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Résumé :

En zone soudano-sahélienne, les arbustes présamsslel paysage sont souvent utilisés par les pimsa
locales, y compris en agriculture. En intégrant adsustes au sein des systémes de culture, il csstlghe
d’intensifier les processus écologiques pour amgida productivité primaire (principe d’intensiiton
écologique). Notre hypothése est que l'arbuste |loediostigma reticulatum permet d'optimiser le
biofonctionnement d’un sol cultivé en mil, en s’agpnt sur les interactions biologiques (microorgams et
nématofaune) impliquées notamment dans la foumitier nutriments. Notre étude porte sur les commntéeau
microbiennes (abondance-activités-diversités foncielle et génétique), les communautés de nématodes
(guildes fonctionnelles), et le réseau trophiqueettéppé par ces communautés au sein du sol. L'éilbanage

a été réalisé dans I'horizon superficiel du soll(0cm) de quatre modalités choisies dans un digposi
expérimental existant (Nioro-du Rip, Sénégal) sa) nu (traitement de contrdle, noté C) ; ii) nafdqu’il est
cultivé seul (traitement M, mil) ; iii) touffe arbtive (traitemen®, Piliostigma reticulatum), et iv) association
mil et arbuste avec une gestion des résidus dpageéde I'arbuste sous forme de mulch (traitemer®MPar
ailleurs, une expérimentation en conditions coggélpermet d’appréhender I'impact de I'apport ds&lus de

P. reticulatum sur une population de nématode phytoparasite espédceHelicotylenchus dihystera.Sous la
canopée de l'arbuste, le sol présente de plussfteteeurs en éléments (notamment en azote mirgreal ment

P vs. C), une augmentation significative de I'dat¢icatabolique des microorganismes (technique dfResp™,
notamment celle liée au tréhalose connu par adl@aur son rdle dans la fermeture des stomateshet
modification de la structure des communautés deaoiganismes et de nématodes. Dans le sol deti&reulu

mil associant I'arbuste et le mulch (M+P), les taseen azote minéral sont plus élevées ainsi quaices
activités enzymatiques (uréase, arylsulfatase ethydlfogénase) et [l'activité catabolique de [l'acide
protocatéchique (acide phénolique). Les résultat€galement montré une modification de la strgctirde la
diversité de la communauté bactérienne totale gloespour les champignons, seule la structuremgsddtée par

la gestion deP. reticulatum dans le systéme cultivé. La structure des assgmblde nématodes est affectée a
travers une augmentation significative des nématdmetérivores et une baisse significative des tutea
phytoparasites, notamment la famille des Hoploldaei Notre étude en conditions contrblées confiteftet
nématicide des résidus ereticulatum surHelicotylenchus dihystera. L'analyse des réseaux trophiques du sol
basée sur la nématofaune montre pour le traiteriver? une augmentation du niveau d’enrichissement
(indicateur de la disponibilité en éléments ndsjtet de la complexité de la chaine trophiquegkation deP.
reticulatum dans le systeéme cultivé affecte le réseau tropilyugol (plus de nématodes bactérivores et moins de
phytoparasites) et conduit & une intensificatios pe@cessus écologiques impliqués dans le cyclazete, et
possiblement a une inhibition de la nitrification.

Mots clés : Agroforesterie jPiliostigma reticulatum ; Pennisetum glaucum ; Biofonctionnement du sol ; Réseau trophique ;
Nématofaune ; nématodes phytoparasites ; Communbatédriennes ; Communautés fongiques ; Activit&yraatiques ;
MicroResp™ ; PCR-DGGE




Abstract

The influence of the local shrubPiliostigma reticulatum(D.C.) Hochst (Caesalpinioideae) on soil
microorganisms and nematodes communities when gromg millet in Senegal (Nioro).

Sahelian populations traditionally use local shfab various purposes including in agriculture. brgting
shrub as a component of cropping systems may iifife@sological processes that sustain crop proditgti
(referring to the concept of Ecological Intensifioa). We assume that the native shRiliostigma reticulatum
(DC.) Hochst intensifysoil biological functioning in millet cultivation yb strengthening the biological
interactions involved in nutrient cycling. This wofocuses on soil microbial communities (densitgtiaty,
genetic and functional diversities), soil nematofataxonomy at Family level and classificatiorfunctional
guilds) and the associated soil food web. Top @3ilO cm) was collected in four treatments fromeaisting
experimental design at Nioro-du-Rip (Senegal):b@re soil (treatment serving as a control, C), fii)let
cultivation without external inputs (M treatmen(ijj) shrub canopy (noted as P f&iliostigma reticulatum)
and (iv) millet andP. reticulatum association with shrub cutting at millet seedlangd shrub residues kept at
soil surface as a mulch. Furthermore, a mesocogmariement was carried out under controlled cond#iam
order to determine how shrub residues affect arulumn of Helicotylenchus dihystera, a plant-parasitic
nematode species.

Higher nutrient contents were observed under shertopy as well as significant changes in the siracof
soil microbial communities.Piliostigma reticulatum also led to significant changes in soil nematode
communities in comparison to the control. Catabaqliofile test (MicroResp™) revealed higher ability
microorganisms to degrade trehalose under shruipganhile this substrate is known in other plargdps to
control stomate closure under water stress. Ur@aglsulfatase and dehydrogenase activities wegleehiwhen
shrub is considered in the millet cultivation. Téeshifts main dealt with nitrogen cycling. Besidebrub
integration in the millet cultivation affected t&ructure and diversity of soil bacterial communitigile only
the structure varied for fungi. The millet and ¢haystem led to significant changes in structugk taronomic
richness of soil nematode communities while baatdeeding nematodes were stimulated and plantsjiara
were depressed (mainly the Hoplolaimidae Familyje Tesults from mesocosm experiment acknowledged th
nematicidal effect of shrub residues on the plarapiticHelicotylenchus dihystera. The analysis of nematode
communities indicated greater values of enrichniedéx when millet is cultivated with shrub whileghier
mineral nitrogen contents were observed in topsbthis system. The integration &f reticulatum in millet
cultivation provided more bacterial-feeders withdinect effect of nitrogen cycling and less plantgsitic
nematodes while better N nutrition can also coramfan inhibition of the nitrification process inilso

Keywords : Agroforestry ;Piliostigma reticulatum ; Pennisetum glaucum ; soil biofunctioning ; Soil food
web ; Nematode; Plant feeders ; Bacterial commesnitiFungi ; Enzymes ; MicroResp™ ; PCR-DGGE
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Introduction Générale

Un défi scientifique majeur de I’Agriculture moderast de concevoir des systémes de
culture a bas niveaux d’intrants a la fois prodsctidurables et respectueux de
I'environnement. Cet enjeu est également prégnans da zone soudano-sahélienne qui
doit composer avec des sols souvent dégradés éeswin de production vivriere qui
s’'accentue face a la pression démographique (VWiotierm et al., 2013). Dans cette
approche basée sur l'intensification écologiquégilient nécessaire de redonner une place
centrale aux processus écologiques fondés suohesidns réalisées par les organismes du
sol. La conception de pratigues agronomiques capable promouvoir les processus
écologiques nécessite cependant une ameélioration abmnaissances actuelles du
fonctionnement biologique du sol, en particulier réle des organismes, des interactions
trophiques ou non trophiques et de la biodiverditésol (Tittonell et al., 2012 ; Masse et
al., 2013).

Le fonctionnement biologique des sols englobe Bemsle des fonctions assurées par
les organismes vivants du sol en interaction ageacbmposantes physiques, chimiques et
biologiques du milieu. Les microorganismes (baeget champignons) et la microfaune
(nématodes) jouent un réle clé dans la dynamiguia anatiére organique (minéralisation
vs stockage) et le recyclage des nutriments (indsgigle a la croissance des plantes). Par
ailleurs, les nématodes constituent de bons irelicatdu fonctionnement du sol, du fait de
leur abondance, de leur diversité trophique etdifférentes positions gu’ils occupent le
long de la chaine alimentaire du sol. Les intecadi biologiques déterminent la
biodisponibilité des nutriments pour les planteindirectement la production primaire, et
plus largement les services écosystémiques rendusgep sols. Ainsi, il serait possible
d’augmenter les productions agricoles en quantigualité en optimisant les interactions
biologiques au sein des agrosystémes, en s’appwsantine biodiversité plus éleveée,
comme c’est souvent le cas dans les écosystemeselsa{Malézieux, 2012), et en
intégrant les savoirs locaux et les pratiques ticathelles (Doré et al., 2011).

Comme bien d’autres milieux arides ou semi-aridasyégion soudano-sahélienne
d’Afrique de I'Ouest est caractérisée par la présdacalisée d’espéces arbustives, formant
des micro-environnements considérés comme des dtertilité (Wezel et al., 2000)
Piliostigma reticulatum(D.C.) Hochst (Caesalpinioideae)@tiera senegalensisF. Gmel
(Combretaceae) sont des especes natpesois observées dans les champs des paysans
Depuis une dizaine d’année, a la faveur de colibors entre I'Institut Sénégalais de
Recherches Agricoles (ISRA), I'Institut de Rechergiour le Développement (IRD) et des
Universités Américaines, des essais expérimentaieté mis en place pour associer ces
arbustes a des cultures vivrieres et tester |efet stir la productivité de I'agrosysteme.
Dans ces systemes dérivés de I'agroforesterie,régepce et la gestion des arbustes
impactent positivement la dynamique de I'eau etrdgsments, et permet une amélioration
notable du rendement de la céréale associée (Katiab., 2006 ; Dossa et al., 2009, 2010,
2013).

o



Introduction générale

Par ailleurs, I'arbust®iliostigma reticulatunprésente un intérét dans la régulation des
insectes floricoles du mil (Abasse et al., 2013)s ltravaux menés au Sénégal mettent en
valeur des différences dans les communautés de darofaune du sol et des
microorganismes sous et en dehors de la canopéelueste (Diedhiou et al., 2009, 2013).
Cependant, aucune étude n'a pris en compte lesmatitens biologiques du sol dans un
systeme sol-plante associant une céréale et ustarlmeal.

Le travail de recherche rapporté dans ce mémoitbése vise a déterminer I'impact de
la présence des espéces arbustives locales sundétiohnement biologique d’un sol
cultivé, en utilisant comme plantes modeles I'atbsliostigma reticulatumet la céréale
Pennisetum glaucuifi..) R. Br. (mil) (Figure 1).

Le premier objectif est d'appréhender les effets I@essociation culturale sur les
communautés de microorganismes (objectif 1).

Le second objectif est d'utiliser les données issde I'étude de la diversité et de
'abondance des communautés de nématodes du soimeorhioindicateurs du
fonctionnement biologique (objectif 2).

Un autre objectif est d’étudier spécifiquementfééfde I'apport des résidus édiostigma
reticulatum sur I'abondance d'un nématode phytoparashielicotylenchus dihystera
(objectif 3).

e Chapitre[; Synthése b/b//ograph/que -

Systéme cultivé

Mil / Mil +P. reticulatum

I Chapitrel[ Chapitre[l[ o

| Effetde lassociation culturale sur Effet de | association culturale sur
Jes communautés de nématodes les communautés microbiennes

I du sol du sol

|

| Nématodes Microorganismes

|

I Diversité taxonomique Biomasse

I Diversité fonctionnelle Activité

L = = = = = > “Helicotylenchus Diversité fonctionnelle
dihystera - —
ChapitrelV Diversité génétique

Effet des résidus de P reticulatum

sur les nématodes phytoparasites Bactéries Champignons
Helicotylenchus dihystera

Figure 1: Schéma conceptuel des relations entre les diffésethématiques développées
dans cette étude.
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Ainsi, ce manuscrit est divisé en 4 parties (Figlce

Le premier chapitre fait I'objet d’'une recherchélimgraphique sur l'importance de
I'arbuste Piliostigma reticulatumen zone soudano-sahélienne et sur les organismes
microscopiques du sol, leurs interactions au sesrdseaux trophiques, et leurs réles dans
le fonctionnement du sol. Ce chapitre détaille égant la stratégie méthodologique
utilisée pour caractériser les microorganismes®ehEmatodes.

Le deuxieme chapitre s’attache a déterminer I'efiet’association céréale-arbuste sur
'abondance, l'activité, et la diversité génétiqe¢ fonctionnelle des communautés
microbiennes du sol. L’'abondance est appréhendéeaers de la mesure de la biomasse
microbienne. Six activités enzymatiques différented été mesurées pour caractériser
l'intensité du fonctionnement microbien. La capacdes microorganismes a dégrader
certains substrats (méthode MicroR&§prenseigne sur les changements dans la diversité
fonctionnelle du sol cultivé dus a la présence 'debliste. Sur le plan moléculaire, la
diversité génétiqgue de la communauté bactérientadetet de la communauté fongique a
été étudiée en ciblant respectivement les régioBsdv gene 16S rDNA et de I'ITS
(Internal Transcribed Spacgr

Le troisieme chapitre est consacré a I'étude degnalslages des communautés de
nématodes dans les réseaux trophiques du sol cldtlae de mil en association ou non
avecP. reticulatum Le calcul d’indices nématologiques nous permeti@gacomprendre
'impact de l'association céréale-arbuste sur lalitg des réseaux trophiques, et plus
généralement le fonctionnement biologique du sol.

Le quatriéme chapitre de cette étude s’intéredsdfat potentiellement nématicide des
résidus deP. reticulatumsur les nématodes phytoparasites, en utilisantrmrganisme
modele I'espéeceHelicotylenchus dihystera

Ce document s’achéve par une discussion généraliesapports de cette thése dans la
recherche scientifique sur 'effet des arbusteauacsur le fonctionnement biologique d’un
sol cultivé dans une région soudano-sahéliennglustgénéralement sur le développement
de pratiques agroforestiéres s’appuyant sur lesegsus écologiques du sol.
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Chapitre | : Synthése Bibliographique

|. L'arbuste Piliostigma reticulatum

|.1. Généralités

Piliostigma reticulatum (D.C.) Hochst est un arbuste persistant de la lianmies
Caesalpiniaceae (Légumineuses) naturellement gréaaa les régions soudano-sahélienne et
soudanienne, depuis la Mauritanie et le Sénég@uest jusqu’au Soudan a I'Est. L'espéce,
d’abord décrite sous le nom Bauhinia reticulata(D.C.) en 1825, est également connue sous
d’autres noms scientifiquesBauhinia glabra(A. Chev.),Bauhinia glauca(A. Chev.). Son
nom vernaculaire est « pied de chameau » en Fenc¢alguiguis » en Wolof, « Barkéi » en
Peul, « Ngayo » en Sérére, ou encore « Téné » mb@a.Piliostigma reticulatun(dont la
systématique et la description botanique sont deseé@ annexe 1) se présente généralement
comme un arbuste pouvant atteindre plusieurs medtegsergure, souvent buissonnant par
rejet de ses souches (Figure 2) (Yelemou et aDy 20Arbonnier, 2009). Le port arboré
(jusgu’a 8 a 9 m de haut) est plus rare, notammer8énégal.

Figure 2 : L’arbustePiliostigma reticulatunau Sénégal, région de Kaolack, Nioro
(Crédits photo : S. Diakhaté).
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l.2. Distribution et usages traditionnels

Piliostigma reticulatunse rencontre sur de nombretypes de sols, sableux, argileux ou
latéritiques. Cette espéce est présente aux lasitad la pluviométrie varie entre 400 et 1 000
mm par an (Vodouhe et al., 2010) ; elle est tousghtusabondante dans les bas-fonds, les
plaines et le long de certaines routespistes. Au Burkina Faso, elle est présente tzns
jachéres et dans les parcs agroforestiers prirgipait dans les milieux humides (Arbonnier,
2009). Au Séneégal, I'espece est caractéristiqudadeone du bassin arachidier (climat
soudano-sahélien ; Tableau 1), mais sa densitéépasde que rarement les 250 arbustes a
I'hectare (Lufafa et al., 2009). La distributionasiple et la densité varient en fonction de
I'environnement (Yelemou et al., 2012) mais ausirs les multiples usages qui sont faits de
cette plante par les populations locales.

Tableau 1:Densité des peuplements Bidiostigma reticulaturren Afrique de I'Ouest.

Climat Sites d’étude Pluviométrie Densité Référence
moyenne  d’arbustes
(Pays) . (pieds hd)
(mm an’)
Soudano-Sahélien Sénégal 500-700 250 Lufafa et al., 2009
Burkina-Faso 600-700 607 Yelemou et al., 2007
Nord soudanien Burkina-Faso 600-900 269 Yelemou et al., 2007
Sud soudanien Burkina-Faso > 900 129 Yelemou et al., 2007

Presque toutes les parties de cet arbuste sormgéas| et ce, dans plusieurs domaines :
alimentation, pharmacopée, construction, agriceltwtc. (Yelemou et al., 2007). Espéce
polygame et dioiquePiliostigma reticulatumproduit des gousses que les populations
collectent puis transforment en farine avant leammercialisation sur les marchés locaux
pour l'alimentation humaine (préparation du t6) amimale, notamment en période de
soudure (Dao, 2012 ; Figure 3). Un sac de 100 kgalesses d@. reticulatumcodterait en
moyenne 3750 francs CFA dans la région de BudtaogBurkina Faso (CIFOR -CNRST,
2006) fournissant un revenu non négligeable pesipbpulations locales.

En pharmacopée, les feuilles, I'écorce et les ramesnt utilisés pour soigner plusieurs
pathologies (Yelemou et al., 2007 ; Babajide et2008 ; Arbonnier, 2009). Des analyses
phytochimiques réalisées sur des extraits de ésudePiliostigma reticulatunont montré la
présence de substances antimicrobiennes agissamre cales bactéries telles que
Staphylococcus aureug&scherichia coli mais aussi des champignons tels édspergillus
niger ouCandida albicans(Babajide et al., 2008).

-
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Farine de gousses

Quelques gousses séches 9
. g ! transformees

Farine de gousses
conditionnées dans un
| sac de 50 kg

W
i

Transformation des gousses par les femmes et les enfants

Figure 3: Trangormation des gousses (P. reticulatumen farine par les femmes et
enfants a Budtenga (Burkina Faso) (d'apres Dao2k

Par ailleurs, la floraison de. reticulatun dégage des essences qui semblent avoir un
répulsif sur les insectes floricoles (Abasse et 2013). Si les feuilles dPiliostigma
reticulatumprésentent une faible qualité de fourr(Yelemou et al., 2007), ellecontiennent
également des tanirggi limitent la digestibilité, réduisent disponibilité des protéines, ce
qui affectela productivité animale. Ainsles feuilles ne sont pas appé et Piliostigma
reticulatumsubit une faible pression des animaux en zone tlggugfes. Pendant laison
séche, I'espéece produit des rejets qui atteigneathauteur de 50 a 75 cm et dont le diarr
de houppier varie de 100 a 150 cm (Von Maydell,2J9%u Sénégal, cet arbuste
traditionnellement éliminé au moment de la périadie défriche pour aucenter les
superficies agricoles (Diack et al., 2000) et ksidus sont alors brulés par les paysans. |
pratiqgue peut expliquer le nombre de pieds largeénmfé@rieur dans le bassin arachid
Sénégalais par rapport au Burkina Faso ou l'arbastemintenu dans les exploitatiol
agricoles (Tableau 1).

Une étude sur la perception P. reticulatumpar les paysana été réalisée sur le plate
central du Burkina Faso et révele que 98% de®pres interrogées notent que la croiss:
végétative des céréales est meilleure et plus eédpidqu’un paillage de la culture est réa
avec des feuilles de. reticulaum (Yelemou et al., 2007)Ainsi cette quantité importante
biomasse constitue une source de matiére organigiliesée comme mulch dans |
exploitations agricoles (Lufafa et al., 200fPar ailleurs, les pratiques agroforesti¢
intégrant la gestiona$ arbustes locaux dans les systemes de culturaslbs (céréales) so
traditionnellement utilisées dans certaines régan8urkina Faso et du Niger (Lahmar et

s
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2012 ; Figure 4). Cette piste intéressante pourliareé la productivité et la durabilité des
agrosystemes de la région soudano-sahélienne andgal été expérimentée dans le bassin
arachidier SénégalaiKigito et al., 2006 ; Dossa et al., 2013

Dry Season, Harmattan Dust Rainy Season J

I | I I I | I | |

J F M A M J Ji A s
2]

Intar-season peak biomass production Pruning- ‘2‘ Weeding
|Mulching NEWS | O NEWS |

o
=
§ Harvest
w

Figure 4: Modéle de gestion deiliostigma reticulatundans les agroécosystemes, observé au
Burkina Faso et au Niger (d'aprées Lahmar et all,220

La biomasse aérienne est coupée afin de permétiséallation de la culture au début de
I'hivernage (Figure 4). La touffe arbustive rejetiaelques temps aprés et une deuxiéme
coupe est parfois effectuée permettant un bon dggement de la culture associée.

Les travaux menés au Sénégal ont montré que leutiiVé avecPiliostigma reticulatum
présentait un index de surface foliaire plus életvan meilleur rendement que le mil cultivé
sans l'arbuste (Kizito et al., 2006 ; Dossa et2013). La présence d’arbustes en milieu aride
constitue des « flots de fertilité », sous et xipn@é des touffes de végétation (Wezel et al.,
2000 ; Housman et al., 2007). Ces zones sont aasactérisées par une meilleure
disponibilité en eau et une activité biologiquespilntense participant a une décomposition de
la matiére organique, a une fourniture d’azoteustes nutriments (Berg et Steinberger, 2008,
2010 ; Kizito et al., 2006).

L’établissement de ces espéeces en milieu natumnetiiso a une distribution spatiale trés
hétérogéne des ressources qui deviennent plusniliég® dans les sols sous couvert de
I'arbuste que hors couvert (Housman et al., 200&$. travaux menés au Sénégal ont permis
de démontrer les effets bénéfiques des arbustasidogur la dynamique de I'eau (Kizito et
al., 2006). L'arbustepermet le transfert’eau des couches profondes vers les couches
superficielles du sgl ce phénomeéne qualifié d'« ascenceur hydriguermeele maintien
d’une certaine humidité en surface qui est proliabla culture associée (Kizito et al., 2Q06)
Par ailleurs, Prieto et al. (2012) ont montré getecredistribution de I'eau agit de maniere
sélective sur le placement des racines dans lesoxoices du sol riches en nutrimerits.
retour de résidus de coupe au sol (plutét qu'utifyrplus traditionnel au Sénégal) contribue
eégalement au maintien d’'une certaine humidité emiase tout en fournissant un apport
organique pour soutenir la fertilité du sol (Dossal., 2009). Dans les agrosystemes ou il est
maintenu, avec une gestion de ces rejets sous fdemaulch, et est associé a une culture
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annuelle, larbuste est considéré comme un « facilitateur s dlanquisition des nutriments
par la culture associée (Lahmar et al., 2012s conditions particulieres d’humidité,
combinée a I'exudation racinaire et a I'apport dériments par décompositon de la matiere
organique apportée, contribuent au maintien sous @roximité des touffes arbustives
d’'organismes qui ne peuvent se développer danslleers dehors du couvert végeétal,
notamment en saison séche (Diedhiou et al., 2QiB%i la présence d’arbustes natifs dans
les agroécosystemes arides constitue un factewrien dans le fonctionnement biologique
du sol (Diedhiou et al., 2013 ; Shange et al., 2012

[l. Le biofonctionnement du sol

II.1. Les réseaux trophiques du sol

Trop souvent considéré comme un environnement @dinér sol est pourtant un lieu de vie
qui héberge de nombreux organismes de taille v@Figere 5 ; Swift et al., 1979). Ces divers
organismes interagissent entre eux et avec leurroemement pour contribuer au

fonctionnement du sol et participer ainsi a la fiwre de services écosystémiques
nécessaires a notre survie (production végétaleragpn des polluants, etc.) (MEA, 2005 ;
Lavelle et al., 2006Gessner et al., 2010; Nielsen et al., 2011).

Micro-organismes et microfaune Mésofaune Macrofaune Mégafaune

bactéries
champignons
protozoaires
nématodes

acariens

collemboles
diploures
symphyles
enchytragides

termites/fourmis

diptéres
isopodes

myriapodes
arachnides
coléoptéres
mollusques
oligochétes

1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
~— A )
T~ e
pm mm
Taille

Figure 5 : Classification des principaux groupes d’orgarasrdu sol en fonction de leur taille
(Source : Decaéns, 2008, d’'apres Swift et al., 1979
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Le sol constitue donc un réacteur biologidrés actif, siege de réactions biochimiques trés
diverses et de processus écologigues essentiglr(mznt la décomposition de la matiere

organique, les cycles biogéochimiques des élémeits, Ce n'est que dans les dernieres
décennies que des études détaillées ont été astrepconcernant le fonctionnement

biologique du sol, ce qui a conduit a une meillecsepréhension des interactions entre les
communautés biologiques qui y vivent et leur envilement. Les interactions biologiques

peuvent étre décrites par I'étude des réseaux itfoph en tenant compte de I'organisation

hiérarchique des systémes biologiques. Selon leocipale source de nourriture, les especes
présentes dans un écosysteme se répartissent eauxitrophiques et dépendent par
conséquent de celui des producteurs primaires g@an@gmes autotrophes (Figure 6).

L’ensemble de ces organismes s’organise donc egsgau représentant les différents liens
trophiques qui les unissent et mettant en évidpheeurs types d’interactions (Figure 6).

La plupart des producteurs primaires sont des gees photosynthétiques qui, a l'aide de

I'énergie lumineuse, synthétisent des glucides'aittes composés organiques qui serviront
de combustible a leur respiration cellulaire etnuiériaux a leur croissance. Tous les autres
organismes d’'un écosysteme sont des consommatautsetérotrophes, qui se nourrissent
directement ou indirectement de produits issus plexlucteurs primaires. Un réseau

trophique décrit ainsi les différentes interactians sein du sol selon différents niveaux

trophiques (Figure 7).
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Figure 6 : Schéma représentant différents réseaux trophigires que les interactions
directes (représentées par les fleches continues)digectes (représentées par les fleches
discontinues) s’établissant entre les différentganismes qui composent les différents
niveaux trophiques : producteurs primaires (P), soammateurs primaires (H) et
consommateurs secondaires (C). (d’aprés Dumon8)200

A : Interactions dans un réseau trophique comprerageiix producteurs et un consommates:;
Interactions dans un réseau trophique comprenant ppoducteur primaire, un consommateur
primaire et un consommateur secondaif@ ; Interactions dans un réseau trophique comprenanmt
producteur primaire et plusieurs consommateurs piies et secondaires.
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Les différents niveaux sont :

- Les consommateurs primaires qui se nourrissest meducteurs primaires et/ou des
produits de leur métabolisme ;

- Les consommateurs secondaires qui se nourrisesnctonsommateurs primaires et/ou des
produits de leur métabolisme.

Il est communément admis que la structure des ugseaphiques du sol a un impact direct
sur son fonctionnement (e.g.,, Doran et Zeiss, 20B@rdgett et Wardle, 2010). Les
organismes du sol contribuent aux processus famutis au travers de mécanismes directs et
indirects. Les mécanismes directs sont la cons@guén métabolisme des premiers niveaux
du réseau trophique. Les mécanismes indirects @mpnt de nombreux processus
rétroactifs, essentiellement sous I'action de lanofaune du sol (Lavelle et al., 2006). Les
modeles de flux d’énergie, de carbone et de nutrismeont dominés par les liens trophiques
entre les consommateurs primaires et secondamascipalement (pour leurs effets directs),
les bactéries, les champignons et les nématodeRider et al., 1998 ; Ferris et al., 2012).

collemboles

Nématodes

phytophages acariens oribates —| acariens prédateurs

/ ¥ 23T 4
acariens autres collemboles
prédateurs
A
Champignons

> nématodes nématodes
hématophages

A

fongivores

/

nématodes _T
Détritus prédateurs

A
(litiere....  »
vers enchytréidés

vers de terre

nématodes

4 bactériophages
i‘

Bactéries

protistes flagellés

protistes amibes

acariens

bactériophages

Figure 7 : Exemple d’'un réseau trophique dans un sol (é®re Ruiter et al., 1998).

Ainsi, notre analyse se focalisera sur ces orgaggsmicroscopiques constituant la micro-
chaine alimentaire du sol. Bien que les relatiooghiques soient maintenues par les flux de
carbone et d’énergie, la quantité d’énergie diggera un niveau trophique ne se rend jamais
pleinement au niveau suivant. Cette perte d’éndegieng de la chaine alimentaire limite

radicalement la biomasse totale des communautémdaices et supérieures qui peuvent

o
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vivre dans un écosysteme, c’est pourquoi les réswaphiques comprennent rarement plus

de 4 a 5 niveaux trophiques. Ainsi, les populatidasprédateurs telles que les nématodes
omnivores et carnivores qui occupent les niveaupéseaurs, sont généralement trés

vulnérables aux perturbations (DuPont et al., 2008)structure d’'un réseau trophique est

également déterminée par les traits de vie descesge.g., taille du corps pour la relation

proies-prédateurs).

Les réseaux trophiques sont contrélés de deux $ag@véque, 2001) : (i) contréle ascendant
(« bottom-up ») exercé par la quantité, la quaitéa disponibilité des ressources, régulés par
les caractéristiques physico-chimiques du miliegpuis les producteurs jusqu’aux
prédateurs ; (ii) contréle descendant (« top-doyyrexercé en sens oppose, par la prédation
pratiquée par les niveaux supérieurs sur les niwé&ayphiques inférieurs. Ces deux types de
régulations proposées par De Ruiter et al. (1988jrélent les flux et la taille des réseaux
trophiqgues mais également sa structure. Une atiérabncomitante de la diversité verticale
(i.e., nombre de niveaux trophiques) et horizontgle., diversité au sein d’'un niveau
trophique) peut engendrer des modifications dedtre et de l'intensité des interactions
entre les différents organismes (prédation, massiacompétition, facilitation...) et ainsi
avoir des conséquences importantes sur les pracestsle fonctionnement du sol. En
s’appuyant sur I'analyse des communautés de néemthd sol, Ferris et al. (2001) ont défini
3 types de réseaux trophiques : basal, structwarethi. Un réseau trophique dit « basal » est
simple, du fait de la quantité limitée des ressesirccaractérisant des conditions
environnementales défavorables ou perturbées. Eesatodes sont alors adaptés a des
conditions de stress et peuvent étre qualifiés cerdes généralistes opportunistes (Bongers,
1999). La notion d'enrichissement qualifie une wlaélimentaire ou les ressources sont
rendues disponibles par la dynamique de la mateganique, ou suite a un changement
favorable dans les conditions du milieu, tel quappobrt d’éléments fertilisants. La
composante liée a la structure décrit une chaingeataire dans laquelle les ressources sont
plus abondantes du fait des interactions trophiqoesplexes entre les différents organismes
qui constituent le réseau trophique du sol (ModreDe Ruiter, 2012). Les réseaux dits
« structurés » se rencontrent le plus souvent dasssols n'ayant pas subi de perturbation
physique, et sont caractérisés par des interactimys complexes entre les organismes
appartenant a différents niveaux trophiques dédne.

[1.2. Les communautés microbiennes et la nématofawendu sol

[1.2.1. Bactéries et champignons

Essentiellement composés de bactéries et de chaamgigles communautés microbiennes du
sol assurent des fonctions essentielles commeol#gradation de la matiére organique, la
production de nutriments pour les plantes, la fbratd’azote, la dégradation des polluants,
etc. (Stark et al., 2008). L'oxydation du carbongamique représente la source d’énergie pour
ces microorganismes hétérotrophes. Les cycles bobg@iques comme le cycle du carbone
de I'azote ou du phosphore sont sous la dépendaras de 90 %) de ces microorganismes.

Y




Chapitre | : Synthése bibliographique

Les bactéries du sol représentent le groupe le glhamdant et le plus diversifié parmi les
microorganismes du sol (Gans et al., 2005). Ellegent un rdle essentiel dans la
décomposition de la matiére organique et le reggclies éléments nutritifs du sol (Ruess et
Ferris, 2004).

Les champignons sont plus spécialisés que les riectpour dégrader les composés non
solubles de la matiére végétale en décompositiois ¢ mesure ou leurs hyphes peuvent
pénétrer et proliférer dans les cellules végétéhden, 2007). lls peuvent dégrader les
éléments récalcitrants de la matiére organiquguelles lignines, celluloses et hémicelluloses
et peuvent explorer au travers de leurs réeseawpbds de nouveaux substrats lorsque les
teneurs en éléments nutritifs deviennent localenrept faibles (Ritz et Yang 2004 ; Swift,
2005). Les champignons transportent ainsi des gésarimportantes d’eau et de substances
(Allen, 2007 ; Smith et Smith, 2011). Malgré leadmportant que jouent les communautés
microbiennes dans le sol, leur composition, legaarsation et leur distribution spatiale dans
le sol ne sont pas bien étudiées (Bartram et @lL1Ralors qu’elles sont particulierement
sensibles aux dépbts de matiére organique issuesiesis végétaux et de la rhizodéposition
(Wardle et al., 2004). Les plantes peuvent attiesy groupes de microorganismes spécifiques
via I'exsudation de composés dans la rhizospherg, éffrant ainsi une source de carbone
pour leur croissance. Les microorganismes en ratontribuent a la fourniture des éléments
nutritifs indispensables pour la plante tels qaedte et le phosphore, et parfois méme une
protection contre les attaques de pathogenes asifes (Singh et al., 2004 ; Bonkowski et al.,
2009). La présence de plantes conduit & une aughmnsignificative de I’humidité du sol,
de la biomasse et de la respiration microbiennag{Siet al., 2009). Ainsi, une étude
préliminaire a montré que I'environnement a proxéndePiliostigma reticulatunest propice

au maintien des communautés microbiennes compargolathors du couvert végétal de
I'arbuste (Diedhiou, 2007).

I1.2.2.Les nématodes

11.2.2.1. Généralités

Le mot nématode est dérivé du Grec ancien et sggrifqui a la forme d'un fil ». Les
nématodes sont trés peu connus au regard d'autr@sismes de la biosphere. lls suscitent
pourtant beaucoup de curiosité de par leur camctbiquiste et leur réle important dans le
fonctionnement de divers écosystemes. Considéngsneodes organismes aquatiques, ils
vivent en milieu terrestre dans les films d'eau guotourent les particules de sol. Les
nématodes sont les métazoaires les plus abondansslé sol ; leur densité en sol cultivé
atteint 1 a 10 millions d’'individus par métre cafdéffery et al., 2010). Actuellement 30 000
especes de nématodes sont connues mais ce claffieprésente qu’environ 5% du nombre
global estimé d’especes de nématodes (Jeffery .et2@l0). Ce sont des organismes
hétérothermes et, par conséquent, toutes les dmsctimétaboliques (liées a leur
développement et a leur stratégie de survie) sépemntantes des conditions du milieu. lls
sont considérés comme de bons indicateurs des icaidihs environnementales du fait de la
perméabilité de leur cuticule qui leur permet deor@re rapidement aux changements des

a
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conditions naturelles. lls sont cependant présgams les sols de tous les écosystémes méme
en conditions extrémes (manque de nourriture, dbssgent du milieu) ou ils résisteront
pendant plusieurs années sous la forme de kysias,l@dttente de conditions plus propices a
leur développement (Neher, 2010).

Les nématodes vivant dans les sols ont une taligpcise entre 0,5 a 5 mm de long (Jeffery
et al., 2010). Bien qu’ils soient surtout connusnote des organismes parasites des plantes
cultivées, et donc néfastes aux rendements dasesilvivrieres (e.g., Djigal et al., 2012), la
plupart des nématodes vivant dans les sols sdbtes|», c’est-a-dire non parasites, et ont un
réle important dans le biofonctionnement du sd.géuvent étre classés d’'un point de vue
fonctionnel en lien avec leur comportement alimeatgy eates et al., 1993), et 'analyse de la
nématofaune du sol constitue un outil importantrpiaaluer I'effet des pratiques culturales
sur les réseaux trophiques du sol (Zhao et Nelbd3)2

11.2.2.2. Les différents groupes trophiques
Les connaissances sur les habitudes alimentairesnématodes ont été synthétisées par
Yeateset al. (1993). Chaque groupe trophique est caractérisédpar pieces buccales
spécifiques et renseigne ainsi de son réle daréséau trophique du sol (Figure 8).

Figure 8: Morphologie des piéces buccales des différents ppeude nématodes(a)

bactérivore, (b) fongivore, (c) phytoparasite, (@gdateur, (e) omnivore. (d’aprés E.
Zaborski, Université de l'lllinois).

* Les nématodes phytoparasites

Les nématodes phytoparasites s’attaquent aux esaps végétaux supérieurs a l'aide de
leurs piéces buccales munies d'un stylet qui leurmet de piquer les cellules de leur plante
héte, d'injecter des enzymes qui vont digérer lateou des cellules avant gu'il ne soit
absorbé (Figure 9 ; Bonkowski et al., 2009 ; Quneeit al., 2013).

Dans les régions soudano-sahéliennes, plus depg@ess de nématodes phytoparasites sont
enregistrées (Baujard et al995). Cependant, la relation parasitaire avelastes hotes
varie considérablement suivant les especes. Lesatnéles ectoparasites se nourrissent a
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I'extérieur des tissus et seul leur stylet pénleésedissus végétaux (Figure 9). Chez les semi-
endoparasites, seule la téte pénetre a l'intédiesitissus pour se nourrir mais le cycle de vie
se déroule dans le sol. Les endoparasites pénemtgatement les tissus végétaux ; leur cycle
de vie peut avoir une phase dans le sol ou se @éngleinement a l'intérieur de la racine de
la plante héte. En parasitant les plantes, les tatlaa détruisent les cellules des racines, les
empéchant de puiser l'eau et les éléments numiédgssaires a leur croissance (Cadet, 1990).
Les dégats provoqués par les nématodes phyotosrapeuvent étre considérables
(Blasingame et Patel, 2011 ; Wen et al., 2013).0# de I'effet du parasitisme direct, les
nématodes phytoparasites peuvent affecter indiresriela croissance des plantes en agissant
sur les interactions avec d'autres organismes ldoos@mment symbiotiques ou en favorisant
le parasitisme secondaire par des bactéries ochdespignons (Bonkowski et al., 2009).

Partie antérieured’un
nématode phytoparasite

Figure 9 : Morphologie de la partie antérieure d’'un nématolaggparasite Xiphinema sp;
d’apres Bonkowski et al., 2009).

Bien que les traitements nématicides issus desujisode synthése permettent de multiplier
les rendements par deux ou trois fois, ils ne pgemequ’un contréle des populations de
nématodes phytoparasites a la fois partiel etdimians le temps, et sont nocifs pour la santé
humaine et I'environnement (Moens et al.,, 2004)existe aussi des moyens de lutte
biologique, notamment par l'utilisation d’amendetsenrganiques ou d’espéces antagonistes
(Oka, 2010; Stirling, 2011). Par ailleurs, certaipdantes sont utilisées de facon traditionnelle
dans les systémes cultivés tropicaux comme amendesnganique nématicide (e.g., feuilles
du Neem,Azadirachta indica Meliaceae ; Oka, 2010). De récentes études @rélé la
présence de substances a caractere antimicrotmbmplignols, flavonoides et anthocyanines)
chezPiliostigma reticulatun(Babajide et al., 2008 ; Dossa et al., 2009).
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Cependant, leurs effets sur les nématodes phytifegan’'ont pas encore été étudiés alors
méme que ces substances synthétisées par d’auetesp présentent des propriétés
nématotoxiques (Chitwood, 2002).

* Les nématodes bactérivores.

Cette catégorie comprend les nématodes qui seissemt de bactéries, a travers une cavité
buccale, appelée stoma, plus ou moins large, ef#euou non d’excroissances, appelées
proboles (Figures 7 & 10).

Les nématodes bactérivores et plus particulieremmenk de la famille des Cephalobidae
constituent le groupe trophique le plus abondamsdea sol (Yeates, 2003 ; Hanel, 2010 ;
Darby et al., 2011 ; Djigal et al., 2012).

Figure 10 Partie antérieure du nématode bactérivaceobelesspp. dont I'ouverture de la
cavité buccale est entourée de proboles (d’'apféeyet al., 2010).

Les nématodes bactérivores permettent le recyctimges la rhizosphére des éléments
immobilisés dans la biomasse bactérienne au caufa décomposition, notamment I'azote
mais aussi le phosphore (Buchan et al., 2013)afflsctent les processus de minéralisation
contribuant ainsi a la croissance des plantes &Djg al., 2004 ; Ferris et Bongers, 2006 ;
Ferris, 2010). De part la différence de rapport @fitre le nématode et sa proie (bactérie),
I'azote, associé au carbone assimilé, est en gx@esapport au besoin du nématode et le
surplus d’azote est excrété dans le milieu outibéss disponible pour les plantes (Ferris et
Bongers, 2006 ; Ferris, 2010). Par ailleurs, ldefgrésence de nématodes bactérivores a
proximité des racines peut entrainer une plus foolecentration de signaux hormonaux de
croissance des racines (e.g. auxine) (Mao et@06,22007 ; Bonkowski et al., 2009). L’effet
de la pression de prédation, parfois sélective (Ratral., 2012), exercée par les nématodes
bactérivores sur les bactéries peut entrainer updifitation au sein des communautés
microbiennes (Fu et al., 2005 ; Blanc et al., 200Quelque soit le systéeme étudié,
I'abondance des nématodes bactérivores dans éstsétroitement liée a la disponibilité des

15
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ressources nutritives et également a un bon dépeifoent de la plante (Ingham et al., 1985;
Bjgrnlund et al ., 2012).

Les nématodes bactérivores sont trés sensibleshamngements de leur environnement (Zhao
et al., 2013). Ainsi, certaines pratiques agricobesnme I'apport d’'amendements organiques,
les associations culturales, peuvent générer ugmentation des populations microbiennes
(Briar et al., 2007 ; DuPont et al., 2009 ; Djigalal., 2012), et par conséquent de la densité
des proies pouvant étre consommeées par les némsavadeerivores (Villenave et al., 2003).
Par ailleurs, les nématodes bactérivores sont demtodes dits « libres » (non-parasites),
capables de se déplacer librement dans le sohgilsont donc pas confinés a un microsite
particulier a condition que I'hnumidité soit suffiga pour un déplacement dans les films d’eau
recouvrant les particules de sol (Briar et al., D01 'environnement physique conditionne
donc le déplacement et I'accessibilité a la ressoles bactéries), et est ainsi un autre
déterminant de I'abondance des nématodes bac&sidans le sol.

* Les nématodes fongivores

Les nématodes fongivores sont caractérisés patoumasétroit muni d'un stylet (Figures 7 &
11) permettant de perforer les tissus mycéliensr myu aspirer le contenu (Tanney et
Hutchinson, 2011).

lIs se nourrissent a partir de nhombreux champigremsontrélent ainsi I'activité de ces
derniers (Hanel, 2010). Les nématodes fongivoresed affecter la croissance des plantes
par la prédation des champignons mycorhiziens asatlles conduisant a la réduction de la
disponibilité des nutriments pour la plante (Cacdes Kuyper, 2006). Cependant, certaines
especes de nématodes fongivores peuvent étretesilen lutte biologique pour la destruction
des especes fongiques nuisibles a la plante (Yedfeal., 2010). Les nématodes fongivores
sont généralement moins abondants que les némabadésrivores, en particulier dans les
systémes fortement perturbés comme les sols aggicGBlomme les nématodes bactérivores,
les nématodes fongivores sont des nématodes lduescontribuent a la libération des
éléments nutritifs (a partir des tissus fongiquesgtimulent la minéralisation de I'azote (Chen
et Ferris, 2000 ; Olser et Sommerkorn, 2007).

Toutefois, la contribution des nématodes fongivaascycle de I'azote dans les systémes
agricoles est inférieure a celle apportée pardesatodes bactérivores (Jeffery et al., 2010).
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Figure 11: Structure de la partie antérieure d’'un némafodgivore (D’apres Jeffrey et al.,
2010).

* Les nématodes prédateurs

Les nématodes prédateurs sont caractérisés soiingatarge cavité buccale généralement
munie de dents puissantes et de denticules satearéritable rape lorsqu'une proie est avalée
tout entiere (Figures 7 & 12), soit par une petié@ité étroite équipée d'un stylet pouvant
perforer les tissus (Jeffery et al., 2010).

Figure 12: Anatonchus tridentatugématode prédateur) avalant un autre nématoderés
Jeffery et al., 2010).

lIs sont généralement peu nombreux dans le sol agdapaux autres groupes, représentant
ainsi environ 5% de la nématofaune totale, maiplde grande taille ils peuvent représenter
une biomasse conséquente (Jeffery et al., 2018)né&matodes prédateurs peuvent contrbler
I'abondance des nématodes bactérivores et fongiverapéchant ainsi une surprédation de
ces groupes sur les bactéries et les champignan®(iders et al., 1998; Djigal et al., 2012).

Cet effet de régulation (top-down) contribue a uaintien de I'équilibre des communautés au

sein des réseaux trophiques du sol. Les nématggestanant a ce groupe sont sensibles aux

E



Chapitre | : Synthése bibliographique

perturbations du sol et sont considérés comme ésdirateurs de la stabilité des réseaux
trophiques (Yeates et al., 2009 ; Zhao et al., 2013

 Les nématodes omnivores

Ce groupe présente une piece buccale armée d'umtastigle, un aiguillon généralement
creux dérivé d’'une dent de la paroi buccale (Figure& 13). L’instrument est tiré en avant
par une forte musculature ce qui permet aux nématdd ce groupe de percer la paroi de sa
proie pour en aspirer le contenu (Gobat et al.0201

Figure 13 : Structure de la partie antérieure d’un nématodeivone (D’aprés Jeffrey et al.,
2010).
Beaucoup de nématodes de la famille des Dorylaenetades Nordiidae sont omnivores
(Yeates et al.1993). Les densités des nématodes omnivores sbittidliéement faibles dans
les systéemes cultivés par rapport a des milieuxpeturbés tel que les foréts (DuPont et al.,
2009 ;Yeates et al., 2009).
lIs sont ainsi souvent considérés comme des bicaelirs de la stabilité au sein des réseaux
trophiques du sol (Sanchez-Moreno et al., 2006g0Zht al., 2013). L’'alimentation des
nématodes omnivores est diversifiée. lls se n@anisa tous les niveaux trophiques de la
chaine alimentaire : comme herbivores sur les paisorbants des racines et les cellules
d'algues, comme prédateurs d'autres nématodesiéde a@e rotiferes et d'amibes; ou comme
consommateurs de bactéries et de champignons €rettd.,1993). lIs affectent le réseau
trophique et interagissent avec les autres némsijoaieprédation mais aussi par compétition
pour I'espace et les ressources (Sanchez-Mordvrerret, 2007).

11.2.2.3. Les nématodes, indicateurs du fonctiorer@rdu sol
Les nématodes influencent le biofonctionnementaliadravers leur role dans les processus
écologiques et sont présents a tous les niveaula deaine trophique du sol (Neher, 2010 ;
Figure 14).
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Figure 14 : Position des nématodes dans la microchaine alaimerdu sol (d’'aprés Ferris et
Bongers, 2006).

lIs sont par ailleurs abondants, sensibles auxigetions du milieu notamment aux pratiques
agricoles (Villenave et al., 2010), ce qui permetrl utilisation comme indicateurs du
biofonctionnement du sol. Leur identification repgsrincipalement sur I'examen de leurs
pieces buccales, ce qui permet de déterminer Egime alimentaire, et donc leur position
dans le réseau trophique. Aux cbtés d'un regroupeivasé sur les préférences alimentaire,
d’autres classifications des microorganismes o@itpébposées en écologie, sur la base des
stratégies gu'’ils développent pour assurer leueld@pement au sein des communautés. Les
classifications les plus connues reposent surdgs O’histoire de vie et oppose « stratégie r »
et « stratégie K » d’'une part (Tableau 2), et esp& spécialistes » et « généralistes » d’autre
part.

Les r stratégistes sont caractérisés par une disoes nombreuse, une reproduction précoce
et une mortalité tres élevée tandis que les Ktégistes sont caractérisées par une
descendance réduite, une reproductive tardivejeemortalité faible (Tableau 2 ; Ferris et al.,
2001 ; Fierer et al., 2007). Les espéeces déenomragpgcialistes » sont ceux qui prospéerent
dans un nombre limité de milieux par opposition auyénéralistes » capables de prospérer
dans de nombreux milieux (Egas et al., 2004).
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Tableau 2: Quelques propriétés caractéristiques entredpéaes de stratégies « r » et « K »
(d’aprés Fischesser et Dupuis-Tate, 1996).

Stratégie «r » Stratégie « K »

Petite taille Grande taille

Productivité forte Productivité faible

Grande précocité sexuelle Période d’'immaturité leng
Mortalité forte Mortalité faible

Espérance de vie courte Espérance de vie longue

Perte énergétique considérable Economie de latibs de I'énergie
Espéces de type généraliste Especes de type $gtécial
Especes pionniéres et colonisatrices Especes idsaal climax
Effectifs trés fluctuants Faibles fluctuations eéfectifs

S’agissant des nématodes, Bongers (1990) proposdilisgr la notion d'espéces

« colonisatrices » et d’espéces « persistantésle elasser ces nématodes en 5 classes c-p («
Colonisateur - Persistant »). Le groupe c-p 1 sste les nématodes les plus colonisateurs.
lIs ont un cycle de développement trés rapide, descendance nombreuse a des temps de
génération treés courts. Les adultes sont de peiite et peuvent entrer en dormance (stade
« Dauer larvae») lorsque les conditions du milieu sont défavt@ablLeur stratégie d’histoire
de vie privilégie donc une croissance rapide dgsuladions adaptée a des environnements
instables et s’apparente a une stratégie «r »Ilé@ab2). Ce sont essentiellement des
bactérivores qui répondent favorablement a un keissement du milieu et peuvent donc étre
considérés comme des indicateurs des milieux ridreshutriments (Ferris, 2010). Les
nématodes du groupe c-p 2 ont un taux de fécondii@ds €levé et un développement des
populations moins rapide que les nématodes deadsse&lc-p 1. Ces nématodes parfois
qualifiés d’opportunistes généralistes sont trdéramt aux conditions environnementales
difficiles (Ferris et al., 2001). Ce sont essefdgiakent des nématodes bactérivores et
fongivores. Pour les classes c-p supérieures, dagpd de génération s’allongent et la
sensibilité aux conditions du milieu augmente. lasge c-p 3 regroupe essentiellement des
bactérivores, des fongivores et des prédateursgldsse c-p 4 comptent également des
omnivores de petite taille (Ferris et al., 20013 ¢lasse c-p 5 regroupe des individus de
grande taille, peu nombreux et au développement lem sont généralement des prédateurs
ou omnivores tres sensibles aux changements deufMeher, 2010 ; Zhao et al., 2013). Ces
caractéristiques s’apparentent a celles des «ajses » ou a une stratégie de vie de type
« K » (Tableau 2). L’analyse des données trophigquuesbinées aux traits d’histoire de vie
des nématodes permettent d’établir des guildestitomelles (Bongers, 1990 ; Bongers et
Bongers 1998). Une guilde est un assemblage d'espavec des attributs biologiques
similaires et répondant de la méme maniére auxra@iotdés environnementales. Ainsi une
guilde fonctionnelle regroupe les nématodes au méngortement alimentaire et ayant par
conséquent des fonctions analogues au sein duwréBeris et al., 2001) : par exemple, les
nématodes bactérivores de la classe c-p 1 sertdBag ou les omnivores au comportement
correspondant a la classe c-p 4 seront notés(Benris et al., 2001). La répartition en guildes

s



Chapitre | : Synthése bibliographique

fonctionnelles permet I'élaboration d’'un certaimmtoe d'indices permettant d’appréhender
les modifications en cours dans la chaine alimentgtileurs impacts dans le fonctionnement
des sols, notamment les cycles biogéochimigquesutesnents.

lll. Stratégie méthodologique

[11.1. Etude des communautés microbiennes

Les communautés microbiennes peuvent étre étudigesravers de plusieurs variables
descriptives de leur abondance, de leur activededrs diversités fonctionnelle et génétique.

I11.1.1. Biomasse microbienne

La mesure de la biomasse microbienne quantifieréggmce des microorganismes du sol.
Ainsi elle est considérée comme un indicateur dedhdance des microorganismes présents
dans le sol (Araujo et al., 2010 ; Romaniuk et2011) pouvant varier selon les conditions du
milieu, notamment les pratiques culturales (Plassaal., 2008). Elle peut étre déterminée de
maniere directe par la méthode de fumigation-ektra¢Amato et Ladd, 1988 ; Vance et al.,
1987).

La méthode de la fumigation-extraction consisteumifier le sol avec des vapeurs de
chloroforme afin de tuer les microorganismes quviyent et de détruire leurs parois
cellulaires. Le chloroforme ne modifiant pas laukdité de la matiere organique non-
microbienne, les éléments du contenu cellulaireb(m@e, azote ou phosphore) répandu dans
le sol aprés la lyse des parois bactériennes peéuenextraits et quantifier par comparaison
d’échantillons fumigés et non fumigés. La biomasserobienne représente un parametre
biologique important puisque les microorganismegfd non seulement un role décisif dans
la décomposition et la transformation de la matemganique mais représentent aussi une
réserve de nutriments rapidement assimilables.duardes microorganismes dégradent la
matiere organique du sol, ils produisent du,@oOnt la quantité a un instant donné reflete
I'activité respiratoire aérobie de la biomasse otEnne présente. Le rapport entre cette
respiration dite « basale » (Campbell et al., 2@28x biomasse microbienne, appelé quotient
métabolique (qC¢@ caractérise I'état physiologiqgue des microorgaeis et renseigne sur le
taux de renouvellement de cette biomasse (Andezsd@omsch, 1993, 2010). Des valeurs
importantes de qCOtraduisent des communautés microbiennes en cnoissavec des
besoins énergétiques importants pour se maintéois gue des valeurs faibles de gCO
indiquent des sols moins perturbés abritant des noamautés plus diversifiees qui
interagissent fortement entre elles (e.g., Zaliel.e 2004 ; Fliessbach et al., 2007).
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[11.1.2. Activités des microorganismes

Les microorganismes hétérotrophes utilisent le aragbpour assurer leur croissance et leur
maintien. Cependant, ces microorganismes ne peupasttransporter directement des
macromolécules dans leur cytoplasme (WallensteBuets, 2011). lls ont besoin d’enzymes
pour transformer les composés organiques en oliggen@u monomeres solubles qui sont
reconnus par les récepteurs membranaires deseseléil transportés vers le cytoplasme
cellulaire.

Les microorganismes sont a I'origine de la pluples enzymes du sol soit par le biais d'une
synthese directe ou via la sécrétion de signauwisadt la production d’enzymes par d’autres
microorganismes ou par des végétaux. Les actietggymatiques témoignent ainsi de
l'activité des organismes du sol ; elles sont tsemsibles aux perturbations d’origines
naturelles et anthropiques et refletent rapidemkmst changements induits par ces
modifications (Laval et al.,, 2009 ; Acosta-Martinez al., 2010). Par conséquent, elles
peuvent étre considérées comme des indicateulisgrdg du fonctionnement du sol suite a
des changements environnementaux ou des pratiguesates (Brackin et al., 2013). Le
choix des activités enzymatiques est basé suriteplication dans la décomposition de la
matiere organique et le cycle des nutriments (Teabg).

Tableau 3: Les différentes enzymes étudiées et leur rahs dal.

Activité Substrat Roéle Fonction

enzymatique renseignée

Beta glucosidase Composés carbonés Energie pour les Décomposition de la
microorganismes matiere organique ;

cycle du carbone

Uréase Azote (urée) Azote minéral disponibleCycle des nutriments
pour la plante

Phosphatase Phosphore Phosphates disponible€ycle des nutriments
pour la plante

Arylsulphatase Soufre Sulfates disponibles pou€ycle des nutriments
la plante ; Indicateur
généraliste
Hydrolyse de la Composés organiques  Energie, nutriments poubécomposition de la
Fluroscéine Di- les microorganismes ; matiere organique,
Acétate (FDA) Indicateur généraliste cycle des nutriments
Déshydrogénase Composés organiques  Transfert diéner Décomposition de la

Indicateur généraliste matiere organique
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La B-glucosidase a un réle crucial dans la fournitugecdmposés carbonés de faible poids
moléculaire qui sont une source d’énergie pounl&soorganismes. L'uréase est une enzyme
qui contribue a la régulation de la fourniture @zdte apres un apport d’'urée ; cette activité
augmente également avec les pratiques d’appor@aniguges (Vallejo et al., 2000). Les
phosphomonoesterases, couramment appelées phagshatant des enzymes qui jouent un
réle essentiel dans le cycle du phosphore (Alef.etl995) ; a ce titre, elle est souvent utilisée
comme un indicateur de la fertilité du sol (Pasaitall., 2000 ; Sharma et al., 2011).

Ces trois activités enzymatiques sont celles les ppburamment utilisées comme indicatrices
des activités de minéralisation affectant respeatient les cycles du carbone, de 'azote et du
phosphore (Gil-Stores et al., 2005).

L’arylsulfatase est une enzyme importante pourytdecdu soufre, élément indispensable a la
plante ; c’est aussi un indicateur indirect de tiag des champignons pour qui la
dégradation des esters de sulfate par l'aryls@déatonstitue une source majeure de soufre
dans la rhizospheére. Les travaux de Ndiaye et2@0d) ont montré que cette enzyme était
sensible aux pratiques culturales. La fluorescéliaeétate est utilisée comme un marqueur
des cellules vivantes car son hydrolyse libere amposé fluorogene (Diaper et Edwards,
1994). La fluorescéine diacétate (FDA) est hydmdypar de nombreuses enzymes non
spécifiques (estérases, protéases, lipases ; ierdactérienne ou fongique) impliquées dans
la décomposition des matiéres organiques et leeagek nutriments dans le sol. Bien que
cette hydrolyse dépende a la fois des enzymes- ietraextracellulaires, sa mesure est
considérée comme un bon indicateur global de Vaétimétabolique microbienne d’'un sol
(Bandick et Dick, 1999).

La déshydrogénase est une oxydoréductase quiiparéid’oxydation de la matiére organique
par le transfert de protons et d’électrons. Catteyme intracellulaire est importante dans les
processus métaboliques des microorganismes etito@ndonc un bon indicateur généraliste
de l'activité microbienne.

I11.1.3. Diversité et structure des communautésatiiennes

La diversité des étres vivants qui peuplent lereste certainement I'aspect le moins connu
mais sans doute le plus intéressant du biofonatimmemt du sol. La biodiversité est

considérée comme un parametre clé du fonctionneciesol. Il est maintenant admis que les
aptitudes fonctionnelles des individus ou poputaisont tout aussi importantes que la
diversité totale (taxonomique ou génétique) (Gh#Hi et al., 2001). Dans le sol, de
nombreuses especes peuvent assurer une méme ftipnpde forcément par le méme
processus ni méme dans les mémes conditions (tatap&r pH, humidité) mais cette

redondance fonctionnelle apporte au sol une ceftainlté de résistance aux perturbations
(Griffiths et Philippot, 2012 ; Jeffery et al., 21

[11.1.3.1. Diversité fonctionnelle
Il est fondamental d'identifier les traits liés aesd fonctions métaboliques des
microorganismes, mesurables facilement a partsaldotal, et permettant de caractériser les

s




Chapitre | : Synthése bibliographique

axes majeurs de fonctionnement des microorganisioes. mécanismes par lesquels la
diversité influence le fonctionnement de I'écosysesont liés aux attributs des espéces
plutét qu’au nombre total d’espéces présentes Gidit al, 2004). Les communautés
microbiennes du sol sont composées d’organismds,adbrmants ou morts mais seule la
fraction active revét un aspect fonctionnel.

La diversité fonctionnelle peut donc étre définbenene le nombre de processus ou fonctions
gu’'une communauté est capable de réaliser (Gast®pieer, 1998).

L’étude des profils métaboliques est une approcsed sur les aptitudes physiologiques des
communautés microbiennes du sol, leur capacité&ifomelle a dégrader une large gamme de
substrats carbonés appartenant a des groupes rhiqobs différents (Degens et Harris,
1997 ; Campbell et al., 2003). Cette méthode dagipe de la diversité fonctionnelle des
communautés microbiennes du sol est souvent w@ilig@ur I'évaluation des pratiques
culturales (Brackin et al., 2013) et des pertudveti (Berard et al., 2012) car elle met en
évidence l'activité microbienne du sol impliguéenslde cycle du carbone. Ainsi les profils
cataboliques des communautés microbiennes peutrenbl@enus via la respiration induite
par différents substrats carbonés. Campbell €2@03) ont mis au point une technique rapide
de mesure de la quantité de LQidérée par les microorganismes du sol suite gpbat de
plusieurs types de substrats organiques dans ténsysle microplagues.

[11.1.3.2. Diversité génétique
Par le passé, nous n'avions acces qu’aux popusatiites cultivables, qui ne représentent
gu’une infime proportion de la diversité microbientotale. Les développements récents en
biologie moléculaire, notamment concernant I'exicac de I'’ADN bactérien des sols,
I'analyse de son polymorphisme ou le séquencagautidebit, permettent une analyse de la
diversité génétique des microorganismes du sote@giproche est complémentaire de I'étude
de la diversité fonctionnelle. L’ADN extrait d’'urolscomprend l'information génétique des
cellules inactives, actives mais aussi 'ADN deButes mortes (Pietramellara et al., 2009).
Pour accéder a cette fraction active, I'approchdééoubaire doit cibler TARN ribosomial,
produit par la cellule uniqguement quand celle-tiaggtive afin de permettre la traduction de
I’ARN messager en protéine. Les séquences qui ¢qubrm les ARNr ont la propriété d’étre
conservées de facon spécifique, ce qui permestandiion entre especes. Woese (1987) a été
le premier a proposer l'utilisation du gene de IM\Rbosomique 16S comme marqueur de
phylogénie. Ce géne de 1500 paires de bases rép@hasieurs criteres essentiels pour la
taxonomie. En effet, il est d’'une part présent does les procaryotes ou il remplit la méme
fonction, et d’autre part, du fait d'une évolutitente, il possede des domaines hautement
conservés avec peu de mutations. L'amplificatios denes conservées cible toutes les
bactéries, tandis que I'amplification de zones aldds permet de cibler un niveau
taxonomique précis. La caractérisation d’'une comamtén bactérienne permet de mettre en
évidence des caractéristiques propres a cette caautgiqui vont la différencier des autres.
Hebert et al. (2003) parle de « code barre ADN DNA barcoding », en anglais) pour
décrire ce concept. Cette approche consistant li&deatiun fragment du génome comme
marqueur géneétique pour la discrimination des esgpactoutefois été utilisée dés les années
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1990, notamment pour les champignons avec lesuxasar I'espaceur interne transcrit (ITS
Internal Transcribed SpacgFigure 15) (White et al1990 ; Gardes et Bruns, 1993).

Ainsi, I'I'TS, fragment de I'ADN ribosomial fongiques’est rapidement imposé comme
marqueur pour I'étude des communautés fongiquesgitant de caractériser les variations
inter et intra-spécifiques (Schoch et al., 2012piatheis et al., 2012 ; Cordier et al., 2012)
méme si son utilisation comporte plusieurs limites.

Parmi ces derniéres, on peut citer une faible véisol pour certains taxons. Il existe certains
genres (e.gCladosporium sp., Fusarium sp., Penicillium)spour lesquels I'lTS n’est pas
assez variable pour permettre une identificatiofcigue (Seifert, 2009), et d’autres pour
lesquels il est trop variable pour séparer les @spéroches, ce qui est le cas des

Glomeromycétes, endomycorhizes a arbuscules (Sigeket al., 2009).

| Muclear ribosomal RNA gene cluster
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Figure 15 : Représentation schématique des régions ITS damdN'Abosomique chez les
champignons (d’aprés Mitchell et Zuccaro, 2006).

Les techniques d’empreintes moléculaires vont perenka caractérisation des communautés
microbiennes plus ou moins complexes, en obtenespdofils qui vont étre dépendants des
séquences d’ADN présentes dans la communauté ét(b&, ITS). Par exemple, s’agissant
de la communauté bactérienne totale, un fragmekibN'’ cible (16S) est amplifié par PCR
avec des amorces spécifigues ou universelles. hetio@ de polymérisation en chaine
(‘PCR’, polymerase chain reactiprpermet I'amplificationn vitro d'une séquence connue
d'’ADN double-brin ADN matricg@ par extension de deux amorces grace a I'ADN
polymérase, en présence de déoxynucléotides (dNatPgjons MG (Mullis et Faloona,
1987). Elle permet d’obtenir, & partir d'un échioriid’ADN plus ou moins complexe et peu
abondant, d'importantes quantités d'un fragmerDN'Apécifique et de longueur définie afin
d’appliquer d’autres techniques de biologie moléral (DGGE, clonage et séquencage...). |l
s'agit de réaliser une succession de réactionéplieation d'une matrice double brin d'ADN.
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Chaque réaction met en ceuvre deux amorces oligastidiques dont les extrémités 3’ et
pointent I'une vers l'autre qui définissent alers)a bornant, la séquence a amplit
L’électrophorese sur gel erradient de dénaturation (DGGHlenaturing Gradient Ge
Electrophoresis est une technique d’empreinte génétique. Elldoasée sur la différence
stabilité des fragments doubles brins de ’'ADN enction de sa composition en cytosine
guanine (% G+{Let permet théoriquement d’identifier les variniad’une seule base en
deux segments d’ADN double (Muyzet al.,1993 ; Attard, 2008 Figure 16).

Les fragments d'ADN sont soumis a un gradient deceotration d’'un agent dénatur:
(formamide ou uge). Lorsque la concentration aboutissant a latdeataon du fragmer
d’ADN est atteinte, le fragment d’ADN se dénaturesgu’'au niveau d'une séquer
composée de répétition de guanine et de cytosirgt-40 paires de bases GC clamp »,
ajoutée a lgosition 5’ d'une amorce de PCR pour créer un domale grande stabilit
stopper la migration et éviter une dénaturationgete (Figure 16)

Gel de polyacrylamide

Produits PCR double brin
- alléle pauvre en GC alléle riche en GC -
f—A—\ 1‘—*—\
Champs Gradient de
electrique dénaturation
chimique
(uréetformamide)

Figure 16: Principe de la DGGE (Denaturing Gradient Gel Etgzhoresis) utilisée dai
I'analyse de la structure génétique des commaesaunicrobienne (d’apres Attar
2008).

La dénaturation est spécifique en fonction des esécps, les fragments vont donc rer
differemment dans le gel de polyacrylamide suivenir séquence. Les variations
séquences entre les difféerents amplifiats vonuarfter leur dénaturation et par conséq
leur distance de migration électrophorétic
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Les fragments dénaturés a faible concentrationetadénaturant (pauvres en bases G+C
composées de 3 liaisons hydrogénes contre 2 psubdees AT) verront leur migration
stoppée au début du gel alors que les fragmentatwlés a forte concentration d'agent
dénaturants (plus riches en bases G+C) verronthégrmration se poursuivre plus longtemps.
Théoriguement la DGGE peut séparer des fragmeARN'qui sont différents par une seule
paire de bases (Miller et al., 1999).

Les fragments d’ADN de différentes séquences pduaenir les mémes caractéristiques de
mobilité dans le gel polyacrylamide, donc une bdnide différenciée sur le gel ne représente
pas forcément la présence dans la communauté dauie espéce bactérienne (Gelsomino et
al., 1999). Ainsi, chaque bande correspondraitépgpulation donnée de microorganismes.
Cette techniqgue permet de détecter les modificatiole la structure génétique des
communautés microbiennes d’'un sol donné sans ppasdes étapes de culture sur milieu.
La PCR-DGGE est ainsi une méthode permettant &tles communautés microbiennes de
plusieurs échantillons de sol de maniere rapiaeykanée et reproductible.

[11.2. Diversité et structure des communautés de maatodes.

Le développement des indices nématologiques (Bend&90 ; Ferris et al., 2001 ; Yeates,
2003) représente une avanceée significative danteifrétation du réle des communautés de
nématodes dans les fonctions du sol (Neher et2@05) et I'analyse des trajectoires de
réponse des communautés de nématodes en fonctotraiiements appliqués au milieu

(Ferris et al., 2001).

[11.2.1. Les indices nématologiques

Les premiers indices nématologiques proposés pagds (1990) expriment la proportion
des familles de nématodes selon les classes emalcul de ces indices dits de « maturité »
est donné dans le tableau 4. L'indice de maturitecdactérise les nématodes libres du sol
tandis que l'indice PPI (Plant Parasitic Index)pplgue aux nématodes phytoparasites. Une
faible valeur de ces indices indique une dominamtative des nématodes colonisateurs.
L’indice de maturité est donc un indicateur desditions du sol basé sur la composition des
especes de nématodes (Ferris et al., 2001). Ceteirsthvere particulierement utile pour
appréhender I'effet des pratiques culturales suictenmunautés de nématodes et discriminer
les situations perturbées ou intensivement ex@sités-a-vis de situations plus naturelles ou
moins perturbées (e.g. Bongers, 1990 ; Villenawd.e2009 ; Patricio et al., 2012). La valeur
de Ml varie de 1 a 5 et diminue dans les milieurtyrbés (Ferris et al., 2001). La valeur du
PPI varie entre 2 et 5 et est faible dans les uxl&gricoles riches en nutriments (Bongers et
al., 1997). Le rapport PPI/MI est considéré commendicateur de la teneur en éléments
nutritifs au sein des agroécosystemes (Bongells, 987 ; Vonk et al., 2013).
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Tableau 4 :Les indices nématologiques calculés a partir a@@iaposition des communautés
de nématodes (Bongers, 1990 ; Yeates et Bonge99,;1Rerris, 2001).

Indices Formule Détails
_ _ vi est la valeur c-p (colonisateur-persistant evalde 1 a 5
Indice de Maturité prédéterminée au niveau de la famille) du taxcanisda
deds commun:utele = ¥ vi x pi | communauté de nématodes non phytophages
€ nematodes Pi est 'abondance relative du taxon i dans I'agdage des
libres (M) nématodes non phytophages
Indice de maturité vj esr': la v:;leur c-p du taxon j dans la communadetéematodes
des nématodes o _ phytophages , ,
phytoparasites PPI=2vj X pj | pj est 'abondance relative du taxon j dans I'adslage des
(PPI) nématodes phytophages

NCR (Nematode
Channel Ratio)

NCR=B/(B+F)

B= abondance de nématode bactérivores
F= Abondance de nématode fongivores

e est I'abondance pondérée des individus dansiieg Bal et FuZ
(bactérivores de classe c-p 1 et fongivores desela-p 2,
respectivement) représentant un réseau trophidueedirichi »

I.nd!ce El = 100 x |b estl'abondance pondérée des individus dansiikdeg Ba2 et FuZ
d'enrichissement {el(e+b)} | (bactérivores de classe c-p 2 et fongivores deelagp 2,
(ED) respectivement) représentant un réseau trophique liasal »
s est 'abondance pondérée des individus appartena guildes :
Ba3, Ba4, Ba5 (bactérivores de classe c-p 3, 4respectivement),
Fu3, Fu4, Fu5 (fongivores de classe c-p 3, 4 espeactivement),
Ca3, Ca4, Cab5 (predateurs c-p 3, 4 et 5 respentivg,
_ Om4, Om5 (Omnivores de classe c-p 4 et 5 respecti®.
Indice de structure Sl = 100 x Ces guildes de nématodes représentent un résghigue
(sh {s/(s+b)}

« structuré »

b est 'abondance pondérée des individus darguliédes Ba2 et Fu
(bactérivores de classe c-p 2 et fongivores deelap 2,
respectivement) (réseau trophique « basal »)

|
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Par ailleurs, la répartition des nématodes en geupphigues (Yeates, 1993) permet de
calculer I'indice des voies de décomposition (NGRmatode Channel Ratien anglais) en
faisant le rapport de l'abondance des bactérivaas la somme des abondances des
bactérivores et des fongivores (Yeates et Bond@&99 ; Yeates, 2003). Ainsi, les valeurs du
NCR sont comprises entre 0 et 1, correspondantecéspment a une chaine de
décomposition dominée par la composante fongiqueaola composante bactérienne.

L’analyse de la nématofaune basée sur les mes@w®salbndances et des traits de vie
(Bongers, 1990) combinée a celle de la diversi@hique des communautés parasites ou
libres (Yeates, 1993), permet de répartir les nédest libres en guildes fonctionnelles
(Bongers, 1990 ; Bongers et Bongers, 1998) et @imidd’autres types d’'indices que sont les
indices d’enrichissement (EI) et de structure ($§bleau 4). Les indices El et Sl renseignent
sur la complexité de la micro-chaine trophique iague sur la disponibilité des nutriments
(Ferris et al., 2001). L'indice EIl est uniquemeatcalé a partir des effectifs de nématodes
bactérivores et fongivores appartenant aux niveéaphiques les plus bas du réseau (Tableau
4; Ferris et al., 2001). Cet indice fournit uneommhation sur la réponse du réseau a la
disponibilité des ressources. Les valeurs de kadtl varient de 0 a 100 et un El élevé
indique une disponibilité en éléments nutritifs sldan chaine trophique. L’indice de structure
S| est basé sur I'abondance relative des nématadpartenant aux niveaux trophiques
supérieurs et aux classes c-p supérieures. Aiasindice révele la longueur et le degré de
connectivité du réseau trophique du sol (Ferred.e2001).

[11.2.2. Le diagramme de Ferris

Le diagramme de Ferris (Ferris et al., 2001 ; FedlLB) est une représentation graphique des
guildes fonctionnelles des nématodes libres damselée le poids de chaque guilde sur les
axes de structure et d’enrichissement permet leucales indices de structure (SI) et
d’enrichissement (EI), indicateurs de I'état duemas trophique (basal, structuré ou enrichi)
(Tableau 4). Un réseau trophique structuré eséaeau trophique peu perturbé, et un réseau
trophigue est dit enrichi lorsqu’une perturbatidrefe de nouvelles ressources. Le calcul des
indices Sl et El permet de placer les sols dans dlas quatre quadrats du diagramme de
Ferris (Figure 16 et Tableau 5) : (A) perturbé, ¢éB)maturation, (C) structuré, (D) dégradé.

Tableau 5: Caractéristiques de la chaine trophique du sdeeson environnement d’aprés
I'analyse de la nématofaune du sol (Ferris e28i01).

Diagnostic Quadrat A Quadrat B Quadrat C Quadrat D
Niveau de perturbation Fort Faible & modéré Notupleé Stressé
Enrichissement enrichi en N Enrichien N Modéré Apyi
Chaine de décomposition Bactérienne Intermédiaire  ongkue Fongique
Ratio C/N Faible Faible Modéré a Elevé  Eleve
Chaine trophique Perturbée en maturation Structurée Dégradée

¥ Les quadrats sont ceux du diagramme de Ferris @081), indiqué en figure 17
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Enriched

Quadrat A Quadrat B

Structured

Quadrat D Quadil‘a'} C

-

Structure Index

/\ Ca, (08) / Om, 32) / Oms (5.00 /
Ca, (1.8) / Ca, 32) / Cas (5.00 /
/ Fus (1.8) / Fu, 3.2) / Fus 5.00 /
Ba, (1.8) / Ba, 32) / Bas (5.00 /

Structure trajectory )

Basal
condition

Figure 17: Les guildes fonctionnelles des nématodes du awictérisées par I'appartenance
a un groupe trophique (Ba : Bactérivores, Fu : hargs, Ca : Carnivores (Prédateurs),
Om : Omnivores) et leur histoire de vie exprimée pae classe c-p (Colonisateur-
Persistant selon Bongers et Bongers, 1998), d’dpgass et al. (2001)

[11.3. Analyse des données

[11.3.1. Analyses des données de diversité
Une premiere appréciation de la biodiversité caastn I'analyse de la richesse spécifique.
Appliguée a notre étude, elle désigne soit le nemtotal de taxons de nématodes qui
coexistent dans un méme échantillon (Magurran, 2@4luck et al., 2002), soit le nombre
de bandes d’'un gel DGGE obtenu aprés extractiohA@N bactérien ou fongique d’'un sol
(Vivas et al., 2009).

L’indice de diversité de Shannon-Weaver est uncedie diversité couramment utilisé en
écologie (Shannon et Weaver, 1962). Dans notre egtuld peut étre calculé assez
classiquement sur la base de la diversité des coraumtés de nématodes (identifiés au niveau
de la famille). Il est défini ainsi :

H'=-Z R In(P)

ou Pi est le rapport entre ni et N correspondaspeetivement au hombre d’individus d’'un
taxon i rapporté au nombre total d’'individus.
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La valeur de l'indice H' augmente avec la divergagonomique. Il peut aussi étre calculé
pour analyser la diversité génétique des commusamigrobiennes ; la présence d’'une bande

dans un gel DGGE est alors assimilée a une espetmtensité de cette bande a son
abondance (Vivas et al., 2009).

L’indice de Shannon-Weaver peut également étreut&alpour la diversité fonctionnelle
obtenue par la méthode MicroR&¥p dans ce cas, ni correspond au nombre de substrats
permettant un dégagement de JLS€upérieur a celui issu de la respiration basalé et
représente le nombre total de substrats (Zak,et994 ; Zhou et al., 2012).

Les données obtenues par PCR-DGGE peuvent égalétrentitilisées pour le calcul de
I'indice de dominance de Simpson (Simpson, 194%gwran, 2004) :

D=3xP?

ou Pi est lintensité relative de Iabande (intensité de la bande ni rapporté a la soches
intensités des N bandes de I'échantillon). Ellerespond a la probabilité que deux bandes
prises au hasard soient issues de la méme espéce.

[11.3.2. Approche statistique

Nous avons d’abord examiné l'effet de la préserecBalbuste sur les parametres quantitatifs
(abondance des différents groupes trophiques datoéles, biomasse microbienne, activités
enzymatiques, etc.) par des analyses statistiglasvement classiques (ANOVA, ACP) puis
nous avons étudié les assemblages des communaigtébiennes ou de nématodes, ce qui
donne une information supplémentaire par rapportambre et a I'abondance des groupes ou
especes. Les analyses multivariées permettenfetndef mettre en évidence des gradients ou
des classifications dans les assemblages des ccaniésn

lll. 3.2.1. Comparaison des données quantitatives
Pour déterminer la significativité des effets des m@itements sur les différentes variables
étudiées (abondance des nématodes, biomasse raianebactivité enzymatiques, teneurs en
azote minéral ou autres paramétres liés au milies avons réalisé des analyses de variance
(ANOVA) suivis du test de FisheP(< 0.05) en utilisant le logiciel XLSTAT (Versior020,
AddinSoff®).
Une analyse en composante principale (ACP) permegprésenter les variables dans le plan
factoriel ou sumun cercle de corrélation, afin de déterminer lesabées qui contribuent le
plus a la discriminatioentre les différents traitements, et leur corrétatventuelle.

La fiabilité de 'ACP sur le plan factoriel est d@ant plus forte que le pourcentage d’inertie
expliqué par les 2 axes, ayant engendré ce plales.L’ACP est un outil puissant pour
analyser les corrélations entre plusieurs variables
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Cependant, la visualisation de la structure deglaiions n’est réalisable que sur des plans,
ce qui limite la perception précise des phénomeénéss variables sont nombreuses et leurs
relations complexes. La contrainte d'orthogonaties axes rend souvent linterprétation

délicate au-dela du premier plan factoriel, cainésrmations délivrées sont alors résiduelles,

sachant les proximités déja observées sur lesmgéesdents. En comparaison, les méthodes
de classification prennent en compte I'ensemble diegnsions du nuage de points, et

corrigent donc les distorsions des projectionsoféelles, en appréhendant les individus tels

gu'ils sont en réalité, et non tels qu'ils appaeais en projection.

lll. 3.2.2. Analyse des assemblages des communautés
L’analyse des communautés microbiennes ou de nélemfmermettent d’établir des matrices
de la composition (présence-absence) ou de I'almmedalative d’une espece, d’un taxon, ou
d’'un groupe donné. L’information contenue dansroasrices peut étre extraite sous la forme
d’indices de similarité (indice de Sgrensen, ouiseBrse I'indice de Bray-Curtis ; Sgrensen
1957 ; Bray et Curtis, 1957) et représentée sofmtae de dendrogramme.

Pour les données de biologie moléculaire, le cdefit de similitude de Dice permet une
comparaison deux a deux des profils DGGE, en ragpble nombre de fragments communs
au nombre total de fragments observés dans lesptefils. Aprés comparaison de tous les
profils deux a deux, une matrice de similitude p&uoé construite et présentée sous la forme
d’'un dendrogramme en utilisant une méthode de vpgmment par la distance moyenne entre
les souches (UPGMA Unweighted Pair Group Method Algorithmzhu et al., 2003).
L’analyse des gels DGGE a été réalisée en utilisatdgiciel Phoretix 1D V10 (Nonlinear
Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK) qui fournit eactéristiques de toutes les bandes
détectables (position, intensité, aire).

Un test PermANOVA a été réalisé sur la matrice idelarité liee aux données de structure
des communautés de nématodes. Ce test permet uBévstiatistiquement les effets des
traitements sur la communauté de nématodes airesilepi interactions éventuelles entre
traitements. Le logiciel PRIMER (PRIMER-E Ltd, Plgoth, UK) a été utilisé a cet effet.

Les méthodes d’ordination permettent de représdmtaructuration du jeu de données, telles
que l'abondance relative des especes, sur un nomdudait d’axes, d'ordonner les
échantillons (les objets) dans cet espace et d&tlelir positionnement relatif et leur li@n
posteriori avec les axes porteurs de variables écologiquessi,Aa méthode du cadrage
multidimensionnelle non métrique (NMDNon-metric Multi-Dimensional Scalifgpermet

de déceler les relations d'ordre (gradient) ergeedchantillons et offre une « cartographie »
basée sur la matrice de similarité respectant aeuxnies rangs de similarité entre les
échantillons (Kruskal et Wish, 1978).

Pour les communautés de nématodes, I'assemblagaédestodes entre échantillons a été
évaluée par l'indice de Bray - Curtis (Bray et @yrtl957) a l'aide du logiciel PRIMER
(PRIMER-E Ltd, Plymouth, UK). Les erreurs entre lemtrices de similarité et la
représentation NMDS sont évaluées grace a unervdlen parametre appelé « stress ». De

n
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faibles valeurs de stress (0 a 0,2) indiquent upené représentation graphique de
I'information contenue dans la matrice de simitade rang. L'analyse NMDS de la structure
des données issue de I'étude des communautés iritn@s a été réalisée avec le logiciel
PCORD (MjM Softaware Design, Gleneden Beach, ORAY8ersion 6.0) en se basant sur
I'indice de similarité de Sgrensen. La représemtagiraphique est considérée comme bonne
ou exploitable lorsque la valeur du stress est cm@mpentre 5 et 10 ou entre 10 et 15,
respectivement. Par ailleurs, un test de permuafMRPP, Multi Response Permutation
Proceduré a été réalisé pour apprécier le regroupementabsar I'ordination NMDS des
profils DGGE (McGune et Grace 2002 ; Rachid et aD12). C’est une méthode non-
paramétrique qui teste I'hypothese d'une difféeremdée entre deux ou plusieurs groupes
d'objets définisa priori. Cela permet de pondérer les différences entreipg® par la
variabilité a l'intérieur d’un groupe. Cette appnedournit ainsi une mesure d'agrément intra-
groupe (A) qui témoigne de « l'effet groupe » ob&east une valeur de probabilité associée.
Les valeurs A varient entre -1 et 1; Une valeusifpe indique une différence entre les
groupes.

L’analyse de la structure des communautés microeierest également complétée par une
analyse des espéces indicatricésdiCator Species Analysiou IndVal; Dufréne et
Legendre,1997). Cette analyse menée avec le IbgR@ORD permet de mesurer la
spécificité des bandes DGGRvec cette méthode, une valeur indicatrice estut@cpour
chaque bande, dans chaque type de traitement (Mc€u@race, 2002). La valeur indicatrice
(notée VI) d’'une bande est comprise entre 0 (paslidation) et 100 (indication parfaite).
Une valeur indicatrice maximale peut étre intedeétomme une mesure de la spécificité
d’'une bande liée a un traitement donné. Des baayhas des valeurs indicatrices supérieures
a 25 constituent de bons indicateurs spécifiguesfr@@ne et Legendre, 1997). La
significativité de la valeur VI (valeur de probatglp) est calculée par le test de Monte Carlo
basé sur 4999 randomisations.
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Une partie de ce travail a fait I'objet d’'une commuation orale dont le résumé figure dans
les actes du congres :

Diakhaté S., Chevallier T., Diallo N.HNdour Y., Abadie J., Deleporte P., Chapuis-Lardy L.
2012. Effet des arbustes natifs surdlgersité fonctionnelle des sols de la région saooda
sahélienne (Sénégal). If° Journéesd’Etude des Sols, 123 mars 2012, Versailles.
Accessible sur internet :

https://collogued.inra.fr/journees_etude sols 2012/content/downl oad/1119/16845/ver sion/1/file/Actes
_JES 2012.pdf

Un article est par ailleurs en cours de rédactibrseza soumis a la revue Applied Soil
Ecology.
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Chapitre Il : Effet de I'arbuste Piliostigma reticulatum
sur les communautés microbiennes d’un sol cultivénanmil
(Sénégal)

l. Introduction

La zone d’influence des arbustes naturellementeptésen milieu semi-aride est
souvent considérée comme un « ilét de fertilit®\ietel et al., 2000). Au Sénégal, des
études récentes ont montré que la présence d’asbustifs dans les champs pouvaient
faciliter le développement d’'une plante cultivéeogba et al., 2013 ; Kizito et al., 2006).
Lorsque des plantes partagent le méme environnerasninteractions qui en découlent
peuvent étre bénéfiques a l'une d'elles en termesgdrmination, de survie ou de
croissance, c’est ce que I'on appelle la faciltat{Callaway et al., 2007). Ce processus
écologique est souvent attribué a un effet diréghel des plantes sur I'environnement,
notamment le micro-climat, et la disponibilité dessources (Callaway et al., 2007) mais il
découle aussi indirectement des communautés m@rmes du sol (Hortal et al., 2013 ;
Rodriguez-Echeverria et al.,, 2013). La présencebd&es natifsen milieu sahélien
entraine des modifications des parametres abiciglue sol, et nhotamment du cycle de
I'eau, propice au maintien de I'activité microbiemypcompris en saison séche (Dossa et al.,
2009, 2010 ; Lufafa et al., 2008 ; Kizito et aD0B). La composition des especes végétales,
la qualité et la quantité des ressources organisueamment la fourniture en carbone dans
la rhizosphere, peuvent affecter positivement lesanmaunautés microbiennes et leur
capacité a remplir leur r6le dans le fonctionnentensol, notamment dans le recyclage des
nutriments (Eisenhauer et al. 2010; Ladygina etlitet 2010).
Au Sahel, la présence d’arbustes dans les systéufdges ainsi que la gestion de leurs
résidus de coupe (Lahmar et al., 2012) permetteatnoeilleure disponibilité en éléments
nutritifs et une amélioration des rendements deulaure associée (Dossa et al., 2013). La
minéralisation des matiéres organiques et la dibgiié@ des éléments nutritifs sont
régulées par les communautés microbiennes du sousgBard, 1994 ; Davey,
1996 ;Diedhiou et al., 2009, 2013). Il convient datte mieux caractériser I'effet de la
présence de ces arbustes natifs sur les communaitésbiennes du sol en termes de
densité, d’activité et de diversité (fonctionnadtegénétique). La densité est appréhendée au
travers d’'une mesure de la biomasse microbienaetjVité donne une image de I'aptitude
dans un environnement donné des communautés pésentétre actives, donc
fonctionnelles. La quantification des activités wnatiques du sol est ainsi indicatrice de
I'activité des microorganismes dans la décompasitie la matiére organique et le cycle
des éléments (Bending et al 2004 ; Kandeler et2806). La réponse catabolique des
microorganismes a I'addition de différents substrbonés rend compte de leur aptitude
a dégrader des molécules plus ou moins complekdggcat ainsi la diversité fonctionnelle
des micro-organismes hétérotrophes du sol (Berteinberger, 2010). Les fractions
labiles et récalcitrantes des matieres organigoas gecomposées par des communautés

s
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distinctes, les bactéries étant les principauxuastéors de la dégradation des substances
labiles tandis que les champignons s’attaquent aumposés complexes. Les approches
moléculaires, notamment la PCR-DGGE, permettentpiideer plus ou moins finement la
structure génétique des communautés microbiennesold et de différencier bactéries et
champignons (Muyzer et al., 1993 ; Kowalchuk et2006).

Notre objectif dans ce chapitre est de détermiaesdjuelles mesures la densite, I'activite,
les diversités fonctionnelle et génétique des noigganismes du sol d’'une culture de mil
sont affectées lorsque I'arbufdiostigma reticulatumest maintenu dans 'agrosysteme.

[l. Matériel & Méthodes
[1.2. Matériel

11.2.1. Site d’étude

Notre site d’étude est localisé dans le bassinh&dsr du Sénégal, dans la station
expérimentale de I'ISRA (Institut Sénégalais de Heeches Agricoles) a Nioro-du-Rip
(13°45 N, 15°47 W)région de Kaolack (Figure 18). La région est camd®de par une

pluviométrie de 750 mm &nrépartie entre les mois de Juillet de Septembes L
températures varient de 20°C en moyenne entre D#eeet Janvier a 37,5°C entre Avril
et Juin (données ISRA).

s _—)
Dakar -/ g e
S~ Thiés)

Sédhiou™,

).
{

Figure 18 : Situation géographique du site expérimental, liséadans la station
expérimentale de I'I'SRA a Nioro-du Rip, région dadkack (Sénégal).

Dans cette région, I'arbusgiliostigma reticulatumest présent avec une densité moyenne
de 185 arbustes a I'hectare. Le sol de type Lix{(§&O, 2006) est localement appelé
Deck-Dior (Badiane et al., 2000).
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[1.2.2. Echantillonnage dans le dispositif expérinad

Le dispositif expérimental est un essai factorigl snviron 2500 fmpour déterminer les
effets de la présence dRliostigma reticulatum sur la productivité du milRennisetum
glaucum(L.) R. Br. ; variété Souna 3). Le dispositif & énis en place en 2002 puis laissé
en jachere cloturé de 2005 a 2011 et reactivé laveéme modalité qu'en 2002 a la saison
culturale de 2011. Le mil est cultivé en saison pleses, de Juin a Septembre suivant
différentes modalités testées sur des parcelleSde et répétées de facon aléatoire sur 4
blocs. Notre étude porte sur 4 traitements : i)nso(traitement de contrble noté C) ; ii) sol
prélevé dans la rhizosphere du mil lorsqu’il edtieé seul (traitement M, mil) ; iii) sol
prélevé entre les racines de I'arbuste (traiterReRiliostigma reticulatum)et enfin iv) sol
prélevé au niveau de la zone de contact entrealdaas du mil et de I'arbuste dans le
traitement présentant I'association culturale fgraent M+P, Figure 19). Dans ces
parcelles de mil cultivé en présence Blereticulatum(M+P), les parties aériennes de
I'arbuste sont coupées en petits morceaux (1-5etrednt rapportés sous forme de mulch a
la surface du sol au moment du semis de la cér€&aerecépage permet d'éviter une
compétition entre I'arbuste et le mil au début gule de la céréale. Dans cette pratique
dérivée de I'agroforesterie, I'arbuste repousseuiémsaux cotés du mil (Lahmaat al,
2012).

Figure 19 : L’association mil —Piliostigma reticulatumdans le dispositif expérimental de
Nioro (© N.H. Diallo, ISRA).
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L’échantillonnage des sols a été réalisé, au mord&piaison du mil, en prenant a la
tariere 10 échantillons dans I'horizon de surfd@d @ cm) dans chacune des 4 -parcelles
d’'un traitement donné, puis en les mélangeant fmuner un échantillon composite par
parcelle. Ainsi chaque traitement compte 4 répétdj représentatives et individualisées
(n =4).

Chaque échantillon prélevé est réparti en trois :Idt) une aliquote d’environ 100 g est

séchée a l'air et tamisée avant d’étre utiliséea fmgaractérisation physico-chimique des
sols ; (ii) une aliquote d’environ 20 g est congena -20°C pour les analyses de biologie
moléculaire ; (iii) le reste de I'’échantillon esinservé frais (a 4°C) et utilisé rapidement
pour la détermination de la biomasse microbienms, activités enzymatiques et de la
diversité fonctionnelle.

[1.3. Méthodes

[1.3.1. Caractérisation physico-chimique des sols

La caractérisation physico-chimique des sols a étiectuée par des méthodes
conventionnelles au.aboratoire des Moyens Analytiques (LAMA) de I'IRDet au
Laboratoire d’Ecologie Microbienndes Sols Tropicaux (LEMSAT), entités du Laboratoire
International Mixte Intensification Ecologique d&ls cultivés en Afrique de I'Ouest
(LMI IESOL, Campus IRD-ISRA de Bel-Air, Dakar). ltexture, analyse de la répartition
des particules minérales en fonction de leur taille été déterminée par tamisage,
sédimentation et prélevement a la pipette de Rohifdubert et al., 1954). Dix grammes
de sol tamisés a 2 mm sont soumis a une attaquegaroxygénée (b0, ; 50 ml diluée a
30%) afin d’éliminer la matiére organique. Les jgaiies minérales sont ensuite dispersées
par ajout de 25 ml d’une solution diluée de pyramifmte de sodium 65 g'LLa solution
obtenue est tamisée sous flux d’eau a 200 et anb@qur obtenir les fractions les plus
grossiéres (sables et limons grossiers) et legcpbas les plus fines (limons fins et argiles)
sont prélevées aprés sédimentation dans une allobge fractions obtenues sont pesées
aprés séchage a I'étuve et la proportion relateeclague fraction granulométrique est
calculée afin de déterminer la texture des échansilde sol.

Les teneurs en carbone et azote totaux ont étérndatees, apres calcination de
I’échantillon & 900°C, a l'aide d’'un analyseur é@ntaire CHN (EA1112 Séries, Thermo
Finnigan, Italie).

Le phosphore total a été déterminé, sur une chdiaealyse colorimétrique par flux
continu (Technicon, AutoAnalyseur Ill) apres attaquar un mélange d’acide nitrique et
d’acide chlorhydrique concentrés, suivant la mé¢hdeé Murphey et Riley (1962). Par
ailleurs, le pH des échantillons de sol a été mesians I'eau selon le ratio 1/2.5
(poids/volume) a 'aide du pH-métre (Delta 320, MatToledo, Suisse), et I'azote minéral
dosé par colorimétrie (Technicon, AutoAnalyseuj Hprés extraction dans une solution
KCI 1M (Bremner, 1965).
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11.3.2. Biomasse microbienne

La biomasse microbienne a été déterminée par lhadétfumigation-extraction
développée par Amato et Ladd (1988). Cette méthepese sur le dosage colorimétrique
de I'azotea-aminé des parois microbiennes libéré apres lyBelaiee. Le sol humide est
incubé 10 jours dans une atmosphere saturée erofdrime (fumigation). Le produit de la
lyse des microorganismes du sol est extrait erd’fimcubation par une solution KCI 2M
puis dosé par colorimétrie. La réaction colorintteé est basée sur la formation d'un
composeé de couleur pourpre qui apparait lorsquetéaest mis en présence de réactif a la
ninhydrine.

La lecture de la densité otique du produit estdu870 nm a l'aide d'un spectrométre
(SpectrAA 22BS, Varian Inc., Buc, Frange La biomasse est exprimée en équivalent
carbone (ug Cgsol) en multipliant par un facteur de 21 la difiéce de concentration en
azoteo-aminé d’'un échantillon de sol avant et aprés &golirs de fumigation (Amato et
Ladd, 1988).

[1.3.3. Activités enzymatiques

11.3.3.1. Principe de la mesure
Le principe de mesure d’'activité enzymatique essuevant : un substrat spécifiqgue de
I'activité a caractériser est introduit dans le, $&$ microorganismes capables de dégrader
ce substrat entrent alors en action et la cond#ran solution du produit coloré issu de
sa dégradation est mesurée avec un spectrometet(@guc 401, Spectronic Instruments,
France). Chaque essai est répété 3 fois par éltbarte sol frais. Pour chaque échantillon
de sol, un témoin et un blanc sont également pé&paour déceler une éventuelle
coloration du surnageant qui ne serait pas dugeekence du produit issu de la réaction; le
témoin est realisé en présence de sol mais leratilest ajouté uniqguement apres blocage
de la réaction enzymatique, ceci permet de détemienbruit de fond colorimétrique lié
aux constituants (notamment organiques) du sobldac est constitué de tous les réactifs
mais sans le sol. Les valeurs de densité optiquelal@pées par le témoin et le blanc sont
retranchées a la moyenne des 3 essais afin d’Bvdinsité optique due a la présence du
produit de la dégradation enzymatique du subdtha¢. gamme étalon est préparée a partir
d’'une solution de concentration connue du produdoaer et permet de renseigner la
relation entre la densité optique et la concemtnatie produit dans les extraits.

11.3.3.2. Activités Glucosidase
L’activité de lap-glucosidase a été dosée a partir de la méthodeiroétrique décrite par
Hanayo (1973) modifiée. La réaction enzymatiquedpitodu para-nitrophénol (de couleur
jaune en milieu alcalin) dont la concentration elutson sera proportionnelle a I'activité de
'enzyme. Les essais sont constitués de 100 mgotéras, 0,1 ml de tampon citrate-
phosphate a pH 5,8 et 100 ul pra-nitrophenyl D-Glucopyranoside (de concentration
5 mM ; Sigma) mélangés dans des tubes puis mis@rbation sous agitation, a 37°C
pendant 2 h. La réaction est ensuite stoppée palirasation du milieu en ajoutant 3 ml de

-
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carbonate de sodium (0,2 M }&0Ds3). La suspension de sol est centrifugée a 10 000 rp
pendant 5 minutes. La densité optique du surnagesininesurée au spectrophotométre a
une longueur d’onde de 400 nm. Pour chaque écluemtle sol, la concentration moyenne
en para-nitrophénol de trois répétitions de I'essai estistaite a celle du témoin et du
blanc. L'activitép-glucosidase est exprimée enpiP g* sol H.

11.3.3.3. Activité Uréasique
Le dosage de son activité a été réalisé par laodétde Kandeler et Gerber (1988). Les
essais sont constitués de 1 g de sol mélangéralldé tampon phosphate a pH 7 et de 100
ul d’'urée (de concentration 1,2 M). Les tubes smités pendant 2 h a 37°C. La réaction
est arrétée par alcalinisation, en ajoutant 3 mtliderure de potassium (2M KCI), et les
tubes sont a nouveau agités pendant 30 min a lpétature ambiante puis centrifugés a
10 000 rpm pendant 5 min. La coloration due a ks@nce du produit de la réaction
enzymatique est révélée en ajoutant a 1 ml du geemd, 9 ml d’eau déminéralisée, 5 ml
d’'un mélange de salycilate de sodium et de nitregiaie de sodium (1,06 M) et 2 ml d’'une
solution de dichloroisocyanurate de sodium (39,1 Apres 30 min d’agitation, la densité
optique est lue a 660 nm a I'aide d’'un spectromgles valeurs du témoin et du blanc sont
retranchées. Les résultats sont exprimés en pg N-gtidol H' aprés étalonnageu
spectromeétre & partir d’une solution de concemnatonnue en Ni.

11.3.3.4. Activité Phosphatase acide
Le dosage de l'activité des phosphatases est adapt méthode décrite par Tabatabai et
Bremner (1969). Il s'agit d’'introduire dans desdsten verre 100 mg de sol de sol frais,
100 pl de substrapNP-P para-nitro-phényl-phosphate ; 5 mM ; Sigma) et 400 @l d
tampon universel & pH 6,5. Les tubes sont alorsbiés a 37°C sous agitation. Au bout
d’'une heure, la réaction est arrétée en alcalihigamilieu avec 400 pl de NaOH (0,5 M)
auxquels sont ajoutés 100 pl de GAOI5 M) afin de complexer les substances orgasique
La solution est centrifugée pendant 5 min a 101Q00 et la densité optique du surnageant
est lue au spectrométre a une longueur d’onde GenaAfd Les valeurs du témoin et du
blanc sont retranchées, et I'activité phosphataseexprimée en ppNP g'sol b, aprés
étalonnage de I'appareil avec une gamme étalon.

[1.3.3.5. Activité Arylsulfatase
La méthode est celle de Tabatabai et Bremner (18it@)ifiee selon Klose et al. (2011).
L’essai composé de 100 mg de sol frais, 4 ml duptamacétate (a pH 5,8), 0,25 ml de
toluene et 1 ml de sulfate de para-nitrophényliesibé a I'étuve pendant une heure a
37°C. Le paranitrophénol libéré par lactivite de [larylsulafste est extrait par
centrifugation aprés ajout de 1 ml Ca@d.5 M) et 4 ml NaOH (0.5 M). Les densités
optiques des solutions de I'essai, du témoin ebldac sont mesurées au spectrometre a
420 nm. L’activité arylsulfatase est déterminéeeamtalonnage avec une solutiorpeldP
de concentration connue et exprimée emiNf g* sol H.
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11.3.3.6. Activité de la déshydrogénase
La méthode utilisée est celle de Von Mersi et Sufi(1991) modifiée par Prosser et al.
(2011). Une aliquote de 100 mg de sol frais espesodue dans un mélange contenant 3,5
ml d’'une solution 24§-iodophenyl)-3-p-nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium chloride (INT)
et 3,5 ml de tampon tris-hydroxymethyl aminomethgmé&lAM). La suspension est
homogénéisée au vortex puis incubée a l'étuve aC3@éndant 2 heures. Apres
I'incubation, 10 ml d’'un mélange éthanol et N,N-éiitmyl formamide sont ajoutés. Au
cours de la réaction, I'INT est réduit prodonitrotetrazolium formazan (INTF). La densité
optique de la solution est lue au spectrophoton@etadongueur d’onde de 464 nm.
Les résultats sont exprimés em INTF g’ sol h'.

11.3.3.7. Hydrolyse du diacétate de fluoroscéine
L’hydrolyse de la Fluorescéine Di-Acétate (FDA)&3diacetyl-fluorescéine ; FDA) a été
dosée selon la méthode d’Adam et Duncan (2001).tle=ss contenant 100 mg de sol, 15
ml de tampon phosphate (60 mM) a pH 7 et 20f@e FDA (4,8 mM) sont incubés a I'étuve
a 30°C pendant 1 heure. Apres incubation, la r@acst stoppée par 10 ml d’acétone. La
suspension de sol est ensuite centrifugée a 10@A(endant 5 minutes. La quantité de
fluorescéine libérée par hydrolyse de la FDA anééSurée par colorimétrie a une longueur
d’ondes de 490 nm.
L’activité d’hydrolyse de la FDA est exprimée en Flgorescéine gsol h'.

[1.3.4. Diversité métabolique

L’'analyse des profils cataboliques des communamésobiennes(Community Level
Physiological Profil (CLPP), en anglais) a été conduite avec des manoels
commerciales MicroResp(Campbell et al., 2003). Cette méthode rapide pedaaalyser
I'utilisation de différentes sources de carbone lparmicroorganismes du sol et donc de
déterminer la diversité métabolique d’'un échamtili@mturel. Des échantillons de sol frais
(0.415 g) tamisés a 2 mm ont été placés dans dgsgs aux puits profonds. Dans chaque
puits, le sol est ramené a 60% de la capacité amghpar addition d'une solution
contenant un substrat carboné différent par pditbleau 6) a raison de 33,6 mg de
substrat par puits.

Tableau 6: Les différents substrats utilisés comme source debone pour la
détermination des profils cataboliques par MicrgiRes

Groupe Biochimique Substrat Formule chimique
Glucose GH1206
Saccharose feH2,011
Carbohydrates Tréhalose @H2,011
Cellulose (GH1¢Os)N
Dextrine de Mais (Amidon) (@H1c0s)n
Acide Oxalique GH,0O4

Acides Carboxyliques Acide Malique GHeOs
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Acide Phénolique Acide protocatéchique 7HSO,
Acide aminé Alanine ¢H/NO;,
Protéines Bovine Sérum Albumine (BSA) ¢HGN4Og

La plaque est immédiatement recouverte par unendecmicroplaque contenant un gel
agar et un indicateur coloré (la préparation edleul des quantités sont donnés en annexe
4). L’étanchéité aux gaz et I'individualité destgusont assurées par un joint placé entre les
deux microplaques. Le GQlégagé par l'activité catabolique des microorgaessdu sol
provoque un changement de couleur du gel agar piopoelle a la quantité dégagée
(Figure 20).

- Microplaque
— de détection

Plagque d’agar = Joint
MicroResp™

co,

Microplague a
puits profonds

Sol +
batterie de | L

substrats Sol+Substrat

Figure 20: Principe de la technique MicroResgcrédit photo www.MicroResp.com

La respiration basale du sol correspond au dégageteeCQ des puits dit ‘témoin’ dans
lesquels aucun substrat n’a été ajouté au solesApheures d’incubation des microplaques
a I'étuve a 29°C, le changement de couleur du gfainesuré au spectrophotomete=570

nm ; 1420 Multilabel counter, Perklin EImer, mod¥lietor3) et permet, aprés calibration,
d'estimer le taux de respiration pour chaque p¢és pg C-C@g*sol hY). Quatre
répétitions ont été réalisées par échantillon dletgoar substrat.

Le quotient métabolique (qGI proposé par Anderson et Domsch (1990) correspand
flux de CQ issue de la respiration basale par unité de bisenas

gCO,= flux C-CO, du sol sans substrat / Biomasse Microbienne.
Cet indicateur renseigne sur leffet des pratiguadturales sur ['efficience des
communautés microbiennes du sol (Fliessbach et iMa887).

L’indice de diversité de Shannon-Weaver (H'E P In(P) ; Shannon et Wiever, 1962) est
calculé en assimilant Pi a I'importance relativeird’substrat (c’est-a-dire le nhombre de
substrat pour lequel le dégagement de, @8 supérieur a celui de la respiration basale
rapporté au nombre total de substrats).
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II. 3.5. Etude de la structure génétique des conautés microbiennes

L’impact du piliostigma et de son association akemil sur la structure et la diversité des
communautés microbiennes du sol a été étudié paéthode PCR-DGGE. La région V3
du géene 16S de I'ADN ribosomique (ADNr 16S) etdgion de I'espaceur interne transcrit
('ITS’, Internal Transcribed Spackont ainsi été ciblées pour étudier respectivemknt
communauté bactérienne totale et la communautédoeg

Il. 3.5.1. Extraction de 'ADN génomique et purdion
Toutes les extractions d’ADN ont été réaliséesaadé du kit‘FastDNA SPIN for soil’
(Qbiogene, Carlsbad, USAgn suivant les recommandations du fournisseur pewr
utilisation avec un homogénéiseur FastPr@pP Biomedicals, Santa Ana, USA).
La technique d’extraction utilisée est une techaiquse au point pour extraire de 'ADN
total d’échantillons de sol (Baelum et al., 2006)dee plus rapide par l'utilisation d’un kit
commercial. Cette approche combine deux differéygss de lyses cellulaires : une lyse
mécanique par broyage et une lyse enzymatique aliongote de 0,5 g de sol a été utilisée
pour I'extraction de I’ADN total des échantillonses échantillons de sol sont fortement
secoués dans I'homogénéiseur FastPrep vue de libérer I'ADN des cellules. Les
microorganismes et les matieres en suspensionuseteur le filtre sont éluées avec un
mélange de détergent ( 9uBde tampon Phosphate de Sodium + {iP@e tampon certifié
MT (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) permettant umeilleure homogénéisation et
solubilisation des protéines. Le mélange est teagsdans un tube qui contient des billes de
céramique et de silicel{ysing Matrix’; MP Biomedicals, Santa Ana, USA) permettant de
lyser les parois des microorganismes. Les cellst®d cassées mécaniquement dans un
appareil adapté Bead Beater, MP Biomedicals, Santa Ana, USA). Aprés une
centrifugation (30 sec a 12 000 rpm), le surnageamtenant ’ADN, est traité avec 2hD
de réactif ‘PPS’ Rrotein Precipitation Solution tandis que le culot contenant les débris
cellulaires et les protéines sont éliminés. A laesd’'une seconde centrifugation (86c a
12 000 rpm), le surnageant est transféré dans uveaa tube auquel est ajouté une matrice
de silice (Binding Matrix). La fixation de 'ADN chargé négativement se faitr la
matrice, qui est ensuite transférée sur une coldengltration. Apres plusieurs étapes de
centrifugation et de purification a I'éthanol, 'ADest €lué avec de I'eau exempte de
désoxyribonucléase (DNase).
Apres l'extraction, les extraits d’ADN sont con&élsur un gel agarose (1,5% p/v) puis
quantifiés a l'aide d'une gamme étalon (Annexel)e aliquote de fl de chaque extrait
ainsi que des points de la gamme sont déposésuti@nsuve d’électrophorése pour une
migration de 30 minutes a 100 volts. La quanti®N dans nos échantillons est calculée
a laide du logiciel TotalLab (TL 120, version 2006 ; NonLinear Dynamics Ltd,
Newcastle upon Tyne, UK) par comparaison de l'isi&nde la fluorescence des ADN
extraits avec une gamme d’ADN de thymus de conagalr connue.
L’ADN ainsi extrait de chaque échantillon de sdeavi a la comparaison de la structure et
la diversité des communautés bactérienne total® @MBNr) et fongique (ITS) présentes
dans les sols des différents traitements de I'sgtese (C, P, M et M+P).




Chapitre Il : Effet de P. reticulatum sur les communautés microbiennes d’un sol cultivé en mil

Il. 3.5.2. Amplification de la région V3 de 'ADNS ribosomique

L’amplification de la région V3de I'ADNr 16S a été effectuée en utilisant un
couple d’amorces universelles 338f GC et 518r (kéuyet al., 1993). Ces amorces
génerent des amplicons d’environ 230 paires desbasamplification a été réalisée selon
la méthode de PCRbuchdowh(la température d’hybridation diminue de 0,5°Chaque
cycle depuis 65°C jusqu’a 55°C) & I'aide d’un theoycleur GeneAmMPPCR system 9700
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Le mélamgactionnel de 2kl est composé de
5ng d’ADN, 1,25ul (20 uM) de chacune des amorces, de I'enzyme biygnerase Taq
Ready-To-Gg Amersham-Biosciences, USA) (Annexe 3). Le cyblrmique utilisé est le
suivant: 5min a 94°C (dénaturation), 1 min a 65Wybridation) et 1 min a 72°C
(dénaturation) ; et ceci répété durant 30 cyclaslification.
La taille des fragments est contrdlée en déposaritdg produit PCR mélangés a 3 pl de
bleu de charge (bleu de bromophénol) dans les duits gel d’agarose a 1.5 % (p/v). La
migration se fait a 100 V pendant 20 minutes. Leeg¢ ensuite coloré dans du bromure
d’éthidium (BET; 1 mg [) pendant 30 minutes, rincé a I'eau pendant 10 teipuis
photographié sous table UV a l'aide du logiciel BIapt™ (Vilbert Lourmat, Marne-la-
Vallée, France).

II. 3.5.3. Amplification de la région ITS
La région ITS a été amplifiée par la méthode de RBRoitée lested PCRen anglais)
afin d’augmenter la sensibilité de I'amplificatiol.s’agit d’'une PCR réalisée en deux
étapes successives avec 2 couples d’amorces diére
Pour la premiére PCR, le couple d’amorces ITS1H 8# (Gardes et Bruns ,1993) a été
utilisé dans un mélange réactionnel de 25 pl ctugstie 2,5 pl de chaque amorce (20 uM),
2,5ng dADN et de la Taq polymérase. L'amplificati a été réalisée a l'aide du
thermocycleur GeneAnfp PCR system 9700 selon le cycle thermique suivame
dénaturation initiale de 5 min a 95°C suivie dec@6les caractérisés par une dénaturation a
95°C pendant 30 sec, une hybridation a 55°C pen8arsec, et une élongation a 72°C
pendant 1 min. L’amplification se termine par unéeasion finale réalisée a 72°C pendant
10 min. Les amplifiats sont contrdlés en faisangnen 3 pl dans un gel d’agarose a 1.5%
(p/v) a 100 V pendant 30 minutes. Le gel est easmits a colorer dans du bromure
d’éthidium (BET; 1 mg [) pendant 30 min puis rincé dans I'eau pendant IO amant
d’étre photographié sous la table UV a I'aide dyidel BIO-Capt™.
Cet amplifiat a servi de matrice pour la second&Pl&s fragments sont découpés a partir
du gel puis élués dans 100 ul d’eau déminéraliséegnt une nuit a 4°C. Cette PCR a été
effectuée en utilisant les couples d’'amorces IT&Fet ITS2 (Gardes et Bruns, 1993)
dans un mélange réactionnel de 25 pl contenantl2g® chaque amorce (25 uM), 1 ul
d’amplifiat et de I'eau ultra-pure. Les conditiode cette seconde PCR et du contrdle des
amplifiats sur gel sont identiques a celles deadsrpere phase d’amplification.
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Il. 3.5.4. Electrophorése sur gel en gradient deatération (DGGE)
Apres I'amplification, 15 a 2@l des produits issus de la PCR sont déposés awd8
bleu de charge sur un gel de polyacrylamide a 88t aw gradient linéaire de dénaturant
chimique de 45 a 70% pour 'ADNr 16S et de 22 a §8%r I'ITS, respectivement. Le gel
est constitué d’'urée (7 M) et de formamide (40%v).vLa migration a été réalisée avec
'appareil d’électrophoréese PhorU (Ingeny, LeidéMl,) dans un tampon TAE (Tris,
Acétate, EDTA ; Annexe 3) pendant 18 heures a 108 a fin de la migration, le gel est
coloré au bromure d’éthidium (BET ; 1 mg)Lpendant 20 min sous une légére agitation
puis rincé a I'eau déminéralisée pendant 10 mimcduisition des profils d’ADN est
obtenue a l'aide du logiciel Bio-Capt™. L’analyseea le logiciel Phoretix 1D (version
10 ; Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK).

La richesse spécifique (Rs) des communautés memobs a été déterminée en fonction du
nombre de bandes présentes dans un profil donnégét al., 2009).

L’indice de diversité de Shannon-Weaver est fomctie la présence relative de chaque
bande (H= -X B In(P); Shannon, 1949) et l'indice de dominance de Sonpde
lintensité relative des bandes (E=P?; Simpson, 1949).

[1.3.6. Analyses statistiques

Les résultats issus de l'analyse des activités rapgjues et de la diversité
fonctionnelle sont soumises a une analyse de \@idANOVA) pour déterminer les
différences significatives entre les traitementgcale logiciel XLSTAT (Version 2010
Addinsoff’) en utilisant le test de Fischer (LSD) avec unrdete probabilitd®> < 0,05. Ce
logiciel a également été utilisé pour une analyse@mposantes principales (ACP) des
données de la biomasse microbienne et des actaéntdgnatiques.

Le logiciel PCORD (version 6.0 ; MjM Softaware Dgisi Gleneden Beach, USA) a
été utilisé pour les analyses multivariées. Une lyasea NMDS (on metric
multidimensional scalingg été réaliséen se basant sur la distance de Sgrensen pour
déterminer I'effet de I'association sur la struetwtes communautés microbiennes du sol.
Une approche par permutation (MRPRulti Response Permutation Procedura été
effectuée pour comparer le regroupement obtenul'swdination NMDS (McGune et
Grace, 2002). La méthode d’analyse des especestrides [hdicator Species Analysl
IndVal) développée par Dufréne et Legendre (1998éaappliquée afin de mesurer la
spécificité écologique des espéeces (bandes). ditsie déterminer les différentes bandes
qui influencent la représentation. Avec cette mé#haine valeur indicatrice est calculée
pour chaque espéce, dans chaque type de traitdMe@une & Grace, 2002). La valeur
indicatrice (notée VI) d’'une espéce (bande) estprama entre 0 (pas d'indication) et 100
(indication parfaite). Des bandes ayant des valedlisatrices supérieures a 25 constituent
de bons indicateurs (Dufréne et Legendre, 1997).
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[1l. Résultats

l1l.1. Propriétés chimiques des sols

D’une maniere globale, I'analyse du tableau 7 nentneoaucune différence significative
concernant le carbone total et le statut en azateral entre le sol témoin (C) et le sol
prélevé autour de la rhizosphere du mil (M). Cepandl’ensemble des parametres
mesures, a I'exception du pH, sont significativem@h< 0.05) plus élevés dans les sols
prélevés sous la zone dinfluence des racines Riiostigma reticulatum (P) en
comparaison des sols prélevés en dehors de ladZiaflaence de I'arbuste (C).

Tableau 7: Les parametres chimiques mesurés dans les salst) pour les différents
traitements (C= contréle ; PE reticulatum; M= mil ; M+P = mil etP. reticulatum

associes).
Parametres mesurés Traitement
C P M M+P

C total (mg C @) 2,5 a* 4,0b 30a 3,2ab
N total (mg N ¢) 0,22 a 0,36b 0,26a 0,29ab
P total (ug P Q) 42,3 a 595b 48,8 ab 51,5ab
NH,"- N (ugN gh 15a 5,6¢C 3,2ab 4,0bc
NO;- N (ug N @) 1,0 a 56b 15a 41b
PHeau 55a 55a 52a 56a

* Différentes lettres dans une ligne indique un effgnificatif aP < 0,05

L’association dePiliostigma reticulatuma la culture du mil M+P) n’a pas eu de
modifications significatives sur les parametres unés lorsque le mil est cultivé sans
arbuste (M) (Tableau 7) a I'exception de la conaitn en nitrate (N@-N) qui passe de

1,5 dans le traitement M a 44 N g dans le traitement M+P. Le pH des sols est acide et
n'est pas affecté par le traitement.

[11.2. Biomasse microbienne

La biomasse microbienne dans les sols varie etret 49 ug C §. Bien que les valeurs
les plus hautes soient observées en présence diaved ou sans l'arbuste), la différence
entre traitements n’est pas statistiquement siatifie (Tableau 8).

-
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[11.3. Les activités enzymatiques

Le tableau 8 présente les résultats des différemtdgtés enzymatiques étudiées.

L’activité B-glucosidase varie de 23,2 pyP g* sol h' dans le sol de contrdle (C,
sans plante) a 45,6 P g* sol h' sous la canopée du piliostigma (P). Ces deux raleu
sont significativement différentes entre elles méactivité B-glucosidase n’est pas
statistiquement différente entre les trois traiteteeavec plantes (€M =[M+P]< P).
L’activité uréase varie de 5,5 & 11,9 pg N-lg* sol H* avec plus un effet significatif des
traitements (ANOVA ;P < 0,05) ; l'activité la plus élevée est observéerpe traitement
associant mil et piliostigma, M+P (Tableau 8). ltfeité de la phosphatase acide n’est pas
différente entre le sol nu (C ; 49,3 pyP g* sol %) et le sol sous couvert de Piliostigma
(P: 59,3 pgoNP g* sol K ; par contre, elle est significativement plusvéke dans les
traitements mil (M et M+P ; 72,6 et 75,6 pyP ¢ sol h', respectivement), sans que I'on
ait pour autant de différence significative en&e B traitements avec plantes (Tableau 8).

Tableau 8: Biomasse microbienne et activités enzymatiques stds des différents
traitements (C= sol nu, P Riliostigma reticulatum M+P= mil+piliostigma; M = mil ; 4
répétitions / traitement).

Traitements
C P M M+P
Biomasse Microbienng(ug C g') 49,0 a 515a 67,6 a 69,1 a
B-glucosidase (ug pNPg sol ') 23,2 a 456 b 30,1ab 42,0ab
Uréase (ug N-NH;" g* sol k%) 5,46 a 9,08 b 730ab 11,86¢C
Phosphatase acidgpgpNPg* sol i) 49,3 a 59,3 ab 72,6 b 75,6 b
Arylsulfatase (ugpNPg* sol hY) 0,3a 0,6 bc 05b 0,8¢
Déshydrogénase(pg INTF g' sol H') 0,10 a 0,10 ab 0,15a 0,16 b
FDA (ug Fluorescéine gsol h') 108,4 a 1930b  180,0b  209,7b

Dans une ligne des lettres différentes indiquestvddeurs significativement différentd2 € 0,05).

L’analyse du Tableau 8 montre que l'activité darylisulfatase varie de 0,3 & W§pNP g

! sol H' avec un effet significatif des traitements (ANOVAR; < 0,05). L'activité de
I'arylsulfatase est significativement plus élevé&msl les traitements M+P par rapport aux
traitements C et M.

L’activité d’hydrolyse de la FDA est significativemt plus importante dans les traitements
avec plantes (M, P et M+P ; de 180 & 209 g fludiee g sol hY) comparativement au
traitement témoin sans plante (C ; 108,4 pg fluiee g sol H'). Contrairement a la
FDA, l'activité de la déshydrogénase (DHA) ne meras de variation significative d'une
maniére globaleR = 0.058). Aucune différence significative n’a étitée entre le sol sans
plante (C) et le sol sous couvert du piliostigmall€éau 8). Cependant, une augmentation
significative est notée entre le mil cultivé séd) et I'association culturale (M+P).

Une analyse en composantes principales a été @éatis incluant comme variables les
activités enzymatiques et la biomasse microbiemsediférents traitements (Figure 21).
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Figure 21: Analyse en Composantes Principales réalisédesudonnées de biomasse
microbienne (MB) et d’activités enzymatiques des sles différents traitements (C=
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La disposition des différentes variables dans & actoriel explique 76% de la variance
du nuage de points (Figure 21). L'axe F1 différerleis échantillons caractérisés par une
activé élevée pour I'hydrolyse de la FDA et l'ait® uréase. Ces deux enzymes sont
fortement corrélées a l'axe F1 qui explique 59,9%6 ld variance. L'axe F2 qui ne
représente que 16,46% de la variance est expligune ghart par la biomasse microbienne
et dans une moindre mesure l'activité phosphatasé’agitre part par les activité
glucosidase, arylsulfatase et déshydrogénase @@LR). La projection des échantillons
dans le plan factoriel montre une discriminatios ttaitementsK < 0,05) essentiellement
selon 'axe F1 marquant la présence d’'une planteef@us M, P et M+P), mais aussi avec
le poids de I'axe F2 combiné a celui de I'axe FIquant la présence ou non de l'arbuste
(C et M versus P et M+P) (Figure 21B). Par aillelaglispersion des échantillons des deux
traitements en présence de l'arbuste est plus fguie celle des traitements C et M,
montrant une plus grande hétérogénéité des vasiplolar ces traitements.

[1.4.3. Profil catabolique des communautés microbes

L’Analyse des profils cataboligues des communautdésrobiennes obtenus par la
technique MicroResp™ est illustrée par la figure 22
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Figure 22: Profil catabolique exprimé par le dégagement de G6u de la respiration
microbienne aprés addition de substrats carborgsh@iique MicroResp; Campbell
et al., 2003) pour les sols des différents traitenéC= sol nu, P =iliostigma
reticulatum; M = mil ; M+P = mil+ Piliostigma reticulatun) ; les barres d’erreur
représentent les écart-types (n = 4).
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Lorsqu’aucun substrat n’est ajouté (eau), le;@Egagé correspond a la respiration basale
des microorganismes présents; l'effet «traitenenesté par une ANOVA sur ce
métabolisme basal n’est significatP < 0,05) ; toutefois, la respiration basale observé
pour le traitement associant mil et piliostigma sghificativement plus élevée que dans le
sol témoin (M+P avec 0,34 pg C-€@" sol h' versus C avec 0,14 ug C-€@" sol h,
respectivement). Par ailleurs, lorsque le métabmdidasal est apporté a la biomasse
microbienne, les valeurs de g&€&bnt plus élevées en présence du piliostigmaetnaints

P et M+P) comparativement aux traitements sansstel{traitements C et M ; Tableau 9).
Toutefois, ces différences n’étant pas signifiatt la présence diliostigma reticulatum
dans la culture du mil n'a pas d'effet significatif proprement parlé sur le quotient
métabolique (qC¢).

Tableau 9: Indice de diversité de Shannon (H’) et quotientahétique (qCQ) basés sur
les profils cataboliques établis par MicroResp ™asrttion des différents traitements
(C=sol nu, P Piliostigma reticulaturm M = mil ; M+P = mil+piliostigma).

Traitement H' gCoO;

C 2,03 a 2,92 a
P 2,03 a 5,38 a
M 2,07 a 3,50 a
M+P 2,09 a 551a

Les valeurs moyennes d'une méme colonne portant lddses
différentes sont significativement différent&< 0,05).

Les profils cataboliques obtenus montrent globalegue tous les substrats apportés
induisent une respiration au dessus de la regmirditisale a I'exception de la cellulose et
de l'acide protocatéchique (Figure 22). Les substfacilement dégradables (glucose,
tréhalose) présentent les valeurs les plus éleded3Q dégagé par rapport aux substrats
complexes tels que la cellulose et BSA. L'analyst em évidence assez peu de différences
significatives entre les traitements, pour un méunastrat. Le C@dégagé en présence de
substrat est globalement plus élevé dans les rraiiess en présence de piliostigma sans
toutefois que I'effet des traitements ne soit digatif (ANOVA ; P < 0,05). Toutefois, la
comparaison deux a deux des traitements révélentaativité de dégradation de I'acide
protocatéchique (acide aromatique) plus intenss tagol cultivé en mil lorsque l'arbuste
est présent (M+P avec 0,31 ug C-QfJ sol h*versus M avec 0,10 pg C-G@* sol h*,
respectivement).

L’indice de Shannon-Weaver (H’) calculé pour exmind’'un point de vue global la
diversité fonctionnelle ne varie pas selon lesd¢raents (H' compris entre 2,03 et 2,09),
indiquant que le nombre de substrats dégradés nie pas d'un traitement a l'autre
(Tableau 9).
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[11.4. Structure et diversité génétique des communatés microbiennes

[11.4.1 Communauté bactérienne totale

L’'analyse du gel DGGE obtenu aprés extraction ABNr 16S révéle une variation du
nombre mais également de I'intensité des bandesnafiss (Figure 23).

70% ! . ) A

Figure 23 Gel DGGE de la communauté bactérienne totalenobtgrés extraction de
I’ADNr 16S pour les sols des différents traitemen(gl+P = mil+piliostigma ; P =
Piliostigma reticulatumM = mil ; C= contréle).

Sur les 66 bandes qui ont été détectées au coui@ndéyse du gel, le nombre moyen
de bandes dans un profil, c’est-a-dire la richegserifique (Rs), est plus élevé pour les
traitements C et M+P (respectivement 44,5 et 42&bjeau 10) que pour les traitements P
et M (38,2 et 36,2 bandes respectivement ; Takl&xu

E
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Tableau 10 : Richesse spécifique (Rs), indices de diversité Sthannon (H’) et de
dominance de Simpson (D) calculés a partir des éemdes profils DGGE caractérisant les
communautés bactériennes (ADNr 16S) et fongiqudsS)(ldes sols des différents
traitements (C= contréle ; PRiliostigma reticulatum M = mil ; M+P = mil+piliostigma).

Traitement région 16S ADNr région ITS

Rs H' D Rs H' D
C 445b 3,7b 0,026 a 49,8 a 3,7a 0,028 a
P 383a 36a 0,030 b 50,8 a 3,8a 0,027 a
M 36,3a 35a 0,032 b 49,8 a 3,8a 0,027 a
M+P 423b 3,7b 0,026 a 55,8 a 39a 0,023 a

Dans une colonne des lettres différentes indigdestvaleurs significativement différent&< 0,05).

Le tableau 10 présente également les résultatmdiess de diversité de Shannon (H’)
et de dominance de Simpson (D). L'indice de Shar(hb) indiquant le nombre relatif de
bandes par profil par rapport a I'ensemble du g&ll significativement plus faible dans les
traitements P et M (respectivement 38,3 et 36,3 dans les traitements C et M+P
(respectivement 44,5 et 42,3 ; Tableau 10). A lag# I'indice de dominance de Simpson,
basé sur l'intensité relative des bandes estgigg dans les traitements P et M que dans

les traitements C et M+P (0,030 et 0,030 versu2a¢i 0,026 respectivement ; Tableau
10).

Une simple analyse visuelle du gel permet de ctarsthemblée que la communauté
représentée par la bande 30 (Figure 23) est peedanst tous les traitements avec une forte
intensité correspondant ainsi a une communauté régome au sein de la communauté
bactérienne totale des sols étudiés. Par aillediejtres bandes sont plus ou moins
marquées selon le traitement.

Une analyse poussée des profils deux a deux (haskirglice de Dice) permet de
construire une matrice de similarité et de metmmeéeidence sur un dendrogramme les
échantillons dont les communautés bactérienneke @htis d’éléments de leur profil DGGE
en commun. Ainsi, on constate une relative homadgé€mitre les quatre échantillons de
chaque traitement, qui se regroupent (« clustereb),une forte similarité entre les
traitements sans arbustes (C et M) d’'une partsetr@@tements avec arbustes (P et M+P)
d’autre part ; ces deux groupes étant cependaiitses a 75% (Figure 24).
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Figure 24 : Dendrogramme de similarité des profils DGGE (168)la communaut
bactérienne totale selon les traitements (n=4). @mtrdle; P = Piliostigma
reticulatum; M = mil ; M+P = mil+piliostigma).
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Figure 25 : Ordination des échantillons dans I'espace (e par les 2 premiers axes

'analyse NMDS de l'effet des traitements sur lausture de la communau
bactérienne du sol.
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Tout comme le dendrogramme, les méthodes d’ordinabasée sur l'indice de similarité
de Sgrensen, et leur représentation multidimensiEan(NMDS ; figure 25) permettent de
représenter la structuration du jeu de donnégmmddionnement relatif des échantillons les
uns par rapport aux autres (leur similarité). Ainaifigure 25 confirme la discrimination
entre les traitements mais elle met aussi en egdmylong de I'axe 1 une discrimination
des traitements en fonction de la présence dustigima.

Le test de permutation (MRPP) réalisé sur le rggeaent proposé par 'ordination
démontre une bonne agrégation par traitement (Ei2B) et une différence entre
traitements hautement significative € 0,001), notamment entre la culture du mil seul et
I'association culturale mil P. reticulatum(P = 0,006).

L’analyse des bandes discriminantes par le tesadealeur indicatrice des bandes
(« Indicator Species Analysis ») permet d'affinanhlyse et de déterminer quelles bandes
discriminent les traitements et sont a l'originelaalisposition des différents échantillons
dans la représentation NMDS (figure 25). Cette ym@ah révélé la présence de 7 bandes
(Figure 23) ayant une forte valeur indicatrice. basndes 10, 18, 26 et 41 (Tableau 11) ont
une valeur indicatrice (VI) supérieure ou égale7adéns les traitements C et M, et sont
ainsi caractéristiques des sols sans influencéadeukte ; elles disparaissent par ailleurs
des profils DGGE des traitements P et M+P ; lelewaindicatrice dans ces traitement est
alors nulle (VI = 0). A I'opposé, les bandes 1Beétsont significativement plus abondantes
et plus fréquentes avec les traitements en présengdiostigma (traitements P et M+P) ;
elles présentent avec une valeur indicatrice sepeérxia 67 (Tableau 11). La bande 13 avec
une VI de 100 doit par ailleurs étre considérée rmemétant caractéristique d’une
communauté associée a la présence du mil car ungpteprésente dans les traitements M
et M+P.

Tableau 11: Valeur indicatrice (V1) des bandes et probabilissociée obtenues par le
test de MONTE CARLO pour les gels DGGE 16S et ITS.

Région 16 S ADNr Région ITS

Bandes VI p Values Bandes VI p Values
10 67 0,036 53 100 0,002
12 67 0,039 64 67 0,031
13 100 0,002 68 67 0,033
18 100 0,003 73 67 0,033
26 80 0,013 80 67 0,033
41 80 0,011
66 80 0,011
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[11.4.2. Structure et diversité génétique de la communauté fongique

La figure 26 présente le gel DGGE issu de I'amgdifion de la région ITS de '’ADNr
ciblant la communauté fongique des sols des diftériraitements.

« > dIl»> dT»> Tl v

22%

Figure 26: Gel DGGE de la communauté fongique aprés extraa® la région ITS de
I’ADNr pour les sols des difféerents traitements +®I= mil+piliostigma ; P =P.
reticulatum M = mil ; C= contrdle).

L'analyse des profils révele la présence de 85 éasdr le gel (Figure 26) sans que la
richesse spécifique, c’est-a-dire le nombre moyen lhndes par profil, ne soit
significativement affectée par les traitements (Rableau 10).

Les indices de diversité de Shannon et de domindacgimpson varient peu (H' = 3,7 -
3,9 et D =0,023 - 0,028, respectivement ; TablHusans différence significative entre
les différents traitements.

L'analyse du dendrogramme de similarité met enengd un degré de similarité entre
les échantillons de 70% (Figure 27), et des diffées entre échantillons permettant de les
classés en deux grands groupes : d’'une part,dasrirents caractérisés par la présence du
piliostigma (avec deux sous-groupes correspondaxtiraitements P et M+P), et d’'autre
part les deux traitements sans arbuste (traitenietsM).
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Figure 27: Dendrogramme de similarité des profils DGGE detanmunauté fongique ¢
fonction la gestion dpiliostigma (n=4).
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Figure 28: Ordination des échantillons dans I'espace défiaiel@s des 2 premiers a de
I'analyse NMS de l'effet des traitements sur laisture de la communauté fongig
du sol.
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La représentation NMDS basée sur la matrice ddagité montre une homogénéité au
sein de chaque traitemer® € 0,001) et discrimine parfaitement les 4 traitetag(test
MRPP ;P < 0,001 ; Figure 28), avec un effet de I'arbusteriné le long de I'axe 1.

L’analyse par permutation (MRPP) révele aussi d#érdnces significatives dans la
comparaison deux a deux des traitements, notamenénet C et PR < 0,005) d’'une part, et
M et M+P (P = 0,005) d’autre part.

L’analyse des bandes indicatrices montrent quédesles 53, 64, 68, 73, et 80 (Figure
26) sont déterminante® (< 0,05) dans la disposition multidimensionnelleMDS) des
différents échantillons (Tableau 11). Les bande®t84 présentent des VI de 100 et 67
respectivement dans les traitements C et M, et @oist indicatrices des traitements sans
arbustes, tandis que les bandes 68, 73 et 80 @/ >Tableau 11) sont caractéristiques de
communautés fongiques liées a la présence de $telftraitements P et M+P).

V. Discussion

IV.1. Effets de I'arbuste sur les activités enzymaques du sol

Les activités enzymatiques qui sont impliquées desmprocessus de décomposition
et de transformation des nutriments ont été étsdada d’appréhender I'impact de la
présence dePiliostigma reticulatumet de son association a la culture du mil sur les
fonctions métaboliques du sol. Les résultats dee aggtide montrent un effet de I'arbuste
(Traitement P versus traitement C) sur les fonsetioncrobiennes du sol se traduisant par
une augmentation significative de toutes les ensymmesurées a l'exception de la
phosphatase et de la déshydrogénase (Tableau r8aillears, les résultats des analyses
chimiques ont montré une augmentation significatiee la quantité d’azote total mais
eégalement d’azote minéral sous la canopée de B&eb{Tableau 7). Cette stimulation de
I'activité enzymatique peut étre expliquée par feseurs en matiere organique et en
nutriments sous la canopée de I'arbuste (Diedhi@l. 2007 ; Balota et al., 2011 ; Vallejo
et al., 2010). Ces résultats confirment d’autragaux réalisés au Sénégal sur piliostigma
(Diedhiou 2007 ; Diedhiou et al., 2009, 2013) mantrque la présence de la touffe
arbustive contribue a améliorer la fertilité du éelilot de fertilité » Wezel et al., 2000
D’autres études effectuées chez une autre espas@ndula stoechasnt montré une
augmentation significative de l'activité de la dgdtogénase et de la FDA avec les
échantillons prélevés a proximité de l'arbuste (Bupis et al., 2011). Les apports de
matieres organiques dus a l'arbuste combinés &acalegditions micro-environnementales
favorables (Kizito et al., 2006) procurent des d¢bods favorables a I'activité biologique
pendant toute I'année sous la canopée de l'arlamtéairement aux sols hors couvert
(Berg et Steinberger, 2010 ; Diedhiou et al., 2023psi, les activités des communautés
microbiennes du sol dans la culture du mil a praéinde I'arbuste (Traitement M+P),
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notamment l'uréase, l'arylsulfatase et la déshyéimage sont significativement plus
élevées (que dans la culture de mil sans arbustedévhontrant ainsi I'effet positif de
I'arbuste sur les activités microbiennes.

La présence du piliostigma ainsi que son assoaoiai entrainé une augmentation
significative de I'activité de deux enzymes, arifistase et uréase, qui sont impliqués dans
le cycle des nutriments. L’arylsulfatase est sotveorrélée avec l'activité fongique
puisque les champignons sont les principaux actéerk disponibilité de cette enzyme
dans le sol (Bandick et Dick 1999). La présencd'atbuste et de ses résidus riches en
lignine et hémicellulose (Diedhiou et al., 2009} probablement stimulé la communauté
fongique (Balota et al.,, 2004) d'ou la sensibilité cette enzyme aux traitements avec
piliostigma. L’activité de I'uréase dans le sol dait a la libération d’'ammonium dont une
meilleure disponibilité a été constatée dans lgetreents M+P. Par ailleurs, du fait de la
sensibilité de ces activités enzymatiques par nd@nox modifications environnementales,
elles sont considérées comme des indicateurs desghaions naturelles ou anthropiques
(Schloter et al., 2003 ; Roldan et al., 2005).

En plus de l'arylsulfatase et de l'uréase, la pnésede l'arbuste aux cétes du mil a
également eu un effet significatif sur l'activité th déshydrogénase (M+P versus M) bien
gu’aucune variation de I'activité de la FDA n’'a étgtée. La FDA peut étre hydrolysée par
différentes enzymes qui peuvent étre intra- etaesellulaires ; la mesure de l'intensité de
son hydrolyse reste donc tres généraliste. Paresolat déshydrogénase est une enzyme
intracellulaire de type “ respiratoire ”. C'est umxydoréductase impliguée dans la
décomposition de la matiere organique servant gtatdur de l'intensité des métabolismes
microbiens dans le sol et permettant donc une astmrapide de l'activité globale des
microorganismes du sol (Quilchano et Maranon, 20@M)ponnois et al (2011) ont
également observé une augmentation de I'activitghytffogénase lorsqueavandula
stoechas(arbuste) était associéeGupressus atlanticgplante annuelle). Cette enzyme
semble adaptée a mettre en évidence les modifisatogendrées par la présence d'un
arbuste sur les fonctions microbiennes du solhaulti

Nos résultats démontrent I'importance d’assocabuste a la culture pour intensifier les
fonctions de décomposition et de recyclage deseaxi&mutritifs.

IV.2. Effet de I'arbuste sur la diversité fonctiomelle du sol.

L’analyse des profils métaboliques issus de la odghMicroResp™ a été récemment
développée pour étudier la diversité fonctionndiés communautés microbiennes du sol
(Campbell et al., 2003; Chapman et al., 2007 ;d4diet al., 2012). Toutefois les mesures
dans notre étude sont fortement variables, et peuwifférences sont statistiquement
significatives entre les traitements. La forte &hilité de la mesure de dégagement dy CO
dans le systéme MicroResp™ peut amener a questidotiié de la mesure ; Cependant
cela ne rend que plus intéressant les differenmesgid’elles sont significativeginsi la
respiration basale (GOdégagé sans addition de substrat) n’est signifeaient plus
élevée que dans le cas du traitement M+P assauigrgiliostigma et pour lequel le sol est
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couvert du mulch des résidus de coupe de l'arblsteCO, émis par dégradation des
substrats carbonés est généralement plus aboralastas sols prélevés sous la canopée de
I'arbuste (P et M+P) par rapport aux sols préleva@s couvert du piliostigma (Traitement
de contréle, C et M), notamment pour I'alaninegikie protocatéchique, le tréhalose. Cette
forte activité cataboligue en présence du piliostigpourrait étre liee aux teneurs plus
élevées en éléments chimiques (Carbone azote setgs) la canopée de. reticulatum
(Tableau 7). Des résultats similaires ont été etésepour d’autres arbustes en milieu aride
(Berg et Steinberger, 2008) ; Saul-Tcherkas enBe&ger, 2009).es microorganismes du
sol ont montré une certaine préférence dans Batilbn des molécules simples (glucose,
saccharose, tréhalose, ou l'acide malique) vissadiautres substrats plus complexes
(BSA, Celllulose etc.). Cette préférence se trapaitun dégagement de g@roduit par la
décomposition de ces substrats, plus intense. @wmuétudes utilisant la technique
MicroResp™ ont montré gu’elle renseignait plutdt les aptitudes des microorganismes a
croissance rapide, répondant rapidement a l'additte substrats de faible poids
moléculaire, plus que de documenter I'activité ‘dademble des communautés (Eilers et
al., 2010 ; Brackin et al., 2013). Toutefois, |ésultats observés pour la dégradation du
glucose en MicroResp™ sont en adéquation avec dsgltats issus de la mesure de
I'activité B-glucosidase. Le résultat le plus marquant estghaentation significative de
I'activité catabolique des microorganismes lorslal@lécomposition du tréhalose sous la
canopée de l'arbuste. Zhou et al. (2012) ont obtdes résultats similaires en milieux
arides. L’activité catabolique des microorganisressliée a la disponibilité des substrats
produits dans le milieu mais aussi a la rhizodémosiprovenant des plantes (Wichern et
al., 2008 ; Jiang et al., 2012). La plus forte\aigticatabolique liée au tréhalose, que nous
observons dans notre étude en présence.deeticulatum, démontre la capacité de
dégradation de la molécule par des enzymes tréhaias suggére également une capacité
de synthése de la molécule dans le milieu (Godatiwan Dun, 1999). Des plantes comme
Arabidopsis thaliangosséedent la capacité a synthétiser cette molémudl€omme certains
microorganismes symbiotiques des plantes (Rhizobighampignons mycorhiziens) (e.g.
Muller et al., 1995).Arabidopsis thalianaa également une forte capacité a synthétiser
I'enzyme tréhalase (Muller et al., 2001 ; van Hewdt al., 2013), et pour cette espece, le
tréhalose et la tréhalase interviennent dans lalaggn de la fermeture de stomates en cas
de stress hydrique (van Houtte et al., 2013). Saas de certitude sur l'origine de ces
molécules dans notre cas particulier, leur plutefprésence dans le sol en présencB.de
reticulatum suggererait que l'arbuste pourrait conférer undatee résistance a des
périodes prolongées de dessiccation comme cela akitervé pour d’autres espéces
(Wiemken, 1990 ; lordachescu et Imai, 2011 ; GaffGdiver, 2013). Cette piste de
recherche est sans doute a développer pour che&chetensifier ce processus dans
I'association culturale.

La différence significative observée entre M et MsRite a l'apport de l'acide
protocatéchigue met en évidence Il'influence duwpilgma et de ses résidus sur I'activité
catabolique de ce substrat particulier. Ainsi lésraorganismes présents dans le traitement
P+M sont capables de dégrader ce polyphénol. Lestanuces phénoliques présentes chez
piliostigma (Dossa et al 2010 ; Babajide et al.0&0et le produit de leur dégradation
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peuvent impacter le cycle de I'azote, notammenbleguant la nitrification (Bernhard-
Reversat, 1996) et conduire a des effets alléloichies (Weir et al., 2004 ; Van der Putten
et al., 2013) qu’il conviendrait d’étudier plus @étails

IV.3. Effets de 'arbuste sur la structure des commnautés microbiennes

L’analyse de la structure des communautés microeembtenues par PCR-DGGE et des
représentations NMDS associées discriminent clargies traitements avec I'arbuste, P et
M+P, vis-a-vis des traitements sans arbuste, C.aiNbstigma reticulatummodifie a la
fois la structure et la diversité de la communadétérienne totale et affecte la structure
des communautés fongiques mais sans impacter sesitv spécifique. Diedhiou (2007)
avait obtenu des résultats similaires en compdemitsols sous et hors canopéeRle
reticulatum (mais sans considérer la culture du mil). Bachaale(2012) ont également
rapporté une modification de I'abondance et ddriactire des communautés bactériennes
dans les sols sous et hors couvert d’autres asuwstiemilieu aride. La présence des
arbustes crée au niveau du sol une hétérogéngiti@lspdans la disponibilité des éléments
nutritifs, différenciant les zones sous et horsveoudes arbustes (Housman et al., 2007 ;
Hortal et al., 2013).

En présence dB. reticulatum les teneurs en éléments (C, N, P) dans I'hordmisurface
du sol sont plus élevées en lien avec la déconmgpodgie la litiere aérienne (ou du mulch
dans M+P) et le renouvellement des racines. La ositipn chimique des résidus
décomposés par les microorganismes pour en tieréléments nécessaires a leur
métabolisme est un facteur clé de la compositiordestl'activité des communautés
microbiennes (Van der Putten et al., 2013). Lesi@xts racinaires peuvent aussi contribuer
aux effets observés, notamment sur les commundaé®riennes, et la différenciation
dans la composition et la structure des communanié®biennes selon I'espece végétale
présente est relativement bien documentée (Westdval, 1997 ; Grayston et al., 1998 ;
Kowalchuk et al., 2002 ; Berg et Smalla, 2009 ; \dan Putten et al., 2013). Les exsudats
et I'apport des résidus de piliostigma, riches @mjgosés phénoliques, en lignine conduit a
I'apparition de communautés spécifiques conditiomiia structuration des communautés
bactériennes et fongiques. L'analyse des bandésaindes montrent une la spécificité de
certaines bandes (12, 66 pour les bactéries et3680 pour les champignons,
respectivement) en présence [#iostigma reticulatum Le concept des interactions et
feedbacks entre le sol et la plante est I'un desgssus important dans la compréhension
de la composition des communautés microbiennegsfahctionnement des écosystemes
(Griffiths et Philippot, 2012 ; Van der Putten &t 2013).
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V. Conclusion

Les résultats obtenus dans ce chapitre montrentagqueésence dRiliostigma reticulatum
affecte de maniere significative la structure desmmunautés microbiennes du sol et leurs
activités, méme si la densité mesurée de facoratgdbiomasse microbienne) ne varie pas
significativement. Malgré le peu de differencesdigatives dans la mesure de la diversité
fonctionnelle par la méthode MicroResp™, la cultdeemil en présence de@iliostigma
reticulatumet d’'un mulch constitué de ses résidus de coumsiiie le fonctionnement
biologique du sol. Cette intensification est catas€e par un renforcement de certaines
activités enzymatiques (arylsulfatase, déshydroggred uréase) et par le maintien de la
biodiversité du sol, responsables des flux de mamnits dont peut bénéficier la culture.
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nematofauna when growing millet in Senegal. European Journal of Soil Biology 57:35-41.
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Chapitre Ill : Effet de Piliostigma reticulatum sur la
nématofaune d’un sol cultivé en mil

[. Introduction

Les espéces arbustives natives sont caractéristigige la zone soudano-sahélienne
d’Afrique de I'OuestPiliostigma reticulatuml'un des arbustes sahéliens les plus courants,
est utilisé par les populations locales, notammeans [|'alimentation humaine, la
pharmacopée traditionnelle et I'agriculture (Yelena al., 2007). Sa présence au sein des
agroécosystémes améliore le statut minéral desszbpeoximité de I'arbuste (Dossa et al.,
2008) et par conséquent sur la production priméidessa et al., 2013)Riliostigma
reticulatum constitue une barriere physique contre le venteetayonnement, ce qui
contribue a limiter I'érosion éolienne et & amdiofhumidité du sol a proximité de la
touffe arbustive (Kizito et al., 2006). L'arbustenstitue également une source d’apport de
matiere organique par une production de litierexsludats racinaires, et le renouvellement
de ses racines. Ces substances fournissent aux wuant@s microbiennes et a la
microfaune du sol une grande diversité de soureesatdbone pour leur fonctionnement.
Les communautés microbiennes, notamment les best@résentent sous la canopée de
I'arbuste une plus grande diversité qu’'en dehorsalwert de I'arbuste (cf résultats du
chapitre précédent ; Dossa et al., 2009 ; Diedbatal., 2009). Dans le réseau trophique du
sol, les microorganismes servent de proies a osrtaématodes qui en retour exercent un
contrdle sur les populations microbiennes (LEVEQD®1). Les nématodes phytoparasites
se nourrissent quand a eux au détriment des plahfe=uvent causer des dégats importants
aux cultures annuelles (Luc, 2005). Les nématodesatl jouent ainsi un réle important
dans le biofonctionnement d’'un sol cultivé, notammedans le cycle des nutriments
(Ingham et al.,, 1985 ; Yeates et al. 1993 ; FeetisMatute, 2003). Les nématodes
constituent par ailleurs un groupe d'organismes direersifiés au sein de la microfaune,
représenté a différents niveaux trophiques de &nehalimentaire du sol (Neher, 2010) et
organisé sous forme de communautés soumises a ndesciions avec les autres
composantes biotiques du milieu et sous influemseadnditions abiotiques (Ferris, 2010).
Ces interactions sont a l'origine de la composities peuplements observée (Neher, 2010)
qui a, par conséquent, le potentiel de fourniriddgations sur le fonctionnement des sols
et sa fertilité. L'évaluation des différents grosipephiques de nématodes permet d’avoir
un apercu relativement exhaustif sur les procdsslisgiques des sols (Sanchez-Moreno et
al., 2010). Les indices calculés a partir de laicstme des peuplements de nématodes
permettent d’appréhender la chaine alimentaireoti(Ferris et al., 2001) et fournissent des
informations essentielles sur les divers procegsadogiques, notamment les chaines de
décomposition de la matiere organique et les vdegecyclage de nutriments (Yeates,
2003). L'étude de la nématofaune est donc un efftdace pour évaluer les perturbations
écologiques dans les agroécosystemes (Bulluck.e@02 ; Ugarte et al., 2013). Les
nématodesconstituent un modele biologique pour étudimpact des changements,

a
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notamment des pratiquagricoles, sur le fonctionnement biologique du(&dlizeau et al.,
2012 ; Darby et al., 2013).

Nous allons dans ce chapitre tenter de mettre eleee I'état des réseaux trophiques du
sol a partir de I'analyse des communautés de n@&mat@Ferris et al.,, 2001 ; Ferris et
Matute, 2003) et évaluer la réponse de ces comnémaour un sol cultivé en mil dans un
agrosysteme intégrant une gestion de I'arbBsteticulatum

[l. Matériel & Méthodes

[I.1. Echantillonnage des sols

Afin de faciliter la discussion générale des régaltsur le fonctionnement biologique du
sol, nous avons utilisé le méme dispositif expénitaket les mémes échantillons de sol que
pour le chapitre 1l (communautés microbiennes).

Pour mémoire, le site d’étude se situe dans légataixpérimentale ISRA a Nioro-du-Rip
(Sénégal). Les 4 traitements considérés sontsolihu servant de contrdle (C), (ii) culture
de mil (M), (iii) touffe de I'arbustePiliostigma reticulatum(P), (iv) culture du mil en
association avec l'arbuste. reticulatum(M+P). Le traitement M+P intégre a la fois la
présence de I'arbuste (toutefois recepé au momeserhis de la céréale) et la gestion de
ses résidus de coupe restitués a la parcelle (mulek sols (Lixisol ; FAO, 2006) ont été
prélevés dans la couche superficielle (0-10 cmgala proximité des racines, a raison d’'un
échantillon-composite par parcelle et de 4 parsqibr traitement. Les échantillons de sols
frais ont été transférés au laboratoire dans umeigge et une aliquote réservée a
I'extraction des nématodes a été gardée a I'olsclagitemps de leur extraction dans un
délai de 7 jours.

I1.2. Analyse de la nématofaune

L’étude des nématodes a éte réalisee au LMI IE@®Déc I'appui technique de la Société
ELISOL Environnement hébergée par le LMI.

[1.2.1. Extraction des nématodes

Les nématodes sont extraits par €lutriation dyfEiglure 29) a partir d'échantillons de 250
g de sol frais (Seinhorst, 1962). L'échantillon dstbord préparé par homogénéisation
manuelle du sol dans de l'eau et élimination desea et graviers. La suspension est
passée a travers un tamis grossier (1 mm de maie$ I'action d’'un flux d’eau pour
éliminer les particules grossiéres, et récupérasdam erlenmeyer de 2 L a l'aide d’un
entonnoir placé sous le tamis. L'extraction estuiémsbasée sur le principe de la
sédimentation des particules de sol dans une celonn
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L’erlenmeyer est retourné au dessus d'une coloeneete, sous laquelle est appliqué un
courant d'eau ascendant pendant 40 minutes. L#ofmattgére (contenant nématodes,
résidus végétaux, argiles et limons) se sépare dks particules sableuses plus lourdes, et
est récupérée a travers un trop-plein situé awanige la partie supérieure de la colonne de
verre. Les nématodes sont ensuite rassemblés psagemde la suspension a travers une
superposition de tamis de 50 um, et par un pasaetife(c’est-a-dire du a leur mobilité)
pendant 48 heures au travers d'une double couchepier filtre. La suspension contenant
les nématodes est ensuite placée dans des tubssng#age gradués de 50 ml pour la
détermination de la densité totale de nématodesrps# de sol.

Figure 29: Dispositif de Seinhorst permettant |'extractioresd nématodes du sol
(©S.Diakhaté, IRD).

11.2.2. Dénombrement et Fixation des nématodes

Chaque tube, contenant la suspension de nématamles yn échantillon donné, est

homogénéisé, et un volume de 5 ml est prélevédipssé sur la plaque pour un comptage
direct sous loupe binoculaire (x40). Pour chaqueagtllon, deux comptages indépendants
sont réalisés sur 5 ml de suspension et la moydenees deux comptages est la valeur
retenue pour déterminer la densité totale de néeatdans I'échantillon. Les résultats sont
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exprimés en nombre d’individus par gramme de sol Ae bout d’'une heure, il se forme
dans les tubes de 50 ml laissés au repos un samagteun culot contenant les nématodes.
Le surnageant est éliminé par aspiration via unrartud’eau. Le culot contenant les
nématodes est récupéré dans un tube a hémoly<erdeet les nématodes sont fixés dans
du formaldéhyde (4 %) jusqu’a leur identification.

11.2.3. Identification des nématodes

A partir des échantillons fixés, une aliquote repréative, constituée de 150 a 200
individus de nématodes, est fixée sur une lame pbservation au microscope optique
(x400). Les individus sont ensuite identifiés aueaiu de la famille, classés par groupe
trophique (phytoparasites, bactérivores, fongivopesdateurs et omnivores) en fonction de
la morphologie de leurs pieces buccales (Yeates.,e1993), et comptés pour déterminer
les abondances spécifiques et par groupe trophlcu@roportion d’'un groupe trophique

est égale a la somme des taxons de ce groupeekelats obtenus pour l'aliquote sont
ensuite rapportés a I'ensemble de I'échantillon :

Nombre total de chaque taxon = (ni NT) /NL

ou ni est I'effectif du taxon i dans l'aliquote d¥gge sur la lame ; NT le nombre total de
nématodes pour 100 g de sol sec ; et NL le notaba de nématode comptabilisés dans
I'aliquote déposée sur la lame.

La richesse spécifique (Rs) de la communauté deatsgles est estimée par traitement au
travers de l'indice de Margaleef (Magurran, 20@ulluck et al., 2002) et sur la base des
déterminations au nom de la famille. L'indice deedsité de Shannon (H' ; Shannon et
Weaver, 1962) et l'indice de Simpson (D ; Simpsb®49) des communautés nématodes
ont également été calculés pour chaque traitement.

[1.2.4. Analyse des réseaux trophiques du sol

Les taxons identifiés sont ensuite classés en ifamade leurs traits d’histoire de vie
(catégories colonisateurs-persistants) sur I'éehelb de Bongers (1990) et puis regroupés
en guildes fonctionnelles selon la classificatienBbngers et Bongers (1998). Les indices
de maturit¢ (MI, PPI) de Bongers (1990), le rati®I/Rll ainsi que les indices
d’enrichissement (El) et de structure (Sl) déveésppar Ferris et al. (2001 ; cf détails
chapitre |, tableau 4) ont été calculés a partirI'dealyse de la composition des
assemblages de nématodes.
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[1.2.5. Analyses statistiques

Les analyses de variances (ANOVA) a un facteuitémaent)ont été réalisées pour la
comparaison des moyennes obtenues avec le logici&lISTAT-Pro (Version 2010
AddinSoff%), en utilisant le test de Fischer au seuil de 5 %.

Afin d'étudier I'effet des traitements sur la sttue des assemblages de nématodes, une
analyse NMDS Non metric Multi-Dimensional Scaling Kruskal et Wish, 1978) a été
réalisée en utilisant le logiciel PRIMER (PRIMER:, Plymouth, UK).

[1l. Résultats

l1l.1. Composition de la nématofaune

L’analyse de la nématofaune dans les 16 échartiliiensol révéle un total de 64 taxons de
nématodes. Ces nématodes sont répartis dans 3Befaiffiableau 12). Les nématodes
phytoparasites et bactérivores sont les plus almsdd représentent respectivement 45%
et 35% de la nématofaune du sol. Parmi les phyaspas, les nématodes de la guilde c-p3
appartenant a la famille des Hoplolaimidae sontples représentés (97 a 500 individus
100 ¢* sol sec en fonction des traitements) avec la pnétEnce des genres
Helicotylenchus et Scutellonema. Les autres grougesphytoparasites, a savoir les
Tylenchidae, les Pratylenchidae et les Dolichodmjdbnt des abondances inférieures a 70
individus 100 g sol sec. Les nématodes bactérivores sont rémartiein de 16 familles
(Tableau 12) avec une prédominance de la famile @ephalobidae. La présence de
I'arbuste (traitements P et M+P) favorise la peéotition des nématodes bactérivores
comparativement aux traitements sans arbuste (@).eta guilde fonctionnelle c-p2 était
la plus représentée avec les genres Acrobelesphides et Zeldia. Parmi les 5 familles
de nématodes fongivores identifiées, les Leptoraahidppartenant la guilde fonctionnelle
c-p4, et les Belondiridae, guilde fonctionelle ¢-gbnt les plus représentés (Tableau 12).
En ce qui concerne les nématodes appartenant aeauxi trophiques supérieurs : Le
groupe des nématodes omnivores est dominé paeétaatndes de la guilde fonctionnelle
c-p4, et notamment la famille des Qudsianematiddecelui des prédateurs par les
nématodes de la guilde fonctionnelle c-p5 appanteada famille des Discolaimidae.
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Tableau 12 : Abondance (individus 100°gsol sec; moyenne et erreur standard) des
familles de nématodes et guildes fonctionnelles@éss pour les sols des différents
traitements (C= contrble ; PR reticulatum ; M= mil ; M+P = association mil Bt

reticulatum;4 échantillons par traitement).

. Guilde _
Famille . Traitement
Fonctionnells
@ C P M M+P
Tylenchidae H2 47,6 (16,7) 24,8 (10,6) 56,4 (10,0) 44,2 (18,6)
Paratylenchidae H2 1,1(0,7) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
Pratylenchidae H3 18,9 (11,4) 25,9 (6,6) 16,9 (6,8) 64,8 (25,2)
Criconematidae H3 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 1,2(1,2) 2,3 (2,3)
Hoplolaimidae** H3 148,1 (28,7) 97,0 (19,8) 509,6 (80,3) 237,6 (103,3)
Dolichodoridae** H3 7,7 (3,3) 7,3 (3,4) 50,6 (15,6) 39,3(8,1)
Trichodoridae H3 0,0 (0,0) 2,1(0,7) 0,9 (0,9) 1,8(1,2)
Longidoridae H5 1,1 (0,7) 8,1 (4,0) 1,2(1,2) 10,5 (4,7)
Neodiplogasteridae Bal 0,0 (0,0) 0,8 (0,8) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
Panagrolaimidae Bal 0,0 (0,0) 4,3 (4,3) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
Rhabditidae Bal 0,0 (0,0) 24,2 (6,4) 1,2 (1,2) 166,8 (130,0)
Cephalobidae* Ba2 63,9 (6,0) 261,1 (70,5) 179,2 (25,7) 268,0 (53,9)
Leptolaimidae Ba2 0,0 (0,0) 0,8 (0,8) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
Monhysteridae Ba2 0,0 (0,0) 0,6 (0,6) 0,0 (0,0) 3,1(2,5)
Ostellidae Ba2 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 2,3(2,3)
Plectidae Ba2 1,6 (1,1) 14,7 (1,9) 9,2 (8,0) 20,7 (9,0)
Chromadoridae Ba3 0,6 (0,6) 0,0 (0,0) 3,0 (2,0) 0,0 (0,0)
Desmodoridae Ba3 0,0 (0,0) 0,8 (0,8) 0,0 (0,0) 1,3(1,3)
Diplopeltidae Ba3 0,6 (0,6) 0,8 (0,8) 0,0 (0,0) 2,6 (2,6)
Odontolaimidae Ba3 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 1,3(1,3)
Prismatolaimidae Ba3 2,7 (1,2) 3,7 (2,0) 7,0 (4,2) 3,2(2,2)
Rhabdolaimidae Ba3 0,0 (0,0) 0,6 (0,6) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
Alaimidae Ba4 1,8 (1,1) 2,4 (2,4) 2,5(2,5) 6,5 (6,5)
Bathyodontidae Ba4 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 2,5(2,5) 0,0 (0,0)
Anguinidae (Ditylenchus) Fu2 1,5(0,9) 2,8 (1,0) 0,0 (0,0) 2,3 (2,3)
Aphelenchidae Fu2 0,8 (0,8) 0,7 (0,7) 0,9 (0,9) 2,7 (2,7)
Aphelenchoididae Fu2 0,0 (0,0) 6,1 (1,7) 4,6 (2,7) 21,2 (12,1)
Leptonchidae Fu4 44,6 (18,0) 24,2 (8,3) 53,7 (3,7) 24,7 (6,8)
Belondiridae* Fu5 24,8 (5,4) 8,9 (3,7) 79,6 (15,9) 52,1 (22,1)
Tripylidae Pr3 0,0 (0,0) 2,2(2,2) 0,0 (0,0) 3,2(2,1)
Mononchidae Pr4 0,7 (0,7) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
Nygolaimidae Pr5 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 1,3(1,3) 0,5 (0,5)
Carcharolaimidae*** Pr5 4,2 (2,3) 3,1(1,3) 10,9 (1,5) 0,0 (0,0)
Aporcelaimidae* Pr5 0,0 (0,0) 8,3 (3,6) 0,0 (0,0) 0,9 (0,9)
Discolaimidae* Pr5 15,4 (3,7) 25,7 (9,0) 51,7 (18,2) 74,8 (13,5)
Dorylaimidae Oom4 3,8 (1,2) 0,8 (0,8) 2,1(2,1) 0,0 (0,0)
Nordiidae Oom4 0,5(0,5) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 2,3(2,3)
Qudsianematidae Oom4 8,3 (3,7) 14,1 (2,8) 17,4 (9,6) 30,6 (13,1)
Thornenematidae Oom5 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 1,2 (1,2) 0,0 (0,0)

a

Guilde fonctionnelle : H= phytoparasites, Ba= Bawgtires, Fu= Fongivores, Pr = prédateurs, Om=

Omnivores et valeur c-p associée sur I'échelle deg@rs (1990) allant de 1 a 5. La présence d'agtdgia la
suite du nom d'une famille indique un effet sigedfiif du traitement sur cette familleP* 0,05 ;**
P<0,01;**P<0,001.
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[11.2. Abondance et distribution des groupes trophques

Compte tenu d’une forte variabilité, 'abondancel® des nématodes n’est pas affectée par
les traitements de facon significative. Par contmee analyse plus fine révele que la
présence de I'arbuste affecte significativemerddasité des différents groupes trophiques
étudiés a I'exception du groupe des nématodes ares(ANOVA,P < 0,1 ; Figure 30).

Bactérivores
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Figure 30 : Abondance (individus 1007gsol sec ; moyenne et erreur standard) totaleset de
groupes trophiques de nématodes en fonction digsatits traitements (C= contrdle ;
P=P. reticulatum; M= mil ; M+P= mil etP. reticulatun).

La valeur de probabilité de TANOVA est donnée enparenthéses (ns= non significativePs> 0,1). Des

lettres différentes entre histogrammes mettent wideéce une différence significative des traitersent
considérés, au seuil de 5® € 0,05).

L’association dePiliostigma reticulatuma la culture du mil (M+P) entraine une diminution
significative @ < 0,01) du nombre des nématodes phytoparasiteparémau mil cultivé
seul (M) (Figure 5). Cette réduction affecte plastigulierement les nématodes appartenant
a la famille des Hoplolaimidae et des Dolichodceidi classe c-p3 (Tableau R < 0,01).
Piliostigma reticulatumfavorise la prolifération des nématodes bactéesqoiFigure 30)
notamment les Cephalobidae (Ba2, bactérivores aselc-p2) et les Rhabditidae (Bal)
(Tableau 12).
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Cependant, du fait la forte variabilité de I'abonda des bactérivores observée pour le
traitement M+P, la différence n’est significativew’ay niveau de la famille des
Cephalobidae (Tableau 12;< 0,05). Pour les nématodes fongivores, les abwadales
plus élevées sont observées pour les traitemen{sill et M+P (mil et arbuste) sans
différence significative entre ces deux traiteméhtgure 30). Par ailleurs, 'abondance des
nématodes de la guilde fonctionnelle c-p5 appantefaala famille des Belondiridae est
significativement affectée par la présence du mableau 12 P < 0,05). Cette méme
dynamique a également été notée pour les nématimthesvores de la famille des
Aphelenchoididae (Tableau 12) sans que les dift@®mbservées soient significatives. En
ce qui concerne le groupe des prédateurs, les ndemtappartenant a la famille des
Discolaimidae, Aporcelaimidae et Carcharolaimidaet significativement affectés par un
effet « traitement » (Tableau 12). Cette modifmatau niveau de I'abondance des familles
se traduit par un effet significatif sur la dengiie ce groupeR < 0.05) (Figure 30). Les
traitements M, P et M+P présentent les plus faltessités de nématodes prédateurs et ceci
guelque soit la plante considérée en comparaisoragement sans plante (C) (Figure 30).

[11.3. Structure de la nématofaune et réseau trophljue du sol.

La richesse taxonomique est affectée trés sigtifiement P < 0,001) par les traitements
(Figure 31) alors que la diversité spécifique I'gahs une moindre mesufe £ 0,123). Les
valeurs de richesse spécifique sont plus élevées |@s traitements en présence de
Piliostigma reticulatum(P et M+P) comparée aux traitements sans arb@tet (M).
L’association culturale (M+P) révele une plus geamiversité taxonomique comparée au
mil cultivé seul (M). Les indices nématofauniquemtssignificativement différents en
présence duwriliostigma reticulatumtraduisant ainsi des réseaux trophiques difféémnci
L’indice d’enrichissement (EI) est significativemeius élevé en présence de l'arbugte (
< 0,05 ; Figure 31) que pour les traitements sangste (C et M). L’association culturale
du mil avec Piliostigma reticulatunprésente un réseau trophique plus enrichi paoragp
celui de la culture du mil seul (El de 46,8 cortir2 respectivement ; Figure 31). Au-dela
du niveau d’enrichissement, les réseaux trophiguésentent un degré de structure élevé
(SI > 60 avec un effet notable du traiteméht=(0.013), et des valeurs de Sl moins élevées
en présence deiliostigma reticulatum Figure 31).

L’indice de Maturité (MI) varie entre 2,52 et 3,4Da présence de l'arbuste conduit
également a une diminution significative de ceidadP = 0,001 ; Figure 31). L’indice lié
aux nématodes phytoparasites (« Plant ParasitexIlnd®PI) est compris entre 2,79 et 2,97,
sans étre significativement différent en fonctiantdhitement (Figure 31). Ainsi, le ratio
PPI/MI est significativement affecté par la présedePiliostigma reticulatum(P = 0,001)
avec des valeurs plus élevées en présence dedtarldtn ce qui concerne l'indice NCR
des voies de décomposition (« Nematode Channeb Rptil est compris entre 0,52 et 0,86
et est significativementP( < 0.05; Figure 31) augmenté en présencePdi@stigma
reticulatum
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Richesse taxonomique
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Figure 31: Indices nématofauniques des différents traitemé@ts controle ; P=P.
reticulatum; M= Mil ; M+P= Mil et piliostigma).

La valeur de probabilité de I'ANOVA est donnée entparenthéses. Des lettres différentes entre

histogrammes mettent en évidence une différencefisigtive entre les traitements considérés, ail gelwb%

(P < 0,05 ; ns= non significative).
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L’analyse PerMANOVA indique que la structure desnocaunautés de nématodes est
significativement affectée selon le traitement (€ab 13) et la représentation graphique
issue de la matrice de similarité (basée sur leméles taxonomiques) montre clairement
une séparation des différents traitements en fomatie la présence ou de I'absence de
Piliostigma reticulatundans le traitement (Figure 32).

Tableau 13 :Valeurs de probabilité associées a I'analifZsMANOVA réalisée sur la
densité des 64 taxons pour comparer la structlseo@munautés de nématodes du
sol en fonction des différents traitements (C= giat; P =P. reticulatum; M= mil ;
M+P = association mil €. reticulatum; 4 répétitions par traitement)

Traitement C P M M+P
C -
P 0,035 -
M 0,081 0,024 -
M+P 0,024 0,022 0,028 -
Stress: 0.12
X [ |
- [ |
X O
X ®
O
® [ |
O
® X
% O
| mc x P oM ® M+P |

Figure 32 : Cartographie de la structure des assemblages detodes du sol (NMDS),
réalisée a partir de la matrice de similarité @edi de Bray-Curtis) basée sur les
données taxonomiques (64 taxons), en fonction d#érahts traitements (C=
controle ; P =P. reticulatum; M= mil ; M+P = association mil €. reticulatum; 4
répétitions par traitement).

.
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V. Discussion

L’abondance totale des nématodes dans le sol té(@irest relativement faible (400
individus 100 & sol sec) mais le réseau trophique est cependamtshiucturé (cf. la valeur
de l'indice de structure Sl supérieure a 88), ehidé par les nématodes appartenant aux
classes c-p3 a c-p5, relativement « spécialistetissensibles aux perturbations. L'analyse
de la structure de la nématofaune a travers laéseptation graphique de la matrice de
similarit¢ (NMDS) permet de discriminer les diffate traitements en fonction de la
présence dPiliostigma reticulatumL’arbusteaffecte a la fois la composition taxonomique
et 'abondance relative des différents groupeshtigues. Ainsi, la richesse et la diversité
taxonomiques sont plus élevées en présence daidterbCette modification induite par
Piliostigma reticulaturrest liée a I'apparition de nouveaux taxons (eapagrolaimidae et
Tryplidae). La monoculture du mil est dominée pas hématodes phytoparasites qui
représentent 60% de I'abondance totale des nénwat®demi ces nématodes, les genres
Helicotylenchus et Scutellonema sont les plus abotsd Ces résultats sont en phase avec
ceux de Baujard et al. (1995) et Villenave et 2003) qui montraient que les agrosystemes
du Sénégal pouvaient héberger une proportion iraptatde nématodes phytoparasites.
L’ectoparasiteTylenchorhynchus spst par ailleurs particulierement abondant dass le
cultures de mil au Sénégal (Cadet et Floret, 198%bsence de différence entre les
traitements dans l'indice de maturité des commusaphytoparasites (PPI) pourrait étre
lite au mode de calcul et a la dominance de laselanoyenne c-p3. Toutefois,
I'association culturale mil Piliostigma reticulatun{traitement M+P) a entrainé une baisse
de 23% de I'abondance des nématodes phytoparabiesvée dans la culture isolée du mil
(traitement M), et plus particulierement dans lanife des Hoplolaimidae. Cette
diminution de la densité des nématodes phytopasgiburrait étre expliquée par la
libération de substances nématicides liées la peésduPiliostigma reticulatumPlusieurs
études ont démontré I'existence de composés nédegtichez certaines plantes vis-a-vis
des nématodes phytoparasites (Chitwood, 2002 ; Bgthah, 2009 ; Orhi et Pannu, 2010).
Ces composés peuvent étre libérés par volatilisatexsudation ou décomposition
(Chitwood, 2002 ; Rasmann et al., 2012). Des apalyshyto-chimiques ont révélé la
présence de composés anti-microbiens et anti-oxyddans |'écorce, les racines, les
gousses, les jeunes tiges ou encore les feuill&lidstigma reticulatumBabajide et al.,
2008 ; Dossa et al., 2008), traditionnellementiaéd en pharmacopée (Yelemou et al.,
2007). Malgré la présence avérée de flavonoidebjplpénols et d’anthocyanes chez
Piliostigma reticulatum(Babajide et al., 2008 ; 2010), leur toxicité des nématodes
phytoparasites n'a pas encore été démontrée. Rarrgj toutes les familles de nématodes
phytoparasites ne sont sensibles a la présené&e daiculatum; ainsi les abondances des
nématodes phytoparasites de la famille des Tylelaehine sont pas significativement
affectées par la présence de l'arbuste. Il convahde poursuivre les travaux en menant
des études plus ciblées afin d’appréhender les\paliees de I'arbuste dans la lutte contre
les nématodes phytoparasites. La présendeilcthstigma reticulatunmconduit également a
des modifications au sein des communautés de ndeslibres du sol.
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Les valeurs de lindice de maturation (MI), plusibfas en présence de l'arbuste
(traitements P et M+P) comparativement aux val@ltenues pour les traitements sans
arbuste (C et M), témoignent d’'une modification desditions environnementales liée a la
présence de l'arbuste. La valeur élevée de l'indieestructure (Sl) indique des réseaux
trophiques complexes intégrant prédateurs et omesvd.a présence de l'arbuste dans la
culture de mil n’a pas d’effet sur I'indice de stture (SI) révélant une chaine trophique de
longueur équivalente entre les deux traitements avg que I'arbuste soit présent ou pas.
Cependant, la présence plus importante de prédatieuclasse c-p5 (notamment le taxon
Discolaimidae) dans les systemes intégrant I'agbymtut indiquer une régulation des
niveaux inférieurs du réseau trophique, notammel cle nématodes phytoparasites, par
les niveaux supérieurs («top-down » ; Djigal et 2012 ; Sanchez-Moreno et Ferris,
2007). L'arbuste favorise I'abondance des nématamdenisateurs (ou opportunistes)
notamment les familles Cephalobidae (Ba2) et Rhmladi (Bal) et conduit a une
augmentation de la valeur de l'indice d’enrichissam(El). Cet indice El fournit des
informations sur la disponibilité en ressourcessdi@nsol et la réponse des décomposeurs
primaires, notamment les espéces opportunistes éBdau2) par rapport I'évolution de
cette ressource (Ferris et al., 2001). Les faibsésurs de EIl obtenues pour les traitements
témoin (C) et la culture de mil (M) peuvent étrerétes avec le statut minéral du sol lors
du prélévement des échantillons (Tableau 7). Léis@s (El et SI) peuvent étre projetés sur
le diagramme de Ferris (Ferris et al., 2001 ; F{B).
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Figure 33: Projections sur le diagramme de Ferris et @012 des valeurs d’indices
d’enrichissement (El) et de structure (SI) obteapges analyse de la nématofaune
pour les différents traitements ((C= contréles P. reticulatum; M= mil ; M+P =
mil et P. reticulatun).
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Le diagramme de Ferris met ainsi en évidence wateophique structuré mais évoluant
dans un milieu modérément riche en nutriments @abb ; quadrat) pour le sol nu (C),
les traitements mil (M) ou arbuste (P) (Figure 33ans le traitement associant mil et
piliostigma (M+P), la chaine trophique reste biene grelativement structurée est en
maturation et le milieu s’est enrichi notammentagote (Figure 33 et Tableau 5; quadrat
B). Lorsque le mil est cultivé avee. reticulatum,les résidus de coupe de l'arbuste sont
rapportés sous forme de mulch a la surface derlzel@ au moment du semis générant
notamment des teneurs en N minéral sont plus &eeerses études ont mis en valeur la
réponse rapide des nématodes bactérivores, notamhegnindividus de la guilde
fonctionnelle Bal, a une amélioration de la ressowat a 'augmentation associée de la
biomasse microbienne a méme de la décomposerqFdriatute, 2003 ; Chen et Ferris,
2000 ; Bongers et Ferris, 1999). Par ailleurs rtdifgration des bactérivores opportunistes,
notamment les Rhabditidae, indique clairement uretefde prédation sur les
microorganismes (Bongers et Ferris, 1999). Le maue de décomposition de la matiére
organique et de I'acheminement de I'énergie vessHweaux trophiques supérieurs a
travers des chaines de décomposition est princigale contrdlé par les bactéries et les
champignons du sol, suivant différents processesri@-et al., 2004). L’'accumulation des
résidus a la surface d’'un sol entraine une décoitipodente du fait de la prédominance
des champignons dans les processus de dégrad&smchez-Moreno et al.,, 2006),
spécialementorsque le matériel végétal présente un rapport €éNé, et des teneurs en
lignine et cellulose relativement importantes (Reat al., 2001 ; Ruess et Ferris, 2004).
Cependant, dans notre étude, I'abondance des néesatmactérivores et les valeurs de
I'indice des voie de décomposition (NCR) tenderdémonter que la prédominance des
bactéries dans les processus de décompositionésermme d’arbuste, sans doute en lien
avec un rapport C/N modéré (respectivement, 20 gtair les feuilles et le mélange tiges
et feuilles ; Dossa et al.,, 2009). La voie de dqmomsition bactérienne est considérée
comme rapide par rapport a la chaine fongique figalde lente ; elle est par ailleurs la
voie de décomposition la plus fréquente dans lessggtemes (Ruess et Ferris, 2004) et
associée a une forte minéralisation de I'azoteh@ng et al., 1985).

Les nématodes colonisateurs bactérivores et forggvoconduisent au recyclage
(« turnover ») de I'azote immobilisé par les mioganismes mais également a une forte
activité microbienne au sein des réseaux trophiguesol (Djigal et al., 2004) accélérant
ainsi la décomposition de la matiere organiqueaefolurniture de nutriments pour la
croissance des plantes (Neher, 2010 ; Djigal et2804). Cette libération de nutriments
dans le sol est sans doute a relier au meilledutstainéral du sol dans le traitement
associanP. reticulatumau mil (Tableau 7), d’autant plus qu’une autre étddns la région

a montré que l'apport des résidus de l'arbustesauttace du sol fournissait un supplément
d’azote pour la plante cultivée (Dossa et al., 200@r ailleurs, I'apport des ces résidus
sous forme de mulch modifie les conditions miclimakiques du sol (Kizito et al., 2006)
alors que certaines familles de nématodes commBHabditidae sont sensibles au stress
thermique (Venette et Ferris, 1997). La présencmdich maintient une certaine humidité
et limite la température dans I'horizon de surfaoais il génere également plus
d’hétérogénéité dans I'horizon superficiel (Kizgbal., 2006) ce qui pourrait expliquer la

n
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plus forte abondance des Rhabditidae mais augdiusagrande variabilité de la densité de
ces nématodes observées dans le traitement M+Pprésence de l'arbuste génere
également de meilleurs conditions de températurd’retmidité sous sa canopée, sans
doute parce que cet arbuste est capable de gémé&reemontée passive d’eau des horizons
profonds du sol vers les horizons de surface (pinéne d’ascenseur hydrique ; Kizito et
al., 2006). Ces conditions micro-climatiques, corgpa a celle de la zone hors du couvert
de larbuste, permettent le maintien de lactivitécrobienne pendant toute I'année
(Diedhiou et al., 2009), favorisant ainsi la présedes nématodes bactérivores en présence
de Piliostigma reticulatum A I'opposé, certains nématodes, notamment lesh&lepidae,
développent une forme de résistance a la dessioc@ittema et Bongers, 1993) qui peut
expliquer le maintien d’'une abondance relativen&evée dans le traitement mil de notre
étude, ou dans d’autres champs de mil de la réyidlenave et al., 2003). Les relations
entre organismes changent en fonction des conditsn milieu (Ferris et al., 2001).
L’importance des facteurs pédoclimatiques sur Felamce relative des taxons ou des
guildes fonctionnelles, ou sur la structuration régeau trophique, la compétition entre
especes reste a explorer plus en détail dans lextende notre modele d’association
culturale.

V. Conclusion

Notre étude basée sur I'analyse de la nématofaursold prenant en compte I'abondance
des différents groupes trophiques, la répartition guildes fonctionnelles, le calcul
d’indices, permet de discriminer 'effet de lageéce dé. reticulatumpour le sol cultivé
étudié, et documente I'impact de la présence dbu&esur le fonctionnement de la chaine
trophique du sol. L’association de l'arbuste damsclilture du mil permet un contrble
biologique sur les nématodes phytoparasites dulimile part, et favorise d’autre part le
développement des nématodes bactérivores pluscydatement les nématodes de la
guilde d’enrichissement (Bactérivores c-pl). La imbatrophique en présence du
Piliostigma reticulatumprésente un niveau d’enrichissement et de stricklevé et est
caractérisée par une chaine de décomposition andomei bactérienne. Par conséquent,
bien que cela mérite d’étre étudié plus précisémesteffets de la présence de l'arbuste (et
de la gestion de ses résidus de coupe sous la fiemaulch) conduisent potentiellement a
une meilleure disponibilité en éléments nutritifsipla céréale associée.
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Chapitre IV : Effet nématicide de Piliostigma reticulatum
sur 'abondance d’'un nématode phytoparasite
(Helicotylenchus dihystera)

l. Introduction

Dans les systemes de culture Soudano-sahéliensaeatix productions vivrieres, comme
le mil, le sorgho ou I'arachide, I'impact des nématodetophyasites est parfois occulté par
de nombreux facteurs tels que la sécheresse téegias des insectes et la mauvaise qualité
des semences (Cadet, 1998). Pourtant, les némajitdésparasites occasionnent des
dégats qui se manifestent, a I'examen microscopjuprel'apparition de cellules nécrosées
dans les tissus racinaires (Quentin et al., 20C3s tissus nécrosés provoquent un
disfonctionnement du systéeme racinaire qui se trgohr une réduction de sa capacité
d’assimilation des éléments nutritifs et de 'eatidonc un mauvais développement de la
plante et une perte de rendements (Cadet, 1998sjriglame et Patel, 2011 ; Wen et al.,
2013). Diminuer le nombre de nématodes phytopassians le sol conduit a réduire le
nombre de cellules nécrosées et a restaurer lgidanassimilatrice du systéme racinaire.
Avec I'émergence des problemes sanitaires et éicpleg posés par l'utilisation des
pesticides dans les pays développés, I'applicatoproduits nématicides de synthese n’est
plus envisageable dans les pays en développemauntat plus que le colt est trop élevé
pour la plupart des petits agriculteurs. Les retes se sont naturellement orientées vers la
mise au point de méthodes de lutte biologique @posur le méme principe de réduction
du nombre de parasites, mais en se basant surld@omedes nématodes avec leur
environnement (relations mésologiques), les raiatimterspécifiques, ou encore I'apport
de matiéres organiques ou de résidus aux propnétésticides (e.g. Cadet, 1998 ; Stirling
et al., 2011 ; Tabarant et al., 2011). Au Séndgaisociation d’'une céréale, le mil, avec un
arbuste natifPiliostigma reticulatum combinée a la gestion des résidus de coupe de cet
arbuste, permet une réduction du nombre de nénmtploparasites (Diakhate et al.,
2013, publié d'aprés les résultats du chapitreelicd méemoire). Au champ, l'arbudee
reticulatumdégage en période de floraison des essences g@galement un effet répulsif
sur les insectes floricoles ravageurs du mil (Abasal., 2013). De nombreuses plantes ont
étée étudiées pour leur potentiel comme pesticiderela notamment contre les nématodes
phytoparasites (e.g., Akhtar, 2000, Sharma et @rj\@02 ; Oka et al., 2010piliostigma
reticulatum est couramment utilisé en pharmacopée traditibmr{¥lelemou et al., 2007)
parce qu'il contient des substances antimicrobignifgolyphénols, flavonoides et
anthocyanines ; Babajide et al., 2008; Dossa €088 ). Bien que ces substances soient
€également connues, chez d'autres espéces, pous Ipwopriétés nématotoxiques
(Chitwood, 2002 ; Orhi et Pannu, 2010), aucuneetid porté sur le potentiel nématicide
de l'arbusteP. reticulatum

La plupart des tests du potentiel nématicide demntes concerne les nématodes
phytoparasites du genhMeloidogyne(Oka et al., 2007, BOhm et al., 2009 ; D’Addabbo et
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al.,, 2011; Oka, 2012) parce que ces endoparasédsntaires peuvent causer des
dommages extrémement importants aux cultures végi¢Swarup et Sosa-Moss, 1990 ;
Oka et al., 2012)Meloidogyne sppn’a cependant pas été observé dans les solstddd’é
menée au Sénégal sur une culture de mil en présenabsence de I'arbusiliostigma
reticulatum(cf. chapitre précédent ; Diakhaté et al., 20D&)ns notre étude, le groupe des
nématodes phytoparasites est dominé par la fadeeHoplolaimidae, notamment le genre
Helicotylenchus sppet la densité de ces nématodes diminue darystéense cultivé ou mil

et arbuste sont associés et ou les résidus de dmiparbuste sont restitués au sol sous
forme de mulchVillenave et Cadet (1998) ont également rapportélitive abondance de
Helicotylenchus dihystera(Cobb, 1893) dans d'autres sols cultivés au Sénéga
Helicotylenchus dihystergsystématique en annexe 5) est I'un des némapbgesparasites
les plus polyphages et ubiquistes pouvant créerdd@smages importants aux plantes
cultivées lorsqu’il domine le peuplement ou sur sigls pauvres cultivés depuis des années
(Baujard et al., 1995 ; Villenave et al., 1997). airire intérét de cette espece réside dans la
modération des autres nématodes phytoparasitedalgesiplement qu’elle peut exercer a
condition gu’elle soit présente a de faibles déssf¥illenave et Cadet, 2000). Par ailleurs,
Helicotylenchus dihysterast facilement reconnaissable a son aspect sjgieadgii facilite

le tri avant mise en élevage, et il réalise unéigale son cycle de vie dans le sol, ce qui le
rend théoriquement plus sensible aux produits néadtues.

Cette étude a pour but de tester I'effet nématiade résidus de I'arbustiliostigma
reticulatumsur la densité des nématodes phytoparadiédisotylenchus dihysterdans une
culture de mil en milieu contrélé.

[l. Matériel & Méthodes

Il.1. Elevage des nématodeld. dihystera

Des échantillons de I'horizon superficiel du sot été prélevés dans des parcelles cultivées
avec du mil du dispositif expérimental de I'ISRAc#&bisé a Nioro-du Rip (Sénégal ;
Tableau 14).

Tableau 14: Principales caractéristiques de I'horizon supmifdu sol de Nioro-du-Rip.

Propriétés
Sables
Limons + Argiles

(g 100H 86,4
(g 1009 12,9

Carbone total (mg CY 2,5
Azote total (mg N @) 0,2
Phosphore total (ng Py 42,3
PHeau 55




Chapitre 1V : Effet nématicide de P. reticulatum sur H. dihystera

Les échantillons de sol ont été tamisés a 2 mmeétnges pour constituer un échantillon
composite qui a été stérilisé a I'autoclave (12@Cmin). Des pots contenant chacun 300
g de sol stérile ont été préparés pour une miseudtare de mil Pennisetum glaucum
variété souna 3) propice a I'élevage des nématphg®parasites. Les pots sont conservés
en phytotron, arrosés régulierement, en attendardéweloppement du mil suffisamment
important pour recevoir les nématodes phytopasagit® jours aprés semis). Un second
échantillonnage de sol est alors effectué danpdeselles de la station de Nioro pour en
extraire 'ensemble des nématodes selon la métdedaeinhorst (Seinhorst, 1962 ; détails
dans le chapitre IIl). Aprés extraction, les nérdatde I'especkelicotylenchus dihystera
ont été identifiés, isolés et inoculés dans les pontenant le mil a raison de 250 a 300
individus matures par pot. Au bout d'un mois, urt pst sacrifié pour en extraire les
nématodes, les compter, s'assurer de la puretéétevdge, et apprécier le taux de
croissance de la population. Les nématodes sordisxtes pots pour renouveler la mise
en culture sur dautres plans de mil a raison dg0 individus par nouveau pot
(multiplication de I'élevage). L'opération est remelée jusqu’'a l'obtention d'une
population pure d’environ 50 000 individus matumds H. dihysteranécessaire a la
réalisation de I'expérience.

I1.2. Test préliminaire in-vitro du potentiel nématicide dePiliostigma
reticulatum sur les nématodes de I'espéctedlicotylenchus dihystera

Un extrait aqueux a été obtenu apres macératidauilees fraiches hachées (1:3 p/v ; 72h),
centrifugation et filtration. Une population pufie dihysteraa été introduite dans des tubes
eppendorf de 1 ml contenant 500 pl de l'extraiteacx de feuilles dePiliostigma
reticulatum (140 nématodes / tube ; n =4). Un tube contenantedu déminéralisée (et
non I'extrait agueux des feuilles de I'arbuste)eavsde contrdle pour ce test. Apres 24 h,
les nématodes encore vivants dans les tubes sotés a I'aide d’une loupe binoculaire.

11.3. Effets des résidus dePiliostigma reticulatum sur Helicotylenchus dihystera

Dans nos essais agroforestiers au champ, le mésssicié ®iliostigma reticulatunmais

ce dernier est recepé au moment du semis de laleé@#ensemble des résidus de coupe
de l'arbuste sont rapportés & la parcelle sous dote mulch (environ 2 tonneHa ce
mulch se compose approximativement d’'un poids édemt en tige (T) et feuilles (F).
Cependant, les populations locales utilisent soulesrntiges du piliostigma comme bois de
chauffe ne laissant ainsi que les feuilles pour autre usage potentiel. Notre
expérimentation en conditions contrdlées comprerdbrac trois modalités : (i) aucun
apport de résidus de piliostigma (contréle, C),uii mélange de feuilles et de tiges (F+T) ;
environ 1:1 p/p), (iii) un apport de feuilles unauent (F).

Des rameaux dBiliostigma reticulatunont été prélevés puis séchés a 60°C pendant 48 h a
I'étuve. Ces résidus ont été passés dans un brayetgétaux (CZ13, IKA®-Werke GmbH
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& Co. KG, Staufen, Allemagne) entierement pour olitke mélange de feuilles et de tiges
(F+T), ou aprés séparation des tiges une poudrieulbes (F). La quantité de résidus
apportée dans notre essai en conditions contr@éggspond a un doublement de la
quantité apportée au champ afin que ce test det’eématicide ne soit pas limité par une
concentration insuffisante. Ainsi, prenant en coé@sation la densité apparente du sol dans
I’horizon superficiel, la quantité apportée esta& (p/p). Les pots utilisés dans I'essai
sont des cylindres PVC (diamétre 5 cm) obturésiabase par une toile métallique de 100
umde maille empéchant le passage des nématodes. €patjast rempli avec 350 g de sol
préalablement stérilisé a l'autoclave et le milseshé pour servir de plante-hote. Les pots
sont arrosés jusqu’au développement suffisant du2nsemaines aprés semis), puis les
nématodes sont introduits a raison de 840 + 30 to#lea du genreHelicotylenchus
dihysterapar pot. Apres 4 jours, 4 pots sont sacrifiés peénifier le maintien de la
population pure dél. dihysteraPuis les 3 traitements C, F et F+T (n = 8) sonteniplace
pour une durée de 45 jours durant lesquels les quitservés en phytotron (27°C) et les
plans de mil arrosés régulierement:

- C, traitement de contrble : Aucun apport de néside P. reticulatum

- F, traitement avec un apport de 7 g de poudfeules par pot ;

- F+T, traitement avec un apport de 7 g d’'un méafiigement broyé de feuilles et de

tiges (1:1 p/p) par pot.

Au bout des 45 jours, le mil a été dépoté. Lesigmraériennes de la plante ont été
prélevées puis séchées a I'étuve (65°C ; 72 h) ddiméterminer les éventuels écarts de
biomasse entre les 3 traitements. Les nématode®@eitraits avec la méme méthode que
précédemment (Seinhorst, 1962) et comptés sous lmapculaire.

Les teneurs en azote minéral dans les sols ad’idss 45 jours d’expérimentation ont été
déterminées par colorimétrie (Technicon, AutoAnalyslil) aprés extraction dans une
solution KCI 1M (Bremner, 1965).

Le taux de reproduction moyen de la population é®atode pour la période de 45 jours a
été calculé (Villenave et Cadet 1998) en faisambfmort des abondances en fin et début
d’expérimentation dans le traitement de contrbla. reduction de la population d¢.
dihystera est calculée en comparant les abondances en dxpéfimentation dans les
traitements avec apport de résidus (F et F+T) Bt da traitement de contrbéle (C, sans
résidus). L'analyse statistique est réalisée ad'au logiciel XLSTAT (v2010, AddinSoft,
France) et les différences sont considérées corngniéicatives au seuil de 5 %.

[1l. Résultats

[1l.1. Test préliminaire du potentiel nématicide deP. reticulatum

Le potentiel nématicide de. reticulatumvis-a-vis des nématodes phytoparasitegehre
H. dihysetraa été testén vitro par la mise en présence de ces nématodes avec une
décoction de feuilles de I'arbuste. Apres 24h d’iension, 86 % des nématodes ont survécu

n
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dans les tubes témoin contenant de I'eau démisémlalors qu’aucun nématode n’a
survécu dans les extraits agueux de feuilles despdma (résultats non présentés) révélant
ainsi un potentiel nématicide.

I11.2. Effet de I'apport des résidus sur les teneus en azote minéral et la
biomasse du mil.

Les résultats de I'analyse de 'impact des appietsrésidus de I'arbuste sur les teneurs en
azote minéral dans le sol et sur la biomasse a¥ridn mil sont consignés dans le tableau
15.

Tableau 15: Teneurs en azote minéral du sol (n=3) et biomadsenne du mil (poids sec)
a l'issue de I'expérimentation (n=8).

Traitement Mil - Biomasse aérienne Sol — Azote minéral

g ng N-NO; g* sol g N-NH* g* sol
C 0,26 b 0,54 a 1,67 a
F 0,16 ab 3,30 c 1,95b
F+T 0,05a 294 b 2,33 ¢

Pour une méme colonne, une lettre différente ireligne différence significative au seuil de 5%

Les teneurs en ammonium et en nitrate (N minérafjsdhos différents échantillons ont
montré une augmentation significatii@ € 0,001). Le traitement F présente la teneur en
nitrates la plus élevée dans le sol alors que ditetnent F+T bénéficie de plus
d’ammonium (Tableau 15). Les résultats montrentledgent une prédominance de la
forme NG lors de la décomposition des résidus de I'arbusts.résultats de la biomasse
aérienne seche du mil apres dépotage ont montrdiomeution significative P < 0,05) de

la biomasse aérienne seche du mil dans les pots aggyeort de résidus par rapport au
contrble.

[11.3. Effets nématicide de Piliostigma sur I'abondance desHelicotylenchus
dihystera

Les nématodes ont été introduits dans les potsanrale 840 + 30 nématodes (population
inoculée) ; une extraction a été réalisée 4 jopresal'inoculation pour contréler la stabilité

de ces populations dans les pots. L'abondance mstneyenne de 844 nématodes
(population initiale) par pot.

A l'issue des 45 jours d’expérimentation, I'abondames nématodes phytoparasites varie
en fonction des traitements (Figure 34).
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Figure 34: Effet de I'apport des résidus dRliostigma reticulatumsur 'abondance des
Helicotylenchus dihysterdans les différents traitemer{ts=8). (C= sol +Nématodes ;
F = Sol+Nématodes+ Poudre de feuille dRliostigma reticulatum F+T

= Sol+Nématodespoudre du mélange feuille+ tige &diostigma reticulatun Les
barres d’erreur représentent les écart-types (n kedtrait horizontal représente la populatioriahe
en début d’expérimentation.

La densité des nématodes dans le traitement téf@diaugmente significativementP
0,005) au bout des 45 jours de I'étude pour atteirsh moyenne 8555 individus par pot
soit environ 10 fois plus que la quantité initia@culée. L'incorporation des résidus de
feuilles (traitement F) et du mélange feuilles ges (traitement F+T) dans les pots réduit
significativement IP < 0.0001) le développement ¢telicotylenchus dihysteravec une
population d’environ 3080 individus sans différemsignificative entre les traitements F et
F+T. L'apport des résidus de P. reticulatum limite développement deél. dihystera
d’environ 64%.

V. Discussion

Cette expérience réalisée pour évaluer l'effet mgyf des résidus deiliostigma
reticulatum contreHelicotylenchus dihysterast sans doute I'une des premiéres études de
I'effet nématicide de cet arbuste. Dans notre étdee populations de nématodek
dihysteradiminuent de 64% en présence des résidus sagsetiffe significative entre les
traitements F et F+T. Plusieurs travaux ont migeidence que de la décomposition des
résidus organiques au cours du temps liberent despa@sés dans le sol qui sont
directement responsables de la diminution notées digabondance des nématodes
phytoparasites (e.g. Ismail et al., 2009 ; Maikirelt al., 2010 ; Oka, 2010 ; Oka et al.,
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2012). A titre d’exemple, Oka et al. (2012) ontsaiobtenu une baisse importante d’'une
population deMeloidogyne javanicaen utilisant de la poudre de feuille déyrtus
communis. Plusieurs mécanismes pourraient étre impliquéss dan suppression des
nématodes, notamment la production et la libératiercomposés nématicides lors de la
dégradation des résidus de plante et/ ou une roaiiltin des conditions mésologiques qui
ne conviennent plus au développement des némaf@ies 2010 ; Noweer et Dawood,
2009). Un effet antimicrobiede P. reticulatuma déja été mis en évidence sur plusieurs
especes bactériennes et de champignons (Babajidal.,et2008). La présence de
polyphénols (Dossa et al., 2009), de flavonols’'exythromones (Babajide et al., 2008)
chez P. reticulatum pourrait également étre adinea de I'effet nématicide (Orhi et Punna,
2010). Ces composés phénoliques sont souvent éssota résistance des plantes contre a
une variété d'organismes nuisibles et d’agentsogaties (Abasse et al., 2013 ; Lattanzio et
al., 2006 ; Aissani et al., 2013). Pour d’autrepéess de plantes, des études ont mis en
évidence une corrélation entre des concentratimgés en composés phénoliques et la
résistance aux nématodes phytoparasites (Chitwiald 2002 ; Orhi et Punna, 2010).

Par ailleurs, I'apport de résidus conduit a unensrgation des quantités d’azote minéral
disponibles dans le sol. Malgré cet apport de mants, la biomasse seche du mil diminue
dans les traitements avec résidus. Le traitememtgfésentent plus d’ammonium dans le
sol mais moins de nitrates que le traitement Fsalpie c’est l'inverse pour la quantité de
nitrates dans le sol ; elle est inférieure dansdibement F+T par rapport au traitement F.
Le mélange de feuilles et de tiges contient plugpaolgphénols (Dossa et al., 2009) qui
peuvent avoir un effet allélopathique (Li et aD1R), néfaste sur la croissance de la plante
notamment en début de cycle et qui sont connus dlaires especes pour bloquer le
processus de nitrification (transformation de I'aomium en nitrate) (Bernhard-Reversat,
1996). Le blocage de la nitrification et I'accuntida d’ammonium qui en découle est
aussi responsable d'une baisse des population nhatodes phytoparasites (Oka et al.,
2007 ; Noweer et Dawood, 2009).

Les résidus ont été apportés a un taux équivaldnt g, ce qui semble raisonnable au
regard de certains études qui utilisent des géaniite résidus bien plus importantes
(équivalent & 10 t hapour Stirling et al., 2005 ou Tabarant et al., POToutefois, ce taux
d’apport correspond au double des quantités apmrEu champ dans nos essais
expérimentaux ce qui est supérieur aux guantitésrélgidus de coupe disponibles dans
notre zone d'étude. L'effet de suppression desqgarasites étant lié a la dose de résidus
apportée (D’Addabbo et al., 2011 ; Ismail et ab12), il est possible que I'effet nématicide
des résidus dB. reticulatumsoit moins important a une dose d’apport moingéde

Il serait intéressant d’essayer d’identifier dafmuttes études complémentaires :

» Tester cet effet nématicide sur d’autres nématqulegoparasites notamment des
endoparasites pouvant provoqués des dégats plastanfs aux cultures

» Tester dans le cadre d’'un peuplement complexdwdgeprs nématodes phytoparasites
voir une population plus globale constituée de nédes phytoparasites associés a des
nématodes libres.
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L'objectif de ce travail était d’étudier I'effet di présence de l'arbuste local
Piliostigmareticulatumsur le fonctionnement biologique d’un sol culte® mil en zone
Soudano-sahélienne. Cette étude a été menée paalyBa des communautés
microscopiques (microorganismes et nématodes) derizon superficiel du sol
échantillonné dans 4 traitements d'un dispositip@xmental situé a Nioro-du —Rip
(Sénégal), respectivement : (i) un traitement al@réle (C), sans mil ni arbuste ; (ii) une
culture de mil (M) sans apport d’intrant organiqae inorganique ; (iii) les touffes
arbustives dé®. reticulatum(P) ; et une culture de mil sans fertilisation émale mais dans
laquelle l'arbuste est associé (M+P) bien gqu’ilts@icepé au moment du semis de la
céréale ; ces résidus de coupe étant ensuite mamwr la parcelle sous la forme d'un
mulch (2 t.hd).

La comparaison des traitements témoin (C) et mi) fdrmet d’appréhender les
changements induits par la culture de mil. Lesuen#otales en éléments (carbone, azote,
phosphore) sont les mémes dans les deux sols ;édeejmes teneurs en azote minéral
(ammonium et nitrates) ne sont pas significativenagiférentes (Tableau 7). Les substrats
utilisés dans la méthode MicroResp™ ne mettent easévidence de différence
significative dans les aptitudes cataboligues em&s deux traitements (Figure 23).
L’analyse de I'abondance et des guildes fonctidesetles nématodes libres révéle une
forte similarité P = 0.08) de la structure des communautés de nématads le sol du
traitement de contréle (C) et dans celui de laucaldu mil (M) ; ces deux traitements
partagent ainsi le méme quadrat sur le diagramnteedeés (Ferris et al., 2001 ; Figure 33)
indiquant un réseau trophique structuré évoluamsdan milieu modérément riche en
ressources. Le sol de la culture du mil préseniéefois une abondance des nématodes
phytoparasites plus élevée (Figure 30). L’analyse@nposantes principales basée sur les
résultats des activités enzymatiques et la biomasiseobienne met en évidence une
discrimination de ces deux traitements le long’deel F1 qui exprime 60% de linertie
totale (Figure 21B); cette discrimination s’appugssentiellement sur les différences
constatées pour les activités phosphatase, ataséf et pour I'hydrolyse de la FDA,
indicatrice de l'activité métabolique globale descnmorganismes. Bien que l'analyse
multivariée pratiquée sur les données décrivantdesmunautés microbiennes mette elle-
aussi en évidence des différences significativess da structure de la communauté
bactérienne totalé®(= 0,006 ; Figure 25) et des communautés fongi¢Res0,02 ; Figure
28), le sol témoin (C, sans plante) et le sol decddure du mil (M) présentent des
communautés relativement similaires et formentiafdeux groupes proches dans les
dendrogrammes de similarité (Figures 24 et 27). tragements C et M présentent
finalement peu de différences dans les parameétieminlogiques étudiés mais notre
étude permet toutefois de les discriminer. Cegetma@nts permettent de comparer un sol
sans plante (C) a un sol avec une plante, en lfoeace le mil (M) mais cultivé sans
apports d’intrants organiques ou inorganiques. @mabreuses études ont montré les effets
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des intrants sur le stockage de la matiere organitps parametres biologiques et les
fonctions associées impliquées dans le cycle dooocar et des éléments (e.g. Blanchart et
al., 2005 ; Diedhiou et al., 2009 ; Dossa et &109).

Pour les sols sableux, le potentiel de stockagéa deatiere organique est limité
(Feller et Beare, 1997) et les apports sous foreng@édbris organiques constituent un moyen
d’augmenter les teneurs en matiere organique (Bkmcet al., 2005). Ces apports
permettent également d’influencer les activités deganismes, notamment les premiers
niveaux de la chaine trophique (e.g., De Ruitealet1998). Ainsi, sous la canopée de
I'arbuste Piliostigma reticulatumou la litiere naturelle a pu s’accumuler durantspgurs
années, les teneurs totales en carbone et azote aussi les concentrations en azote
minéral sont plus élevées que dans le sol nu (@ams le sol cultivé en mil (M) (Tableau
7). Notre étude met en évidence une augmentatgmifisative des activités enzymatiques
du sol @-glucosidase, uréase, arylsulfatase et hydrolyséa deDA) sous la canopée de
'arbuste par rapport au sol témoin mais aucune cde activités n’est toutefois
significativement différente de celles observéassda culture de mil. Bien que la structure
des communautés bactériennes et fongiques saoiativement semblables entre les
traitements (similitude d’au moins 70% ; Figurese227), I'analyse de la représentation
NMDS (Non-metric MultiDimensional Scaling) réaliséepartir des données PCR-DGGE
(présence/absence ; intensité des bandes) montrentdifférenciation nette entre le
traitement de contrdle (C) et le mil (M) d’'une patP. reticulatum(P) d’autre part. Un tel
effet des arbustes sur le statut organique etdegosantes biologiques du sol a été mis en
évidence dans d’autres travaux en milieu aride dbi@u, 2007 ; Housman et al., 2007 ;
Berg et Steinberger, 2010). Les microorganismesalisousP. reticulatumdégradent de
facon plus intense un certain nombre de substRaggie 22 ; P vs C: alanine, glucose,
tréhalose, acide protocatéchique). Cette activatdholique se traduit par les différences
significatives (dans le dégagement de,@Ssocié a ces activités de respiration induite par
le substrat) qui n'avaient pas été observées émtel témoin et le sol sous mil (C vs. M,
respectivement). Ces modifications peuvent étrdigpxes par la qualité et la quantité des
ressources disponibles (exsudats racinaires etd)tipour les communautés microbiennes
du sol (Eisenhauer et al. 2010; Ladygina et Hedl@@d0). L'acide protocatéchique est
ainsi un acide phénolique, aux propriétés anti-axyes et allélopathiques, couramment
répandu chez les plantes. Lorsque I'on comparegiefls cataboliques des sols sous la
canopée de l'arbuste (P) et dans la culture d€M)il seule la capacité de dégradation du
tréhalose différencie les deux traitements. L'effagnificatif du P. reticulatum sur
l'intensité de [l'activité catabolique du tréhalogmurrait s’'expliquer par certains
phénomenes écophysiologiques liés a l'arbuste emegnt. Le tréhalose et la tréhalase
(enzyme a méme de la dégrader) interviennent chetais especes dans la régulation de
la fermeture de stomates en cas de stress hydpgmeHoutte et al., 2013) suggérant la
possibilité d’'un mécanisme similaire chezreticulatumpour mieux résister aux conditions
séches en zone sahélienmliostigma reticulatumest aussi connu pour sa capacité a
prélever et a redistribuer de I'eau du sol deszoms profonds vers les horizons superficiels
(phénomeéne d’ascenseur hydrique ; Kizito et alD620générant ainsi un milieu de vie plus
favorable pour les organismes. L'analyse de lacgire des communautés de nématodes
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(64 taxons identifiés) met en évidence une modificasignificative de la structure de cette
communautéR = 0,035 ; Figure 32) discriminant clairement I&€ smusP. reticulatum(P).
L’abondance des phytoparasites dans le sol soaariapée de l'arbuste est inférieure a
celle observée dans la rhizosphere du mil. La sshdaxonomique de la communauté de
nématodes est plus élevée dans le sol sous mlestque dans le sol nu ou sous la culture
de mil (P < 0,001 ; Figure 31). La chaine trophique se eéite moins mature (indice MI)
et moins structurée (SI) sans que cela ne changefdots le positionnement dans le
diagramme de Ferris ; le traiteméhliostigma reticulaturrest dans le méme quadrat que le
sol nu ou le sol sous culture de mil (Figure 33).

Par contre, I'analyse des mémes indicateurs detastruet d’enrichissement basés
sur le nématofaune place le traitement M+P dansuire quadrat du diagramme de Ferris
(Figure 33). Ainsi, I'association du mil avec reticulatumet la présence a la surface du sol
du mulch issu des résidus de I'arbuste constitumilieu « enrichi en azote » par rapport a
celui observé dans la culture du mil sans arbu@temilieu enrichi semble propice a la
céréale puisque sur le terrain, cela se traduituparaugmentation sensible du rendement
en grain (887 kg.hh contre 500 kg.ha dans la culture de mil sans arbuste ni mulch,
traitement M). Bien que les teneurs totales enawbazote et phosphore ne soient pas
plus importantes dans le sol de la culture du mipeesence de l'arbuste (M vs M+P), le
traitement associant mil et arbuste présente eat afés teneurs en azote minéral
(notamment nitrates) plus élevées. Les communauiébiennes et fongiques du sol
associant mil et arbuste (et mulch) sont différéesimais assez proche de celles observées
sous la canopée de l'arbuste (traitement P). Lésura élevées du Nematode Channel
Ratio (NRC) mettent en évidence une prédominancdadehaine de décomposition
bactérienne dans le réseau trophique du traiteassuiciant mil et arbuste alors méme que
ce traitement recoit un mulch qui pourrait théoeiopent offrir des ressources aux
champignons (notamment saprophytiques). Les némsioactérivores sont plus abondants
dans la culture de mil associant I'arbuste que damsilture de mil sans arbuste (M+P vs
M) et peuvent donc contribuer au recyclage desmatts notamment I'azote (Buchan et
al., 2013). Ce recyclage peut également étre fagquar la présence plus importante de
prédateurs dans les systemes intégrant I'arbustieamars d’'une régulation des niveaux
inférieurs du réseau trophique (Sanchez-Morencegtd; 2007 ; Djigal et al., 2012). Les
plus fortes activités arylsulfatase et déshydrogénabservées dans le traitement M+P
comparativement au traitement M sont indicatricegnel activité microbienne plus
soutenue alors que l'activité uréase plus élevéwigne d’'un effet sur le cycle de l'azote.
Les profils de diversité fonctionnelle mettent ealewr une meilleure capacité des
microorganismes du sol a dégrader I'acide protetégée dans la culture de mil lorsque
I'arbuste est inclus dans le systeme cultivé (MsRW alors que les composés phénoliques
peuvent interférer dans la minéralisation de I'az@t sont relativement résistants a la
dégradation par les champignons (Bernhart-Rever98a6).

L’expérimentation en conditions contrdlées, étutiaifet des résidus de I'arbuste
(feuilles versus un mélange de feuilles et de }Jigasles nématodes du gemtedihystera,
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permet elle aussi de montrer l'effet sur la minéesion de I'azote. Les teneurs en
ammonium dans les sols en présence des résiduplesnélevées (et celles en nitrates
inversement moins élevées) témoignant d’une pdssildiinhibition de la nitrification. En
milieu naturel, ce mécanisme permet de limiter deges en azote par lessivage des
nitrates et de maintenir dans I'horizon superficigle teneur en azote propice a la
croissance des plantes (Subbarao et al., 2013).

Notre étude en conditions contrélées a par aillpersis de montrer que les résidus
de Piliostigma reticulatumont un effet nématicide contre une populationoitite de
nématodes ectoparasites de I'espBledicotylenchus dihyster&et effet nématicide, que
d’autres études attribuent a des molécules qui greugtre présentes chez piliostigma
(Chitwood, 2002 ; Babajide et al., 2008), poureaipliquer la diminution d’abondance des
nématodes phytoparasites, tout du moins celleHi#iotylenchus dihysteraobservées
dans les échantillons issus du terrain. Cetterditon des nématodes phytoparasites du
mil dans le traitement associant I'arbuste peu¢ ellssi contribuer a la hausse des
rendements observés dans les parcelles expérimgni@k potentiel nématicide de
reticulatumest d’autant plus intéressant que l'effet suppfress avérée par l'utilisation des
feuilles seules, sans avoir recours aux tiges guoi souvent utilisées par les populations
locales pour d’autres usages (bois de chauffe,teamt®n des cases). La ressource en
feuilles deP. reticulatumsur le terrain serait ainsi suffisante pour enygsad’utiliser ce
matériel végétal comme un nématicide naturel. Gitide en pot nous a aussi montré que
méme si les résidus présentent un effet suppressife les nématodes phytoparasites, un
exces d’apport de ses résidus pouvait impactertivégaent la croissance des jeunes plans
de mil. Il conviendrait donc de mieux étudier |lssd@déquate a apporter.

Les approches combinées qui ont été mises en cdameele cadre de ce travail de
these nous ont permis de mettre en exergue quésance diriliostigma reticulatum(et
la gestion des résidus de coupe de l'arbuafécte essentiellement la structure des
communautés de microorganismes et de nématode®séau trophique, et dans une
moindre mesure les activités des microorganismesis ncges changements dans le
fonctionnement biologique du sol cultivé en mil seuaffisants pour intensifier le cycle de
I'azote et de diminuer la pression des nématodgphrasites au profit de la céréale, dans
un systeme cultivé sans fertilisation minérale.

En perspective, afin de mieux préciser les méopassmis en jeu, des travaux
complémentaires nous paraissent essentiels aaealis

» La quantification des flux d’énergie et de nutrinsequi circulent dans les réseaux
trophiques (prédation et recyclage de I'azote) ;

» La caractérisation du processus de nitrificatidrsam inhibition si elle est avérée,
ainsi que son suivi au cours du cycle cultural ;

» Limplication des composés phénoliques issus dditiare ou accessoirement
d’exsudats racinaires, dans ces mécanismes ;
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» Une analyse métagénomique de communautés micrasdides a la rhizosphére
de Piliostigma reticulatum pouvant étre impliquées dans les mécanismes
d’intensification des processus liés cycle de Itazo

> Un test de l'effet nématicide dR. reticulatumsur d’autres espéces virulentes
commeScutellonema cavenegsbur le mil ou le genr&eloidogynepour d’autres
cultures dans la zone tropicale.

Il ressort de cette étude quelques recommandasangd’utilisation et la gestion de.
reticulatumdans les agroécosystémes :

» La promotion du maintien et la gestion des arbusées les agroécosystemes ;

» La culture de la céréale a proximité de l'arbuste ;

» L’apport privilégié des feuilles de I'arbuste ddas agroécosystemes pour a la fois
améliorer le statut organique du sol mais aussi pewontréle biologique des
nématodes phytoparasites.
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Annexe 1

Systématique et description botanique deiliostigma reticulatum

Selon la systématiquPjliostigma reticulatunpeut étre classé comme suit:
- Embranchement: Spermaphytes

- Sous-embranchement: Angiospermes

- Classe: Dicotylédones

- Sous-classe: Rosideae

- Ordre: Rosales

- Famille: Caesalpiniaceae

- Sous-famille: Caesalpinioideae

- Genre: Piliostigma

-EspécePiliostigma reticulatun{D.C.) Hochst.

Les feuilles de cette essence sont simples, afiemistiques et persistantes, glabres et
coriaces. Longues de 6 a 12 cm sur 4 a 8 cm de,la&les comprennent 2 lobes obtus
tronqués a la base avec 9 nervures principaleséealr(Figure A1-1; Von Maydell, 1992).
Chaque co6té de la nervure médiane présente quavaras latérales prenant naissance au
sommet du pétiole. Sous le limbe, entre les nesyuse dresse un réseau trés détaillé de
nervilles (Berhaut, 1975). L'angle de I'échancuiee lobes est supérieur a 90°. Le pétiole est
dilaté aux deux extrémités avec une longueur de B,% cm (Arbonnier, 2009).
L'inflorescence est en panicule axillaire ou temende 5 a 15 cm de long, courtement
pubescente ou pelliculée (Arbonnier, 2009). Learl sont dioiques en racemes tomenteux,
axillaires de 4 a 5 cm avec une corolle de 2,53dpétales abovales blancs, striés de rose.
Le calice long de 1,5 a 2 cm, en cbne renversédaris triangulaires au sommet (Von
Maydell, 1992). Les fleurs méales contiennent seel@nlO étamines, les fleurs femelles
contiennent un pistil épais coiffé d'un stigmateferme de calotte (Berhaut ,1975). Les
pieces florales sont parfumées et de couleur btarlaks fruits sont de longues gousses dures,
droites, souvent en spirale, glabres ou tres |égeémé tomenteuses, coriaces, persistantes. lls
contiennent beaucoup de graines, 11000 a 14500egrgiar kg de gousses (Von Maydell,
1992). Les fruits de couleur verte au départ vie@ntmarron a la maturité. Les gousses sont
ligneuses, indéhiscentes longues de 15 a 25 cangetd de 2,5 a 5 cm (Arbonnier, 2009).



Figure Al-1 : Feuilles, fleurs (1) et fruit (2) Bdiostigma reticulatum (D’apre¥odouhe et
al., 2010)



Annexe 2
Quantification de 'ADN

Il s’agit de connaitre la concentration en ADN dahaque échantillon, afin de déterminer la
méme quantité a apporter pour I'amplification p@R?

Sur un gel d'agarose 2%, on fait migrer 5 ul d'éthi@an mélangés avec 3 pl de bleu de
charge ainsi 10 pl de chacun des gammes-étaloagdremes-étalons sont des ADN dont les
concentrations sont connues:

G1:6,25 ng d’ADN dans 10 pl
G2:12,5ng dADN dans 10 pl
G3: 25 ng dADN dans 10 pl
G4 : 50 ng d’ADN dans 10 pl
G5 : 100 ng d’ADN dans 10 pl
G6 : 200 ng d’ADN dans 10 pl

Aprés coloration au bromure d’éthidium (BET 1 mg)Lla concentration en ADN de nos
extraits est ensuite déterminée grace au logi@&hlTab (TL 120, version 2006 ; NonLinear
Dynamics Ltd, Newcastle upon Tyne, UK).



Annexe 3

Composition des solutions utilisées en biologie néaulaire

Bleu de charge 10 X

Bleu de bromophénol : 0,25% (p/v)
Glycérol : 30%

EDTA : 10 Mm

H20 : gsq

Le bleu de charge s'utilise apres une dilution A9 1

Tampon TBE (Tris-borate) 10 X

Tris-base : 215,62 ¢
Na2EDTA, HO : 14,88 g
Acide borique : 110,08 g
H,O : gsp 2 litres

La solution est ensuite filtrée et stérilisée atelave

Tampon TAE 50 X

Tris-base : 484 g

NaEDTA-H,O (pH 8) : 37 g
Acide acétique glacial : 114,2 ml
H,O : gsp 2 litres

Pour obtenir du TAE 1X, on ajoute a 49 ml d’eau énatisée, 1 ml de TAE 50X

BET (Bromure d'éthidium)

Solution & utiliser & une concentration de 1 rifg(& protéger de la lumiére).

Le BET est un agent chimique qui s'intercale elesebrins de I'ADN, puis par exposition aux
UV, ces derniers excitent le colorant qui émetsalore fluorescence.



Composition de la Tag ready-to-g)Amersham-Biosciences, USA)

Pour un volume final de 25 pl

Tag DNA polymérase : 2,5 U
dNTP : 200 uM

Tris-HCI : 10 mM, pH 9

KCI: 50 mM

MgCl,:1,5 mM

Composition de la solution utilisée en DGGE

Région ciblée

16S ADNr ITS
Gradient (%) 45 70 22 58
Acrylamide/bisacrylamide 40437,5 :1) (ml) 20 20 20 20
TAE 50X (ml) 2 2 2 2
Formamide (ml) 18 28 9,2 23,2
Urée (g) 18,9 29,4 9,7 24,4
H.O (ml) gsp 100 100 100 100




Annexe 4

Technigue Microresp™

Préparation des microplagues sols

Chaque plaque a puits profonds est remplie avar tiges de sol et les sols d'une méme
colonne recoivent le méme substrat. Chaque puigsnil) contient entre 0,4 et 0,5 g de sol.
Au total 22 plagues de sol ont été préparées pette cctude. Ces microplaques sont
recouvertes aves du parafilm et conservées a 4°C.

Préparation des microplaques de détection

Les microplaques de détection sont constituées deindont la couleur change selon la
guantité de Ce@dégagé par les puits contenant les sols et ledratdd a détection est basée
sur une méthode colorimétrique.

Pour la préparation de 20 plaques de gélose, llesicgt suivantes sont préparées : 3,59
d'agar sont versés dans 100 ml d’eau distillées pissous a température de 200°C. Une
solution d’indicateur colorée d'un volume de 200 edt préparée. Cette solution est
constituée d’'un mélange de 16,77g de KCI, 0,315@idarbonate de Sodium (NaH@Cet
18,75 mg de Rouge Crésol dissous dans un volunie Idel’eau distillée. Une fois que la
température de chaque solution a été équilibréedéeix solutions sont transférées dans un
bécher et homogénéisées en maintenant la temprattire 60 et 65° sous une agitation
constante. Puis 150 ul de solution sont déposés clamue puits grace a une multipipette.
Les microplaques ainsi préparées sont recouvedegadafilm et conservées jusqu’a deux
semaines dans un dessiccateur contenant de la atade I'eau afin, respectivement,
d’éliminer toute traces de G@e I'atmosphére et d’éviter 'assechement du gel.

Remplissage des microplaques de sol

Les solutions de substrats sont préparées dalsadedéminéralisée (6,72 g'Léquivalent &
0,85 mg substratgsol), puis conservées a 4° C jusqu'a leur utitisat

L'absorbance des plaques de gélose est lue uneigueerfois au spectrophotometre
(calibration a T0). Une fois les substrats appog@éssol les plaques de gélose (viennent
couvrir la la plague de puits profonds contenastdols. Le dispositif est scellé grace a un
joint permettant toutefois le passage du,@€rs la plaque de gélose et incubé a I'étuve
pendant 6 heures a 30°C. Au bout des 6 heuresubaiion I'absorbance de la plaque de
gélose est lue a nouveau (T6) et la différenceedstiT6 et le TO est convertie en % de,CO
puis en pg C-Céeig sol / h.



Annexe 5

Systématique de I'espécklelicotylenchus dihystera

Régne: Animal

Phylum: Nematoda
Classe: Secernentea
Sous-classe: Diplogasteridea
Ordre: Tylenchidae
Superfamille: Tylenchoidea
Famille: Hoplolaimidae
Sous-famille: Hoplolaiminae
Genre: Helicotylenchus

Espéce: Helicotylenchuglihystera(Cobb, 1893 ; Sher, 1961)



Annexe 6

Valorisation des travaux de thése

* Article dans une revue internationale
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Woody shrubs commonly co-exist with annual food crops in farmers’ fields throughout the Sahel.
Management strategies that deliberately include the native shrub Piliostigma reticulatum in Senegalese
cropping systems result in soil functioning enhancement that benefits to the associated cereal. The
objective of this work was to evaluate shrub effect on soil nematode communities. Soil samples were
collected from an experimental design where pearl millet (Pennisetum glaucum) was cultivated alone or
with P. reticulatum stands and mulch. Soil nematofauna characteristics were determined and compared
with results from soil under pure shrub stands and from bare soil. The analysis of soil nematofauna,
characterized by the abundance of different trophic groups and related indices (MI, maturity index; EI
and SI, enrichment and structure indices), allowed discrimination between treatments with or without
shrub presence. The soil nematode community in millet cultivation was dominated by plant feeding
nematodes, mainly from the Hoplolaimidae family, but their abundance decreased when P. reticulatum
was associated to the cereal. The shrub also impacted other nematode trophic groups. The abundance of
opportunistic bacterial feeders (mainly Cephalobidae) was increased in shrub treatments. Further
research should explore consequences on cereal nutrition and nematicidal properties of P reticulatum.

Ecolegical indices

® 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

In Sub-Saharan Africa, food security remains a major concern
[1,2]. West African soils exhibit a poor inherent fertility [3] while
agriculture is based on small-scale farming with very low external
inputs. Moreover agricultural systems in this semi-arid region are
mainly rain fed and thus highly vulnerable to climate variability
and drought. Such constraints encouraged the development of
alternative cropping systems tailored to secial and environmental
local conditions.

Native perennial woody shrubs are dominant in the West Africa
landscape. Piliostigma reticulatum, one of the most common
Sahelian shrubs, provides rural people with fuel, materials for
construction, fodder for livestock and traditional medicine [4].
Native shrubs co-exist with staple food crops in farmers’ fields. The

* Corresponding author. Tel.: +221 33 849 3645.
E-mail address: lydielardy@ird.fr (L. Chapuis-Lardy).
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accumulation of fertile soil particles beneath the shrub canopies
resulting from a landscape-scale redistribution of resources gen-
erates nutrient-rich seil plots known as “fertility islands” [5,6].
Shrubs also confer improved microclimatic regimes within the
vicinity of their canopy due to their deep rooting systems and
associated hydraulic lift [7—9]. In semi-arid Senegal, traditional
management of native perennial woody shrubs involves coppicing
and burning aboveground residues in the spring, prior to the
planting of row crops, te clear fields. Alternative systems in which
annual crops and shrubs are intercropped while shrub residues
return to soil as mulch are receiving increasing attention all over
Sub-Saharan Africa [10]. Such a shrub management resulted in
both nutrient and moisture-related benefits to pearl millet (Pen-
nisetum glaucum} when associated with common shrubs in the
Senegalese peanut basin [8,11]. Better carbon storage and nutrient
cycling, and higher soil moisture improved cereal yields [8,9,11,12].
Microbial communities beneath shrubs are more diverse, more
active, and different from soil outside the influence of the shrub
[11,13].
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Introduction

Piliostigma reticulatum(D.C.) Hochst (Caesalpinioideae) aGdiiera senegalensid.F.
Gmel (Combretaceae) sont les deux espéces arlmistateres les plus répandues dans le
Sahel.Des travaux menés au Sénegal ont permis de déndesr effets bénéfiques de ces
deux espéces sur la dynamique de I'd&mi{o et al 2006)et l'intérét d’utiliser leurs résidus
(au lieu de les braler) pour augmenter la fertiliké sol (Dosseaet al, 2008). Dans une
démarche d'intensification écologique, associeresgmeces arbustives a une culture vivriére,
telle que le mil, apparait comme une piste intemetespour la productivité et la durabilité des
agrosystemes de la région soudano-sahélienne. dctibde cette étude est de déterminer
limpact de la présence des espéces arbustivegeratur le fonctionnement biologique d’un
sol cultivé, et notamment sur la diversité fonatielhe des microorganismes.

Matériels et méthodes

Les sols ont été prélevés au Sénégal dans deuwrsdifp expérimentaux de I'ISRA
(Institut Sénégalais de Recherches Agricoles). éspéces arbustives étudiées sent
reticulatuma Bambey eG. senegalensia Niora L’horizon superficiel du sol a été prélevé (3
échantillons composite / traitement) dans la riphése dans 1) une culture de mil
(Pennisetum glaucurflL.) R. Br.) seul, 2) des touffes d’arbustes ieslé3) une culture ou le
mil est associé a I'arbuste (recépage des touffapport des résidus des arbustes a la surface
du sol). Les parcelles ne recoivent aucun ferhlisminéral. Le sol non cultivé prélevé a
proximité du dispositif sert de témoin.

L'impact de la présence des arbustes sur la dieefsnctionnelle des microorganismes
hétérotrophes a été apprécié au travers l'analgse profils cataboliques réalisés par la
méthode MicroResp' adaptée de Campbeit al. (2003) et Berg & Steinberger (2010). Les
10 substrats (fig. 1) sont apportés au sol a uneeardration de 0,85 mg/g sol. La respiration
basale est estimée a partir de I'essai avec ajeaticet la biomasse microbienne a partir de



'essai glucose (méthode SIR, Substrate InducedpiRdi®n). La diversité microbienne
fonctionnelle est estimée par le calcul de l'indieeShannon-Weaver (Zak al, 1994).

Résultats

La présence d’'arbustes n’affecte pas significateminta respiration basale du sol (ex
pour Nioro, fig. 1). L'indice de Shannon-Weaveriggpeu selon les traitements, 2,1 - 2,2 a
Nioro (P. reticulatun), et 2,16 - 2,26 a Bambd¥{s. senegalensjs Ces valeurs témoignent
d’'une bonne capacité des micro-organismes a dageslsubstrats testés (Jiagtcal, 2011).

',: c O Témoin
> 10 - b o Mmil .
] 8 @ Mil+ P reticulatum Flgure 1
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S, Profii de Ila diversité
§ , catabolique des
2 4 microorganismes dans les
5 Is de Nioro (dispositi®
& & o<,°‘°z & ?}o"z o & « & y K 0&& ,&\& Q?,v &o"z SO. P .
o & & @ & P WS > reticulaturr)
T &
S Pour un méme substrat, des lettres

(9 spe s . . vp s
v Substrats d}ﬁe.r.entgs |r]d|quent une différence
significative a P < 0,05)

A Nioro, le profil catabolique obtenu montre la iedilité des réponses des micro-
organismes aux difféerents substrats apportés (fiy. Les quantités de GOsont
significativement plus élevées dans le traitemeilt P reticulatum comparativement au
traitement mil seul pour le glucose, I'acide madigue tréhalose et le sucrose (fig.1).
Parallélement, on constate une augmentation déetaadsse microbienne et une diminution
du quotient métabolique (gGJXdans la rhizosphére du mil en présenc® deticulatum

A Bambey, les quantités de ¢6ont aussi significativement plus élevées en paEse
de G. senegalensisomparativement au mil seul mais uniquement powx deubstrats,
tréhalose et acide malique ; ceci témoigne d’uetafioins important de cet arbuste sur la
diversité fonctionnelle du sol comparativemeri.areticulatum Berg et Steinberger (2010)
ont également montré l'impact d’'un arbuste nakiiaifymada scopariapur la diversité
fonctionnelle d’'un sol en milieu aride.

Conclusion

Le mil bénéficie de son association awecreticulatumpar le biais d’une diversité
catabolique plus importante due a la présenceaibuste. Ce bénéfice est moins important
avecG. senegalensis.es recherches doivent maintenant porter sur lgdications en termes
de cycles des nutriments.
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En développant des systéemes de cultures basés sur
I'intensification écologique utilisant les arbustes natifs pour
leur impact positif sur la croissance d’une culture associée

L’intensification écologique consiste & piloter des processus biologiques des agroécosystémes, et
notamment les interactions biotiques, pour en optimiser I’exploitation et ainsi limiter I’usage des intrants

Les arbustes natifs

Guiera senegalensis (J.F.) Gmel Piliostigma reticulatum (D.C.) Hochst

v créent des ilots de fertilité sous leur canopée
v fournissent des résidus qui une fois apportés au sol
k’/li\(/)orlsent la dynamique de I'eau et représentent un apport de

v'Abritent , y compris en saison séche, un ensemble de
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ucdavi htm)

v'Les nématodes bactérivores peuvent
exercer un contréle indirect sur la
dynamique de la matiére organique et
la disponibilité des nutriments

Piéces buccales d’un nématode bactérivore

La présence d’espéces arbustives natives affecte-elle la communauté des nématodes et des microorganismes
d’une maniere significative qui bénéficie directement ou indirectement a la fourniture de nutriments pour la
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Piliostigma reticulatumest un arbuste natif trés répandu dans la zone soado sahélienne. S
présence dans les champs cultivés aurait un impastir la croissance des céréales tel que le t
(Pennisetum Glaucum L. Les effets positifs sur les plantes annuelles pwaient étre associés
aux activités et a la diversité des mici-organismes se développant dans la rhizosphere des
arbustes. Ces microerganismes sont déterminants dans la transformationde la matiere
organique et la disponibilité des nutriments dansd sol. Notre obectif est de comprendre I'effet
de la présence de cet arbuste sur l'aptitude catabque et la structure génétiqgue de:
communautés microbiennes du sc

Un dispositif expérimental au champ a été mis en gte a Nioro, situé dans la région de Kaolac
(Sénéga). Cet essai, constitué de 4 blocs randomisés comeat 4 types de traitements : 1) san
plante (sol nu servant de contréle, noté (; 2) culture de mil (M) ; 3) touffe arbustive deP.
reticulatum (P) et 4) Mil associé au Piliostigma (M+P). Les éahtillons de sol sont préleves &
contact des racines au stade d’épiaison du mil dane traitement M. La diversité catabolique a
été étudiée par la méthode MicroRes™ en mesurant le CQ issu de la dégradation par le:
micro-organismes d’'un lot de substrats carbnés. La structure génétique des bactéries et d
champignons a été étudiée par PC-DGGE en ciblant respectivement les régions 16S rDNAt
MITS.

Piliostigma reticulatum entraine une augmentation de la diversité catabolige des micrc-
organismes. Sa présencest corrélée avec une décomposition plus importantgu glucose, du
sucrose, du tréhalose et de I'acide malique. La stcture génétique des communautés fongiques
été modifiée par la présence de cet arbuste sansdifacation de la structure des bactériedu sol.

Piliostigma reticulatumne modifie pas la structuration des communautés b&eriennes du so
mais impacte cependant le fonctionnement microbiepouvant favoriser un recyclage rapide de
éléments nutritifs dans le sol.

Retombées scientifiques

Biodiversité des sols & Compréhension du fonctionmeent biologique du sol dans le
associations culturales

Impacts socio-économiques

Amélioration de la productivité du mil a travers les associations culturale:

Mots-clefs :Piliostigma reticulatumPCR-DGGE, communautés microbienrdsroResy .



Influence de I'arbustePiliostigma reticulatum (D.C.) Hochst (Caesalpinioideae) sur les communatg de
microorganismes et de nématodes d'un sol cultivé anil au Sénégal (Nioro).

Résumé

En zone soudano-sahélienne, les arbustes présamsslel paysage sont souvent utilisés par les piqmsalocales, y
compris en agriculture. En intégrant ces arbustesein des systémes de culture, il est possibiaedisifier les processus
écologiques pour améliorer la productivité prima{pincipe d’intensification écologique). Notre lothése est que
I'arbuste localPiliostigma reticulatum permet d’optimiser le biofonctionnement d’un soltiwé en mil, en s’appuyant sur
les interactions biologiques (microorganismes aetatéfaune) impliquées notamment dans la fourniderautriments.

Notre étude porte sur les communautés microbierfabsndance-activités-diversités fonctionnelle enégigue), les
communautés de nématodes (guildes fonctionnedéed, réseau trophique développé par ces communautéein du sol.
L'échantillonnage a été réalisé dans I'horizon sfigiel du sol (0-10 cm) de quatre modalités chesstlans un dispositif
expérimental existant (Nioro-du Rip, Sénégal) :ol) rau (traitement de contréle, noté C) ; ii) mildqu'il est cultivé seul
(traitement M, mil) ; iii) touffe arbustive (traiteentP, Piliostigma reticulatum), et iv) association mil et arbuste avec une
gestion des résidus de recépage de I'arbuste some fde mulch (traitement M+P). Par ailleurs, urgéementation en
conditions contrdlées permet d'appréhender I'impdetl’apport des résidus de reticulatum sur une population de
nématode phytoparasite de I'espétaticotylenchus dihystera.

Sous la canopée de I'arbuste, le sol présenteusefpites teneurs en éléments (notamment en azoézat) (traitement P
vs. C), une augmentation significative de 'activiiabolique des microorganismes (technique MicrpResnotamment
celle liée au tréhalose connu par ailleurs pourréndans la fermeture des stomates) et une matdh de la structure des
communautés de microorganismes et de nématodes.|®anl de la culture du mil associant I'arbugtieenulch (M+P),
les teneurs en azote minéral sont plus élevées gums certaines activités enzymatiques (uréasdsudfgtase et
déshydrogénase) et I'activité catabolique de l'agidotocatéchique (acide phénolique). Les résuttat®galement montré
une modification de la structure et de la diverdg@da communauté bactérienne totale alors quelpswhampignons, seule
la structure est impactée par la gestiofPdesticulatum dans le systéme cultivé. La structure des assgeblde nématodes
est affectée a travers une augmentation signifieales nématodes bactérivores et une baisse sajivié des nématodes
phytoparasites, notamment la famille des Hoploldaai Notre étude en conditions contrdlées confiteffet nématicide
des résidus dé®. reticulatum sur Helicotylenchus dihystera. L'analyse des réseaux trophiques du sol baséelasur
nématofaune montre pour le traitement M+P une aantatien du niveau d’enrichissement (indicateuraldisponibilité en
éléments nutritifs) et de la complexité de la chaiophique. La gestion d& reticulatum dans le systeme cultivé affecte le
réseau tropique du sol (plus de nématodes bactésivet moins de phytoparasites) et conduit a utemsification des
processus écologiques impliqués dans le cycleadete, et possiblement a une inhibition de lafitadion.

Mots clés :Agroforesterie Piliostigma reticulatum ; Pennisetum glaucum ; Biofonctionnement du sol ; Réseau trophique ;
Nématofaune ; nématodes phytoparasites ; Communbatésriennes ; Communautés fongiques ; Activiteyreatiques ;
MicroResp™ ; PCR-DGGE

The influence of the local shrubPiliostigma reticulatum (D.C.) Hochst (Caesalpinioideae) on soil microorgesms and
nematodes when growing millet in Senegal (Nioro).

Abstract

Sahelian populations traditionally use local shfab various purposes including in agriculture. freging shrub as a
component of cropping systems may intensify ecelgirocesses that sustain crop productivity (refgrto the concept of
Ecological Intensification). We assume that theveashrubPiliostigma reticulatum (DC.) Hochst intensifgoil biological
functioning in millet cultivation by strengthenirlge biological interactions involved in nutrientoting. This work focuses
on soil microbial communities (density, activityergetic and functional diversities), soil nematofataxonomy at Family
level and classification in functional guilds) atite associated soil food web. Top soil (0-10 cm} wallected in four
treatments from an existing experimental desigNiato-du-Rip (Senegal): (i) bare soil (treatmentvégg as a control, C),
(i) millet cultivation without external inputs (NMreatment), (iii) shrub canopy (noted as P Rdrostigma reticulatum) and
(iv) millet andP. reticulatum association with shrub cutting at millet seedlamyl shrub residues kept at soil surface as a
mulch. Furthermore, a mesocosm experiment wasecaauit under controlled conditions in order to datee how shrub
residues affect an inoculum B&licotylenchus dihystera, a plant-parasitic nematode species.

Higher nutrient contents were observed under shamopy as well as significant changes in the atrecdf soil microbial
communities Piliostigma reticulatum also led to significant changes in soil nematoderoanities in comparison to the
control. Catabolic profile test (MicroResp™) revealgdher ability of microorganisms to degrade treksal under shrub
canopy while this substrate is known in other plapecies to control stomate closure under watersstrUrease,
arylsulfatase and dehydrogenase activities wereehigrhen shrub is considered in the millet cultivat These shifts main
dealt with nitrogen cycling. Besides, shrub inteigratin the millet cultivation affected the struatuand diversity of soil
bacterial community while only the structure varfed fungi. The millet and shrub system led to ffigant changes in
structure and taxonomic richness of soil nemataat@nsunities while bacterial feeding nematodes wérausated and
plant-parasitic were depressed (mainly the Hoptaildae Family). The results from mesocosm experinagkhowledged
the nematicidal effect of shrub residues on thentgbarasitic Helicotylenchus dihystera. The analysis of nematode
communities indicated greater values of enrichmiadex when millet is cultivated with shrub whileghier mineral
nitrogen contents were observed in topsoil of gyistem. The integration &. reticulatum in millet cultivation provided
more bacterial-feeders with indirect effect of egen cycling and less plant-parasitic nematodetevidgitter N nutrition can
also come from an inhibition of the nitrificationgeess in soil.
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