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Résumé

Ce travail souligne I'utilité d’inoculer le leucaena leucocepha-
la (Lam.) de Wit en pépiniére, par des souches efficaces de
Rhizobium et de champignons endomycorhiziens, en vue
d’une bonne amorce de la croissance végétative lors de la
transplantation au champ.

D’une maniére générale, la fumigation du sol en pépiniere
a permis de stimuler la croissance des plants témoins et de
tirer le meilleur effet des biofertilisants en pépiniere et dix mois
apreés la transplantation. Le Glomus vesiculiferum (Thaxter)
Gerdemann et Trappe associé ou non au Rhizobium TAL
1145 semble aussi avoir produit le méme effet en utilisant du
sol naturel au stade de la pépiniere.

Summary

This work underiines the utility to inoculate in the nursery Leu-
caena leucocephala (Lam.) de Wit, with efficient strains of Rhi-
zobium and endomycorrhizal fungi, in order to ensure good
initial piant growth after outplanting.

in general, soil fumigation in the nursery allowed growth
enhancement of control plants and the best effect of biofer-
tilizers was obtained in the nursery and ten months after out-
planting. Glomus vesiculiferum (Thaxter) Gerdemann and
Trappe associated or not with Rhizobium TAL 1145 likely pro-
duced the same effect by using natural soil in the nursery.

1. Introduction

Dans les pays en voie de développement, 'usage intensif
des engrais chimiques se heurte a des limitations économi-
ques (6). Pour améliorer la nutrition minérale des plantes dans
les sols pauvres et assurer leur développement, il est recom-
mandé de recourir & la biofertilisation par I'utilisation des
symbiotes racinaires (6).

En effet, la symbiose fixatrice de I'azote avec les bacteries
du genre Rhizobjum satisfait en partie les besoins azotes de
la léegumineuse tandis que la symbiose endomycorhizienne
améliore I'absorption de I'eau et des minéraux, surtout du
phosphore dont les sols tropicaux sont généralement pau-
vres (12,17,22). En outre, les endomycorhizes contribuent
aussi & I'absorption de certaines substances organiques et
protégent les plantules contre certaines maladies et contre
le stress hydrique assurant ainsi leur survie de transplanta-
tion au champ (11,21,25).

Le potentiel agroforestier de Leucaena leucocephala est bien
établi (3,4,5) et une étude récente au Zaire I'a confirmé (18).
C’est une légumineuse arborescente a croissance rapide,
facile & planter, qui produit des aliments, du fourrage, du bais
et de I'engrais vert. Elle a l'avantage de bénéficier d'une dou-
ble symbiose Rhizobium — endomycorhizes (13).

Le présent travail évalue la croissance végétative de Leucae-
na leucocephala inoculé avec du Rhizobium et/ou du Glo-
mus spp. en pépiniére et dix mois aprés la transplantation
au champ.

2. Matériel et Méthodes

L’expérimentation a été conduite sur le site du Campus Uni--

versitaire de Kinshasa dont les coordonnées géographiques

sont les suivantes: 440 m d'altitude, 15°17°17" de longitu-
de Est, 4°21'57"” de latitude Sud. D’apres la classification
de Képpen (12), il s'agit d’un climat tropical humide du type
AW,

Préparation du substrat de culture en pépiniére

Le substrat de culture est un sable limoneux prélevé dans
les vingt premiers centimetres d’un jardin de Leucaena leu-
cocephala sur le site du Campus Universitaire de Kinshasa.
Il a été préalablement fractionné au moyen d’un tamis & mail-
les carrées de 2 mm de c6té chacune. Une partie de ce
substrat d’'un volume de 540,51 a été conservée telle quelle
(non fumigée) tandis qu’une quantité équivalente de sol a
été fumigée au BasamidR (Dazomet 98%, BASF Canada,
Calgary, Alberta T2P 3P3). Avant la fumigation, le sol a fumi-
ger ou non a regu comme engrais vert un amendement
organique constitué de 2600 g de feuilles de Leucaena leu-
cocephala et 3750 g de feuilles de Psophocarpus scanders
(Endl) Verdc. pour atteindre un seuil d’environ 2% en matiere
organique et ainsi favoriser le développement des endomy-
corhizes (10). Lors de la fumigation, la quantite de sol & fumi-
ger a été préalablement arrosée jusqu’a saturation. Ensuite,
le fumigant granulaire Basamid ou Dazomet 98% a été appli-
qué au taux de 70 gm2 etincorporé jusqu’a une profondeur
(épaisseur) de 15 cm avec des outils manuels par une jour-
née ensoleillée. Le tout a été de nouveau mouillé puis recou-
vert d’un fim de polyéthylene transparent pendant 7 jours
en vue d’accélérer la dissolution de la matiére active du
Dazomet en gaz toxiques.

Aprés 7 jours d’aération du sol déja fumigé, le semis a eu
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TABLEAU 1
Caractéristiques chimiques du sol de culture en pépiniére et en plantation.

en pourcent en mg/kg en még/100 g
en pépiniere  pH({H20)
M.O. Niot P tot P ass CEC. Ca Mg
sol naturel 5,45 1,67 2,87 0,051 32,74 16,20 16,25 19,00 3,01 0,48
sol fumigé 5,64 1,01 1,74 0,078 12,95 18,30 10,19 19,50 1,89 0,43
en plantation
sol naturel 55 0,35 0,60 0,02 — 5,51 0,71 0,45 0,14

lieu. Les caractéristiques chimiques du sol utilisé en pépiniére
sont présentées au tableau 1. Les analyses ont été effectuées
selon le protocole précédemment décrit par Khasa et al.(15).

Préparation des inoculums et inoculation en pépiniére

Les souches de champignons endomycorhiziens et du Rhi-
zobium TAL 1145 utilisées ont été offertes par le Centre de
Recherche en Biologie Forestiere de I'Université Laval, Ste-
Foy, Québec au Projet Endomycorhizes de Biologie, Univer-
sité de Kinshasa, Zaire.

Pour les souches endomycorhiziennes, il s’agit de Glomus
vesiculiferum (Thaxter) Gerdemann et Trappe et Glomus cla-
rum Nicolson et Schenck. L'inoculum de ces 2 souches
endomycorhiziennes dit <ON FARM» a été produit & I'air libre
en plates-bandes surhaussées sur sols préalablement désin-
fectés au jardin expérimental de Biologie selon la technique
décrite par Sieverding (23). Le Brachiaria ruziziensis Germ.
et Edv. et le Panicum maximum Jacg ont été les plantes
hotes utilisées. Le niveau de colonisation endomycorhizien-
ne racinaire de Brachiaria ruziziensis a été vérifié aprés dila-
cérations des racines selon la technique de Philipps et
Hayman modifiée par le procédé de Koske et Gemma (16).
Quant au recouvrement des spores d’endogonacées extrai-
tes du sol prélevé dans un rayon et une profondeur de 15
cm de la mycorhizosphére de Panicurmn maximurn, il a été
réalisé par tamisage humide suivi d’'une décantation (8).
Quant a I'inoculum rhizobien, la souche spécifique de Rhi-
zobium TAL 1145 a été cuitivée sur un milieu liquide Yeast
— Mannitol — Broth en agitation pendant 5 jours & 30°C (24).
Le comptage sur boite utilisant les dilutions décimales suc-
cessives (1) arévélé que la culture de Rhizobium TAL 1145
contenait 7,9 . 10" bactéries/ml.

Dispositif expérimental

Les sachets en polyéthyléne noir ont été espacés de 30 cm
entre les lignes et 40 cm dans la ligne selon un dispositif fac-
toriel complet aléatoire comprenant les traitements suivants:
1) témoin (T), Rhizobium TAL 1145 (R), Glomus vesiculife-
rum (VES), Glomus clarum (CLA), R+ VES et R+ CLA.

Chaque sachet de 750 cm3 de sol fumigé ou non a regu un
inoculum mixte contenant 20 g de sol prélevé sous Panicum
maximum Jacq (78 spores/ 10 g de sol pour G. vesiculife-
rurm et 45 spores/ 10 g de sol sec pour G. clarum) et 4 g de
jeunes racines colonisées de Brachiaria ruziziensis Germ. et
Edv. (60% pour G. vesiculiferum et 47 % pour G. clarum)
prealablement découpées en fragments de 2 cm de ton-
gueur. Les plants témoins ont regu la méme quantité d'ino-
culum stérilisé par la chaleur humide. L'inoculum
endomycorhizien a été pltacé a environ 3 a 5 cm en dessous
du semis sur toute la circonférence du sachet. Pour faciliter

la germination, les graines de L. leucocephala récoltées sur
le Campus de Kinshasa, ont été trempées, immergées dans
de I'acide sulfurique [(H2SOa4) 95-97 %, v/v)] pendant 30
minutes et rincées abondamment & I'eau stérile avant le
semis. L'inoculation par Rhizobium a éteé effectuée avec 10
ml de suspension rhizobienne spécifique diluée & 10% viv
avec de I'eau déminéralisée stérile au-dessus de chaque
point d’ensemencement contenant 2 graines de Leucaena.
En pépiniére, les semis ont été protégés par une ombriére
faite avec des feuilles de palmiers. Un paillis de parche de
café a été appliqué dans chaque sachet pour limiter les per-
tes d’humidité du sol et pour réduire le tassement lors de
I'arrosage et par temps de pluie. Chacune des combinaisons
des traitements étajt représentée par 40 plants aprés déma-
riage. Les plantules de Leucaena ont été élevées en pépi-
niere pendant 3 mais.

Transplantation au champ

Apres trois mais, les plants ont été transplantés sur le terrain
aux écartements de 100 cm dans la rangée et 100 cm entre
les rangées selon le méme dispositif que celui de la pépiniére.
Les propriétés chimiques du sol du site de transplantation
sont également présentées au tableau I. L'endomycoflore
présente dans ce sol comprend les genres Glomus, Scul-
tellospora et Gigaspora tandis que le Rhizobium loti spécifi-
gue au Leucaena leucocephala y est absent (15).

Récolte et analyse des données

Des mesures qualitatives de nodulation et de colonisation
endomycorhizienne racinaire (13) ainsi que des mesures de
hauteur, de diamétre au.collet et de phytomasse séche
(aérienne, racinaire et totale) ont été-réalisées 3 mois avant
la transplantation au champ. L'évaluation de I'effet de I'ino-
culation des microsymbiotes racinaires sur la croissance des
plants de Leucaena leucocephala dix mois apreés la trans-
plantation a porté sur la hauteur, le diamétre au collet et le
poids frais des parties aériennes de la plante avant que
celles-ci puissent étre incorporées au sol comme engrais vert
dans une culture de mais (18). Les comparaisons muitiples
des moyennes ont été faites selon le test de Waller-Duncan
et la signification de I'effet des traitements & 'aide du test F
de Fisher (26).

3. Résultats et Discussion
En pépiniére

Dans nos conditions d’essai, nous avons testé 2 souches de
champignons endomycorhiziens a vésicules et arbuscules,
CLA et VES et 1 souche de Rhizobium TAL 1145, pour sti-
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TABLEAU 2
Réponse de croissance du L. leucocephala aux symbiotes racinaires.

CER. Nodulation Hauteur (m) Diamétre au collet Phytomasse Phytomasse Phytomasse totale
{mm) aérienne racinaire

Traitement SN SF SN SF SN SF SN SF SN SF SN SF SN SF
En pépiniére masse seche (g) masse seche (g) masse séche (g)
T. + - - - 0,37a 0,72ab** 5,2a 7,2ab** 31,1a 459a* 20,5a 19,7a 51,6a 65,6a*
R. + - + + 0,65b 0,68a 7,4d 6,5a 58,7bc 123,1c** 22,7a 51,6c** 81,4bc 174,7d**
CLA + + ~ — 048ab 0,76bc** 54ab 7,7bc* 1152e 117,2c  56,8d 59,5¢ 172,0e  176,7d
R+CLA + + + + 0,39 0,60a* 51a 6,3a* 453ab  68,2ab* 26,6a 37,3b* 719 1058b*
VES + + - - 0,39 0,63a* 5,2a 6,5a* 712d  121,7¢c* 38,8bc 51,4c* 110,0cd 173,1d**
R+ VES + + + + 044ab 088c** 58abc 8/5c** 645¢c 76,0ab* 29,0ab  39,7b* 93,5¢ 1157bc*
En plan-
tation masse fraiche (g)
T nd nd nd nd 1,37c 2,16d** 151d 21,4c** 2451b 526,98v** nd nd nd nd
R. nd nd nd nd 2,14b 2,49bc* 20,5bc  24,4bc* 539,8ab 628.6b* nd nd nd nd
CLA nd nd nd nd 2,78a 3,20a* 26,0a 30,5a* 819,52 1716,54a** nd nd nd nd
R+CLA nd nd nd nd 1,880 2,570 184cd 27,01ab** 4990ab  845,6b* nd nd nd nd
VES nd nd nd nd 250a 2,24cd 223abc  23,0c 9126a* 642,0b nd nd nd nd
R+VES nd nd nd nd 247a** 1,69c 22, 7ab** 158d 746,7a**  2599¢ nd nd nd nd

Les valeurs d'une méme colonne non suivies par la méme lettre sont significativement différentes a P< 0,05 (Test de Waller-Duncan). (*).(* *): significativement différent a

P<0,05 et & P<0,01 respectivement (Test de F) entre SN et SF.

Abréviations: C.E.R. = colonisation endomycorhizienne racinaire, SN = plants préalablement élevés en sol non fumigé au stade de la pépiniére, SF = plants préalablement
élevés en sol fumigé au stade de la pépiniére, T: Témoin; R: Rhizobium TAL 1145; CLA: Glomus clarum, VES: Glomus vesiculiferum, nd = non déterming.

muler la croissance de Leucaena. Les résultats obtenus sont
présentés au tableau 2.

Tous les plants inoculés avec la souche de Rhizobium TAL
1145 ont formé des nodules efficaces en pépiniére révélés
par la présence de la [éghémoglobine. Les plants ont aussi
formé des endomycorhizes suite a la colonisation des raci-
nes soit par les champignons indigénes en sol naturel, soit
par les champignons inoculés artificiellement en sol fumigé.
D’une maniére générale, les résultats obtenus a trois mois
montrent I'effet bénéfique de I'inoculation du L. leucocephala
avec la souche TAL 1145 de Rhizobium et les souches de
deux espéces de champignons endomycorhiziens. En fumi-
geant le sol en pépiniere, les résultats de croissance ont été
davantage améliorés par rapport a ceux du sol naturel. Cela
indique que la fumigation (stérilisation) du sol détruirait les
microorganismes telluriques pathogénes ou parasites qui
affaiblissent la plante-héte.

Pour stimuler la hauteur, les combinaisons des traitements
SF (VES +R), SF(CLA), SF(T), et SF(R) ou SN(R) sont clas-
sées par ordre décroissant et sont significativement supérieu-
res a la combinaison (SN)(T).

Pour le diameétre au collet, les combinaisons SF(VES + R),
SF(CLA), SF(T) et SN(R) influencent davantage ce paramé-
tre avec une différence significative par rapport a la combi-
naison SN(T). Quant a la phytomasse aérienne séche, les
combinaisons SF(R), SF(VES), SF(CLA), SN(CLA),
SF(VES + R), SN(VES), SF(CLA +R), SN(VES + R) et SN(R)
sont significativernent supérieures a la combinaison SN(T).
Pour stimuler la croissance du systéme racinaire, les com-
binaisons significativement supérieures a la combinaison
SN(T) sont: SF(CLA), SN(CLA), SF(R), SF(VES), SF(VES + R),
et SN(VES). Pour la phytomasse totale, les combinaisons
significativerent supérieures a SN(T) sont: SF(CLA), SF(R),
SF(VES), SN(CLA), SF(VES +R), SN(VES), SN(VES +R),
SN(R) et SN(R + CLA).

La double symbiose de Rhizobium — endomycorhizes a été
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la plus efficace pour les paramétres tel que le diamétre au
collet et la phytomasse aérienne. A ce stade, la souche de
champignon CLA semble plus compétitive en sol naturel que
le champignon VES. D'autre part, VES s'est avéré trés effi-
cace pour stimuler la croissance en sol fumigé. Ces résul-
tats corroborent ceux déja rapportés par Khasa et al.(14) sur
d’autres espéces tropicales.

En plantation

Les résultats de croissance dix mois aprés la transplantation
sont également présentés au tableau 2. Les microsymbio-
tesracinaires testés, G. clarum, G. vesiculiferum et le Rhizo-
bium TAL 1145 ont significativement amélioré et a des
degrés divers la croissance des plants de L. leucacephala
comparativement aux plants témoins.

Le champignon endomycorhizien G. clarum a initié une sti-
mulation élevée de croissance aprés transplantation. Cette
efficience est plus significative chez les plants préalablement
élevés en sol fumigé ou ce champignon endophyte s’est
révélé le plus efficace en stimulant significativerment la taille
et le diamétre au collet par rapport aux témaoins et aux autres
microsymbiotes racinaires. La biomasse fraiche de la partie
aérienne des plants inoculés avec cette méme souche a
montré une différence significative par rapport aux témoins
et aux plants inoculés uniquement avec Rhizobium seul ou
en association avec I'un des 2 champignons endomycorhi-
ziens pour les plants élevés en sol naturel. Cette différence
est significative par rapport a tous les autres traitements pour
les plants élevés en sol fumigé. Les grandes différences
observées pour la mesure de la biomasse fraiche aérienne
sont probablement dues au contenu variable en eau des tis-
Sus végétaux.

La souche endomycorhizienne de G. vesiculiferum a aussi
stimulé de fagon significative la hauteur, le diametre au col-
let et la phytomasse fraiche de la partie agérienne par rapport
aux témoins élevés en sol non fumigé. La particularité obser-
vée chez cette espéce endomycorhizienne est qu'elle a don-
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ne le maximum de son efficience chez les plants préalable-
ment élevés en sol non fumigé en pépiniére. [l s'avérerait que
cette derniere soit attribuable & des interactions synergiques
bénéefiques avec la flore microbienne autochtone du sol de
plantation ou a la plus forte compétitivité du G. vesiculiferum
vis-a-vis de I'endomycoflore indigéne du sol de plantation par
rapportau G. clarum. Ces effets synergiques ou de compé-
titivité du G. vesiculiferum ont eu pour résultat la stimulation
de la croissance végétative du L. leucocephala de fagon
substantielle. Cette constatation semble possible puisque la
double symbiose G. vesicufiferum + Rhizobium TAL 1145
a produit une interaction antagoniste plus marquée chez les
plants élevés en sol fumigé en pépiniére.

L'effet de l'inoculation avec le Rhizobium TAL 1145 seule est
deja remarquable par rapport au témoin non inoculé pour
les plants préalablement élevés dans les 2 types de sol (SN
ou SF) mais celui des endomycorhizes I'est davantage.

La double symbiose de champignons endomycorhiziens
avec le Ahizobium spécifique a diminué de maniére signifi-
cative le pouvoir efficient de la souche endomycorhizienne
de G. clarum chez les plants préalablement élevés en sol non
fumigé en pépiniere. C’est probablement d{ au fait que les
microsymbiotes inoculés constituent un sinK important de
drainage des sucres de la plante sans compensation subs-
tantielle en retour (2). Les biofertilisants se comportent a ce
moment en parasites des racines en induisant un effet néfas-
te sur le développement de la plante - héte suite 2 une aug-
mentation de la consommation énergétique aux depens de
celle-ci. Manjunath et al.(19) ont observé une action syner-
gique dans la double inoculation chez L. leucocephala mais
avec des souches microsymbiotiques, des facteurs édaphi-
ques, biotiques et climatiques différents. Donc, I'effet béné-
figue de la double symbiose peut ne pas se manifester suite
aux contraintes biotiques et abiotiques d'un site a l'autre.

Conclusion
Notre étude réalisée a partir du sol fumigé ou non en pépi-

niere a fait ressortir que les symbiotes testés ont amélioré
davantage la croissance juvénile des plants de Leucaena
leucocephala préalablement élevés en sol fumigé qu’en sol
non fumigé; ceci a I'exception de la souche de G. vesiculi-
ferum associée ou non au Rhizobium TAL 1145, qui a pro-
duit le méme effet chez les plants de Leucaena leucocephala
préalablement élevés en sol non fumigé. De ce fait, la stérili-
sation du sol de pépiniére permet de tirer le meilleur effet des
biofertilisants (7,20), en I'absence de la microflore indigéne
constituée des bactéries, moisissures, nématodes, microarth-
ropodes, protozoaires, etc... Cette fumigation inhibe aussi les
maladies racinaires et les mauvaises herbes.

Pour une utilisation dans d’autres sites, les 2 espéces de
champignons endomycorhiziens devront étre sélectionnés
en fonction de leur efficacité et de leur pouvoir compétiteur
dans I'un ou 'autre conditionnement tellurique. Il se déga-
ge de cette étude des systémes symbiotiques gu’une bon-
ne amorce de la vitesse de croissance végétative stimulée
en pepiniére constitue un atout majeur de bon développe-
ment sur le terrain de transplantation. Il est donc possible de
stimuler la croissance de L. leucocephala par inoculation
contrdlée avec des souches sélectionnées de champignons
endomycorhiziens et des bactéries du genre Rhizobium. En
effet, d’autres études ont montré que le Leucaena leucoce-
phala est trés dépendant des endomycorhizes pour sa crois-
sance et gu’une inoculation avec des souches efficaces de
champignons endomycorhiziens améliore ia nutrition phos-
phatée indispensable pour la fixation biologique de I'azote
par Rhizobjum (9).
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