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RESUME

Le niébé vit en symbiose avec des champignons rhigens arbusculaires (CMA) et rhizobiums du
sol susceptibles d'améliorer sa nutrition hydrormaie et sa croissance. Cette étude avait pour d@bject
d’évaluer la réponse du niébé (variété KVX 396-2E)- a I'inoculation rhizobienne et/ou mycorhizienne
KVX 396-4-5-2D (KVX) a été inoculée en serre aveéeqcinoculums de CMA Glomus aggregatuniGa),
Glomus mossaéGm), Rhizophagus irregularigRi), Glomus fasciculatuniGf), Glomus verrucullosuniGv)]
et une souche de rhizobium (ORS 3409). Aprés 45 jdarculture, les plants ont été récoltés et lesnpetres
de croissance (hauteur et biomasses), de mycddrizttde nodulation ont été mesurés. Les résutiatgrent
gue l'inoculation améliore la croissance en hauwula biomasse totale des plants de KVX. La soughe
améliore de 70% la production de biomasse totalé\t¢. Aussi, la double inoculation ORS3409+Ga estspl
bénéfique aux plants de la variété de niébé wilaaéec une amélioration de la croissance en had&e8182%.
De ces résultats, il ressort que I'inoculum Ga @nreélsignificativement la croissance de la varig¢éniébé
KVX au stade floraison-fructification.
© 2015 International Formulae Group. All rights mrged.
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INTRODUCTION 2002). Les champignons mycorhiziens sont
Les champignons mycorhiziens  maintenant connus pour fournir un large

arbusculaires (CMA) forment des relations éventail d’'avantages a leurs plantes hétes. En
symbiotiques avec les racines d’environ 90% plus de renforcer la nutrition minérale, ils

des plantes terrestres dans les écosystémesinduisent une plus grande résistance aux
naturels et agricoles (Brundrett, 2002). Ces agents pathogénes du sol, améliorent la
champignons mycorhiziens ont joué un role tolérance a la sécheresse et réduisent la
important dans la colonisation de la terre par sensibilité aux substances toxiques présentes
les plantes (Read et al., 2000; Brundrett,
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dans le sol (Morte et al., 2001; Zhang et al.,
2006; Bucher, 2007).

La premiere grande association
symbiotique a avoir été découverte chez les
plantes fut celle de I'association des bactéries
fixatrices d’azote (rhizobiums) avec les
racines des légumineuses (tréfle, luzerne,
niébé, acacia...). Cette symbiose améliore la
nutrition azotée de la plante grace a une
fixation de [Il'azote atmosphérique. Les
Iégumineuses vivent naturellement en
symbiose avec ces rhizobiums et avec des
champignons mycorhiziens.

Les symbioses mycorhizienne et
rhizobienne sont des relations impliquant un
échange bidirectionnel de ressources entre la
plante et les microorganismes. Dans cette
association a bénéfice réciproque, le
champignon mycorhizien arbusculaire
améliore la nutrition hydrominérale en
particulier la nutrition phosphatée, la
réduction sensible de la pression parasitaire

alors que les rhizobiums accroissent la
nutriton  azotée en fixant Il'azote
atmosphérique. En retour, ces

microorganismes recoivent de leurs plantes
hoétes, les produits de la photosynthése
nécessaires a leur développement.

Le niébé,Vigna unguiculatgL.) Walp.
est la principale légumineuse alimentaire
cultivée dans les zones de basse altitude
d'Afrique (Kouadio et al., 2006). Sa
production mondiale est estimée a 3,6 millions
de tonnes de graines seches, dont 84% en
Afrique de I'Ouest avec un rendement faigle
300 kg.hd (Ajeigbe, 2006)Le Burkina Faso
est le quatrieme pays africain producteur de
niébé apres le Nigeria, le Niger et le Mali
(Nkouannessi, 2005). La superficie emblavée

niveau de fertilité des sols (Bado, 2002), en
particulier en azote et en phosphore
assimilable. L'apport d’engrais pourrait
constituer une solution a cette contrainte.
Cependant, en plus de leurs colts élevés, les
engrais  chimiques  sont  susceptibles
d'entrainer la pollution, la perte de
biodiversité et la dégradation des systemes
agricoles les plus fragiles (Plenchette et al.,
2005).

Il s’avere donc important de rechercher
des alternatives pour une meilleure gestion de
la fertilité des sols dans un contexte
d’agriculture durable.

Le niébé a I'avantage de développer la
double symbiose rhizobienne et
mycorhizienne et les travaux de Megueni et
al. (2011) ont mis en évidence I'importance de
la double inoculation rhizobium/CMA dans
'amélioration de la production foliaire de
cette légumineuse. L’association des racines
de légumineuses avec des champignons
mycorhiziens arbusculaires et des bactéries
(rhizobiums) du sol est susceptible d'accroitre
la nutrition hydrominérale et la productivité
de ces plantes méme lorsque celles-ci
poussent dans des conditions édaphiques
défavorables.

L'exploitation de cette  double
symbiose  permettrait  d’améliorer la
productivité du niébé. C’est ainsi que la
double inoculation du niébé avec des souches
sélectionnées dans l'objectif d’améliorer sa
croissance, fera I'objet de cette étude.

MATERIEL ET METHODES
Matériel

La variété de niébé KVX 396-4-5-2D
couramment cultivée au Burkina Faso a été

dans ce pays est passée de 47 224,11 ha enutilisée.

2001 a 133 522,07 ha en 2012 alors que la
production annuelle passait de 376 225 tonnes
a 598 524,53 tonnes dans le méme intervalle
(countrystat, 2014). La faible productivité au

Burkina Faso comme dans bon nombre de
pays serait due a la pauvreté et au faible
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Cing (5) inoculums fongiques mono
spécifiques G. aggregatun{Ga), G. mosseae
(Gm), R. irregularis (Ri), G. fasciculatum
(Gf), G. verruculosum(Gv)] et une souche
rhizobienne (ORS3409) de la collection du
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Laboratoire Commun de Microbiologie IRD-
ISRA-UCAD (Sénégal) ont été utilisés.

Le substrat de culture est un sol
stérilisé (1 h a 120 °C) de Sangalkam (50 km
a I'Est de Dakar) dont les caractéristiques
physico-chimiques sont : pH,B (6,5), argile
(3,6%), limon (32,8%), sable (58,15%), C
total (0,54%), N total (0,06%), rapport C/N
(8,5), P total (0,0039%) et P Olsen
(0,00048%).

Méthode

Les graines de niébé ont été aseptisées
par trempage dans I'éthanol 96% pendant 3
minutes, rincées abondamment a l'eau
déminéralisée stérile puis dans une solution
d’hypochlorite de calcium (Cagd, a 3,3% ;
p/v) pendant 3 min et rincées abondamment a
'eau déminéralisée stérile. Ces graines ont été
ensuite semées a raison de 4 par pot de 1,2
litre contenant 1000 g de sable stérilisé de
Sangalkam.

L'apport des inoculums mycorhiziens
(G. aggregatum, G. mosseae, R. irregularis,
G. fasciculatumet G. verruculosum a été
effectué au moment du semis en placant 10 g
d'inoculum au milieu du pot contenant le
substrat, a 2 - 3 cm de profondeur.

L'inoculation rhizobienne sous forme
de culture liquide de la souche ORS3409
(Yeast Mannitol) en phase de croissance de
10° cellules par ml a été effectuée dés
'apparition des premieres feuilles des
plantules. Un millilitre (1 ml) d’inoculum est
apporté dans chaque pot.

Les pots témoins ont recu également
1000 g de sable stérile chacun, mais n'ont pas
été inoculés. Au total, 12 traitements ont été
testés (Ga, Gm, Ri, Gf, Gv, Ga+ORS3409,
Gm+ORS3409, Ri+ORS3409, Gf+ORS3409,
Gv+ORS3409, ORS3409 et le témoin) et
chaque traitement a été répété 10 fois. Le
dispositif expérimental est une randomisation
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compléte et I'expérimentation a duré 45 jours
(stade de floraison/fructification).

Parametres mesurés
Paramétres de
biomasse)

La hauteur des plants a été mesurée a
35 jours apres semis (phase de floraison).

A la récolte (45 jours aprés semis), les
racines et les parties aériennes des plants ont
été séchées a I'étuve a 70 °C pendant 72
heures pour la mesure des biomasses aérienne,
racinaire et totale.

- Nombre et biomasse des nodules

A la fin de I'expérience, chaque plant
est dépoté soigneusement afin de récupérer
toutes les racines et les nodules. Les nodules
sont séparés des racines, dénombrés et séchés
a l'étuve a 70 °C pendant 72 heures pour la
mesure de leur poids sec.
Evaluation  des
mycorhization

Les racines fines (environ 10 g par
échantillon) ont été colorées suivant la
méthode décrite par Phillips et Hayman
(1970). Ces racines colorées ont été découpées
en fragments d'un centimétre qui ont été
montés entre lames et lamelles dans du
glycérol-eau (60/40, vlv). La fréquence et
l'intensité de mycorhization ont été évaluées
au microscope optique au grossissement x400
en utilisant la méthode de Trouvelot et al.
(1986).

croissance

(hauteur,

de

parameétres

Analyse statistique

Les données collectées pour les
différents parametres ont été traitées avec le
logiciel statistique XLSTAT 2013. Lorsque la
variable dont provient I'échantillon suit une
loi normale, les données sont soumises a une
analyse de variance (ANOVA) (biomasse
aérienne et totale). Les moyennes des
variables ont été comparées en utilisant le test
de Newman Keuls au seuil de probabilité
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p=5%. Les autres variables (hauteur, biomasse I'absence de l'inoculum bactérien ORS3409,
racinaire, nombre et poids sec des nodules, aucun nodule n’est observé sur les racines des
fréquence et intensité de mycorhization) ont plants. C’est avec la souche bactérienne seule
été soumises au test de Kruskal-Wallis et les (ORS3409) que le nombre de nodules par
moyennes des rangs ont été comparées en plant est plus élevé. Cependant, des
utilisant le test de Conover-Iman au seuil de différences significatives n’'ont été observées

probabilité p=5%.

RESULTATS
Les parameétres de croissance
Le Tableau 1 présente les hauteurs,

biomasses aériennes, racinaires et totales des Gm+ORS3409

plants. Pour les hauteurs, l'analyse des
données montre que les valeurs les plus
élevées ont été obtenues avec les traitements
ORS3409 (13,4 cm), Ga+ORS3409 (13,33

cm) et Gv (13,13 cm). Cependant, seul le

traitement ORS3409 augmente

significativement la hauteur des plants par

rapport aux témoins (p < 0,0001).

Pour la biomasse aérienne, les analyses
statistiques ne montrent aucune différence
significative entre les plants inoculés et les
témoins.  Cependant, des  différences
significatives ont été observées entre les
biomasses des plants inoculés avec Ga (1,74)
et celles des plants inoculés avec Gv-
ORS3409 (1,2) et Ri- ORS3409 (1,22) (p <
0,05).

De méme, les biomasses racinaires
obtenues avec linoculum mycorhizien Ga
(1,31 g) sont les plus élevées et sont
significativement différentes de celles de tous
les autres traitements (p < 0,0001) a
'exception de Gv et Gm+ORS3409. Les
biomasses totales plus importantes (3,06 g) et
significativement différentes de celles de tous

les autres traitements sont également obtenues

avec l'inoculum Ga (p < 0,0001).

Nombre et poids sec de nodules
Les résultats sur le dénombrement et la
biomasse des nodules montrent qu'en
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que sur les plants inoculés avec Ri- ORS3409
(p < 0,0001). Quant au poids sec des nodules,
il apparait faible et non proportionnel au
nombre de nodules, avec la valeur la plus
élevée enregistrée avec le traitement
(0,06 g) qui est
significativement différente de celle observée
avec Ri- ORS3409 (p < 0,0001) (Tableau 2).

Fréquence et intensité de mycorhization

Les résultats sur la fréquence et
l'intensité de mycorhization des plants de
KVX 396-4-5-2D inoculés avec les différentes
souches de CMA associées ou non a
ORS3409 montrent que la mycorhization est
variable d'un traitement a [lautre. Les
analyses statistiques montrent des différences
significatives entre les différents traitements

Les traitements avec les CMA seuls ont
des fréquences de mycorhization élevée
atteignant 100% pour les souches Ga, Gf et Ri
() et significativement différentes des valeurs
obtenues avec Gv et Gm (p < 0,0001).
L’intensité de mycorhization la plus élevée a
été obtenue avec Gf (81,36%) et la plus faible
avec Gv (0,97).

Pour les doubles inoculations
CMA/ORS3409, seule [linoculation avec
Ga+ORS3409 enregistre une fréquence de
mycorhization atteignant 100% et lintensité
de mycorhization la plus élevée (80,5%) ().

Excepté Ga+ORS3409, la double
inoculation n’entraine pas une augmentation
de la fréquence et de [lintensité de
mycorhization.
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Tableau 1 : Hauteurs, biomasses aériennes, racinaires é&gatas plants de KVX 396-4-5-2D
inoculés ou non avec des souches de CMA et undnsahizobienne

Traitements Hauteur Biomasse Biomasse Biomasse
aérienne racinaire totale

Témoin 12,25+0,%% 1,37+0,1f 0,43+0,04° 1,8+0,14
Ga 10,63+0,4% 1,74+0,12 1,31+0,09 3,06x0,2
Ga- ORS3409 13,33+0,26 1,67+0,08" 0,47+0,05¢ 2,14+0,08
Gv 13,13+0,3% 1,27+0,1%" 0,77+0,08™ 2,04+0,f*
Gv- ORS3409 11,08+0,2% 1,2+0,1% 0,46+0,0%° 1,66+0,F
Gf 11,440,398 1,37+0,06" 0,57+0,08% 1,94+0,08
Gf- ORS3409 10,5+0,32 1,41+0,14 0,58+0,08* 1,99+0,18
Ri 12,5+0,26 1,54+0,08" 0,51+0,05* 2,050,
Ri- ORS3409 11,65+0,3%" 1,22+0,F 0,41+0,02 1,63+0,F
Gm 12,43+0,5%" 1,37+0,1%" 0,5+0,05% 1,87+0,18
Gm- ORS3409 11,9+0,3%% 1,35+0,18" 0,840, 1" 2,19+0,14
ORS3409 13,4+0,34 1,52+0,14" 0,55+0,04°* 2,07+0,18
Niveau de signification P < 0,0001 P =0,0137 PG001 P < 0,0001

[Les souches de CMA Glomus aggregatun{Ga), Glomus mosseaéGm), Rhizophagus irregularigRi), Glomus
fasciculatum(Gf), Glomus verruculosunfGv). Souche rhizobienne : (ORS3409)]. Pour la mémnlenoe, les valeurs
suivies d'une méme lettre ne sont pas différentgsficativement selon le test de Conover-Iman ewilde 5% (hauteur
et biomasse racinaire) et le test de Newman-Keaukeail de 5% (biomasses aérienne et totale).

Tableau 2 :Nombres et poids sec des nodules des plants de396X4-5-2D inoculés ou non avec
la souche dehizobium(ORS3409) et les CMA.

Traitements Nombre de nodules / plant Poids sec desdules (g)
Ga- ORS3409 131+14,86 0,05+0,0f"

Gv- ORS3409 106+11,11 0,04+0,0%"

Gf- ORS3409 97,89+11,67 0,05+0,0%"

Ri- ORS3409 89,9+7,04 0,03¢

Gm- ORS3409 105+10,17 0,06+0,01
ORS3409 148,67+17,84 0,05+0,0%"
Témoin 6 0°

Niveau de signification P < 0,0001 P < 0,0001

[Les souches de CMAGIlomus aggregatum (Ga), Glomus mossae (Gm), Rhagogshirregularis (Ri), Glomus
fasciculatum (Gf), Glomus verruculosum (G8puche rhizobienne : (ORS3409)]. Pour la mémened, les valeurs
suivies d’'une méme lettre ne sont pas différeritgsficativement selon le test de Conover-Iman euwilsle 5%.
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Figure 1. Fréquences et intensités de mycorhization desspthnKVX 396-4-5-2D inoculés ou non

avec les souches de CMA (Ga, Gm, Ri, Gf, Gv) etdache bactérienne (ORS3409).probabilité
associée au test du F de Fisher : fréquenamydmrhization(P < 0,0001) et intensité daycorhization(P < 0,0001).[Les
souches de CMA Glomus aggregatum (Ga), Glomus mosseae (Gm), Rfagog irregularis (Ri), Glomus fasciculatum
(Gf), Glomus verruculosum (Gvgoucherhizobienne :(ORS3409)]. (Pour le méme paramétre, les valeursoqu en
commun une méme lettre ne sont pas significativediéirentes selon le test de Conover-Iman au seu5%.).

DISCUSSION

Cette étude avait pour but d’améliorer
la croissance du niébé avec les souches de
microsymbiotes  utilisées. Les résultats
obtenus ont ainsi montré que les effets de
linoculation microbienne sur la variété de
niébé KVX 396-4-5-2D varient suivant les
inoculums utilisés. La stimulation de sa
croissance est observée avec la double
inoculation ORS3409+Ga qui permet
d’améliorer la croissance en hauteur de KVX
396-4-5-2D de 8,82% par rapport au témain.
Ces résultats sur la double inoculation
rhizobium+CMA corroborent ceux de Amrani
(2009) suwVicia fabaet de Wang et al. (2011)
sur le soja. En effet, les travaux de Amrani
(2009) ont montré que l'inoculation avec les
CMA (G. intraradiceset un complexe de
CMA) améliore plus efficacement la
productivité de la féverole et du haricot nain.
Wang et al. (2011) ont quant a eux montré que
la co-inoculation avec les rhizobiums et les
CMA améliore significativement la croissance
et la biomasse aérienne du soja, et ce, en
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conditions de faible P et/ou N. L’inoculation
rhizobienne seule n'a pas augmenté de facon
significative la hauteur des plants et les
biomasses comparativement au témoin.
Comparée a linoculation avec la souche
bactérienne ORS3409, la double inoculation
ORS3409+CMA n'a eu aucun effet positif
significatif sur le nombre et la biomasse des
nodules des différents traitements. Ceci peut
s'expliquer par le fait que la plupart des
légumineuses hébergeant des rhizobiums
posseédent un mécanisme de régulation strict
du nombre total de nodosités portées par leur
systéeme racinaire. Ainsi, la formation des
toutes premieres nodosités déclenche une
activité systémique inhibant la formation
ultérieure de nodosités (Campbell, 1991).

Les résultats relatifs aux biomasses
aérienne, racinaire et totale montrent que la
production de biomasse a été améliorée par
l'inoculation. Cependant, cette augmentation
n'est significative qu'avec les biomasses
racinaire et totale. Les analyses statistiques ne
montrent aucune différence significative entre
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les biomasses aériennes des différents
traitements méme si l'inoculation avec Ga
permet une augmentation de la biomasse de
27% par rapport a celle du témoin. Cependant,
linoculum  mycorhizien (Ga) permet
d’améliorer la biomasse totale de 70%. Ces
résultats sont en concordance avec ceux de
Haro (2011), Haro et al. (2012) et Diop et al.
(2013) qui ont montré que la production de la
biomasse du niébé est améliorée par
l'inoculation mycorhizienne. Des résultats
analogues ont également été obtenus sur le
trefle inoculé ave&. mosseaélaaziza et al.,
2003), surAcacia niloticaet Acacia senegal
inoculées avec un complexe mycorhizien de
souches indigénes (Laminou Manzo et al.,
2009) et sur le Robinier inoculé aveR.
irregularis etG. versiformgZhu et al., 2014).

Ces résultats montrent également que
linoculation, en particulier la double
inoculation n'a pas toujours des effets positifs
sur les parameétres de croissance de la plante.
Avec certains inoculums, en particulier les
couples Gf+ORS3409 et Gv+ORS3409, les
hauteurs des plants sont respectivement de
14,29% et 9,55% plus faibles par rapport a
celle des plants témoins. Aussi, pour la
biomasse totale, le couple Gv+ORS3409
apparait le moins efficace de tous les
traitements avec une réduction de 11% par
rapport au témoin. Ceci pourrait s'expliquer
par le fait que la réaction d’'une plante a une
double inoculation peut conduire a des effets
synergiques ou antagonistes en fonction des
souches rhizobiennes et mycorhiziennes
utilisées. L'antagonisme  entre  deux
microorganismes symbiotiques entraine un
effet dépressif de leur plante hote et ceci serait
lié & une compétition entre les symbiotes pour
I'approvisionnement en squelettes carbonés
(Weber et al., 2005). Des résultats semblables
ont été observés chez le tréfle inoculé avec
des CMA et des rhizobiums sous différents
stress salins (Laaziza et al., 2003).
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La comparaison faite entre les plants de
tous les traitements (simple et double
inoculation) montre que I'amélioration de la
croissance des plants due a linoculation
dépend des inoculums utilisés.

L'intensité des effets de la double
inoculation dépendrait donc des combinaisons
rhizobiums-champignons mycorhiziens, mais
aussi de la plante héte. En effet, Megueni et
al. (2011) ont montré que la double
inoculation de deux variétés de niébé
augmentait la quantité et la qualité des
feuilles. Aussi, Amrani (2009) a montré le
réle positif de la double inoculation sWicia
faba sur un sol sableux en Algérie. Mais, sur
Phaseolus vulgaridinoculation avecGomus
intraradicesseul a donné le meilleur résultat.

Wang et al. (2011) ont également
montré une différence de réponse de deux
génotypes de soja a la double inoculation dans
différentes conditions.

Conclusion

Dans cette étude, il apparait que les
meilleurs inoculums pour KVX 396-4-5-2D
sont l'inoculation avedG. aggregatumet la
double inoculation G. aggregatum +
ORS3409. Cependant, il serait intéressant
d'étendre cette étude aux autres variétés de
niébé cultivées au Burkina Faso et/ou a
d'autres souches de Rhizobiums et CMA. Des
travaux ont aussi montré que les micro-
symbiotes natifs des sols sont plus aptes a
améliorer la croissance de la plante héte. Dans
cette étude, nous avons utilisé des souches
non autochtones de l'aire de culture du niébé
au Burkina Faso ; des travaux futurs devraient
s'orienter vers la sélection de couples de
symbiontes isolés au Burkina Faso et
performants pour la croissance et la
productivité de différentes variétés de niébé
en pépiniére puim situ.
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