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mz= AVANT PROPCS wz=

Ce travail est une partie dlune étude qui a été réalisée dans le
| aboratoire de Microbiologie de 1'INRA de Dijon sous |es directives de
Mademoiselle AMARGER, Maitre de Recherches & 1'INRA (France).

It afait |'objet d"un ménoire soutenu le 18 mars 1980 en vue
d' obtenir le dipldme d'ingénieur de 1!'Ecole Nationale d'Ingénieur des Techw

ni ques Agricol es de Dijon~Quétignye



1 = INTRODUCTION

Dans les pays tempérés, les souches de Rhizobium autochtones sont
généralement efficaces : en Il-rance les souches de Rhizobium _meliloti sont d'une
efficience moyenne ou élevée (OBATON, 1975) et celle de Rhizobium leguminogarum
intermédiaire (AMARGER, 1974). En outre le nombre de ces souches natives varie
trés peu d'une saison de culture a l'autre. Par contre les rhizobium tropicaux
sont fréequemment inefficients a cause des conditions extrémes du milieu et des
particularités propres aux légumineuses tropicales (OBATON, ...... . Dang ces zones,
la richesse des sols en populations rhizobiales est sujette a d'énormes fluctua-
tions en cours d'annéee

Au Sénégal, peu d’investigations concernant le niveau 4! efficience des
souches de Rhizobium cowpea, Notamment celles spécifiques de l'arachide, ont été
réalisées, Quelques travaux (JAUBERT, 1951 et 1952 ; OULIE, 1971 j SARA, 1981) ont
montré que les souches autochtones présentes dans les sols sont d'une efficience
trés variable selon la légumineuse~h8tes Cependant, on ne dispose d'aucune donnée
concernant le nombre de Rhizobium présents dans les solse

Dang cette premiere étude, nous avons réalisé un sondage afin d'avoir
une idée des populations rhizobiales spécifiques de l'arachide. Ce sondage porte
sur trois échantillons de terre provenant de localités différentes et sur lesquels
nous avons dénombré les Rhizobium et isolé des souches er. vue de tester leur effi-
cacit é symbiotique,

2w LSOLFMENT DE SOUCHES

21 = Matériel

Ies échantillons de terre utilisés proviennent des localités suivantes :
Bambey, N¥ioro , ILouga et Thilmekhae. Un échantillonnage moyen de plusieurs préléve=
mentg a I'horizon 0-20, a été effectué dans des champs de paysanse

Deux variétés darachide sont utilisées pour ce test ; il s'agit de la
variété 73-33 gemi tardive (110 jours) et de la varidté 73-30 précoce (90 jours),

22 = Technique : Prégeage des Rhizobium

Lorsqu’une légumineuse est mise en culture dans un sol contenant les
Rhizobium spécifiques, elle forme des nodosités visibles an bout d'un certain temps
de végétation. Ces nodoeités sont prélevées (aprés 2 mois de végétation) et désin-
fectées avec une solution aqueuse de Hgel? & 1% pendant 5 minutes, et rincées 7 fois
4 1'leau stérile. On fait ensuite une suspension nodulaire avec chaque nodosité et
celle-ci est ensemencée dans une boite de pétri contenant du milieu de culture gelosé.
Apres incubation & 28°C dans une chambre de culture, des coclonies bactériennes appa-
raissent au bout de 8 & 15 jours et elles sont purifiées par étalements successifs.

2% = Résultats = Discussion

Plusieurs souches ont été isolées des différents sols a partir des nodo-
sités. Mais seules ont été gardees celles ayant induit la nodulation sur Macroptigs
Jium . atropurpureum (tableau n° 1) ;on sait, en effet, que les Rhizobium du groupe
cowpda forment des nodosités sur Megtroge *{vaum atro . (Vare siratro) (VINGENT, 19.70)
et que le Rhizobium de 1 ‘arachide (irachisihypogeatie de ce groupe.

Nous avons utilisé cette légumineuse & petites graines, faeilement culti-
vable en tube, pour avoir assez rapidement des résultats et par défaut 4'une technique
rapide de culture de l'arachide (légumineuse a grosses graines). Uependant il n'a pu
#tre prooéddé & wm isolement d'un nombre important de souchess Cecl powrreit étre df a
la prelifération de contaminents qui masquent ou inhibent la grolssanee du Fhizobiume
hingi pour lec sol de Thilmsnkha aucune souche n's’ pu @fre losléc & partir des quelques
nodcsités prélevées.
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3 ~ ESTIMATION DES RHIZOBIUM DANS LE SOL

Afin destiner la richesse du sol en Rhizobium, nous avons réalisé un
sondage portant sur 4 échantillons de sols sur lesquels nous avons dénonbre Ies
Rhi zobi um par |a méthede des dilutions successives,

31 w Ngtériel
Ies échantillons de terre de Bambey, Iouga, Ni oro et Thilmekha sont utilisés.

Comme Pl at e-test, nous avons utili sé Macroptillium atropurpureume .

32 = Technique

Les graines désinfectées, sont semées dans des tubes de 22 nm de diametre
et 220 nmde long contenant 30g de sable additionnés de 6 m de mlieu Pochon |iquide
dilué au 1/4 (1'ensemble du tube étant stérilisé & 120°C pendant 20 minutes, avant le
sems des graines). A la levée des plantes, on les inocule avec les différentes dilu-
tions a raison de 4 tubes par dilution. Au bout de 4 a 5 semaines,. le nonbre de tubes,
ou les plantes sont nodulées, est conpté et |le nonbre |e plus probable (Npp) de Rhizo-
biumdans la dilution de départ, nous est donné par |es tables de VINCENT,

On vérifie atabord la validité de cette méthode en effectuant des dénonbre-
nents paral |l éles sur boite depétri et sur tube préparé come décrit plus haut a par-
tir de suspensions bactériennes de 2 souches spécifiques de |'arachide : GU1et GUjg.

Les résultats de ce test prélininaire sontles suivants

A
' Souches ’ Sur boite , Sur tube ;
| 1 . | T . R |
1o ,Bacteries 5 \ g ~Intervalle de confiance a 95 % }
po 1 par 11396 x 107 | 945 x 10 12,05 x 1OB< I <44,46 x 108 |
1 I ml ! | ! |
| ] e - . . |
! Bactéries ; . yIntervalle de confiance & 95 % ‘
g bopar b gy x 109 2,5 x 109 | o ‘
17419 I ml LA ! =1 ! X 10 X 109 1

_On obtient donc le néne nonbre de bactéries pour chaque souche, ce qui nous
autcerise a utiliser le Macroptillium atropurpureum pour dénonbrer |es Rnizobium de
| arachi de.

33~ Résultats = Discussion

. Les résultats obtenus pour |es dénonbrements des Rhi zobi um cowpea des
echantillons de terre sont représentés dans le tableau ci-dessous.

L . . oy ! ! . s |
yEchantillonsHumidité % *PH |Nombre plus probable Iimite de confiance N.P.Ps a ,

(deterre  ,de terre ; (N.P,Pa) de Rhi zobi um;95% “

| yfraiche ‘ par g de terre seche. ,
T ! ! ) 1

| BAVBEY 040 58, 1,0 x Id 12,60 x 102 {N.P.PuL3,8 x 103 |

t T i : , .

s TOUGA L0425 5,7 5,9 x 107 1195 X 103 W.2.2. (3,2 x 10
|

! ! |
! ! . |
yNI0RO 0,25 15,3 , 3 18y1 & N.PuPu & 120 ‘,
1 ] 1 .
bmrTagn . 9 75 15.2 . 3% ‘8.7 ¢ N.P.P. < 120 |
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Les échantillons de terre en provenance de Bambey et de Louga contiennent
environ 103Rh/g de terre alors que ceux provenant de Nioro et de Thilmakha sont trés
peu peuplés en Rhizobium : 30 BRh/g terre séche.

L'abondance de la population rhizobiale dans ces sols semble &tre de niveaux
différents. Dans les zones de Nioro et de Thilmakha, le nombre de Rhizobium peut &tre
un facteur limitant pour 1'établissement d'une symbiose fixatrice d’azote auquel cas
I'inoculation de souches efficientes est intéressante. Par contre les sols de Bambey
et de Iouga semblent bien pourvus en Rhizobium ; dans ce cas l'inoculation bactérienne
n'est pas indispensable, si toutefois les souches autochtones sont efficaces.

Ces résultats apportent des éléments intéressants dans les études de 1'éco~
logie rhizobienne et meériteraient d!'&tre confirmés avec des échantillons de taille
pl us importante afin de vérifier si les résultats obtenug traduisent bien la variabili-

té inter-zone.
4 . ETUDE COMPARATIVE DE L!EFFICIENCE DES SOUCHES DE RHIZOBIUM NATIVES

Cette étude a pour but de sélectionner des souches de Rhizobium spécifiques
de larachide pour leur capacité & fixer Noe

41 « Mgth utiligée

L'inoculation bactérienne, de plantules cultivées dans un substrat inerte
dépourvu d'azote minéral, permet d'apprécier le degré dlefficience des souches. L'a-
zote de la plante ne provient que de la fixation, hormis l'azote des réserves de la
graine. Dans ce cag,y la C:roissance de la plante est fonction de la quantité d'azote
fixé, donc de 1l'efficacité de la souche de Rhizobium.

42 - Matériel expérimental

« La variété 7330 semi-précoce et bien adaptée & la sécheresse, est
utilisée.
+ Une souche d'efficience connue sur_Arachis hypogea, en 1'occurence la

CB 756, est testée avec des souches naturelles originaires du Sénégal et des mutants
résistants a la moyenne. Ces souches sont les suivantes :

: e ! . 1

SENEGAL Mutants resistants jAustralie ,Guadeloupe 4
1 1 , va la neomycine ' : :

"BAMBEY IOUGA ; NIORO ; * ! ,

— e =

— —

1 ]
!B 36  Is5 | NOG
f | |
1837 | Tos N33

! | !
y B3 4 Ipg 4 Ny

% Souche isolée par le Dr. SCHMIDT, professeur a l'université du Minnesota.

. Des pots en matiere plastigue munis a leur base de tuyau en caoutchouc pour
permettre la percolation, sont désinfectés & 1'eau de javel et remplis de perlite et de
gravier au fond.

Le dispositif expérimental est une randomisation totale aveec 3 répétitions.

43 - Reéalisation de 1'essai

Les graines sont préalablement désinfectées par trempage dans une solution
d'hypochlorite de calcium a 6,7 % pendent 30 minutes et rincées 8 fois a 1'eau stérile,
Ensuite elles sont semées 4 raison de 6 graines/pot et le:; plantes sont ramenées a 3
par pot & la levée.
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L'inocul ation est faite avec10ml de Suspensi on bactérienne soit 1'équi-
val ent de 1010 Rnizobiug/pot (So0it 3,3 x 107 Rhizobium/plante).

Les plantes son-t cultivée s en serre ol la tenpérature et |'humdité sont
control ées. Ig nutrition mnérale est assurée par un apport de nilieu minéral liquide
sans azote.

44 = Résultats « Discussion

Tes résultats de l'ensemble de |'essai ainsi que |'analyse et la conparaison
des noyennes des souches sont données dans le tableau 2. Cette analyse fait ressortir
un effet "souche" trés hautement significatifs Im comparaison des nmoyennes par le test
de Newman et Keuls permet de distinguer doux groupes de souches qui différent signifi-
cativenment ;

~ Un groupe de 2 souches B209 et N33 inefficientes j

- un groupe de 14 souches efficientes dans |esquels | es souches extrémes
sont différentes.

On peut noter que les trois meilleures souches sont isolées a partir dtun
méme sol, celui de Bambey. En effet, si 1'on exprime l'efficience de chaque souche en
pourcentage de |a souche ¢B 756, jugée bonne fixatrice, on obtient un histogrammegraghs?)
g sptre queSsouches Ont une performance supérieure & 100% parni | esquelles les 3 sou-
ches de Banmbey atteignent des niveaux supérieurs a 110 %. Les souches isol ées a partir
du sol Banbey semblent &tre d'un niveau d'efficience supérieur a celui des autres sou-
ches isolées des sols de Niorc et de Louga. Le nonbre reéeduit de souches en testage ne
nous pernet cependant, de juger avec précision de la dispersion des populations natu-
relles ; mais nous obtenons déja des souches supérieures & la référence (B 756.

5 - CONCIUSION

Cette étude prélimnaire effectuée sur 1'efficience et |a densité des popu-
| ations du Rhizobiumde |"arachide dans 3 types de sols sénégalais, pernet de préciser
des causes possibles de la linmtation do la fixation synbiotique de |'arachide. Elle
n'a cependant qulune valeur prélimnaire et devrait étre contrélé avec des échantillons
représentatifs des différentes loealit.se

On sait, en effet, que la distribution des populations microbiennes du so
suit, soit la loi de Poisson (distribution au hasard) soit |a loi nomdale négative
(distribution en agregat) neis jamais |a [oi de @AUSS. Elle est donc toujours hétero-
géne

Pour tenir conpte de cette hétérogénéité, il convient de choisir & hon es-
cient la répartition et le nonbre des échantillons.

Ie traveil de méthodologie acconpli a permis de constituer un début de col -
lection de souches de Rhizobium spécifiques de |"arachide.

Le nonbre de Rhizobiumde |'arachide est faible surtout dans |es sols provenmt
de Nioyp gt 4€ Thilmakhae Dans C€S gols, 1'inoculation du sol avec des souches efficientes
pourrait étre envisagée mais une correction du pH par des anendements calciques doit
8trc un préalable a cette pratique. Par contre les sols de Banmbey et de Louga sont bien
pourvus en Rhizobium et 1'inoculetion no saurait procurer des gains appréciables de ren-
dements, du moins dons 1a zone de Bambey ou | es souches sont tres efficaces. Dans la
zone de Iougs OU | es Rhizobiumprésents sont d'un niveau d'efficience moyen, ON pourrai-t
faire forner les nodosités par des souches plus efficaces et compétives par 1'inocula—
tion du sol.

Ce résultat peut donc tre pratiquement treés inportant dans une perspective
d'amélioration de 1a fixation sysbiotique de |'arachide.
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Tabl eau n® 1 : Origine des souches isolées

e e A T e o 4 Sk Tk e
gt mpeebri g b

\ ! 1
| BAVMBEY i I0UGA i NI ORO L
| i - - - i ~
1Souches iNodulation * ;‘Snuehes ;D.Todula'tion #;_Souches kNodulation Xy
! Y L™ ! ! = |
1 B3y + TR 1 VT |
A b R R - |
y 334 + tTor R R B |
S 2 S T T I R
B3 (A T R - |
! B 36 T 4 '! Tog : + : | |
y B37 t 1 Ing ! + ' | 1
; B 04 " 4 ! 2507 : + : : !
! , \
!Bo6 ! 4 ! ] ! ! '
! \ ! [33 ! ¥ ! ! !
¢ B08 4 | | | | |
! Bog ! 4 1 | | | !
\

Iégende du tabl eau

+ présence de nodosité

% nodulation sur Macroptillium atropurpureum

Ia lettre indique 1'origine des sols a partir desquels les souches ont éte isol ées :
B = BAMBEY 3 I = IOUGA ; 1 = NNCRO

Le premer chiffre indique le variété d'arachide a | 'origine des nodosités (3 = varié=
té 73-33 0 = 73=30).

Tableau n° 2 : O assenent des souches (risque 5 %) . -

4

\ L \

I'Souches Moyennes de 3 ,  Comparnison NEWVAN et KEUIS 5%
| irépétitions ! |
"B 36 ! 12 ! !
B 7] !
r B32 11,5 , 1 |
! ! 1 ! !
P oSmyN, ! 10 ! !
;oo 258 P '
y OBTS6 | 10,11 ! ~— 5
1oz ! 9,11 ] !
! ! ! !
f Nz 8,72 ; ;
lemy ! 7,94 ! , !
! ! ! !
! ! ! !
;B35 6,82 ! !
! 98 N, ! 6,32 L S !
! ! {

y 05 5,81 e ;
PN 33| 2,69 ! !
! ! ! 1
. B 209 2415 { -l '
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