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| NTRODUCTI ON  GENERALE

La principale tache du Centre de Ressources Yicrobiologiques
(MIRCEN) de |"Afrique de 1'nuest est de nettre en place une collection
regionale de cultures microbiennes. || centralisera pour |eur conser-
vation et leur utilisation des mcroorganisnes d'intérét €conom que
pour la production d'inoculuns biofertilisants de Rhizobium et de
nmycor hi zes.

Au cours des six mois d' essai, nous avons entrepris de constituer
une collection de culture de Rhizobium La liste des Rhizobium en col-
lection regroupe des souches isolées par |es mcrobiologistes de
1'ORSTOM et des souches provenant d'autres centres de collection de
culture: USDA a Beltsville (USA), N ftal a Hawaii (USA), Nitragin
Company (USA).

Le MIRCEN doit égalenent orienter ses efforts sur |e dével oppe-
ment du nonde rural avec comme objectifs |la préservation et |'utilisa-
tion des ressources locales. A ce titre, Voandzeia subterranea,

véritable ressource protéinique pour |'avenir est une léguminecuse
traditionnell ement cultivée au Sénégal et qui, maintenant disparait
des surfaces cultivables. Dans |'objectif de |"autosuffisance alinen-
taire, nous avons proposé un programe de recherche sur Voandzeia
subterranea dans |le cadre du MIRCEN. Nous avons initie ce progranme
de recherche au laboratoire de nicrobiologie des sols de 1'orsToM a
Dakar .

Enfin, au cours des six nois d essai nous avons term né une
expérience sur |"absorption du zinc par 'cligna unguiculata inocul é avec

un chanpi gnon endonycorhizien a vésicules et a arbuscules {donmus nobsseae
Dans ce rapport, nous aborderons donc trois sujets:
1) Constitution d' une collection de souches de Rhizobium et de
nycor hi zes.
2) Recherches prélimnaires sur la fixation biologique de |"azote
par Voandzeia subterranea.

3) Recherches conplémentaires sur la double inoculation de vigna
ungui cul ata par Rhizobium et {d omus nosseae.




1ére Partie

CONSTI TUTI ON D UNE COLLECTI ON DE SOUCHES
DE RH ZOBI UM ET DE CHAMPI GNONS ENDOMYCORH ZI ENS



; | NTRCDUCTI ON

La constitution d'une collection de souches de m croorgani snes
est une des principales activités du MRCEN. Elle a pour but de nettre
3 la disposition des laboratoires, Instituts de Recherche et industries
ces nicroorgani snes en vue de leur utilisation. De ce point de vue
:La conservation des cultures de mcroorgani smes revét une grande
i nportance pour le maintien d une collection de cultures stables et
actives.

Au MRCEN de |'Afrique de 1'ouest, nous envisageons de constituer
une collection de Rhizobium de Yycorhizes et de Frankia. Actuellenent,

nous avons entrepris une collection de culture de Rhizobium et de
chanpi gnons endonycorhi ziens a vésicules et a arbuscules (Mva).

La constitution d une telle collection de culture nécessite la
tenue d'un fichier pour tous |es mcroorgani snmes. Chaque souche doit
avoir une fiche technique qui fournit tous les renseignenents relatifs
3 la souche: le numéro de la souche dans la collection, la plante-héte,
le lieu d origine, le fournisseur et |les performances synbiotiqucs de
La souche de Rhizobium (VINCENT, 1970). Chaque centre doit dével opper
son propre systeme d'identification des souches de Rhizobium qu'il
détient.

1, CONSERVATI ON DES MICROORGANISMES

1. Enumération des différentes nmethodes wutilisables pour la conservation

des souches de Rhi zobi um

1.1. Gélose._.inclinée (VINCNT, 1970).
On cultive les Rhizobium dans des tubes contenant un mlieu gél osé

incliné. Les cultures de Rhizobium peuvent étre conservées ainsi 2 ans

4 basse tenpérature. Cest une nethode sinple qui vpermet un repiquage

rapide et facile des Rhizobium Elle n'est cependant pas conseillée pour

les trés longues conservations cardes repiquages freéquents augmentent

les risques de contami nation et de oerte de |la souche. De plus, cette

opération exige beaucoup de tenps.



1.2. gélose couverte d'huile de naraffine (VINCENT, 1970)
Elle est trés nroche de |la précédente. Les Rhizobium ayant poussé
convenabl ement sur la gélose inclinée sont recouverte d huile de paraf-
fine sterile. En plus des facilités que vprésente |la prem ere méthode,
celle-ci a |"avantage de dimnuer le risque de dessication de la

culture, donc dimnue la fréquence des reviquages.

1.3. wuéthode deshilles de porcelaine (NORRIS, 1963)
Dans une fiole contenant une suspension de Rhizobium on introduit
des billes de porcelaine stériles. aprés agitation, les billes sont
récupérées et réintroduites dans une deuxiene fiole contenant du
silica=xgél stérile.
Les Rhizobium adsorbéssur les billes de porcelaine sont ainsi
conservés aussi longtenps que dure le silicagel. La durée de conservation

peut atteindre 4 ans.

1.4 Sol sterile
Du sol stérile peut étre utilisé pour conserver des souches de

Rhi zobi um (NUTMAN, 1946; JENSEN, 1961). Cette méthode a |'avantage
d' éviter toute pression de sélection sur les microorgani smes car le

sol est un mlieu conplexe.

1.5. Congel ation des Rhizobi um (American Society for Yicrobiology,

nnnnnnnnn vl . e

1981) .
La congélation 3 -80°c est une bonne nethode conservation.
La durée de vie des Rhizobiumest de t 3 2 ans. Il est cependant

déconseillé d' ouvrir constamment |le congélateur: les grands écarts de

tenpérature sont fatals aux Rhizobium

1.6. Lypphilisation (VINCENT, 1970)
Il s'agit d une congélation des Rhizobium sous vide dans des am

poul es scellées. Cest la neilleure néthode de conservation. LoS Rhizo-
bi um peuvent étre conservés pendant 15 a 20 ans a la tenpérature anbiante.



2. Methode de conservation des chanpi gnons endonycorhi zi ens
Les chanpi gnons endonycorhiziens VA sont des synbiotes obligatoires.

on ne peut pas les cultiver in vitro. Mais on peut nultiplier ces
chanpi gnons dans les racines d une plante-héte inocul ée avec ces nénes
champi gnons: nous faisons prégermer des graines stériles de la plante-
hote dans du sable stérile. L'inoculation par un chanpi gnon endomy-
corhizicn VA consiste ci appliquer 1 g de poids frais de racines infec-
tées par ce chanpignon contre les radicelles de la plantule obtenue que
nous cul tivons dans un sol stérile.

3. Méthode de conservation des microorganismes utilisés au |aboratoire

3.1. Conservation des souches de_Ghizohium
En attendant de pouvoir faire appel a la lyophilisation gui est
actuel l ement une des nmethodes les plus sdres, nous utilisons les 2
méthodes Sui vantes

- la conservation sur gélose et l|la congélation.

3.1. 1. g:orlsc_e_r\{_at_j on _sur uggl ose
Nous avons utilisé a cet effet des boites de Pétri et des tubes
3 vis contenant du mlieu YEM gélosé. Nous avons déposé |es Rhizobium a
la surface de la gélose, puis entouré les boiftes et |les tubes avec de
ia paraffine. Ensuite, nous les avons nmis a incubation a 30°c pendant
le tenps nécessaire pour une bonne croissance. Puis nous avons rangé

lLes boites et les tubes en chanbre froide a 4°c,

3.1. 2. _Copggl at Lorl geg ~Rh_iz_9b1_ug1
Nous avons préleve 2m de suspension de Rhizobium en croissance
exponentielle que nous avons introduit dans |e néne volume de glycérol
stérile contenu dans un pilulier. Nous avons ensuite place tous |es
piluliers dans un congélateur a -80°cC.

3.2. Conservation .des. _souches._ de Chanpignans _endonycotrhiziens VA
Selon la néthode décrite au paragraphe 2., nous mnultiplions les
chanpi gnons endomycorhiziens a veéesicules et a arbuscules dans des
racines de Vigna unguiculata. Les chanpignons endonycorhiziens étant

des synbiotes obligatoires, c'est nar ce orocédé que nous CcONservons
| es deux souches de notre collection 3 onus ntsseae et donus fascicu~

latus.



1. GESTION DE LA COLLECTION DE M CROORGANI SYES

1. Fiche technique d' une souche de m croorgani sne

La fiche technique que nous avons adoptée pour |le YI RCEN est une
variante de la fiche technique internationale proposée par le Centre
Mondi al des Données sur |es microorgani smes (wpc) de Brisbane (VI NCENT,
1982). Elle décrit:

-- des géneralités sur |le microorganisme!systématique, année d' acquisition
par le MQCEN, numéro dans la collection MIRCEN, autres références
de souche;

-- une description de |a nlante-hote;

- |la conposition du sol d'origine:

- les conditions de croissance et |e node de conservation du microorga-
ni sne;

- le spectre d héte du m croorganisne.

Chaque souche de mcroorganisne a une fiche technique come le
nodele ci-joint et porte le nomde la collection MA O (Mircen Afrique
Quest) suivi d'un numéro d' ordre. Une fiche technique de Chizobium pour
chaque espéce de | égunineuse est indiquée en annexe, ainsi que les
fiches techniques des deux souches de nycorhizes.

2. Traitenent informatique

Pour la gestion de la collection de mcroorgani snes, nous avons
utilisé la methode BRADS Il qui est un logiciel de systéne de gestion
par base de données. L'objectif wprincival du BRADS Il consiste a

définir, a créer et a assurer la maintenance des données pernettant
ainsi toutes les applications informatiques possibles sur ces informa-
tions.

Toutes les informations sont actuellenment inprinmées sur une
disquette sinple face, sinple densité par un microordinateur |BV5120
di sponible au Centre de Recherche GOcéanoqranhiquc de Thiaraye (CRODT)
et au Centre National de Recherche Agronomique de Banbey (cwra).

3. Liste des souches. Nous reportons dans ce varagraphe une |iste des

souches de Rhi zobium obtenue par le traitenment informatique.



Exenpl e de Fiche Technique d' un M croorgani sme

GENRE
ESPECE
. NUMERO AU YDC
COLLECTI ON NUMERO SQUCHE
ANNEE D ACQUI SI TI ON
. PREM ERE REFERENCE
DEUXI EME REFERENCE
ANTI CORPS FLUORESCENT DI SPONI BLE
PLANTE D ORI A NE
1. CGENRE
2. ESPECE
3. CULTI VAR
PARTI E DE LA PLANTE
10.1. NODULE
10. 2. AUTRE
11. LIEU D ORIA NE
11.1. PAYS
11.2. REGQ ON
11.3. VILLE
11.4. ALTITUDE (m)
11.5. LATI TUDE
11.6. LONG TUDE
12. COWOSITION DU SOL D ORIG NE
12.1. C'TOTAL (ppm)
12.2. N TOTAL "
12.3. N MINERALISABLE "
12.4. P TOTAL n
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12.5. P ASSIM LABLE "
12. 6. ARG LE (%)
12.7. LI MON n
12.8. SABLE n
12.9. pH kc1l

12.10. pH EAU
13. | SOLEMENT EFFECTUE
13.1.  AUTELR



13. 2. DATE

14. | DENTI FI CATI ON

14.1. AUTEUR

14,2. DATE

15. CONSERVATI ON DE LA SOUCHE
15.1. MODE DE CONSERVATI ON

15.2. M LI EU DE SUPPORT

16. nMIiLieu DE CRO SSANCE

17. TEMPERATURE DE CRO SSANCE

18. CARACTERI STI QUES

19, TEMPS D' | NCUBATI ON

20. ORGANI SME LI BRE

20.1. TOLERANCE AU »pH

20.2. TOLERANCE A LA TEMPERATURE
21. SYMBI OSE RACINAIRE

21.1. TOLERANCE AU pH

21.2. TOLERANCE A LA TE: MPERATURE
22. INFECTIVE SUR
23. EFFECTI VE SUR
24. LABORATO RES QU LA saucHr EST DI SPON BLE.
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1. CONCLUSI ON
Nous avons Vvérifié la pureté de toutes |les souches et nous |es

avons conservées au congeélateur et en chanbre froide. Nous n'avons pas
pu lyophiliser ces souches car |es accessoires indispensables au
fonctionnement du lyovphilisateur ne nous étaient pas parvenus,

Le systéme BRADS || a une capacité limtée. Nous envisageons
actuel lement d' autres systémes de gestion aoplicables sur le mini-ordi-
nateur |BM 5120 pour pouvoir effectuer |'ensenble des opérations
informatiques relatives au fichier.



2éme Partie
RECHERCHES PRELI M NAI RES SUR LA FI XATI ON
BIOLOG QUE DE L'AZOTE PAR VOANDZEI A SUBTERRANEA

11
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1. | NTRODUCTI ON

Dans | es pays en wvoie de développement, il est tres inportant de
dével opper les cultures de |égunineuses riches en pnrotéines qui peuvent
contribuer & |'"équilibre nutritonnel des populations. De ce point de

vue, Voandzeia subterranea constitue une |égum neuse intéressante car
c'est une ressource a ne pas négliger pour les pays de |la zone sem-aride

ouest africaine dans |'objectif de |'autosuffisance alinentaire.

'Tableau 1. Composition nutritionnelle pour 100 g de graines séches
de anJ{}m }ué}lcw-.zne& (rapport BOSTID, 1979)

Cal ori es 412
Proti des (g) 17,3
Lipides (q) 6,7
d uci des (q) 72,2
A notre connai ssance, au Sénégal, il n'y a pas de progranme pour
la culture et |'angélioration des rendenents de Voandzeia subterranea.

Ce sont les raisons pour |esquelles nous avons proposé dans le
cadre du Centre de Ressources Nicrobiologiques (MIrcen) de |'Afrique
de |'Quest un programme de recherche axé principalenment sur la fixation
bi ol ogi que de |'azote par voddzeia subterranea.

En effet 1'inoculation des | égum neuses avec des souches de
Rhi zobium efficientes et conmpétitives pernet |"amélioration de |eur
rendenent sans recourir & |'enploi des enqrais azotés trop colteux.
En Ce qui concerne Voandzeia subterranea, nous avons trés peu de

connaissances sur la fixation biologique de |'azote par cette |egum -
neuse., Elles se limtent & quelques souches de Rhizobium isolées lors
des expériences conduites au NifTal project 3 Hawaii (USA).
Notre programme consiste donc a:
1/ isoler et sélectionner des souches de Rhizobium efficientes
et conpétitives pour |['inoculation de Voandzeia subterranea;
2/ étudier le ré6le des endonycorhizes dans |a fixation biologique
par Voandzeia, subterranea. La sélection des cultivars répon-

dant le meux a la nycorhization pernmet d' obtenir des variétés
rustiques et adaptées aux conditions séveres de |'agriculture
en zone sem-aride notamment.
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Nous avons initié ce programme au Laboratoire de M crobiologie
des Sols de 1'orsToM a Dakar et nous indiquons dans.ce présent rapport
les résultas prélimnaires que nous avons obtenus concernant |[|'isole-
ment et la caractérisation de souches de Rhizobium a partir de

Voandzei a subterranea.

2. MATERI EL et METHCDES

2.1. Pigégeage_de_souches de_Rhi zobium
Dans le sol de la station expérinentai de 1'ORSsTOM & Dakar,
Bel -Air dont nous donnons |a conposition, nous avons semg deux
petites parcelles (2mx 2m) respecti venment avec |les cultivars 78-1 et
79-1 de Voandzei a igbterranea fournis par le service de diversifi-
cation du CNRA de Banbey par poquet de deux graines. Les poguets

étaient distants de 30cm et les interlignes de 60cm

Conposition du sol de Bel-Air surface

ppm G anul onétrie %
c N N minéra- P P assi~ Argile Limon Sable pHKC1 pHeau
total total Ilisable total mlable
3900 340 69 206,8 26,4 6,4 2,7 92,8 6,5 7,2

2.2. lsolement des souches de Rhizobium
VI NCENT (1970) a décrit une méthode d'isolement de Rhizobium a

partir des nodules de |égunmi neuses. Cependant, nous avons préféreé
a la nméthode de VINCENT une autre plus rapide que nous décrivons ci-
dessous. Sous une hotte a flux lamnaire, nous avonsSOi gneusenent
cassé un nodule frais convenabl enent choisi. Nous avons introduit une
oese stérile au centre du nodul e pour prélever des Rhizobium Nous
avons en_suite fait des stries d'épuisenent dans des boites de Petri
contenant du milieu YEM gélosé Stérile que nous avons ms a 3o0°c,
Nous avons observe |les boites de Petri aprés 7 -jours d'incubation.

2.3. Caractérisation des Rhizobium

11 existe plusieurs techniques de purification et de caractérisa-
tion des Rhizobium
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2.3.1. Croissancle sur_mlieu yMA (Yeast Mannitol Agar) (VI NCENT,
1970).

Ce mlieu pernet de définir deux groupes de Rhizobium (i) les
fast gromng et (ii) les slow growmng dont les tenps de génération
sont respectivenent'de 3 a 4 heures et de 8 a 12n d'incubation a 28°cC.

Ile milieu YMA contient par litre: K,HPO,: 0,59; MgsO,,7H,0: 0,2g; NaCl:
0,1g; mannitaol: 10g; levure: 1g; yélose: 159. Le pH est ajusté a

6,8 avec HClsw NabH.

L - - - - ™

Le test de nodulation est une technique qui pernmet une caractéri-
sation absolue des Rhizobium Cest le stade ultime et nécessaire de
tout isolenment. Si des isolats ne peuvent pas nodul er une ou des
| égunmi neuses-hdtes, il ne s'agit pas de Rhizobium Généralement dans
beaucoup de laboratoires, on effectue des tests de nodul ation sur |es
plantes a partir desquelles on a isolé les bactéries et/ou sur des
plantes s'en rapprochant. Nous avons fait un test de nodul ation des
isolats Vs2, Vs3 et 'Vs4 sur le cultivar 79-1 a partir duquel |eur
i sol ement est effectué.

2.3.1.1. Germination des graines
Nous avons stérilisé les graines de Voandzeia subterranea par

trenpage dans MqC12 O,1% pendant 3m. Aprés trois |avages soignheux
avec de |'eau distillee stérile, nous les avons mises a germer dans
des boites de Petri contenant de l'eau gélosée 0,9% Stérile. Les

pl antul es obtenues sont repiquées dans des tubes de G BSON,

2.3.1.2. Culture des plantes dans 1Zles tubes de GIBSON
(GIBsoN, 1963).

Dans des tubes a essai de 30mm de dianetre, nous avons ms du
mlieu de JENSEN contenant par litre d eau distillée: CaHPO | g;
KZHPO4: 290; MgSO4,7H20: 2g; NacCl: 2g; Fec13: 0,lg; solution d4'Oligo-
él éments: Im; gélose: 20 (JENSEN, 1942). 1 litre de solution d'0li-
go- €l énents contient:: HBO, : 2,869; MnSO4,4H20: 2,03g; ZnSO ,7H20:

20: 0,09g.

Le pH du milieu de JENSEN est ajuste & 6,7 avec NaOH.

4
4 2 2 4
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Nous avons stérilisé tous les tubes a |'autoclave 120°c, 20m.
Apres nous avons repiqué les olantules obtenues come indiqué au
§ 2.3.3.1. dans ces tubes & raison de une par tube. Nous avons ensuite
inocul é les plantules de Voandzeia subterranea cv. 79-1 avec 1oml de

culture des isolats vs2, Vs3 et Vs4 contenant 109 bactéries par ni.

3. RESULTATS

3.1 lsolement de_souches de_PRhizobium
Nous avons récolte des nodules sur les deux parcelles apres 1 nois
de culture. Nous avons remarqué pour |es deux cultivars 78-1 et 79-I
de Voandzeia subterranea que les cortex des nodules est blan ou rouge.

Il y avait en général 1 nodule "rouge" pour 15 nodules "blancs".

Nous avons obtenu a partir de ces nodules 10 isolats purs que nous
avons dénomes vsl, vs2, Vs~..... Vsio (tableau 2). Aucun de ces
isolats ne réagit avec les anticorps fluorescents disponibles au

| aboratoire.

3.2. Caracteérisation des _souches de_ Rhizobium
Lors des repiquages successifs sur mlieu yMa pour la purification
des isolats, nous avons remarqué qu'ils étaient tous des slow grow ng.

D autre part, Voandzeia subterranea se pré&te trés bien a une culture

hydr oponi que en tube de G BSON, et, aprés 3 senmines de culture en

serre, nous avons remarqué des nodules sur les plantes inoculées avec
les isolats Vs2, Vs3 et Vs4 (tableau 3).

4. DI SCUSSI ON

4.1. Coul eur des nodul es

- S S R G T M A R R S G A v

La coul eur du cortex des nodul es de Voandzeia subterranea €St un

phénoméne que nous rencontrons pour |a deuxiene fois. Déja en 1982,
nous avions remarqué que le cortex des nodules de Vigna unguicul ata
était beige ou rouge selon la souche? JARA (1981), puis MJILONGOY

(comm. pers.) avaient fait |les mémes remarques sur Vigna unguicul ata.

EAGLESHAM et al (1982) observaient des différences de couleur sur les
nodul es de G ycine max, Arachis hypogaea et Vigna unguiculata. Ces

derniers auteurs ont émis |'hypothése d' un pignent ynthétisé par la
AGUEYE, 1982b
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plante, ou par |le Rhizobium, ou nar |es deux.

En ce qui nous concerne, nous pensons qu'il est treées inportant
d' étudier cette pignmentation nodulaire afin de meux conprendre |es
interactions |égunm neuse-Rhi zobium CecCi pourrait utilisé pour 1'étude
de la conpétitivité des Rhizobium

4.2. lsolement _des_souches_de Rhizobium
Nous n'avons isolé du sol de Bel--Air que 1¢ souches de Rhizobium
a partir des nodul es de Voandzeia subterranea. Ceci est relativenent

insuffisant si nous voulons sélectionner une ou des souches effectives

et conpétitives sur Voandzeia subterranea. Cependant ceci n'est

qu une initiation du programme sur la fixation biologique de |'azote
par cette |égumneuse et |'isolenment de souches de Rhizobium est loin
d étre achevé. Il se fera sur toute |'étendu du territoire Sénégalais.
D autre part vs2, Vs3 et Vs4 sont des souches isol ées au méne
endroit & partir du méme cultivar et a la ménme date. Nous pouvons
penser que Vs2 est différent de Vs3 et de Vs4 car isolés de nodul es
& coloration externe différente. Par contre, nous ne pouvons pas
certifier que Vs3 et Vs4 sont identiques ou différents.
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Tableau 2. Rhizobium iSolés de Voandzeia Subterranea cultivé dans

le sol de Bel-Air.

Cultivars Coul eur des nodul es Rhizobium iSolés
79-1 Bl anc Vs 1 a¥
" Blant Vs | b=
" Bl anc Vs 2
" Rouge Vs 3
" Rouge vs 4
" Rouge Vs 5
" Bl anc Vs 6
" Bl anc vs 1
78-1 Rouge Vs 8
" Rouge vs 9
" Bl anc vslo

®pans | es boftes de Pétri vs1l, nous avons remarqué deux types de
colonies qui repiquées séparénent ont donné Vs la et Vs Ibh.
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Tableau 3. Test de nodulation de Voandzeia subterranea cv. 79-1

cultivé dans des tubes de G BSON et inoculé avec |es
souches de Rhizobium Vs 2, Vs 3 et Vs 4.

Souches Nodul ati on Nonbre de nodul es
Témoi n 0
Vs 2 + 15
vs 3 + 14

vs 4 + 17
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5. CONCLUSI ON

Voandzei a subterranea est wune |eégum neuse tropicale actuellement
sous exploitée au Sénégal. Le département des productions végétales
de 1*1sra a propos6 un progranme de recherche sur cette |égum neuse
a la National Acadeny of Sciences des Etats Unis d' Amérique. Le finan-
cement requis s'élévera & 120.012 dollars US, soit 42.004.200 Francs
CFA couvrant une période de 3 ans.

Le travail effectué au |aboratoire de nicrobiologie des sols
de 1'ORSTOM est une ébauche de ce programme. Actuellenment nous ne
pouvons pas classer |es souches isolées dans la collection de micro-
organi smes car des expériences conplénmentaires doivent pernmettre de
moux les caractéeriser : il nous restea déterm ner |le spectre-d-: mste
de ces isolats, & étudier |leur effectivité & préparer | eur anticorps
fluorescents pour |'étude de la conpétivité. Nous étudierons enfin

| ' associ ati on de Voandzeia subterranea avec d onus npbsseae.

Ceci nous pernettra (i) d étudier la fixation réelle de |'azote
au chanmp par une méthode fiable telle que |'utilisation de 1SN et
(ii) d'envisager la double inoculation au chanp de Voandzeia subter-
ranea avec le rhizobium le plus effectif et le plus conpétitif et

avec Glomus mosseae.




3éne Partie
RECHERCHES COWMPLEMENTAI RES SUR LA DOUBLE
| NOCULATI ON DE VI GNA UNGUI CULATA AVEC
RBI ZOBI UM ET GLOMUS YOSSEAE
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1. | NTRODUCTI ON
Parm Les microorganisnmes du sol qui interviennent dans la nutri-

tion des plantes, les nycorhizcs & vésicules et & arbuscules (VA
occupent une place privilégiée. Ces MVA, en s'associant aux wvplantes,
stimulent leur croissance. La stinulation de la croissance de la
plante est |a conséquence d une anglioration de 1'absorotion des
él éments mnéraux, principalement |e phosphore (MOSSE, 1973) et des
oligo-eléments tel que le zinc (cinMorE, 1971) dans les sols pauvres
en ces élénents.

Lors de la préparation de notre these de doctorat 3eme cycle, nous
avons abordé quel ques aspects de la nutrition minérale de Vigna ungui-
culata cv. 58-185 doublenent inoculé avec |la souche de Rhizobium

ORS 407 et avec la souche de chammignon endonycorhizien VA, donus
mosseae. Dans ce rapport nous présentons des résultats conpl énentaires
en ce qui concerne la nutrition en zinc.

2. RAPPEL, DU MATERI EL ET DES METHODES UTI LI SEES.

2. 1. Souclj_es gg

. U A,

mi 6,001

LR Y

- - - - - - -

Nous avions utilisé la souche de Rhizobium ORS 407 qui est la
plus effective et la plus conpétitive parm huit souches de Rhizobium
ét udi ées (GUEYE, 1982b).

2.1.2. Souche de_chanpi gnon sndomycorhizien VA
Nous avons utilisé une souche de chamignon endomycorhizien VA,
d omus nosseae provenant de la station expérimentale de Rothansted

(Angleterre).

2.2. Cultivar de_Vigna _ upaujcyhata

-y

Nous avons utilisé un cultivar de Vigna unguiculata Cv. 58-185
fourni par le Centre de Recherche Agronom que de Banbey.

2.3 sol
Nous avons axé nos études sur un type de sol: le sol Dek prélevé
a Banbey dont les principales caractéristiques vhysico~-chimiques sont

résumées dans |le tableau 4.
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2.4. Qultdre. des_pl.antes

2.4.1. Cermination_ des graines

Nous avons steéerilisé les graines comme indiqué au § 2.3.1.1. de
la 2éne partie. Les plantes obtenues sont repiqu&es dans des pots en
terre cuite de 18cm & raison de 2 var pot.

2.4.2. CQulture des plantes dans les oots en _tecre cuite

Le sol | égéremnent h-l‘,lm_drf rew(apBrGX|_rr1;t|uve;re;lt—50% de la cavacité
au chanp) a été réparti dans des pots en terre cuite de t8cy de
diametre a raison de 1,5 kg de sol par pot. Les pots renplis de sol
et recouverts de papier “"graft“ ont été ensuite stérilisés a |'auto-
clave pendant 1 heure a 120°c. Nous avons repiqué les plantules obte-
nues comme indique au § 2.4.1. dans ces pots a raison de deux plantules
par pot. Nous avons arrosé quotidi ennenment avec i1ooml d' eau du robinet.
En plus une fois par semaine, nous avons arrosé avec 100 m de sol u-
4,7H20:

90 g¢; K,50,: 87g; cacl 5 r2H,0: 147 g; Fe- EDTA: 2g; solution d‘oligo-
él éments: In. La solution d oligo-élénents renferme oar litre:
Mn304,4H 0: 2,23g; Cuso 'SHZO 0,24q; ZnSO‘_1,7H2(): 0,20g; H_.BO 32 3,10q;

4 3

Na204Mo 2H20 0,25 G. NaCl: 5,9g. La solution HEWTT employé pour

|"arrosage a été diluée au quart. Tous les pots ont été placés en

tion HEWTT sans azote ni phosphore contenant par litre MgSo

plein air sur des tables (h = 1im) pour éviter toute contam nation
ultérieure causée généralement par les vents de sable.

2.5. Mthodes _d'inoculation

2.5.1. Lnoculatinn avec la souche de Rhizobium
Nous avons inocul € chaque plantule par 2m d'une suspension de
Rhi zobi um ORS 407 provenant d'une culture pure agse de 7 jours con-

t enant 109 bactéries par m.
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Tabl eau 4. Caractéristiques physico-chimques du sol Dek de Banbey

ppn Granulométrie %

C N N mnéra- P P assi- Argile Linon Sable pHKCL pheau
total total lisable total milable

5100 380 103,5 74,8 4,4 6,4 7,3 86,3 7,0 7,8

Toutes ces analyses ont été effectuées au |aboratoire de chime de
1'orsToM de Dakar. Les caractéristiques sont identiques aorés
stérilisation,
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2.5.2. Inoculation _avec @ onus_ nosseae
Nous avons inocul € chaque plantule avec 1 g de poids frais de
racines infectées par G onus nosseac selon la péme méthode décrite

au paragraphe 2 de |a deuxi éne partie.

2.6. Détermination de la fréquence et de |'"intensité d'infection

e v e M S AT TR RS W R GG i S TS S S e pie A S M W e TR s et e e Y SN P TR Gl T S WY e e e e e e g A o e

D une plante de Vigna unguiculata agée de 7 semaines, npous avons

récupéré des fragnents du systeme racinaire que nous avons colorés

au bleu de trypan selon |la nméthode de PHILLIPS et HayMAanN (1970).
La fréequence (F) et 1'intensité (1) d'infection nycorhizienne

sont déterm nées ainsi

nonbre de fragments infectés

b= nonbre total de fragnents x 100
observes
| = | ongueur infectée du fragnent

[ongueur totale du fragnent infecté? x 100

2.7. Dosage de | azote
Les parties aériennes des plantes Sont séchées & | ' étuve 60°cC
pendant 72 heures jusqu'a poids constant et |'azote total des
parties aériennes des plantes est détermné par |la nethode de

KYELDAHL.

. A S e Lm E W R R TR s WA am T me M

Les plantes sont séchées come nrdacédemment et |e phosphore
total de la plante est déterm né par rapport a une game étalon a

partir de solutions connues KH, PO

,PO, neél angées a HNO .

2.9. Dosage.du. zinc
Le zinc a été dosé par absorption atomique au |aboratoire des
Services Scientifiques Centraux de 1'orRsToM & Bondy (FRANCE) selon
la néthode d' atom sation électrothernique (piNTn: 1968 et 1973).

2.10. Analyses .statistigues

2.10.1. Test de DUNCAN (1955)

Nous avons utilise le test de DUNCAN au risque de 1% ou 5% pour
| a conparai son des noyennes.



2.10.2. Analyse factorielle

- - w - . - -~ »
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Nous avons également fait une expérience factorielle du type

(3"

m désigne |le nonbre de facteurs & trois niveaux;
n désigne le nonbre de facteurs a deux niveaux;
r désigne le nonbre de traitenents.
L' anal yse de cette expérience a été conduite suivant
VAN DEN DRI ESCHE (BECK et nl., 1969).

x 2™ x r en un seul bloc de k unités dans |aquelle:

| a méthode de
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3. ABSORPTI ON DU ZI NC
Des résultats obtenus lors de |la préparation de notre thése de
doctorat ont nmontré qu'il existe une interaction entre |'apport de

zinc et celui du phosphore sur |e poids sec des parties aériennes de
Vigna unguicul ata, cv. 58-185.

Nous rappelons g ue nous avions initié une expérience factorielle
a six répétitions pour étudier la réponse de Vigna unguiculata

CV. 58-185 cultivé dans le sol Dek de Banbey stérile a |la mycorhi-
zation avec {d omus nosseae en présence de différentes doses de phos-

phore et de zinc. Les différents facteurs &tudids étaient |es suivants:
- facteur A (doses de zinc): O (Zno), 2 (znz) ou 5 ovpnm (Zns);

«~ facteur B (doses de phosphore): 20 PZO) ou 80 ppm(Pso);

- facteur C (Glomus ni osseae): absence (NM ou présence (M).

Toutes les plantes ont été inocul ées avec la souche de Rhizobium

ORS 407.

Les résultats récapitulés au tableau 5 ont été interprétés en
utilisant la méthode statistique de VAN DEN DRIESSCHE (BECK et_al_,
1969) .

Nous rappel ons égal enent que |les plantesnon mycorhizées n'ont
pas été contaninées. Le facteur A (apportde zinc aux doses de 2 et
5 ppm) a exercé un effet favorable sur quatre oaranétres étudiés;
poi ds sec des nodules, azote total, phosphore total et zinc total
des parties aériennes. Les résultats indiquent un effet ovrincipal
significatif (p = 0,05) libre de toute interaction de 1l'apport de
zinc sur ces paranmetres (tableau 6), ce qui indique que la faible
concentration du zinc est un facteur limtant dans |le sol considéreé.

4. CONCLUSI ON
Nous avions déja précisé que (donus nobsseae stinulait la crois-

sance de Vigna unguiculata en améliorant 1l'absornmtion du phosphore par
| a pnlante (GUEYE, 1982b).

Par une approche m crobiol ogique, nous avons ms en évidence
la carence en zinc du sol Dek de Bambey. L'inoculation avec d onus
nosseae peut pernettre une neilleure exploration de
cet oligo-élément peu mobile et améliorer ainsi son absorption par
Viggaui cul at a.
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Enfin, dans les sols du Séenégal, |'inoculation avec |es champigons
endonycorhiziens tels que G onus nosseae peut €tre un facteur
d' amélioration de 1a croissance et de la nutrition des plantes. Déja
des résultats satisfaisants ont &té& obtenus au chanmp sur la fixation
de |'azote par le soja inoculé avec donus nosseae dans les sols de

| a Casamance (GANRY et al., 1982).
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Tabl eau 5. Poids sec des parties aériennes et des nodules, nNtotal.,
P total et zn total de Vigna unguiculata cultivé sur so
Dek stérile pendant 54 jours, inoculé (FI) ou non inoculé

(NM) avec G omus nposseae pour différents niveaux de P et

Zn.

Traitement Poids sec Poi ds sec N total P total zZn total
parties nodul es (mg/plante) (mg/plante) (ug/plante)
aériennes (mg/plante)

(g/plante)
ZnOP20 NM 3,40 90,00 75,60 2,80 57,80
ZnZPZO NM 4,00 101,00 84,80 2,92 81,32
Zn5P20 NM 3,60 94,00 78,90 3,10 99,50
Zn,, @O NM 4,30 108,90 91,52 3,38 70,20
Zn,Po NM 5,60 123,00 103,35 3,77 153,04
zn, %0 NM 5,40 113,20 95,03 3,51 172,80
ZnOP20 M 3,80 123,50 103,74 3,84 79,80
ZnZon M 4,30 126,70 106,40 3,88 1le,10
ZngP, M 4,50 137,10 115,08 4,25 162,00
ZnoP80 M 4,90 161,90 136,05 5,03 75,11
Zn2P80 M 6,20 195,80 164,40 6, 00 165,29
Znsp80 M 6,05 197,47 165,75 6,13 169,54

Pour la signification des abréviations, voir texte.
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Tabl eau 6. Effet principal de |'apport de 2Zn sur le poids sec des
nodul es (mg/plante) et sur N total. (mg/nlante), Ptotal
(mg/plante) et Zn total (ug/pvlante) des parties aériennes

de vigna unguiculata cv. 58-185 cultivé dans 1le sol pek
de Bambey sStérile.

Apport de zinc Poids sec des nodules N total P total Zn total
(ppm) (mg/plante) (mg/plante) (mg/plante) (ng/plante)
0 121,07 101,72 3,76 70,72

2-5 136,03 114,21 4,19 142,44
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CONCLUSI ON  GENERALE

La nmise en place du programme YIRCEN au Sénégal nécessitait une
condition prinordiale: la constitution d une collection de culture
de mcroorqgani smes. Nous avons constitué cette collection qui a la
particularité d étre |'unique MIRCEN a disposer de souches de cham
pi gnons endomycorhi ziens & vésicules et a arbuscules.

Cette collection de Rhizohium et de nycorhizes est actuellenent
au | aboratoire de mcrobiologie des sols de 1'orsToM a Dakar. 11
appartiendra aux responsables du MRCEN de |"'Afrique de 1'Quest
| -~ de transférer et d entretenir la collection au centre d' accueil

du MRCEN, actuellenment le Centre de Recherche Agrononi que de

Bambey;

2 - de demander un nunéro de collection au Centre Mndial de Données
sur |les mcroorganisnmes (wnc) a Brisbanc.

Ainsi |le MRCEN de |"Afrique de 1'nuest fera partie intégrante du

réseau nondial des NIRCENS en tant que centre de collection de

cultures. Le catalogue des souches de microorgani snes sera publié

trés prochai nenment.

Le nrogramme du YIRCEN se poursuivra conforménment au calendrier
de travail que nous avons élaboré et que nous avons déposé au
departenent des produetions végétales. Pour nener & bien ce progranme,
il est nécessaire et urgent de lui affecter un personnel satisfaisant
en qualification d abord, en nonbre ensuite. A ce titre nous proposons
le recrutement d'un technicien supérieur dans |le cadre du M RCEN
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ANNEXE

FI CHE TeEcuNIQUE DES SOUCHES DE RHIZOBIUM
ET DES CHAMIGNONS ENDOMYCORHIZIENS
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