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PRODUCTI ON D I NOCULUM DE RH ZOBI UM AU SENEGAL
Mamadou GUEYE, M RCEN CNRA, B.P. 53 Bambey, Sénégal .

1. Introduction.

L'azote, aprés |'eau, est le facteur limtant de la production
végétale, et ceci, bien que la réserve disponible soit quasi infinie
puisqu'il s'agit de |'azote atnosphérique (Burns et Hardy, 1975).

at nospheére 3,9.10%t.
terre, ners, seédinments marins 24,5.108¢.
roches sédinentaires et primires 193,4.109¢%.

Tout ef 0i s, sous sa forme ol éculaire, |"azote ne peut étre
directenent utilisé que par |es mcroorganisnes fixateurs, libres ou
vivant en synbiose avec certaines plantes, |égum neuses notanmment
(Fig.1). Ce processus est appelé fixation biologique de |'azote
(FBA). Les microorganismes fixateurs , Rhizobium en particulier, qui
se trouvent a |'intérieur des nodules, tirent de la plante les
éléments nutritifs et |'énergie nécessaires a leur croissance et a
| eur dével oppenent; en retour, | es Rhizobium fixent |'azote
at nosphérique qui est alors netabolisé par la plante--hote. La FBA est
un processus anaérobique; la nitrogénase en est |'enzyme responsable
. il réduit |'azote moléculaire (Nz) en ammpniac (NHs) (Fig.21

La FBA pernet donc |la croissance des plantes sans recourir a

|"enploi des engrais minéraux azotes trop colteux : il s'agit d une
véritable économe de |'azote. Cel a explique pourquoi beaucoup de
pays, particuliérement ceux en dével oppenent f our ni ssent

d inportants efforts pour |a promotion et |'anélioration de la FBA
par la collection des Rhizobium et la production d'inoculum dans |es
| aboratoires tels que les Centres de Ressources M crobiologiques
(MIRCENs).

2. Production d'inoculum de Rhi=bjium.

La preniére étape de |a production d'inoculum est d' obtenir
une souche de Rhizobium pour la ou les |égum neuses a inoculer. Trois
conditions doivent étre renplies pour produire un inoculum avec la
souche de Rhizobium obtenue :

- |a souche de Rhizobium doit étre trés effective, c’est a
dire trés apte a fixer |'azote dans le nodule de la |égum -
neuse pour laquelle |'inoculum est reconmmande.

--. la souche de Rhizobium doit étre tres conpétitive, c est a
dire, qu' en présence d autres souches de Rhizobium, elle
doit étre tres apte a fornmer des nodules sur |le systene
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racinaire de la légumineuse pour laquelle 17 inoculum est
reconmandé.

- l'a souche de Rhizohium doit présenter un taux de survie
trés €levé dans le sol.

2.1. Sélection des souches de Rhizobium.
2.1.1. Choix des souches de Rhizobium.

Les souches de Rhizobium les plus performantes pour une
| égum neuse poussant dans une zone donnée sont |e plus souvent celles
isol ées & partir de zones ayant des conditions sinmlaires (Chatel et
G eenwood, 1973; Chat el et Parker, 1973). Cependant, il n'est pas
exclu de tester 1 effectivité et la compétitivite des souches de

Rhizobium isol ées dans des zones particuliéres.

Bien qu'il n'y ait pas de nilieu de culture sélectif pour
isoler les ERhizobium, Iles méthodes d'isolement ont été décrites par
plusieurs auteurs (Vincent, 1970).

2.1.2. Test des souches de Rmimleisssm en chanbre de croissance et en
serre .,

Les premeres étapes de la sélection des Rhizobium doivent

étre effectuées en environnent contr6lé. Plusieurs systemes sont
enpl oyés pour etudier |es associations Rhizobium x |égum neuses en
conditions contr6lées (Vincent, 1970; Bergensen, 1980) : les tubes

G bson sont en général employés pour les petites graines alors que
les jarres Léonard et les pots |e sont pour |es grosses graines.
Quel que soit le systéme, les solutions utilisées pour la nutrtition
des plantes doivent étre totalenment dépourvues d' azote. Dans |e cas
des jarres Léonard et des wpots, les plantes sont arrosées avec de
| eau stérile.

Les plantes doivent étre récoltées quand des différences tres
nettes sont visibles entre les plantes inoculées et |les plantes non
i nocul ées. La FBA est alors estimee par le poids sec des parties
aériennes et/ou |'azote total de ces parties aériennes.

2.1.3. Test des souches de Rhizobium au chanp.

Les essai=s au chanp destinés a étudier |es associations
Bhizobium x légumineuses représentent 1*étape ultinme pour estinmer
l’effectivité et la conpetitivité d une souche de Rhizobium ainsi que
son aptitude a survivre dans le sol. Plusieurs précautions doivent
étre prises avant de nettre en place |'expérience au chanp

- sélection des sites : le site doit étre honpgene, pauvre




en azote et renfermant une faible population de Rhizobium
( 102 Rhizobium par gramme e sol).

- application des engrais : |la FBA ne s'exprime pas si |le sol
est déficient en éléments essentiels pour la croissance des
pl antes.

La FBA est estimée par la nodulation, |e poids sec des parties
aériennes, |'azote total et le rendenment en grains.

2.2. Production d'inoculum
2.2.1. Culture des Rbhizobium.

Les Rhizobium sont cultivés dans un nilieu classique de Yeast
Extract Mannitol (YEM) qui contient par litre d eau distillée
manni t ol : 10g; K2HPO4 : 0,Bg; NaffL 0,1lg; MgS04,7H20
0,2g; extrait de levure : 1g. Le pH du milieu est ajusté a 7,2.

Les Rhizobium peuvent étre cultivés dans plusieurs types de
récipients : erlens, ballons, fernenteurs.

2.2.2. Production en mase.

Pour avoir une culture de Rhizobium de forte concentration, on
utilise un fernmenteur. Une préculture dans un erlen est nécessaire
avant ["utilisation du fernment eur. La préculture est ensuite
transvasée dans le fermenteur a une proportion de 10% La culture est
aérée par un courant d'air stérile et |la température de croissance
est conprise entre 25 et 32°C

Il y a plusieurs types de fernenteurs allant des grands
prototypes sophistiques, stérilisables a |a vapeur aux fernmenteurs
trées sinples et autoclavables (Fig.3).

2.2.3. Conditionnenent de |'inoculum
Un bon support d'inoculum doit avoir un pouvoir absorbant tres

élevé et étre non toxique aux Rhizahium facilenment stérilisable,
di sponible en grande quantité, peu coGteux et pouvant adhérer treés

facilement aux graines. Il y a plusieurs types de supports : tourbe,
boue filrée, argile, lignite, vermculite et certains polyneres comre
|"alginate trés récenment introduit dans |e marché. Cependant, la

tourbe reste le support le plus utilisé.

Au Sénegal , deux types de support sont utilisés pour
conditionner les inoculunms produits : la tourbe et |"alginate.
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2.2.3.1_ La tourbe,

I1 existe au Sénégal un trés grand gisement de tourbe. Cette
tourbe est trés acide et nécessite une neutralisation préalable.

Apres séchage au soleil, la tourbe prélevée est neutralisée par
addition de chaux vive dont la quantité varie en fonction de
|"acidité de la tourbe preéelevee. Ensuite,la tourbe est finenent
broyée, puis autoclavée a 120°C pendant 2h et répartie en sachets de
100, 200 et 300g. A partir du fernmenteur, un vol une adéquat de
suspension de Rhizobium est alors introduit dans chaque sachet. Apres
cette opération, de petits trous d aération sont amenagés sur |es
sachets avec une aiguille. Les sachets sont ensuite laissés a la
tenpérature anbiante pendant 7 jours. Ils sont ensuite récupéerés et

conserves a 4°C jusqu'a utilisation.
2.2.3.2. L alginate.

L alginate est un polymére de polyacrilamde. La suspension de
Rhizobium est mélangée & une solution d alginate 4% (v/v). Ensuite,
|l e mélange est versé goutte a goutte dans une solution de CaClz 2%
Il se forne des billes d'alginate dans |esquelles |es Rhizobium sont
i nclus. Les billes sont ensuite séchées sous un flux d air de 20 a
30°C pendant 24h.

2.2.4. Survie des Rhizobium dans |e support.
Quel que soit |l e support utilisé, |es Rhizobium doivent

conserver | eur pouvoir infectieux le plus longtenps possible au cours
du stockage et méme aprés |-application dans le sol ou sur les
graines. Il est nécessaire de vérifier | a survie des bactéries dans
| i nocul um i mrédi atemrent avant |'application de celui-ci au chanp.

Les inoculuns de tourbe produits au Sénégal présentent en
général un taux de survie de |'ordre de 60 a 70% alors que les
I noculuns d'alginate ont un taux de survie de |'ordre de 80%

3. Concl usion,

La production d“inoculum conporte de miltiples et variables
aspects : sélection et culture des souches de Rhizobium préparation
des supports et contrdle des facteurs affectant la® survie des
Rhizobium dans |les supports, contrdle de la gualité de 1’ inoculum.

Le contréle de la qualité des inoculunms est un aspect

fondanental qui doit garantir |'utilisation des inoculums par |es
consonmat eur s. C est pourquoi, i1 doit étre effectue par des
| aboratoires appartenant aux pouvoirs publiques en vue d'apporter un
cachet officiel a 1 uftilisation de tout inoculum produit ou

introduit.
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Au Sénégal, un programme de contrdle de la qualitée des
i noculuns de Rhizobium a été ms en place a |'Institut Senégalais de
Recherches Agricoles (ISRA), dans |le cadre du programe M RCEN.
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