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I ntroduction

e CERAAS est un laboratoire national de I'ISRA et un centre régional de recherche
spécialisé dans I'améioration de I'adaptation des plantes  la sécheresse. Son mandat ¢st de
conduire des recherches et de participer a la formation par la recherche de¢ chercheurs.

ingénieurs €t techniciens de la sous région. Cette formation nécessite un transfert permancnt
de tec hnologies du Nord vers le Sud afin de renforcer le potentiel scientifique et technique du

Ceraas. Le CGRI (Commissariat générd aux relations internationales> dans l¢ cadre de
I"accord culturel sénégalo-belge finance des sgours d’échanges entre scientifiques du Sénégal
¢t de la Belgique. C'est ainsi que nous avons effectué un stage du 17’ mars au 1% ma 200 | au
LPAV de I'l /LB. Au cours de cette formation nous nous sommes initiés a la phytorechnic des
serres e 4 de nouvelles techniques utilisables dans les études sur I'adaptation & la sécheresse
commie la spectroradiométrie, la spectrométrie d'absorption atomique. la fluorescence FMS |}
(Fluorescence Measurement System 11). la mesure des échanges gazeux avec un IRGA type
CIRAS et la mesure du phosphore par spectrométrie.

I Phytotechnie en serre : La serre du laboratoire d'agrotechnologies de {"ULB st
enticrement automatisée et est munie d'un systéme de gestion des fenétres € rideaus.

Pour des températures élevées par rapport a la référence de réglage, les rideaux sont fermés et
les fenétres ouvertes.

[La scrre comporte un systeme d'alimentation en eau bi distillée obtenuc par sysiéme

d’osmose inverse (voir photo2). L'eau potable arrive dans une grande cuve ¢u elle ust
démiréralisée une premiére fois ; puis ele passe dans un adoucisseur qui la ditille une
seconde fais. a

[.es pots de culture sont posés sur des caches qui peuvent étre soit des pots dc plus grands
diametres soit des plateaux (voir photo3). ce qui permet d'éviter la perte des ¢léments
fertilisants par drainage.

Les substrats de culture utilisés sont inertes (fibres de coco, vermiculite, laine de rochej. 1.es
graings sont toujours pré germées. Au cas ou le substrat serait du sable, les rucines des
plantules sont plongées dans une solution de fongicide systémique avant le repiquage. i.a
tertilisation est apport& sous forme de sels (KNO;. Ca(NO;)».4H-0, KH,PO4, MgSO,.7H,0)
ou a losmocote (engrais a diffusion programmée). La concentration en ééments fertilisants
est en général de 50 méq pot-" dors qu'en hydroponie, elle ne doit pas dépasser 30 méq po(".
L.es traitements phytosanitaires sont effectués pour certaines plantes de maniére préventive ot
pour d’ autres au besoin avec une gamme de produits disponibles (tableau 1).

Tableau | : Traitement insecticide et fongicide utilisés contre les nuisibles et les ravageurs en
serre

Produits Actions Doses  ____

SHERTFF h Insecticide du sol 2¢ /plant

Compo Insecticide contre pucerons, 60 & 100ml dans | (0L pour

) chenilles. mouches blanches {100 m2

Decisquick Insecticide de contact et|400 ml/ha -
d’ingestion

Pyranica 200EC Acaricide 500 ml/ha T

Dichlorovos Contre acariens et mouche$s 500 ml/ha T
blanches

Nicotine Contre mouches blanches gr/l -

Fopaz TOOEC™ ~— —~ Fongicide systémique Sml/10L/are

Virolex T Fongicide systémique 8 ml/100m?2 -

Systane "~ Fongicide systémique 8 ml/100m2 )

!
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L hydroponie : La serre est pourvue de trois dispositifs en hydroponie différents (voir photo 4
et 5)
un systéme des marées identique a cdlui utilise au CERAAS
un systétme a pulsion dar ou I'oxygeénation des plantes est apportée par des tuyaux
alimentés par un compresseur. C'est un systeéme peu encombrant et trés pratique.
un systéme sans oxygenation qui nous a servi de support pour une expérimentation sur le
mais. Ici le substrat est la laine de roche, la solution nutritive utilisée a une composition
uivante :
Solution hydroponique de Mais
Bidon A eng / 5]
Ca(NO3)%4H20O (nitrate de cacium) 218.4¢

MnSO4 (sulfate de manganése) 1,120g
ZnSO4 (sulfate de zinc) 0421g
H3BO3 (acide borique) 0,812¢
CuS(4 (sulfate de cuivre) 0.06g
Heptamolybdate d’ammonium 0.653¢
Bidon B eng / 5l

Mg SO4 7H20 114g
KH2PO4 31.5¢
KNO3 117.9¢g
Chélate de fer 4.52¢

PH régjusté a 5

A cotd de ces kits un dispositif avec substrat est utilise pour les expé&imentations de travaux
pratiques.

[l Les techniques de mesure utilisées

2-l Le spectroradiométre

2-1.1 Présentation : ¢ spectroradiométrc de type GER (Geophysical and Environmental
Rescarch) est un appareil portable qui permet de mesurer la rétlectance foliaire (voir photo 61.
Il peut étre utilisé aussi bien sur le terrain qu'en laboratoire. Il permet d’exprimer a
réflectance des feuilles cn fonction de la longueur d'onde. 1l se caractérise par :

-un domaine spectral étalé¢ de 350 a 1050 nm

-un pas de 1.5 nm

-un detecteur en slicium

-un champ de vue ingtantané

-un poids de 1.8 kg

-une mémoire de 483 courbes

-un temps d’intégration moyen alant de 5 a 160 ms

-une moyenne de mesures par prisede 1a 0



Lorsque le rayonnement arrive a la surface de la terre. celui ci peut étre réfléchi, absorbé par
la surface ou transmis. La proportion de I'énergie qui est réfléchie, absorbée ou transmise
dépend de la nature et de I’ état des surfaces mais auss de la longueur d’onde.

l.a rétlectance foliaire peut ére définie comme la part de I'énergie incidente qui est reflechic.
Flle est souvent utilise en télédéection. Et lorsgu'elle et exprimée en fonction de la
longueur d'onde. elle correspond a une signature spectrale de la surface considérée.

|.a signature spectrale de la végéation est caractéristique. Elle est constituée de 2 pics ; un
petit pic dans le vert qui donne la couleur verte aux végétaux et un grand pic dans I'infrarouge
{IR). Au niveau de (IR) il n'y a pas d'absorption a cette longueur d’onde d’ou une réflectance
élevée, A ces longueurs d'onde, la signature spectrale présente des minima ( Wollt. 1996 ot
1997) L'effet inverse se traduit dans le bleu et le rouge ou les pigments assurent une
absorption importante.

(est a@nd qu'un stress a un effet direct sur la signature spectrale qui peut avoir comme
principales conséguences :

-une augmentation de la réflectance dans le visible

-une diminution de la réflectance dans I'infrarouge
Afin de caractériser cette différence spectrale entre traitement au cours d'une expérimentation
un parametre dc quantification appelé NDVI est souvent utilise en télédéection : (Wollt,
1997 et 1998).

.e NDVI est un indice de veégétation caculé au cours du temps et se définit comme le rapport
de réflectance suivant : NDVI=(Proche infrarouge-Rouge/Proche infrarouge+Rouge)

avec le proche infrarouge fixé a 900nm et le rouge a 700nm.

2- 1-2 Protocole de mesure :

Une sonde reliée a I'appareil permet dc mesurer au prédable un éaon puis I'¢chantifion.
("ette mesure de référence est primordiale pour les mesures de réflectance. En faii. le
radiometre mesure la radiance de I'objet et calcule le rapport (en %) entre cette radiance ¢t
celle de I'étalon. Deux conditions doivent étre remplies par un éalon :

-¢tre un réflecteur parfait : I'absorption et la transmisson doivent &re nulles. ains tout
rayonnement incident sera entierement réfléchi.

-¢tre un diffusant parfait : les surfaces parfaitement lisses subissent une réflexion
spéculaire c’est a dire que toute I'énergie est réfléchie dans une seule direction suivant I"angle
du rayon incident.

I'"étalon est en général congtitué par une feuille de papier blanche.

Pour la suite des mesures. les données sont transférées vers un ordinateur ou les courbes sont
visualisées et exploitées.

2-2 Le spectrophotometre d’absorption atomique

| ¢ spectroscopie atomique sapplique & I'andlyse quditative et quantitative d’eny iron 70
Jléments chimiques. Sa rapidité. sa smplicité, sa Sdectivité exceptionnelement élevée ot e
colit modéré de con appareillage congtituent autant d'atouts supplémentaires de la méthode
(voir photo 7).

Pendant la mesure 1"échantillon & analyser est introduit sous forme de gouttelettes dans une
flamme ou il ¢st porté a une température élevée (2600-2800°C). La majeure partic de
Féchantillon est dors dissociée sous forme atomique. Une partie des atomes cst excitde
fusqu’i des niveaux d’éncrgic supérieurs tandis que la plupart reste a des niveaux d'éncrgic
plus bhas. Ce sont ces derniers qui sont mesurés par |*absorption atomique.

i .¢s atomes libres produits. par la rupture des liaisons entre les molécules de 1'échantiilon,
absorbent les radiations (de longueurs d'onde caractéristiques des éléments présents)
provenant d’'une lampe a cathode creuse.



Cette lampe a cathode creuse émet un faisceau lumineux dont le spectre correspond au specire
d'absorption de ['élément. Le faisceau lumineux passe a travers la flamme & une partic de ¢e
faisceau est absorbée par les atomes.

L’appareil mesure la quantité des radiations absorbées par I'échantillon ou par les atomes
libres D'apres la loi de BEER cette absorption est proportionnelle a la concentration des
éléments dans 1'échantillon anaysé.

e caleul est fait en comparant la valeur d absorption obtenue pour I'échantillon par rappoit
aux valcurs d absorption obtenues pour les standards qui sont préparés pour chacun des
¢léments.

2-3 Le systéme de mesure de la fluorescence FMS || (I:{Juor&ecence Measurement System
DE A

Les manipulations effectuées n'ont pas été concluantes (lumlere actlnlque sans réponse «i
valeurs aberrantes) : nous ne présenterons ici qu'une description de I'appareil FMS et de son
principe de mesure.

|."appareil également appelé PAM (Pulsc Amplitude Modulation), est un fluorimétre de la
sociétd Hansatech. qui donne le déail de la phase lente de la cinétique de fluorescence ou
cffet Kautsky (voir photo 8). Celle ci peut étre suivie en temps réel sur I'¢cran d™un
ordinateur. qui est relié a la boite de controle.

¢ protocole de mesure est identique a celui du fluorimétre de type PEA qui mesure la
fluorescence rapide : une adaptation de feuilles a I’ obscurité est réadisée avec I'installation du
clip pendant une demie heure environ. Puis. la sonde qui renferme une fibre optique est fixde
sur le clip. Cette fibre sert a éviter de prendre en considération les longueurs d’onde en dehors
du spectre de fluorescence.

la grande différence avec le fluorimétrc PEA est I'utilisation d'une lumiére modulée pour
obtenir la fluorescence initide (Fo). Sur cette lumiére modulée de fond, on surimpose une
lumiére saturante pour ateindre les niveaux optimaux de fluorescence. Quant a la lumicre
actinique. elle sera ensuite appliquée pour induire les réactions photochimiques de
fluorescence et atteindre |'état Stationnaire de la phase lente apres une dizaine de minutes.

Les parametres mesurés ¢t calculés par I'appareil sont récapitulés dans le tableau 2 :

Fableau 2 : Paramétres de quantifkation de la fluorescence

Fo " Fluorescence initidle au temps to qui suit I adaptation a I obscurité zu moment
ou tous les centres réactionnels du PSII sont ouverts, c’est-d-dire que les
accepteurs d’électrons sont totalement oxydés.

Tm Fltiorescence maximale atteinte lorsque [ échantillon préalablement adapté
' I"obscurité est soumis 4 un pulse de lumiére saturante. Tous les accepteurs
d électrons sont temporairement réduits. ce qui blogue la photochimie du PSIl

v~ 7 Fluorescence variable adaptée a I"obscurité (Fm-FO) -

FyviFm Rendement quantiqué maximal de photochimie du  PSII adapte

o [obscurité.(JPSIImax = TR/ ABS)

Fs | Fluorescence a I'état stationnaire

Tm™ "Fluorescence maximale atteinte lorsque 1'échantillon préalablement adapte i la.
lumiére est soumis a un pulse de lumiere saturante

Fo™ " Fluorescence minimale des plantes adaptées a la lumiére au moment ot tous loy
' centres réactionnels du PSII sont ouverts o

v T Fluorescence varidble adeptée a la lumige (Fm-Fo) — T T 7T

/T Rendement des antennes du PSII aprés adaptation a la lumiére

ZPSHR RLndcant quantique réd de photochimie du PSIH. =(Fm’-Fs)Fm =FT/ABRS
d\ ¢c ET=TR alI'é&at stationnaire
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qP" " TCoocefficient .d'extinction photochimique =(Fm’-Fs)/(Fm™-Fo")

'gNP | Codfficient d”extinction non photochimique = (Fm-Fm')/(Fm-Fo’)
iNPQ | Extinction non photochimique (autre définition). = (Fm-Fm’)/Fm’

2-4 L’analyseur a infrarouge type CIRAS

IX CIRAS et un analyseur de gaz a infrarouge produit par la société PP-system. Il est

compos¢ en fait de 4 anayseurs indépendants : deux pour le dioxyde de carbone et deux pour

I’ eaw.

Ul ne paire (CO»+H,0) avec entrée et sortie commune est définie comme la référence tandis
que I'autre est |'analyse.

[.es mesures de concentrations en CO» sont exprimées par des différences entre référence cf
analy ¢ ¢t sont pratiquées au moyen d'une cuvette dans laguelle est placé I’échantillon végétal
qui reste attacha a la plante entiere. Dans cette cuvette de I'air avec une concentration en C()-
pouvant varier de 0 & 2000 vpm et insufflé s on place une bombonne de CO-. | ."humidite
peut Ctrc épalement contrlée en mode automatique : la température foliaire et le PAR( cnire
15 e 2000 pmol ni' s ) fixés. L’intérét est de pouvoir simuler les conditions de croissance
dc la plante en fixant des valeurs fréquemment rencontrées. Bien que portable ¢t pouviant
fonctionner de maniére autonome, le CIRAS est assez encombrant. Relié a un PC il permet de
suivre  |"éablissement des valeurs de T° foliaire (TL), de concentration en (O interne
(CINT). de conductance stomatique (GS) et photosynthese nette (PN) jusqu’a stabilisation au
cours du temps. En général. cela se produit au bout de 5 & 10 minutes, ce qui correspond au

temp- d adaptation aux conditions de mesure nécessaire a la plante. Les paramétres mesures
et calculés par le CIRAS sont présentés dans le tableau 3 :

Tableau 3 : Paramétres mesurés et calculés par I'andyseur CO2/H20 de type CIRAS

- Parametres "Unités’
"Débit d'air sec dans la cuvette _ ] Cm’s’ |
Surface delafeuille Cm™~
| Résistance de la couche limite alavapeur d'eau | msmol”™
' Pression atmosphérique. bar
Débit dair sec dans la cuvette a 20°C et | bar cm’s’
Densité du flux de photons pmolm™s™
Température dé ["ar dans la cuvette °C
Flux massique d’'air sec /unité de surface foliaire [molm™s’

Pression de vapeur de T'eau de I'air dans la cuvette | bar

Pression de vapeur de I'eau de 'air de la cuvetfe [bar _

Pression de vapeur saturée ala. T° dela feuille I bar o
Température de’la feuille I &
Radiation absorbée par la feuille wm’
Différence de température entre 1a Teuille e I'ar  °C
Concentration en CO» de I'air dans la cuvette umolmol ™

Concentration e n CO» de la chambre sous|pmolmol™

stomatique

“Résistance stomatique a la vapeur d’eau m-smol”
Conductance stomatique a la vapeur d’eau molm™s™

“Conductance totale au transtert de CO, molm™s™
‘Taux d"échange de CO; dans T[a cuvette | pmolm™
(photosynthése) o
Taux de transpiration molm-"s~
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Le CIRAS est également capable de réaliser des courbes de saturation en QO et lumiére.

2-5 Dosage et mesure du phosphore par spectrométrie
[La vaorisation agronomique des boues de dragage et d €puration (andyse de [a composition
minérale des boues aprés stockage, possibilité de neutrdisation et lixiviation des mdétaux
lourd:; par chaulage) constitue I’une des activités du Laboratoire de Physiologie et
d’Agrotechnologies Végétale de I'ULB. La teneur des ééments chimiques contenus dans les
boues varie pendant le stockage (influenec de la durée de stockage et de I'horizon de surface
dans le tas). Des travaux antérieurs ont révelé que cette dtération etait tres marquée par
rapport au phosphore. un des ééments importants de la nutrition minérale des plantes. C ust
dans c¢ cadre que nous avons participé a une expe&imention pour évaluer la quantité Je
phosphore contenue dans les boues stockees. Ce travail nous a permis de nous initier 3 la
technique de dosage du phosphore par la méhode de Hedely et al, 1982.
foutes les formes de phosphore ont été extraites et dosees
Extraction séquentielle

-] *xtraction des formes minérales et organiques du phosphore avec de |’ eau.

-Fxtraction des formes de phosphore labiles (minérales et organiques) avec NaHCO; ((:.3
M a pH 85).

-Extraction du P minéral adsorbé par les minéraux ou par les colloides organiques et le
phosphore organique présent dans les composés humiques et fulviques par NaQH (0. 1 M

-Solubilisation des phosphates de calcium par HC1 (1,0 M).
Apres chague cutraction. les teneurs en phosphore minéral et total des surnageants sont
mesurées. Le phosphore minéral est mesuré par colorimétrie & 712 nm (Murphy et Riley.
1962} 1.e phosphore total contenu dans les extraits de H,(Q, NaHCO; & NaOH est déterminé
apres digestion a 120°C en présence de 1.8 M H,SOy et de persulfate d’ammonium (NH..);
S50y ¢t mesuré par colorimétric (photo 6). Le P organique de ces extraits est calculé comme la
différence entre leur phosphore total et leur phosphore minéral. Le phosphore résidue! restant
dans les boues est calcule par différence entre le phosphore total des boues et la quantité le
phosphore extraite durant |'extraction séquentielle.
Protocole
a) Reactifs :
H-0.NaHCO; 0.5M apH 8.5: NaOHO0.1M ;: HC1 1 M et HCIO, concentré
b) Extraction
-Jour 1 : peser 2y de sol broyé (0.5 g de boue) dans un flacon de centrifugation dc 200 mi -
100 m! d’eau digtillée. agiter pendant 17 heures.
-Jour 2 : centrifuger la suspension (10000 rpm) et filtrer le surnageant. Apporter 100 ml
NaHC O; 0.5 M apH 85 sur le culot et agiter pendant 17 heures.
-Jour 3 : centrifuger la suspension et filtrer le surnageant. Apporter 100 ml de NaOl 1 0.1 M
sur Ic culot et agiterypendant 17 heures.
-Jour 4 : centrifuger la suspension et filtrer Ic surnageant. Apporter 100 ml de HCI | M sur 12
culot ¢t agiter pendant |7 heures.
-Jour 3 : centrifuger la suspension et filtrer le surnageant. Apporter 100 ml de nouveau Je
NaOl 10.1 M sur le culot et agiter pendant 17 heures.
-Jour 6 : centrifuger la suspension et filtrer le surnageant. Transférer le sol resté dan:; un
flacon d attaque. ajouter 20 ml d'acide perchlorique pour mesurer le P résiduel comme le P
totd.

¢} Dosage
+ Dosage du P en solution (méthode de Murphy et Riley,1962) :



-Pipeter un volume aliquote de la solution a doser dans une fiole volumétrique de 50 mi.
ajuster le pH avec le NaOH 4 N e le H,SO4 0.5 N en utilisant le paranitrophénol comme
indicateur. Ajouter 8 ml de solution de coloration. homogenéiser et attendre 10 minutes, pus
lirc la densité optique (Do) sur le spectrophotométrie a 712 nm.
-Réactifs nécessaires a la fabrication de la solution de Murphy et Riley :

- 40g de molybdate dammonium par litre

- 26.4g d acide ascorbique par 500 ml

- 1.454¢ de tartrate d' antimoine de potassium par 500ml d’'eau distillée
-Préparation de la solution de Murphy et Riley : & 250 ml de H,SO,; SN. gouter 75 mil Je
solution de molybdate d’ammonium, puis 50 ml de solution d'acide ascorbique. 23 mil Jde
solution d’antimoine. et enfin compléter le volume a 500 ml d'eau didtillée.
« Dosage du P inorganique dans les extraits NaHCQO; et NaOH
-Pipeter 10 ml de solution dans un tube de centrifugeuse de 50 ml
-Acidifier apH 1.5 avec 3.6 ml de H,SO4 1.8 N (pour précipiter les matiéres organigucs).
-Centrifiger a 10000 rpm
-Décanter le surnageant dans une fiole volumétrique de 50m
-Ajouter 1 goutte d'indicateur. gjuster le pH. apporter le réactif de coloration et développer la
couleur
o Dosage du P total dans les extraits HyO. NaHCO; et NaOH :
-Pipeter 5 ml de solution dans un erlenmeyer de 50 m
-Ajouter 10 ml de H,SO, 1,8 N + 0.5 g de persulfate d ammonium
-Coun rir de papier d'aduminium et auto.claver pendant une heure a 120°C.
Transférer la solution dans une fiole de 50 ml, gjuster le pH. apporter le réactif & coloration
¢t développer la couleur.

Conclusion [ e contexte agronomique des pays de la sous région se caractérise globalement
par ure baisse des rendements des cultures qui découle de la double contrainte climatique <t
édaphique. Cette situation mise en relation avec 1'accroissement exponentiel de la population
s'est traduite par un déséquilibre au niveau des indicateurs macroéconomiques de nos ctats

qui a pour principaes corollaires la pauvreté, la manutrition et la famine.

[ "une des solutions préconisées par la plupart des acteurs au développement pour résoudre
cette ¢ rise reste la redvnamisation de I'agriculture via la recherche agricole par la création de
variétés mieux adaptées i nos conditions climatiques et la revitdisation de nos sols.

A cc titre notre séjour ¢n Belgique a éeé trés fructueux. En effet il nous a permis d acquérir de
nouvelles connaissances sur des techniques utilisées en nutrition minérale et ¢n phy siologic e
I’adaptation a la sécheresse. Ces techniques contribueront a approfondir les connaissances sur
les miécanismes agrophysiologiques des espéces cultivées dans les pays en zones seches en
tenant compte dc la double contrainte hydrique et minérale, a améliorer les connaissances Sur
la gérétique des caractéres. a participer au développetnent d'outils (modeles de cultures ct
SIG) pour la prévision agricole et la détection des zones de calamité agricole pour ["aide 4 la
décision. Par cette occasion nous remercions le CGRI qui nous a permis de bénéficier dune
bourse de formation 4 Il ‘LB. Cette ingtitution n’a ménagé aucun effort pour nous mettre Jdans
de bonnes conditions pendant notre stage. Nos remerciements vont 4 'endroit du professcor
Delhave et de 'ensemble du personnel du laboratoire de physiologie et dagrotechnologics
végételes de I'UTLB pour leur disponibilité et leur sens de I'accueil. Nous remercions
Jgalernent le directeur du Ceraas pour avoir autorisé et facilité cette mission.
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Photo 5: Hydroponie sur substrat
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