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Résumé

L’évaluation de I'efficacité de cinqg especes de cham-
pignons endomycorhiziens a vésicules et arbuscules
Spp. a révélé que le mycosymbiote Glomus clarum est
convenable pour le repeuplement mycorhizogéne de
la savane herbeuse de Kinzono.

Ce présent travail rapporte les résultats des effets de
son inoculation au méme moment que le Rhizobium
TAL 1147 sur la croissance et la nodulation en pépi-
niére de Racosperma auriculiforme dans le sol de cette
méme savane.

Comparée a la simple inoculation (Glomus clarum ou
Rhizobium TAL 1147) et au témoin, la double inocula-
tion Rhizobium TAL 7747-Glomus clarum a significati-
vement (P<0,01) amélioré la croissance et la nodula-
tion de cette légumineuse ligneuse cinqg mois apres le
semis. Une telle inoculation peut étre recommandée
pour une implantation efficace & grande échelle de
cette essence végétale dans le sol de Kinzono pauvre
en azote et en phosphore soluble.

Summary

The efficiency evaluation of five vesicular-arbuscular
mycorrhiza spp. revealed that the mycobiont Glomus
clarum is suitable for the mycorrhizogene replanting of
the Kinzono grassy savanna.

This present study reports results of effects of its ino-
culation at the same time that the Rhizobium TAL 1147
in nursery on Racosperma auriculiforme growth and
nodulation in this same savanna’s soil.

Compared to the individual inoculation (Glomus cla-
rum or Rhizobium TAL 1147) and to the uninoculated
control, the dual inoculation Rhizobium TAL 1747-
Glomus clarum has improved significantly (P<0.01) the
growth and the nodulation of this legume tree five
months after the sowing. A such inoculation can be re-
commended for an effective implantation at large-scale
of this specie in poor Kinzono soil in nitrogen and in
soluble phosphore.

Introduction

Il est largement reconnu que Fazote et le phosphore
constituent souvent les facteurs nutritionnels limitants
de la croissance des plantes dans la plupart des sols
tropicaux (5, 15, 25, 32). Pour relever le niveau de ces
éléments dans ces sols pauvres, le recours aux en-
grais chimiques phosphatés et azotés est une véritable
aubaine.

L'utilisation des biofertilisants pourvoyeurs de ces nu-
triments est une alternative plausible a bon marché.
L'effet positif de la double inoculation des mycorhizes
et Rhizobium sur la croissance de la plupart des légu-
mineuses a déja fait I'objet de plusieurs investigations
(3, 14, 18, 21, 24, 28, 40). Lefficacité de ces inocula-
tions combinées est tributaire non seulement de la spé-
cificité iégumineuses-endomycorhizes-Rhizobium mais
aussi des conditions éco-pédoclimatiques d’un site
donné.

Racosperma auriculiforme est intensément utilisé dans
le programme de reboisement des milieux urbains et
ruraux en R.D.C.. La localité de Kinzono, un des sites
de plantation choisis, est caractérisée par des sols
acides et pauvres en azote et en phosphore. Mbaya
et al. (26) ont observé la stimulation de la croissance de
R. auriculiforme grace a I'inoculation du Rhizobium
isolé de ce sol. Aussi dans une étude de criblage des
endomycorhizes du genre Glomus, Bulakali et al. (non
encore publié) ont retenu Glomus clarum pour le re-
peuplement mycorhizogéne des sols a Kinzono.

La présente étude tente d’évaluer les effets de I'ino-
culation combinée Rhizobium TAL 1147-Glomus cla-
rum sur la stimulation de la croissance et de la nodu-
lation en pépiniére de R. auriculiforme dans le sol de
Kinzono.
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Matériel et Méthodes

Le site expérimental est situé au campus de I'Université
de Kinshasa. Pendant la période de culture, la pluvio-
métrie y enregistrée a été de 737,8 mm, la températu-
re moyenne de 26,1°C, 'humidité relative moyenne de
76,1% et I’évaporation journaliere moyenne de Piche
de 2,2 mm (2). Le substrat de culture récolté dans le
domaine du centre forestier de Kinzono - situé a 150
km Nord-Est de Kinshasa, 4°22’ latitude Sud, 16°17’
longitude Est, altitude: 650 m - a été prélevé dans les
vingt premiers centimetres d’une jachére de savane
(22). Il est classé dans l'ordre des kaolisols et est
constitué de sable limoneux de la série du systéme de
Kalahari (20). Ce sol a ensuite été séché a 'air libre,
puis tamisé (maille: 3 mm). Les analyses chimiques et
microbiologiques de ce sol présentent les caractéris-
tiques suivantes: pH (Kcl 1N): 4,6; C: 1,35% (38); N:
0,07% (7); C/N: 19,29; Matiéres organiques: 3,3% (38);
phosphore disponible: 102,7 ppm (6); C.E.C.: 5,5
méqa/100 g (37); Mg: 0,1 még/100g; K: 0,1 még/100 g;
K/Mg: 1; AlI*3: 0,43 még/100 g et 1517 spores endo-
mycorhiziennes natives par 100 g de sol sec. Chaque
sachet en polyéthyléne noir a été chargé de 1 kg de
ce sol.

Traitement et semis de graines

Les semences de R. auriculiforme de 4 mois d’age ont
été récoltées sur un semencier du jardin expérimental
de biologie au Campus de I'Université de Kinshasa. Les
graines ont ensuite été séchées pendant 3 jours et
conservées dans des sachets en polyéthylene blanc her-
métiquement fermés jusqu’a leur utilisation. Avant le
semis, elles ont été trempées, immergées dans I'acide
sulfurique concentré (H,S0,95-37%, V/V) pendant 30
minutes, suivi d’un ringage abondant a I’eau distillée.
Chague sachet a regu 3 graines.

Préparation des inoculums et inoculation en pépiniére.
L'espece endomycorhizienne G. Clarum et la souche
du Rhizobium TAL 1147 utilisées proviennent du centre
de Recherche en Biologie Forestiére, Université Laval,
Ste-Foy, Québec. L'inoculum du champignon endo-
phyte, Glomus clarum Nicolson et Schenck a été pro-
duit a la ferme selon la technique décrite par Sieverding
(34). Il a été prélevé dans la mycorhizosphere de
Brachiaria ruziziensis Germ. et Edv. et avait accusé une
charge sporale de 2706 spores/100 g de sol sec et un
niveau de colonisation endomycorhizienne racinaire de
42%.

Chagque sachet a recu un inoculum comprenant 30 g de

sol de la rhizophére prélevés dans un rayon et une pro-
fondeur de 15 cm de la plante-héte et de 4 g de jeunes
racines endomycorhizées préalablement segmentées
a plus ou moins 2 cm chacune. L'inoculum endomy-
corhizé e été placé a environ 3 a 5 cm en dessous du
semis sur toute la circonférence.

Quant a I'inoculum de Rhizobjum TAL 1147 requis pour
notre expérience, il a été produit en milieu liquide de
yeast-Extract-Mannitol au laboratoire de physiologie
végétale de I'Université de Kinshasa selon le protoco-
le décrit par Somasegaran et Hoben (36). 1 ml conte-
nait 1,7. 100 cellules de Rhizobjum TAL 1147 et I'ino-
culation a été appliquée avec 10 mi de suspension eu-
bactérienne diluée a 10% V/V avec de 'eau distillée
stérile au-dessus de chaque point d’ensemencement
contenant 3 graines de R. auriculiforme.

Dispositif expérimental

Les sachets ont été disposés en blocs complétement
randomisés avec les traitements suivants: le témoin:
T, le Rhizobium TAL 1147: R, le Glomus clarum: CLA et
la double inoculation Rhizobium TAL 1147-Glomus
Clarum: R + CLA ont été effectués simultanément pour
la réalisation d’un synergisme évident (4). Chaque trai-
tement a été constitué de douze plantes et répété trois
fois. L'écartement entre les sachets a été de 40 cm
dans la rangée et entre les rangées. La conduite de la
pépiniere a été menée de la méme maniére que celle
décrite par Bulakali et al. (8).

Récolte et analyse des données

Aprés 150 jours de pépiniere, toutes les plantules ont
été récoltées. Un échantillon représentatif de racine de
chaque traitement a été prélevé et conservé dans une
solution de FAA composée comme suit: Formaldéhyde
37% (50 ml), Acide acétique glacial (50 ml) et Ethanol
50% (900 ml). Ensuite, les racines ont été éclaircies au
KOH 10% par autoclavage et colorées a la fuchsine
acide a 0,05%; puis observées qualitativement a la
grandeur de la boite de pétri sous stéréomicroscope de
marque Olympus H 011 (23).

Les tiges plus les feuilles et les racines des plantules
ont été séchées séparément a 75°C pendant 48 heures
et puis leur masse de matiére séche déterminée.

Le nombre et le poids frais de nodules, la taille et le
diamétre au collet ont été enregistrés.

Quant aux analyses statistiques des données, les com-
paraisons multiples des moyennes ont été effectuées
selon le test de Waller-Duncan (39).

Tableau 1
Influence de différents microsymbiotes racinaires sur la croissance et la nodulation de R. auriculiforme

Traitement C.E.R. Nodules Piantules

Nombre/Plante  Poids frais Taille Diamétre au collet Poids sec (g)

(mg) (cm) (mm) Tiges + feuilles racines total

Témoin + 22,53b 230d 45,54¢ 4,36d 10,72¢ 2,22¢ 12,94¢
Rhizobium + 29,50b 590b 65,26b 5,88¢ 23,41b 4,77b 28,18b
Glomus clarum + 42,07b 420c 87,04a 7,14b 27,51ab 5,59ab 33,10ab
Rhizobium TAL 1147
Glomus clarum + 86,23a 690a 85,88a 8,35a 39,49a 8,76a 48,25a

Les valeurs d’'une méme colonne non suivies par la méme lettre sont significativement différentes a P<0,01 (Test de Waller-Duncan).

Abréviation: C.E.R.: Colonisation endomycorhizienne racinaire.

+: Présence qualitative de champignons endomycorhiziens.
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Résultats

Dans nos conditions d’essai, un champignon endo-
mycorhizien a vésicules et arbuscules, G. Clarum cri-
blé et retenu pour le repeuplement mycorhizogéne des
sols de Kinzono (non encore publié) et une souche de
Rhizobjum TAL 1147 ont été testés pour stimuler la
croissance en pépiniére de R. auriculiforme.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 1.
A la lumiére des résultats, une endomycorhization qua-
litative a été observée dans tous les traitements. Elle
était formée soit par des champignons endophytes in-
digénes, soit par ceux inoculés artificiellement. La
méme constatation a été faite dans tous les traitements
quant a la nodulation des plantules inoculées ou non
avec la souche de Rhizobium TAL 1147.

Le nombre de nodules enregistré chez les plantules
inoculées avec G. clarum, Rhizobium TAL 1147 ainsi
que chez les témoins n’est pas significativement diffé-
rent a P<0,01. Le poids frais de nodules a été plus
élevé sur les sujets inoculés avec le diazotrophe intro-
duit gu’avec le champignon exotique et chez le témoin.
La double inoculation R + CLA a stimulé le nombre et
le poids frais des nodules mieux que la simple inocu-
lation du Rhizobium TAL 1147 ou du symbiote fongique
G. Clarum. Quant a la taille et au diamétre au collet des
plantules, les faibles valeurs ont été enregistrées chez
le témoin par comparaison aux autres traitements.
Aucune différence significative (P<0,01) n’a été obser-
vée entre le champignon endomycorhizien seul CLA et
la double symbiose R + CLA pour le paramétre taille.
Le meilleur développement des sujets inoculés a été
obtenu avec I'inoculation combinée R + CLA.

Pour le poids sec caulinaire plus foliole, racinaire et
total des plantules, on a noté le meilleur comportement
de la double inoculation R + CLA.

Discussion

D’une maniére générale, I'inoculation du couple sym-
biotique R + CLA, du champignon endomycorhizien
seul CLA et du Rhizobium TAL 1147 individuel a diver-
sément stimulé de maniére significative (P<0,01) la
croissance et la nodulation de la plante-h6te compa-
rativement au témoin. Ces performances ont été plus
amplifiées par la double inoculation R + CLA.

La colonisation endomycorhizienne racinaire et la no-
dulation observées sur le traitement témoin confirment
la présence des microsymbiotes racinaires infectifs de
R. auriculiforme comme I'ont rapporté respectivement
Bulakali et al. (non encore publié) et Mbaya et al. (26).
Dans cette investigation, I’apport de la souche TAL
1147 de Rhizobium n’a pas induit un nombre plus élevé
de nodules que chez G. clarum ou chez le témoin.
L’observation de I'effet dépressif de la capacité de no-
dulation du diazotrophe exotique traduit I’antagonis-
me dU aux interactions avec les souches natives. Car,
une fois introduit, le Rhizobium TAL 1147 devrait entrer
en compétition avec les souches locales qui ont déja
fait preuve d’efficience dans la stimulation de la crois-
sance de R. auriculiforme malgré leur induction nodu-
laire tardive et la faible présence des cellules infectives
(26). Comme la souche de Rhizobium TAL 1147 n’a
pas supplanté rapidement les eubactéries indigénes,
c’est que son métabolisme n’est pas aussi rapide.

En croissant lentement dans le sol acide de Kinzono,
une région tropicale, la souche TAL 1147 n’est pas pro-
ductrice d’acides comme les natives. D’ou, le
Rhizobium TAL 1147 est une souche qui provient des
sols acides des régions tropicales (30). Malgré son effet
neutre sur la formation des nodosités la souche intro-
duite s’est révélée plus efficace en stimulant significa-
tivement (P<0,01) les poids frais des nodules compa-
rativement au témoin et au mycosymbiote CLA. Ceci
ne peut étre que I'expression de son adaptabilité aux
conditions éco-pédoclimatiques de Kinzono et aussi
de son degré de compatibilité avec le macrosymbiote
(9, 30, 35). Son efficience symbiotique vis-a-vis des
diazotrophes indigénes s’est confirmée dans la stimu-
lation significative (P<0,01) de la croissance des plan-
tules dans tous les paramétres étudiés pas rapport au
témoin. C’est suivant le degré de compatibilité avec la
plante-héte que le Rhizobium TAL 1147 a induit une
nodulation efficiente. Obaton (31) et Denissov (15) ont
d’ailleurs déja rapporté que la plupart des souches ori-
ginelles des sols tropicaux sont peu efficientes.

Cette constatation peut justifier le comportement des
souches diazotrophes de la savane herbeuse de
Kinzono vis-a-vis de celles introduites.

Quant a I’espéce endomycorhizienne seule CLA, a
amélioré la croissance du macrosymbiote de maniére
significative (P<0,01) pour tous les parametres évalués
excepté le nombre de nodules comparativement au té-
moin. Ces résultats rejoignent ceux déja observés par
Bulakali et al. (non encore publié).

En outre, ce symbiote fongique CLA a donné des ren-
dements plus satisfaisants que ceux realisés par le
Rhizobium TAL 1147 individuel. Le mycosymbiote a
aussi de fagon significative (P<0,01) stimulé Ia taille et
le diamétre au collet que le diazotrophe introduit, qui a
son tour a aussi augmenté de maniére significative
(P<0,01) le poids frais moyen de nodules. Mais G. cla-
rum semble avoir incité 'infectivité nodulaire de 42,6%
et 86,7 % sur la souche eubactérienne TAL 1147 indi-
viduel et le témoin respectivement, tout en ne présen-
tant aucun degré de signification. La simple inoculation
avec ce microsymbiote racinaire fongique CLA occa-
sionne de ce fait une meilleure infectivité des Rhizobia
locaux ainsi qu’une bonne croissance de R.auriculi-
forme ermes de taille, de diametre au collet et de bio-
masse. Ceci est évident dans la mesure ou le champi-
gnon endomycorhizien criblé G. clarum assure a la
plante des conditions nitritionnelles requises pour une
bonne croissance végétative et pour un bon dévelop-
pement des nodules dans le sol de Kinzono pauvre en
azote et en phosphore. A ce sujet, beaucoup d’auteurs
(1,11,16,27,29,33) ont rapporté les effet synergiques
de certaines espéces de champignons endomycorhi-
ziens sélectionnées efficaces sur la stimulation de la
croissance des plantes, I’élevation de leur biomasse
et I'induction d’une fixation accrue d’azote par le
Rhizobium surtout dans des sols peu fertiles et ayant
une faible teneur en phosphore disponible. Il s’avére-
rait alors logique que la productivité moyenne annuel-
le de 12 m3/ha/an de bois de feu de premiére qualité
obtenue a Kinzono résulterait en partie des interac-
tions biotiques bénéfiques et synergiques entre les
souches de Rhizobium autochtones et leurs partenaires
endomycorhizes (13,17,20).
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La double inoculation Rhizobium TAL 1147-G. Clarum
a donné des rendements supérieurs par rapport a I'ino-
culation simple de Rhizobium TAL 1147 et au témoin
sur tous les parametres étudiés. Elle a permis de dou-
bler la taille et le diamétre au collet, de tripler le poids
frais de nodules et de presque quadrupler le nombre de
nodules et la biomasse séche totale de la plante-héte
comparativement au témoin. Ces meilleurs effets de la
double symbiose racinaire R + CLA dans nos condi-
tions montrent toute I'importance et I'utilité de I'inocu-
lation combinée Rhizobium-endomycorhizes dans le
rendement de R. auriculiforme dans le sol de Kinzono.
Cette maximisation d’'efficacité serait due a des inter-
actions biotiques synergiques évidentes et une com-
patibilité créées entre deux biofertilisants exotiques
introduits, la plante-hate et la microflore tellurique au-
tochtone (3,10,12,14,18,20,28). Ceci est rendu pos-
sible par le fait que les endomycorhizes produisent un
exsudat qui modifie la rhizosphére et incite I'installation
de la symbiose Rhizobium-plante (12). Ces structures
seraient responsables d’une meilleure absorption du
phosphore et par conséquent d’autres éléments bio-
geénes indispensables qu’ont besoin les Rhizobia pour
fixer biologiquement I'azote de I'air (16,18). Israél (19)
a rapporté ie réle que joue le phosphore dans I'initia-
tion des nodules, leur développement, et leur fonction
en plus de son implication directe sur la croissance de
la plante-héte.

De ce qui précéde, le couple symbiotique R + CLA a
accru l'infectivité et I'effectivité nodulaires améliorant
ainsi la croissance en pépiniére de R. auriculiforme par
une action synergique évidente de ces deux biofertili-
sants inoculés au méme moment et la microflore indi-
géene (3,9,14,28).

Conclusion

L’inoculation avec le Rhizobium TAL 1147 individuel R,
le champighon endomycorhizien a vésicules et arbus-
cules seul Glomus Clarum CLA, le couple symbiotique
R. + CLA montre que ces microsymbiotes ont de fagon

variable stimulé significativement (P<0,01) la nodulation
et la croissance de Racosperma auriculiforme dans un
sol pauvre et acide d’une jachére de la savane de
Kinzono sur le plateau des Bateke.

Dans cette expérimentation, la double symbiose raci-
naire Rhizobium TAL 1147 - Glomus clarum a assuré un
bon comportement des plantules de Racosperma au-
riculiforme en termes de nodulation, croissance et bio-
masse en comparaison aux autres microsymbiotes ra-
cinaires testés. Elle semble la mieux appropriée dans
un programme de boisement industriel de la plante-
héte sur ce sol. Ceci a cause de son efficacité a maxi-
miser la stimulation de |a croissance végétative en pé-
piniére, expression d’une évidente optimisation de la
productivité au champ. ll est impérieux de disposer
des plantules vigoureuses écologiquement adaptées
en pépiniére avant leur mise au champ, ceci afin de
prévenir le taux de mortalité souvent élevé au stade ju-
vénile de ce matériel végétal. Bulakali et al. (8) ont fait
ce constat dans une étude antérieure des systéemes
symbiotiques Rhizobium-Glomus spp sur la croissan-
ce de Leucaena leucocephala en pépiniére, et dix mois
apres transplantation.

La sélection des microsymbiotes racinaires de R. au-
riculiforme dans le sol de Kinzono mérite d’étre pour-
suivie.
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