhization précoce
pour la bio-protection de plants de tomate, culture majeure aux Antilles comme dans de nombreuses régions du
monde. Cette expérimentation a consisté a mettre en place deux bacs-prototypes pour initier la mycorhization de
la tomate avant de la repiquer en plein champ.

Rucine mycot hizée

Le dispositif experimental : Un dispositif-pilote pour la mycorhization précoce des
tomates en pépiniere

Le dispositif expérimental en pépiniere comportait deux étapes mises en place dans des bacs-
prototypes différents :
¢ un bac de multiplication pour le piégeage et la multiplication des mycorhizes indigenes.
e un bac donneur pour la mise en place du réseau mycorhizien entre les racines des plantes-donneuses
et des tomates.
La mycorhization en pépiniere est suivie de la plantation des plants en plein champ pour comparer les
caractéristiques des plants mycorhizés et non mycorhizes.

L'objectif du bac de multiplication (réf. Fiche technique « Multiplier des champignons mycorhiziens sur son
exploitation ») est de piéger et de multiplier les CMA indigénes de la parcelle d'exploitation, par la culture de
plants trés mycorhizotrophes : par exemple les alliacées (oignon, cive, ail, poireau...), les graminées (sorgho,
mais, millet...) ou les Iégumineuses (luzerne, pois, tréfle, lentille, crotalaire...). Ces plantes joueront le réle de
plantes « pieges » et « donneuses », dans un deuxieme temps. Le bac a été dimensionné en fonction de la
quantité d'inoculum que I'on souhaitait produire, sachant qu'a I'inoculation, il faut compter environ un volume
d'inoculum pour 5 a 10 volumes de sol exploré potentiellement par les racines.

Le sol est prélevé a 10-25 cm de profondeur, il contient des racines fines qui représentent I'inoculum initial. La
surface de prélevement est de I'ordre de 0.5 a 1 m2 en fonction du besoin. L'inoculum initial peut étre prélevé
dans une zone non cultivée ou des plantes locales sont en bonne santé (arbustes, Iégumineuses graminées ...).
Lorsque cela est possible, on choisit une zone ou se trouvent des plantes des mémes familles que la culture
cible.
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Les dimensions du bac de multiplication fabriqué en PVC sont: 1 m/ 1 m et 20 & 25 cm de profondeur.
Le fond a été tapissé par une toile ombriére perméable de 80 % d'opacité dans laguelle nous avons placé trois
couches de substrat :

e la couche inférieure 10 cm épaisseur un substrat inerte (type gravier).

¢ la couche médiane 5 cm d'épaisseur, le sol de I'exploitation qui est notre inoculum initial.

e lacouche supérieure 5 cm d'épaisseur de substrat inerte.

Nous avons semé dans notre bac des graines de crotalaire sur une forte densité. L'espéce Crotalaria est une
légumineuse a haut potentiel mycorhizotrophe, vigoureuse, facilement disponible et non héte des principaux
bioagresseurs de la tomate. Elle est aussi souvent utilisée comme plante nématicide (production d'alcaloides,
toxines ...). Nous avons provoqué un stress hydrique volontaire, en limitant les arrosages quatre semaines aprées
le semis, afin de stimuler la mycorhization.

L'objectif du bac donneur est d'installer un réseau myceélien, favorisant la mycorhization des plants de tomate par
effet-donneur de plantes « donneuses » a des plantes « receveuses », a partir des filaments des champignons
mycorhiziens. Notre bac donneur a été réalisé en fonction du nombre de plants de tomates que nous souhaitions
prémycorhizer, soit une centaine de plants de tomate.

Les bacs donneur et témoin ont été réalisés en PVC: leurs dimensions sont 184 cm/96 cm sur 8 cm de
profondeur. Le bac donneur a été divisé en cing compartiments séparés par des poches de toiles croisées en
inox de 35um de diamétre. Ces poches sont remplies de sable stérile (substrat inerte pour stimuler la
mycorhization) ou sont repiquées les plantes donneuses 4 a 5 semaines aprés le semis dans notre bac de
multiplication. Quatre semaines apres ce repiquage, les graines de tomate ont été semées dans notre bac
donneur a l'intérieur des compartiments prédéfinis sur des mottes composées de terre et de terreau de semis
(40/60 %). Nous avons veillé a bien combler les interstices entre les mottes de semis et la paroi de la toile
croisée dans lequel sont maintenues les plantes mycorhizotrophes pour faciliter le développement du réseau
mycélien. Idem pour le bac témoin non compartimenté semé uniquement avec des plants de tomates. Les plants
de tomates des deux bacs ont recu les mémes arrosages jusqu’a la plantation et le suivi au champ.

Bande
Plantesdonneuses
(Crotalaires)

Bande Substratinerte .
Plants de Tomate (sable de rivizre) Terreau de semis

Toiles croisées
0,35um

1.84m

Note : La propriété de la toile croisée est d'étre assez poreuse pour laisser passer les hyphes mycéliens sans
laisser passer les racines entre les compartiments et ainsi limiter la compétition par les racines entre les plantes
donneuses et les receveuses.
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Ce dispositif-pilote permet d'étudier la capacité des plantes-donneuses & multiplier et & transmettre un pool de
mycorhizes indigeénes a des plants de tomates en conditions de production.

Pour évaluer et suivre I'impact de la prémycorhization sur la production primaire de la tomate en plein champ :
deux modalités expérimentales ont été mises en place :

e Les plants mycorhizés dans le bac-donneur

e Les plants non mycorhizés

Avant plantation, le terrain a été préparé par un labour superficiel de 10 a 15 cm de profondeur afin d’égaliser la
surface et ne pas casser le réseau mycorhizien déja en place sur la parcelle. Du paillage a base de canne a
sucre y a été apporté pour lutter contre le développement d’adventices. Un systéme d'arrosage au goutte a
goutte a été installé pour permettre une meilleure assimilation et limiter les pertes par évaporation et I'apparition
de pathogene fongique sur la partie aérienne.

Un tuteurage, de type palissage horizontal, a été effectué au début de la floraison et I'étude de comparaison des
différentes modalités a été définie selon trois indicateurs :

) la longueur des tiges,

1) la biomasse fraiche et seche totale des plants prélevés.

Sur chaque plant prélevé, les taux de mycorhization racinaire ont été évalués. Les taux de mycorhization ont été
déterminés sur les racines des plantes donneuses cultivées en bac de multiplication et en bac donneur ; puis sur
les racines des plants de tomates en pépiniére et au champ.

Afin d'évaluer le taux de mycorhization des racines, nous avons d'abord mis en évidence les structures fongiques
par la méthode de Philips et Hayman (1970). Son principe consiste, dans un premier temps, a décolorer toutes
les cellules végétales et fongiques, en conservant leurs parois. Puis au moyen d'un colorant, le bleu de méthyle,
spécifique de la callose, un des composés majeurs de la paroi des champignons, les différentes structures
mycorhiziennes intra racinaires (hyphes, arbuscules, vésicules) sont colorées pour étre observables au
microscope.

Les analyses sur les préléevements des plantes donneuses en pépiniére ont permis d'évaluer le taux de
mycorhization par la méthode de Trouvelot et al. (1986). Pour ce faire, un baréme permet de classer et
d'apprécier le degré de la colonisation mycorhizienne de chaque fragment au moyen de six classes notées de 0 a
5 (Figure 3).

Un échantillon comprend un minimum de 30 fragments observés
N : nombre de fragments observés ; n : nombre de fragments mycorhizés

nl, n2, n3, n4, n5 sont les nombres de fragments notés selon les classes de 1 a 5 respectivement.
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Fréquence de mycorhization
F% = n/N

0 1 7 3 4 5 .
Intensité de mycorhization
M% = (95n5 + 70n4 + 30n3 + 5n2 +n1) /N

0% <I% <10% <50% >50% >90%

Premiers résultats

Rappelons que l'objectif de cette expérimentation est d'évaluer I'efficacité d’un dispositif de pré-mycorhization de
plants de tomate en pépiniere avant repiquage en plein champ.

Le processus de colonisation racinaire des crotalaires s'est fait progressivement par une augmentation de la
fréquence et de l'intensité de mycorhization au cours du temps : apres 3 semaines dans le bac de multiplication :
F=90 %, M=13,4 % ; aprés 8 semaines dans le bac de multiplication : F=95 %, I=18 % et aprés 2 semaines dans
le bac donneur : F=95 %, 1=27,6 %.

Les plantes donneuses ont bien joué le réle de piégeage et de multiplication des CMA indigenes dans notre sol
local.

En pépiniére afin de suivre 'effet donneur, des prélévements ont été effectués sur des plants de tomates issus du
bac-donneur et des témoins non mycorhizés.

Deux semaines apres le semis, on observe les premiers filaments de mycélium au sein des racines de tomates
cultivées en association avec les plantes donneuses (fréquence de l'ordre de 18 %, intensité inférieure & 5 %)
alors qu'aucune structure n'est observée sur les racines des témoins.

D'apres Ballhorn et al. (2004), il faut attendre en moyenne deux semaines avant de pouvoir observer une
colonisation racinaire & partir de spores.

Ces résultats confirment I'effet-donneur des mycorhizes, démontré in vitro par Voets et al. (2005), et en in situ par
Chave (2015). La multiplication de CMA et la mobilisation d'un réseau mycorhizien par une plante donneuse
permettent donc une mycorhization potentiellement rapide d'une autre plante transplantée dans ce réseau.

La transplantation de ces plants de tomates au champ a permis d'observer six semaines apres transplantation
cette méme dynamique de mycorhization. Effectivement, le taux de mycorhization des plants de tomates issus du
bac donneur avait augmenté jusqu'a atteindre une fréquence supérieure a 50 % alors que les plants de tomates
non pré-mycorhizés, provenant du bac témoin, présentaient une fréquence proche de 30 %. Au champ, les plants
témoins ont donc subi une colonisation racinaire a partir des CMA présents dans le sol de la parcelle de
plantation.

En ce qui concerne la hauteur de tige, les plants mycorhizés ont toujours présenté une taille, une biomasse
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fraiche et seche de 30 a 40 % supérieures a celles des plants-témoins.

Conclusion

L'objectif de I'expérimentation présentée ici était d'évaluer un dispositif de mycorhization précoce de plants de
tomate en pépiniére via I'utilisation de plantes donneuses avant repiquage en plein champ. Pour ce faire, nous
avons pu observer un effet donneur résultant de la mise en place d'un réseau mycélien actif dans les bacs, puis
au champ. Le caractére « mycorhizés » et « non mycorhizés » de ces plants de tomate provenant respectivement
du bac donneur et du bac témoin, nous a permis :

e dans un premier temps, de montrer qu'il y avait prolongement du phénomeéne de mycorhization au
champ sur les plants de tomates préalablement mycorhizés par effet donneur en bac ; leur taux de
mycorhization étant supérieurs a ceux des tomates témoins (non mycorhizés) qui ont subi uniquement
une mycorhization au champ.

e dans un deuxieme temps, de confirmer que la mycorhization des plants tomate par effet donneur ont
une biomasse plus importante au champ qu'en I'absence de ce procedé.

Perspectives

Le dispositif-pilote présenté a permis la prémycorhization de plantes a forte valeur agronomique comme la
tomate. Il peut également permettre d'évaluer :

1) Timpact de cette symbiose mise en ceuvre de fagon précoce face a des stress biotiques et abiotiques
sous abris,
2) le potentiel de biocontrble des mycorhizes en plein champ.

Les CMA apportent aux plantes de nombreux bénéfices en termes de nutrition et de bio-protection. Evaluer
différentes plantes donneuses et différentes plantes d'intérét agronomique permettra d'orienter nos systemes de
cultures vers des plantations en association ou en rotation en serre ou au champ Walder et al. (2012) sans
induire de compeétition, tout en maintenant et en améliorant la biodiversité de notre environnement.
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