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RESUME

La formulation d’un biofertilisant rhizobien est un processus complexe qui nécessite
plusieurs étapes de conception afin d’aboutir au produit final. Les légumineuses sont des
cultures riches en protéines et ont la capacité de s’associer a des organismes appelés rhizobia
qui vivent dans les nodosités des racines de celles-ci permettant ainsi la fixation biologique de
I’azote. La présente étude avait pour objectif général de rechercher la meilleure formulation du
biofertilisant rhizobien dans le but d’améliorer les performances des légumineuses. L’objectif
spécifique 1 consistait a authentifier les souches de rhizobia, pour cela 2 souches et un
consortium rhizobien BOSD ont été testés sur 4 cultures a savoir : Nkall pour I’arachide et le
niébé, Pvnk7 pour le haricot et le consortium BOSD pour le soja. Une augmentation
considérable des parametres de croissance des plantes de Iégumineuses inoculées est observée ;
de plus, I’effet biomasse est plus important chez le soja avec le consortium (+72 %). L’objectif
spécifique 2 a permis d’évaluer la viabilit¢ du consortium rhizobien dans les différentes
formulations, on note une croissance exponentielle du consortium dans les différentes formules
de biofertilisants 4 jours aprés incubation. Par ailleurs, la formule B3 (extrait de pois cajun +
mélasse de canne & sucre) a la charge bactérienne la plus élevée (8,89 log UFC/mI) par rapport
au milieu YMB (8,72 log UFC/ml). L’évaluation de la durée de vie du consortium apres 56 jour
de comptage a température ambiante (25-35° C) dans les formulations montre une diminution
progressive celui-ci. La formule B5 (extrait de pois cajun + mélasse de canne a sucre avec 1%
de poudre blanche) quant a elle, enregistre la plus grande charge (6,74 log UFC/ml) par rapport
au milieu YMB (6,49 log UFC/ml). Le milieu enrichis a I’extrait de soja/lait en poudre favorise
le mieux la croissance du consortium rhizobien par rapport aux autres ; de plus il utilise toute
les sources de carbone alternatifs présents dans ces milieux pour se développer. L’ objectif
spécifique 3 a permis de tester I’effet des formulations et de la méthode d’enrobage sur la
croissance du soja, le digestat associé a un adhésif (huile) ou avec de la poudre de blanche (1%)
présente une meilleure nodulation et croissance chez le soja avec une augmentation de +200 a
+250 % ; de plus elle permet aussi une augmentation significative de la teneur en azote et en
protéine totale de +700 a +900 % par rapport 1’inoculum bactérien (B0). Ces résultats
constituent un progres considérable dans I’amélioration non seulement des inoculants & base de

fixateurs d’azote mais aussi dans la fertilité et la production des légumineuses a graines.

Mots clés : Formulation, Biofertilisant, Fixateurs d’azote, Rhizobia, Enrobage, Légumineuses

a graines.
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ABSTRACT

The formulation of a rhizobial biofertilizer is a complex process that requires several
design step te archieve the final product. Legimes are protein-rich crops and have the ability to
associate with organisms called rhizobia which live in their root nodules, thus allowing
biological nitrogen fixation. The general objective of the present study was to research the best
formulation of rhizobial biofertilizer with the aim of improving the performance of legumes.
Spefific objective 1 consisted of authentificating the rhizobia strains, for this 2 strains and
rhizobial consortium BOSD were tested on 4 crops namely : Nkall for peanut and cowpea,
Pvnk?7 for bean and the BOSD consortium for soybean. A considerable increase in the growth
parameters of inoculated legumes plants is observed ; in addition, the biomass effect is very
important in the soybean with the consortium (+72 %). Specific objective 2 allowed to evaluate
the viability of rhizobial consortium in the different formulations, we note an exponential
growth of the consortium in the different biofertilizer formules days after incubation.
Futhermore, formula B3 (pegeon pea + sugar cane molasses) has the highest bacterial load (8,89
log CFU/ml) compared to YMB medium (8,72 log CFU/ml). The evaluation of shelf life of the
consortium after 56 days of counting at room temperature (25-35° C) in the formulations shows
a progressive decrease. Formula B5 (pegeon pea + sugar cane molasses with 1% of white
powder) recorde the greated load (6,74 log CFU/ml) compared to YMB medium (6,49 log
CFU/ml). The medium enrichis with soybean extract/ milk powder best promotes the growth
of the rhizobial consortium compared to the oders ; moreover it uses all the alternatives carbon
sources present in these environments to develop. Specific objective 3 made it possible to test
the effect of the formulations and coating method on the growth of soybeans, the digestate
associated with an adhesive (oil) or with white powder (1%) presents better nodulation and
growth in soybean with a increase of +200 to +250 % ; in addition, it also a significant increase
in the nitrogen and total protein content from +700 to +900 % compared to the bacterial
inoculum (BO0). The results constitute considerable progress in the improvement only of

nitrogen-fixing inoculants but also in the fertily and production of grain legumes.

Keywords : Formulation, Biofertilizer, Nitrogen Fixing, Rhizobia, Coating, grain legumes.
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INTRODUCTION GENERALE

Le biofertilisant désigne un produit contenant des microorganismes du sol appliqué aux
plantes pour favoriser leur croissance (Herrmann et Lesueur, 2013). Cependant, il est souvent
utilisé a tort comme synonyme d’une large gamme de produits tels que le fumier vert ou animal,
les cultures intercalaires ou encore un engrais chimique enrichis en matieres organiques
(Bhattacharyya et Jha, 2012). lls sont plutdt définis comme des formulations de cellules
vivantes ou latentes de microorganismes, qui fournissent un avantage supplémentaire d’une part
dans I’absorption des nutriments et d’autre part sur les performances des plantes lorsqu’ils sont
inoculés dans la rhizosphere (Kumar et al., 2022). Les microorganismes qu’ils contiennent sont
appelés PGPR (rhizobactéries favorisant la croissance des plantes) (Yadav et al., 2017) et
affectent de facon direct le développement des plantes en facilitant 1’absorption des nutriments
par ces dernieres (fixation de I’azote, solubilisation du Phosphore), induisant une augmentation
de la surface (production d’hormones), ou en réduisant 1’effet nocif d’agents pathogenes
(Bhattacharyya et Jha, 2012). Les biofertilisants sont d’une grande importance économique,
réduisant ainsi I’utilisation des engrais synthétiques (Zhang et al., 2021) et leur application est
pergue comme une technologie innovante et respectueuse de 1’environnement afin d’améliorer

la fertilité et le développement des sols (Fasusi et al., 2021).

La fixation biologique de 1’azote est réalisée par plusieurs especes de légumineuses en
raison de leur symbiose avec les rhizobia du sol. C’est le cas du soja, du niébé, du haricot et de
I’arachide (Hara et Oliveira, 2005). Ces associations jouent un role socio écologique important
dans la protection de I’environnement et sont également exploités par les agriculteurs pour
obtenir des rendements agricoles plus élevées (Lupwayi et al., 2006). La production annuelle
des inoculants rhizobiens est estimé a environ 2000 tonnes dans le monde (Ben Rabah et al.,
2007). Les souches rhizobiennes sont disponibles sur le marché sous forme de bioinoculants

(0’callaghan, 2016) et répondent & environ 79 % de la demande mondiale des biofertilisants.

Les biofertilisants constituent environ 5 % du total des engrais disponibles (Vermaet al.,
2019) avec une valeur estimée a 2,3 milliards de dollars. La valeur économique de ceux-ci est
évaluée a 3,9 milliards de dollars d’ici 2025, avec un taux de croissance annuel de 11,6 % au
cours de la période de prévision (Kumar et al., 2022). Cependant, plusieurs analyses ont montré
que certains biofertilisants présentent des resultats alarmants pour ce qui est de leur qualite
(Herridge, 2008). Par ailleurs, sur un total 65 biofertilisants commercialisés, environ 37 %

pourrait étre considérés comme « purs » et 63 % comme contaminés d’une ou plusieurs souches
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bactériennes (Herrmann et al., 2015). Ainsi, 90 % de tous les inocula de légumineuses produits
dans le monde seraient reconnus pour n’avoir aucun effet pratique sur la productivité de la

legumineuse pour laquelle ils sont utilisés (Catroux et al., 2001).

La formulation des biofertilisants est un processus délicat et se résume en quatre étapes
essentielles a savoir : la sélection et la multiplication des souches dans un fermenteur, le choix
du support de formulation et enfin le contrdle qualité et les tests d’efficacités en conditions de
terrains (Rami et al., 2021). La formulation peut étre soit sous forme solide ou soit liquide et
les matériaux utilisés peuvent étre des sources biodégradables que 1’on retrouve localement (le
compost, le biochar, la poudre de mais, soja, poids cajan, I’argile, le charbon de Bois, etc),
riches en nutriment et non toxique pour I’environnement et le microorganisme inoculé. Une
bonne formulation doit tenir compte de la durée de conservation et les conditions optimales de

développement des microorganismes.

Toutes ces avancées dans le domaine du développement des biofertilisants au niveau
mondiale ont suscité plusieurs interrogations parmi lesquelles la question de recherche de ce
travail qui est celle de savoir si une meilleure formulation du biofertilisant rhizobien peut-elle
améliorer les performances agricoles des légumineuses a graines ? L’hypothése de recherche
qui en découle est: les formulations de biofertilisant a base de rhizobia permettraient de
meilleures performances chez les légumineuses a graines. L’objectif général de ce travail est de
: rechercher la meilleure formulation du biofertilisant a base de rhizobia dans le but d’améliorer

les performances des I€égumineuses a graines. Plus spécifiquement il s’agira de :
- Authentifier les souches de rhizobia de la collection disponible en laboratoire ;
- Evaluer la viabilité des différentes formulations de biofertilisants & base de rhizobia ;

- Evaluer I’influence des différentes formulations ainsi que des méthodes d’enrobage sur les

performances de quelques légumineuses.
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CHAPITRE | : REVUE DE LA LITTERATURE

I.1- Généralités sur les légumineuses

Les Iégumineuses sont des végétaux regroupés dans la famille des Fabacées (Fabaceae).
Ces espéces sont notamment utilisées dans les secteurs de I'agronomie car riches en protéines
(haricot, pois, lentille, soja, tréfle, luzerne...), en agroforesterie (production de bois, huiles,
résines...) et également dans la restauration des sols dégradés (concept de « plante hote »)
(Yaharaetal., 2013). Avec pres de 770 genres et plus de 19 500 espéces, les légumineuses sont
apres les orchidées et les astéracées la troisieme plus grande famille d’angiospermes en terme
de richesse spécifique (The Legume Phylogeny Working Group, 2013). D’un point de vue
biogéographique, les légumineuses ont une distribution cosmopolite et jouent des roles
écologiques importants dans quasiment tous les biomes terrestres, méme les plus extrémes
(Schrire et al.,2005). Le point fort des Iégumineuses est leur colt énergétique faible et leur
faible contribution aux gaz a effet de serre, directement liés a 1’absence de fertilisation azotée
(Pinochet et al., 2006).

L’importance des 1égumineuses découle principalement de leur pouvoir a établir une
association symbiotique fixatrice de 1’azote atmosphérique (N2) par association avec des
bactéries issues de la rhizosphére appelées rhizobium au sein de structures racinaires appelées
nodules ou nodosités (Graham et Vance, 2003). Cette symbiose peut permettre la fixation de 60
a plus de 600kg d’azote/ha/an (Nwaga, 2000). Grace a leur richesse en protéines azotées, les
[égumineuses fournissent au moins 33 % des besoins de I'humanité en protéines. Cette part est
essentiellement fournie par le haricot, le petit pois, le pois chiche et la feve (Vance et al., 2000).
En industrie agroalimentaire, certaines légumineuses peuvent étre transformées en farine utilisée
pour faire du pain, des beignets, chips, pates a tartiner etc., ou méme utilisées sous forme liquide
pour produire des laits, yaourts, et les préparations pour nourrissons (Garcia et al., 1998).
Utilisées en rotation des cultures ou en association dans les systémes de culture, les Iégumineuses
sont considérées comme engrais verts et apportent une certaine contribution en azote en fixant et
en intégrant une partie de 1’azote atmosphérique dans le systeme (Bado, 2002). En comparaison
avec la fertilisation chimique, la fixation de 1’azote atmosphérique réalisée par la symbiose
Iégumineuses-rhizobia est « gratuite » pour une production de biomasse ou de grains presque

équivalente a celle obtenue avec les espéces non fixatrices d’azote (Andrews et al., 2013).
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|.2- Espéeces étudiées : arachide, haricot, soja, niébé

|.2-1- Description de I’arachide (Arachis hypogaea L.)

L’arachide encore appelé cacahuete ou poids de terre ou pistache de terre ou encore cacao
de terre est originaire du nord-ouest de I’argentine (Jarvis et al., 2003). C’est une plante
herbacée appartenant a la famille des légumineuses principalement a la sous famille des
papilionacées (schrire et al., 2005). Ses feuilles sont composées et longuement pétiolées ;
chaque feuille renferme 4 folioles. Les fleurs sont jaunes ou parfois oranges, sessiles et plus
nombreuses aux nceuds inférieurs de la tige. Sa tige principale est dressée et ses ramifications
sont ascendantes. Le systéme racinaire pivotant porte des nodosités fixatrices d’azote
atmosphérique (Lazali, 2009). Les fruits sont généralement des gousses cylindriques, plus ou
moins ligneuses et couverts d’un réseau de nervure qui murit a une profondeur de 3 a S5cm.
L’arachide a un cycle de développement optimal a une température voisine de 30° dans des

conditions écologiques adaptées a un climat tropical.

L’arachide posséde une qualité nutritionnelle trés développée de par sa composition
chimique et ses différents dérivés obtenus a la suite de sa transformation. Elle renferme environ
45 a 50 % de lipides, 25 a 30 % de protéines, 5 a 12 % de carbohydrate et 3 % de fibres (Fonceéka,
2010). Elle est utilisée en alimentation humaine et animale. La production mondiale d’arachides
non décortiquées s’éléve a 47 millions de tonnes en 2017 (ONG pour I’alimentation et
I’agriculture). La Chine et I’Inde représentent 56 % de la production mondiale. En Afrique, le
Nigéria est en téte de liste en terme de production, suivit de Sénégal, le Tchad, le Ghana et la
république démocratique du Congo (FAOSTAT, 2017). D’apres la FAO (2014), le rendement
moyen de production sur 10 ans (2003 a 2013) de I’arachide au Cameroun est de 1,36 t/ha.

L’arachide est sensible a un grand nombre de maladies telles que : la cercosporose, la
rouille, la rosette de I’arachide et la contamination a 1’aflatoxine provoquée par les champignons
du genre Aspergillus (Torres et al., 2014). La pourriture du collet des plantes due & de nombreux
champignons qui peuvent causer de graves dégats dans les jeunes semis. Les ravageurs quant a
eux sont: les pucerons, les rats, les citadelles, les larves de différents coléopteres, les
thysanopteres (Enneothrips flavens et Caliothrips brasiliensis) et les cigales (Empoasca

kraemeri).
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Figure 1. Plantes d'arachide (Arachis hypogaea L.)

1.2-2- Description du haricot (Phaseolus vulgaris L.)

Le haricot (Phaseolus vulgaris L.) est une plante originaire d’Amérique Centrale et
d’Amérique du Sud dans la région d’Andine. Elle appartient a la classe des Magnolopsida et au
genre phaseolus (Guignard, 1998). Les plantes de haricot comporte deux types de feuilles
différents, les deux premieres feuilles sont simples et opposées munies de peétioles. Les
suivantes ont un radis composé de trois fioles. Les nervures du limbe renferment des vaisseaux
qui sont le prolongement de ceux du pétiole et de la tige (Hamdani, 2012). Les tiges renferment
de nceud qui sont des points d’attachent des supports dans le sens du mouvement des aiguilles
d’une montre pouvant atteindre une hauteur d’environ 2 a 2,5 metres pour la variété rampante,
alors que pour la variété naine les tiges peuvent atteindre une hauteur de 60 cm. Toutes ces tiges
plus ou moins couvertes de poils, sont cannelées et rugueuses (Hamdani, 2012). Le systeme
racinaire est constitué d’une racine principale dominante et des racines latérales qui portent des
radicelles plus fines. On observe une association symbiotique a ce niveau entre la plante et la
bactérie du genre Rhizobium qui permet une fixation de 1’azote atmosphérique et fournit en
ammonium (Guignard, 1998). Le haricot est une culture se développant a des températures de
20 a 25° C et a des exigences importantes en terme d’eau et de lumiére. Le haricot est une plante

qui nécessite des sols meubles, peu profonds et un pH entre 5,5 et 7 (Dutartre, 2015).

L’ Afrique orientale, Centrale et Australe sont les principales régions productrices de
haricot commun aprés I’ Amérique latine (Brésil, Cordillére des Andes, ...) (Jansa et al., 2011).
Le haricot est classé au premier rang des 1égumes secs consommeés a 1’échelle mondiale avec

une production estimée a plus de 27 millions de tonnes pour une superficie de 34,5 millions
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d’hectares en 2020 (FAOSTAT, 2022). La production africaine est de 7 millions de tonnes /an
sur environ 8 millions d’ha. La République démocratique du Congo, le Rwanda, I’Ouganda et
le Kenya sont les grands producteurs de haricot commun en Afrique. Le Cameroun a une
production estimée a 422 171t sur 309 036 ha soit un rendement de 1,37 t/ha (FOASTAT,
2022). 1l est cultivé principalement dans la zone de ’ouest et du Nord-Ouest Cameroun avec

des prix variables en fonction de la variété et la zone de production.

Le haricot est une espece attaquée par plusieurs insectes et ravageurs (Uromyces
appendiculatus et Botrytis cinerea). Néanmoins plusieurs champignons sont responsables des
maladies retrouvés la plupart du temps chez le haricot: Collectrichum lindemuthianum
(responsable de D’anthracnose du haricot), Sclerotinia sclerotiorum (responsable de la
sclérotinoise ou pourriture blanche), Fusarium spp responsable de la fusariose du collet ou
maladie du pied) (Faucher et al.,2018).

Figure 2. Plantule de haricot (phaseolus vulgaris L)

1.2-3- Description du niebé (Vigna unguiculata L. Walp)

Le niébé est une légumineuse a graines comestibles qui appartient a la famille des
Fabaceae, a la tribu des Phaseoleae et au genre Vigna. Les especes cultivées comprennent 11
sous-espéces ainsi qu’un grand nombre d’espéces apparentées, dont plusieurs sont utilisées
comme légumes ou comme plantes fourragéres (Dumet et al., 2008). Les deux premieres

feuilles de Vigna sont simples et opposées. Les trois suivantes sont formées de trois folioles
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ovales, de couleur verte d’environ 10 a 12 cm de long, terminées chacune par une pointe. Elles
possedent des nervures bien visibles a la base du pétiole. Les tiges sont fréles, cylindriques,
lisses ou rugueuses présentant des ramifications et sa taille varie suivant les cultivars. Le
systeme racinaire du niébé est pivotant et profond pouvant descendre jusqu’a 0,8 m. C’est au
niveau des racines que se trouvent les nodules qui sont le siege de la fixation symbiotique grace
aux Bactéries Fixatrices d’Azote (BFA). Les fleurs sont de couleur blanche, jaune, bleutée ou
violacée. C’est un plant autogame a plus de 98 % (Mahamne, 2007). Les fruits sont des gousses
allongées, quasi-cylindriques, droites ou légérement courbées, la taille variant de 8 a 15 cm. Le
niébé peut étre cultivé en conditions pluviales, sous irrigation ou avec I’humidité résiduelle du
sol le long des fleuves a des températures de 28 a 30° C. Les zones appropriées pour la culture
du niébé au Cameroun se trouvent dans les régions du Nord et de I’Extréme-Nord en raison de
I’adéquation entre des températures moyennes minimale et maximale de 28,6 et 39,8° C

(Hawaou, 2017).

Le niébé s’adapte tres bien aux conditions climatiques, édaphiques et socio-économiques
en Afrique du point de vue agronomique. Il contribue a une adaptation a la secheresse, un haut
potentiel de fixation de 1’azote biologique et une adaptation a une gamme large de pH (4,5-9).
Une estimation de 6,7 million de tonnes de niébé sont produites tous les ans sur 12,7 millions
d’hectares environ dans le monde. En Afrique subsaharienne, le Nigeria arrive en téte avec une
production moyenne annuelle de 3,2 millions de tonnes pour une superficie (ha) de 3,4 millions,
soit un rendement de 0,95 tonnes/ha, suivi du Niger, Burkina-Faso et la Tanzanie. Le Cameroun
quant a lui occupe la cinquiéme place avec une production de 156 239 tonnes, pour une
superficie (ha) de 179 761 et un rendement de 0,87 tonnes/ha (FAOSTAT, 2014). Les régions
du Nord et de I’Extréme-Nord fournissent 96 % de la production nationale du niébé soit 78 163
tonnes et 109 428 tonnes respectivement (MINADER, 2016). A ce jour, la culture du niébé
couvre une superficie estimée a 514 739 ha au Cameroun, pour une production estimée a 195
408 tonnes avec une part estimée a 2,91 % de la production mondiale de niébé qui représentent
une masse monétaire de 73 milliards de FCFA (MINADER, 2016).

Le niébé est attaqué par de nombreux maladies et ravageurs. Différentes maladies
touchent différentes parties de la plante a divers stades de sa croissance a savoir la mosaique du
niébé transmise par le puceron Alphis craccivora ou Cowpea alphidborne mosaic virus
(CabMV) qui est I’'une des maladies les plus redoutables du niébé ; 1’anthracnose causée par

Colletotrichum lindemuthianum (Désamours, 1995). Les insectes nuisibles tels que les
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pucerons, les thrips sur fleurs, les bruches constituent des contraintes majeures a la production
du niébé partout ou il est cultivé. Les dégats dus aux insectes nuisibles peuvent atteindre 80-
100 %, en 1’absence d’une lutte efficace (Dudje et al., 2009).

4 DO
f? - "?)‘f" ‘

Figure 3. Plantes de niébé (Vigna unguiculata L. Walp)

1.2-4- Description du Soja (Glycine max)

Le soja ou soya ou pois chinois ou haricot oléagineuse est une légumineuse originaire de
I’Asie de I’Est plus précisément au nord de la Chine (Yinghui et al., 2008). C’est une plante
herbacee de la famille des Fabiaceae, du genre Glycine et de I’espece Glycine max. Elle
comporte environ plus de 300 variétés qui se différencient par le port, la couleur des graines et
la période de floraison. Les feuilles sont trifoliolées (comportant rarement cing folioles) et
rappellent généralement la forme des feuilles de haricot. Les fleurs sont généralement blanches
ou pourpres, de petites tailles presque imperceptibles et apparaissent a 1’aisselle des feuilles,
groupées en grappes de 3 a 5. Des fruits sous forme bosselées et velues, de couleur variable en
fonction des variétés et contenant 2 a 4 graines riches en protéines (Doré et al., 2006). Le
systéme racinaire s’organise autour d’une racine pivot qui se ramifie en radicelles. Par ailleurs,
les racines a nodosités du soja améliorent la composition azotée du sol avant la culture d’autres
plantes comme le blé ou le mais. Le soja se cultive sur un climat chaud a un pH compris entre

5,5 et 6,5 et des températures optimales de 20 a 30° C.

Le soja est un aliment riche en nutriments et est constitué de : 40 % de protéines, 38 %
de glucides et de 18 % de lipides. De plus, le soja est dépourvu de cholestérol, riche en oméga-
3 (environ 7 %) et vitamine E et peu riche en acide gras saturés. Le soja est également utilisé
dans la production des huiles, du yaourt, du lait, des saucisses et dans 1’alimentation des
nourrissons a faible poids. Il est largement utilisé dans I’alimentation des animaux en particulier

de la volaille. La production mondiale du soja tourne autour de 340 millions de tonnes depuis
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2017 et dont le premier mondial est les Etats unis avec une production de 123 664 230 tonnes
suivit du brésil avec 114 599 168 tonnes, 1’argentine avec 54 971 626 tonnes, la chine avec
13 152 688 tonnes, I’inde avec 10 981 000 tonnes, le Paraguay avec 10 478 000 tonnes et
I’union européenne avec 2 667 769 tonnes (FAOSTAT, 2017). Au Cameroun la culture du soja
pesait déja environ 550 millions de FCFA en 2015 (FAO, 2015). Au Cameroun, le soja est

majoritairement produit dans le grand Nord en général mais aussi a I’Ouest et au Nord- Ouest.

Le soja est attaque par plusieurs maladies dues a la présence des champignons tels que :
Thanatephorus cucumeris induisant des nécroses brunes au niveau du collet, Diaporthe
phaseolorum var. sojae responsable des taches décolorées sur les tiges. La sclérotiniose
(Sclerotinia sclerotorium) observée dans les régions qui cultivent d’autres protéagineux et enfin
le mildiou (Peronospora manshurica) qui ne cause pas de dégats majeurs. Les principaux
ravageurs sont: la mouche grise des semis (Delia platura), la pyrale du mais (Ostrinia
nubilalis) peut aussi s’attaquer au soja. Le nématode a kyste (Heterodera glycines) est le

principal ravageur.

Figure 4. Plantes de soja (Glycine max)

|.3- Fixation biologique de I’azote
1.3-1- Généralités

L’azote est le nutriment vital le plus important pour la croissance et la productivité des
plantes. Elle entre dans la composition de plusieurs éléments essentiels tels que: la
chlorophylle, les acides aminés et les acides nucleiques (Wermer et Newton, 2005). Bien que,
le principal réservoir de 1’azote se retrouve dans I’atmosphére sous forme de diazote (N2), celle-

ci n’est pas directement utilisé par les plantes et ne devient disponible que par les BFA (figure
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5) (Mitter et al., 2021). L’azote atmosphérique est transformé en forme disponible pour les
plantes par le processus de fixation biologique de 1’azote par lequel N2 est transformé en NH3
par les microorganismes fixateurs d’azote (Singh et al., 2015). Le processus de fixation de
I’azote est catalysé par une enzyme complexe connue sous le nom de complexe nitrogénase
(Choudhary et Varma, 2017). La dinitrogénase reductase fournit des électrons avec un pouvoir
réducteur éleve, tandis que la dinitrogénase utilise ces électrons pour réduire le N2 en NHs.
Structurellement le systéme de fixation d’azote présente des variations selon les différents
genres bactériens. La majeure partie du processus de fixation biologique de ’azote est catalysé
par I’activité de la molybdéne nitrogénase, que 1’on retrouve chez tous les diazotrophes (Mus
et al., 2018). Les genes responsables de la fixation de 1’azote appelés geénes NIF, se retrouvent
dans les systémes symbiotiques et libres. L’activation symbiotique des genes NIF chez
Rhizobium dépend d’une faible concentration d’oxygéne, qui est régulée par un autre ensemble
de genes appelés génes FIX également couramment trouvés dans les systemes de fixation
d’azote symbiotiques et libres (Wongdee et al., 2018). Plusieurs PGPR sont capables de
coloniser les tissus internes des plantes et ainsi d’améliorer leur effet favorisant la croissance
en fournissant un environnement limitant 1’oxygéne nécessaire a I’activation de la fixation de
I’azote et a un transfert plus efficace de 1’azote vers les plants hotes (Nyoki et Ndakidemi,
2018). La fixation biologique de 1’azote représente une alternative aux engrais chimiques en
raison de son impact économique et environnemental (Lobo et al., 2019). L’équation du
processus de fixation biologique de I’azote par la nitrogénase est décrite suivant la réaction

(kumar et al., 2022) :
N2 +8 e- + 8H+ 16 Mg ATP 2 NH3 + H2 + 16 Mg ADP +16 Pi

Les quantités d’azote fixé sont souvent difficiles a évaluer. Elles sont généralement
élevées, comprises entre 10 et 80 kg N/ha/an. Dans certains cas, elles peuvent étre beaucoup
plus fortes 300 kg N/ha/an pour certaines espéces. Toutefois, c¢’est surtout par les retombées
annuelles de litiere que les espéces a actinorhizes enrichissent le sol en azote. Les quantités de
litiere produites dépassent généeralement plusieurs tonnes/ha (parfois 10 tonnes ou plus), ce qui
présente des apports en azote dépassant souvent 150 kg N/ha/an. L’activité fixatrice est
fortement dépendante du nombre de nodosités formées et dépend aussi du partenaire végétal.
En effet celui-ci fournit 1’énergie nécessaire a la réduction de N et les squelettes carbonés pour
I’assimilation du NH3 formé. Les espéces ou individus a forte activité photosynthétique auront

ainsi la plus forte activité fixatrice (Hmida et Saoudi, 2010).
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Figure 5. Principales voies de transformation et acquisition des nutriments a médiation

microbienne associées aux biofertilisants (Mitter et al., 2021).

Tableau 1. Quantité d'azote fixée par différentes souches microbiennes (Kumar et al., 2022)

Catégories Microorganismes Quantité N/ha/an
Symbiotiques | Rhizobium 50 —-300 kg N
Azolla-anabaena 30-60kgN
Frankia 89,7 kg N
Associés Azospirillum 20-160 kg N
Acetobacter ; Diazotrophicus 20-150 kg N
Fixateurs libres | Azotobacter 20—40kgN
Blue green algae 20-40 kg N
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I.3-2- Rhizobia

Les Rhizobia désignent communément les bactéries du sol et de la rhizosphere capable
d’établir des symbioses fixatrices d’azote avec des Iégumineuses et de favoriser leur croissance
dans les sols pauvres en azote (Sprent et al., 2017). Ce sont des bactéries Gram négatifs
(protéobactéries), non sporulantes, qui se distinguent sous deux formes : la forme non
bactéroide ou végétative ou les bactéries sont mobiles par un seul flagelle polaire ou par deux
a six flagelles et la forme bactéroide, a I’intérieur des cellules du cortex racinaire ; les Rhizobia
se transforment en bactéroides de forme branchée, sphérique ou en massue (Perry et al., 2004).
Ce sont des bactéries chimioorganotrophes, aérobies ou micro-aérophiles et peuvent se
contenter d’une faible tension en oxygene se développant facilement dans les milieux de culture
proche de la neutralité (pH situé entre 6 et 7) mais plus exactement a 6,8 avec une source de
carbone et une source d’azote. La température idéale de croissance se situe entre 28-30° C
(Somasegaran et Hoben, 1994). Le Yeast Mannitol Agar (YMA) est un des milieux solides, les
plus utilisés pour la culture de Rhizobia (Vincent, 1970). Le trait le plus important est leur
capacité de former des nodules sur les racines (ou parfois sur la tige) dans lesquelles la fixation

d’azote atmosphérique (N2) a lieu.

1.3-3- Etablissement de la symbiose Iégumineuse-rhizobium

Dans cette symbiose, la plante fournit du carbone photosynthétique a la bactérie et en
retour celle-ci ravitaille la plante en azote issue de la fixation et de la réduction de 1’azote
atmosphérique (79 % des gaz atmosphérique) en ammoniac. Cette association est initiée grace
a un dialogue moléculaire entre les partenaires microbiens et végétaux (Perret et al., 2000).
C’est le partenaire végétal qui synthétise en premier les flavonoides qui activent le geéne de
nodulation chez la bactérie ; I’expression de ce géne de nodulation va aboutir a la production
des facteurs de nodulation qui vont permettre aux partenaires microbiens d’infecter leurs
partenaires végétaux au niveau des poils absorbants des racines et initier la formation des
nodules (Perret et al., 2000).

Dans la rhizosphere, les racines vegétales synthétisent des molécules qui sont
généralement des flavonoides et des acides aminés (opines, octropines...) qui stimulent la
multiplication des bactéries fixatrices d'azote (Rhizobia) dénommées actuellement Bactéries
Nodulant les Légumineuses (BNL) ; ces molécules attirent ces bactéries vers les poils
absorbants des racines. Au contact bactéries-racines, il s’effectue une reconnaissance entre les

molécules de la racine et celles de la bactérie appelée "dialogue moléculaire™ a travers
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I’interaction polysaccharides bactériens et lectines des légumineuses. C’est a ce niveau que se
réalise la spécificité BNL espece de Légumineuse. A l'issue de ce dialogue, il y a compatibilité
ou non entre les rhizobia et la racine de la légumineuse. Chez certaines especes de
légumineuses, les rhizobia entrent par les blessures ou ouvertures (groupe de l'arachide) ; mais
chez la plupart, cela s’effectue a travers le poil absorbant qui s’ incurve ; il se développe ensuite
un "cordon d'infection™ dans lequel évoluent les bactéries dans la racine. Vers les tissus des
racines, dans les cellules, les rhizobia se différencient (augmentation de volume et
polyploidisation) et entraine des modifications morphologiques et physiologiques et une
énorme augmentation de la taille des cellules de la racine qui s’hypertrophient, se

dédifférencient pour former les nodules (Nwaga, 2018).

La symbiose Rhizobia-plante hote prend en compte deux critéres a savoir : I’aptitude a
noduler ou infectivité et I’aptitude a fixer 1’azote atmosphérique ou effectivité. Ces deux critéres
peuvent étre appréciés du point de vue des bactéries ou de la plante hote et sous I’influence des
conditions environnementales. Au sein de cette association symbiotique, les bactéries procurent
aux légumineuses une forme d’azote utilisable pour la synthése de leurs protéines et les
Iégumineuses quant a elles, procurent aux bactéries d’une part 1’énergie indispensable a la
fixation de I’azote et, d’autres part les molécules carbonées nécessaires a la production de leurs

propres molécules azotées (Raven et al., 2000).

©) Rhizobia avec
les polaes

Les cellules radicales —_
forment les nodules

Labacténess transforme
en bactéroide i l'intérienr
de la cellule vegetale

par laquel les rhizobiums pénétrer
dans les cellules veégstales.

Figure 6. Différentes étapes de I'établissement de la symbiose Rhizobia-léegumineuse (Tortora
et al., 2003)
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|.4- Formulation d’un biofertilisant : production et controle qualité
1.4-1- Généralités

La formulation d’un biofertilisant efficace est un processus de plusieurs étapes qui
entraine une ou plusieurs souches de microorganismes contenues dans un support particulier
avec des agents de collage ou d’autres additifs qui aident a protéger les cellules pendant le
stockage et le transport (Xavier et al., 2004). Une bonne formulation fournit des conditions
optimales pour améliorer la persistance du microorganisme dans le sol et maximiser leur

activité afin d’obtenir les avantages maximaux apres inoculation (McQuilken et al., 1998).

1.4-2- Sélection et production des souches

Le choix des microorganismes a étre inoculé est trés critique. Les traits souhaitables pour
un inoculum (bactérien et fongique) comprennent sa stabilité génétique, sa capacité a produire
un effet sur les cultures cibles, la capacité a rivaliser avec les populations autochtones, de migrer
du site d’inoculation aux hotes et de persister dans le sol parfois hostile en 1’absence de 1’hote
(Herrmann et Lesueur, 2013). Pendant la production, la souche peut étre capable de croitre dans
un milieu artificiel, se multiplier ou survivre dans les transporteurs, sur les graines, dans le sol
et étre compatibles avec des produits agrochimiques qui pourraient étre appliqués sur les graines
(Herridge et al., 2008). Pour les inocula bactériens, les souches bactériennes sélectionnées sont
généralement cultivées dans du bouillon liquide pour atteindre des niveaux de populations
élevés. La production a grande échelle de bactéries dans des cultures pures utilisant des
bioréacteurs est une pratique assez commune dans les pays développés (Malusa et al., 2012).
Dans les pays en développement, ’accés aux installations de culture bactérienne a grande
échelle est difficile en raison des couts éleves, des frais de composition limités et des problémes
opérationnels (Herridge et al., 2008).

1.4-3- Transporteurs pour le biofertilisant rhizobien

Le transporteur est un véhicule de livraison des microorganismes vivants de I’usine sur le
terrain (Bashan, 1998). Il représente la majeure partie (en volume ou poids) du biofertilisant et
a une importance énorme dans la livraison d’un bon nombre de cellules viables et en bonne
condition physiologique. 1l fournit une niche de protection temporaire aux inocula microbiens
dans le sol, physiquement en créant des micro-habitats de protection ou nutritionnellement par
la disposition d’un substrat spécifique (Arora et al., 2011). Idéalement, un bon transporteur
répond aux caractéristiques suivantes (Bashan, 1998 ; Herridge et al., 2008 ; Malusa et al.,

2012) : une bonne capacité d’absorption d’humidité, une bonne capacité de tampon de pH et
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pH ajustable facilement. Il doit étre chimiquement et physiquement uniforme pour assurer la
stabilité. Il devrait étre stérile ou facile a stériliser, é&tre exempt de matériaux de forme forfaitaire
et compatible avec un broyage fin pour mélanger avec d’autres composé€s (nutriments,
adjuvants). Optimiser les conditions de stockage et d’inoculation : un bon support doit assurer
une durée de conservation suffisante (au moins 2 a 3 mois a température ambiante), adhérer aux
graines et permettre une libération rapide et contrélée des microorganismes dans le sol pres des
racines de I’héte. Etre économiquement et écologiquement durable : cela implique un bon cout
et une qualité cohérente. Le transporteur doit étre exempt de matériaux toxiques, biodégradables
et minimisant les risques environnementaux (dispersion des cellules a 1’atmosphére ou a 1’eau
souterraine). Le choix du transporteur définit également la forme du biofertilisant (liquides,

solides ou autres) et peut étre sous formes organiques, inorganiques ou synthétiques.

|.4-4- Types de formulations et mode d’application

Les biofertilisants sont la formulation des cellules vivantes ou latentes de microbes, qui
fournit un avantage supplémentaire dans 1’absorption des nutriments et les performances des
plantes dans la rhizosphere (Kumar et al., 2022). La technique de formulation du biofertilisant
se fait de facon simple avec un faible colt d’installation et peut étre composé d’un ou plusieurs
souches microbiennes diversifiés comprenant 1’acétobacter, 1’azotobacter, le Bacillus, les

Pseudomonas, les rhizobiums, les PGPB et les CMA (Basu et al., 2021).

Fixateur
libre -+ Azotobacter, Clostridium, Nostoc, Klebsiella

Microorganismes fixateurs

, ¥ Association -» Azospirillum, Acetobacter diazotrophicus
d’azote ‘
~* Symbiotiqu -» Rhizobium, Frankia, Anabaena azollae, Trichodesmium
e
Microorganismes Bacillus circulans, B. subtilis, Pseudomonas striata, B. polymyxa
solubilisateurs/mobilisateurs —* S .
de phosphore Arbuscular mycorrhiza, Glomus sp., Gigaspora sp., Acaulospora sp.

Microorganismes
solubilisateurs de zinc — M)'Corrhlla. Pseudoﬂu)"as Sp-, Ba(‘i”lls Sp.

Microorganismes
solubilisateurs/mobilisateurs —*
de potassium

Bacillus mucilaginosus, B. circulanscan, B. edaphicus/ Bacillus sp.,
Aspergillus niger

Microorganismes oxydateurs

de souffre —* Thiobacillus sp.

Rhizobactéries favorisant la

; — Pseudomonas sp., Erwinia, Bacillus, Streptomyces, Xanthomonas
croissance des plantes

Figure 7. Différentes catégories de biofertilisants (Kumar et al., 2022)
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1.4-4-1- Formulation liquide

Les formulations liquides sont basées sur des solutions aqueuses (bouillon), des huiles
minérales ou organiques, des suspensions a base d’huile ou de polymeére (Xavier et al., 2004 ;
Malusa et al., 2012). lls ont été promus comme étant plus faciles a gérer et a appliquer soit sur
les graines ou dans le sol, et leur popularité a augmenté au cours de la derniere décennie
(Stephens et Rask, 2000 ; Xavier et al., 2004). Contrairement aux formulations solides a base
de transporteurs, les formulations liquides permettent d’inclure suffisamment de quantités
nutritives nécessaire a la protection de cellules pour améliorer leur performance. L’avantage
d’une formulation liquide est que sa durée de conservation est plus élevée (au moins Deux ans)
par rapport aux formulations solides (6 mois voire 12 a 18 mois pour certaines souches). Ils ont
quelques inconvénients majeurs a savoir : la durée de conservation limitée dans certains cas,
les conditions de refroidissement nécessaires pour un stockage a long terme et les couts
accrues ; un fait qui limite leur utilisation aux pays développés et empéche leur utilisation dans

la plupart des pays en développent (Stephens et Rask, 2000).

1.4-4-2- Formulation solide

Les formulations solides sont des préparations de culture microbienne sous forme de
granulés ou de poudres et contiennent des molécules porteuses organiques ou inorganiques. La
formulation d’un inoculum solide peut étre associé en fonction de la taille des particules et des
applications (Lee et al., 2016). La formulation solide contenant des protecteurs, des additifs et
des supports, peut étre humide ou séche mais la composition reste plus ou moins la méme.
Cependant dans la formulation humide, il n’y a pas de processus de séchage grace auquel la
teneur en eau reste élevée tout au long du stockage et méme pendant les applications (Kumar
et al., 2022). En outre la formulation humide est basée sur 1’alginate (Liffourrena et Lucchesi,
2018), la tourbe (Oliveira et al., 2017) I’argile (Schoebitz et al., 2014), les boues de biogaz
mélangées avec un sol enrichi et le biochar (Tripti et al., 2017). Les transporteurs doivent étre
sélectionnés sur la base du cout, de la toxicité, de la stabilité chimique et de la gestion adaptée

par les agriculteurs (Malusa et al., 2012 ; Bashan et al., 2014).

1.4-4-3- Autres formulations

Une large gamme de matériaux naturels et dérivées ont été testés et évalués comme des
transporteurs alternatifs pour divers microorganismes. Les principaux conducteurs pour
I’utilisation d’un nouveau transporteur semblent étre son approvisionnement et leur cout plutot

que leur besoin de qualité supérieure et qui fonctionne contre leur adoption plus répandue
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(Stephens et Rask, 2000 ; Herridge 2008). Plusieurs matrices bon marché comprenant des boues
d’eau, des composts, des scies, des sacs de sucre, du lactosérum ou des résidus agroindustriels

enrichis ont été évalués (Albareda et al., 2008).

1.4-4-4- Modes d’application du biofertilisant rhizobien

Pour qu’une souche de biofertilisant devienne efficace elle doit posséder la capacité
compétitive pour sa survie, sa persistance et son établissement dans les conditions
environnementales fournies (Sindhu et Dadarwal, 2000). Les résultats de performance de
I’inoculation des biofertilisants sont plus lents par rapport aux engrais chimiques, mais leur
effet est de longue durée ce qui se traduit par une amélioration de la fertilité des sols (Kumar et
al., 2022). 1l existe plusieurs méthodes d’application de biofertilisants a savoir le trempage des
racines, ’application au niveau du sol et ’inoculation des graines avec application d’une
formulation soit liquide soit solide (Mahanty et al., 2017). Des précautions doivent étre prises
avant 1’application comme éviter de stocker le biofertilisant pendant la nuit et a I’exposition
directe du soleil. De plus la température optimale de conservation du biofertilisant se situe entre
0° C et 35° C. Pour I’application sur les graines, le biofertilisant est dilué avec de I’eau ou avec
de I’adhésif formant une suspension, a laquelle les graines sont ajoutées et mélangées de
maniére a fournir un revétement uniforme, les graines enrobées sont ensuite séchées a 1’air
avant d’étre semées dans un champ ou une unité expérimentale (Lawal et Baboloda, 2014).
Pour les racines, elles sont plongées dans la suspension de biofertilisant diluée et maintenues
pendant un moment aprés elles sont transplantées. L’application sur le sol se fait lorsque
I’agriculteur est sur le point de semer les graines. Avant le semis, le biofertilisant est pulvérisé

ou étalé sur le sol (Lawal et Baboloda, 2014).

1.4-5- Contrdle qualité et conservation d’un biofertilisant rhizobien

Pour maximiser les chances d’une bonne inoculation des plantes, la formulation d’un
biofertilisant doit combiner un certain nombre de de caractéristiques a savoir : (i) offrir un
environnement protecteur aux microorganismes (composition, pH et teneur en eau), permettant
leur croissance optimale et empéchant le déclin de leur population (lors du stockage, du
transport ainsi qu’apres leur introduction dans le sol) ; (ii) étre respectueuse de I’environnement
et (iii) constituer un outil rentable et facilement utilisable (Herrmann et Lesueur, 2013). La
conservation d’un biofertilisant se fait géneralement en condition de température ambiante
(entre 0° C et 35° C) avec une teneur en matiere organique d’au moins 20 % quel en soit I’aspect

physique du biofertilisant pour une durée de vie de 6 mois (Raimi et al., 2021). L’efficacité des
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inocula microbienne sur la plante hote apres la formulation et la conservation est un paramétre
important dans le processus de contr6le qualité ; c’est le cas des rhizobia avec une meilleure

nodulation des racines des légumineuses (Bashan et al., 2014).
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Figure 8. Processus de normalisation pour la production du biofertilisant (Raimi et al., 2021).
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

11.1-Site d’expérimentation

Les expériences en pots sont réalisees d’une part au jardin botanique de 1’Université de
Yaoundé | Ngoa-Ekellé pour celles en serre (3°59°10°"Nord, 11°49°59°°Est) et d’autre part dans
le quartier Fougerol Ngousso pour celles en champ (4°21°0°’Nord, 12°40°60°’Est) situé dans
la région du Centre-Cameroun, département du Mfoundi. 1l y regne un climat équatorial de type
guinéen caractérisé par une pluviométrie bimodale avec deux saisons de pluies et deux saisons
séches, une température moyenne variant entre 22° C et 42° C et une pluviométrie moyenne
annuelle varie de 1600-1900 mm. Les tests microbiologiques et biochimiques ont été effectués
au laboratoire de Microbiologie des Sols du Centre de Biotechnologie (CTB) de 1’Université
de Yaoundé I. En serre, les paramétres contr0lés étaient la température, la quantité d’eau

apportée et la quantité d’azote fixé.

11.2- Matériel
11.2-1- Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé pour de cette expérimentation était constitué de semences de

Iégumineuse :

e Des graines d’arachides (variétés rouge et brune), toutes originaires de la région du
Centre et provenant du marché local avec un cycle de développement de 60 et 70 jours
respectivement (figure 9a et 9 b) ;

e Des graines de haricot (variétés Feb-192 et Ecapan-021), provenant de I’'IRAD de
Foumbot avec un cycle de développement de 85 et 90 jours chacun (figure 9 c et 9d) ;

e Des graines de niébé (figure 9e) de la variété communément appelée « Haricot a ceil
brun » de couleur marron ou brun provenant de Bafia et a un cycle de développement
de 90 jours ;

e Des graines de soja de la variéte Docko (figure 9f) originaire de la région de
I’Adamaoua et provenant de I’'IRAD de Wakwa avec un cycle de développement de 105

jours.
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Figure 9. Semences des différentes variétés de légumineuses

a : Rouge du centre ; b: Brune du centre ; ¢: Ecapan-021 ; d: Feb-192 ; e : Bafia et f : Docko.

11.2-2- Matériel bactérien
Les inocula étaient constitués du milieu YMB et des isolats de rhizobium présélectionnés

en boite de Pétri, provenant du laboratoire de Microbiologie des sols du centre de

biotechnologie de 1’Université de Yaoundé .

W v g — Figure 10. Bocaux contenant des
Inocula de rhizobia présélectionnés au
Centre de Biotechnologie de I'UYI.

1:YMB+Pvnk7;2:YMB+Nkall;3:YMB

+ Bosdl ;4 : YMB + Bosd2 ;5 : YMB +Bosd4 ;
6 : YMB +Bosd6 et 7 : YMB + BOSD.

sy NRaM oo Bas Boud, S, Svyy

11.2-3- Matériel pour la formulation des biofertilisants

Les matériaux utilisés pour la formulation des biofertilisants étaient constitués de sous-
produits issues de I’industrie agroalimentaire pour certains (bouse de beeuf, biochar, charbon
de bois, mélasse de canne a sucre et digestat), des poudres pour d’autres (pois cajun et poudre

de coquille) ainsi que la terre de champ provenat de Garoua.
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Figure 11. Matériels de formulation des biofertilisants.

4

a : matériaux pour les formulations solides (bouse de beeuf, poudre de coquille, substrat d’enrobage, terre de
garoua, biochar de coque d’arachide et feuilles de litiéres et charbon de bois) ; b : poudre de pois cajan; ¢ :

matériaux pour les formulations liquides (digestat et mélasse de canne a sucre).

11.2-4- Milieux de culture

Différents milieux de culture ont servi a évaluer la croissance des isolats de rhizobia :

v Milieux liquides :

- Le milieu YMB (Yeast Mannitol Broth);

- Les milieux B3 et B4 (tableau 3) ;

- Les milieux de croissance alternatifs pour les BNL (tableau 4).
v Milieux solides et semi-solides :

- Le milieu YEMA (Yeast Extract Mannitol Agar);

- Les milieux B1, B2, B5 et B6 (tableau 3).

11.2-5- Matériel de laboratoire

Appareils : un autoclave pour stériliser les substrats et les milieux de culture. Une balance
électronique (Sartorius) utilisée pour peser le matériel végétal et les réactifs. Une hotte a flux
laminaire pour travailler en milieu stérile. Un bain marie (Kotter Mann) pour chauffer les
milieux et préparer les milieux de croissance. Un agitateur magnétique pour agiter les milieux.
Un spectrophotometre a UV visible pour mesurer les densités optiques des milieux de
croissance. Un pH-métre (Eutech Instruments) pour le contréle du niveau d’acidité et de basicité

des solutions. Un vortex (Reantix 2788) pour mélanger les milieux avant dilution.

Solutions et réactifs : L hypochlorite de sodium (4%), 1’eau distillée stérile, 1’alcool 90° pour

désinfecter les semences. Le chlorure d’hydrogéne (10 %) pour laver le sable. L’eau du robinet.

Verrerie : les erlenmeyers, la burette, les pipettes, les boites de Petri, I’éprouvette, les tubes a

essai, les bocaux en verre, les micropipettes.

Mémoire rédigé par NDOKON BIKANG Anne Nora

21



Essai de formulation d’un biofertilisant amélioré¢ a base de rhizobia fixateur d’azote pour

I’enrobage des Iégumineuses a graines (arachide, haricot, niébé et soja)

11.3- Méthodes

11.3-1- Authentification des différentes souches de rhizobia

11.3-1-1- Origine et caracteristiques des souches de rhizobia utilisés

Les souches de rhizobia utilisées pour cette étude et dont les caractéristiques sont

présentées ci-dessous (Bahdjolbé, 2019) sont fournis par le laboratoire de Microbiologie des

Sols du Centre de Biotechnologie de I’Université de Yaoundé 1.

Tableau 2. Caractéristiques des isolats de rhizobia utilisés.

Souches Nkall Pvnk7 Bosd 4 Bosd 1 Bosd 2 Bosd 6
Caractéristiques
Gram - - - - - -
Type de colonie Batonnet Batonnet Batonnet Batonnet Batonnet Batonnet
Taille de la colonie ©rande Grande Moyenne Moyenne Petite Moyenne
(mm)
Plage de diamétre dela 4 ° 4 2-4 2-4 2 2-4
colonie (mm)
Couleur de la colonie Blanche Beige Rose Rose Rose Rose
sur YEMA+ RC
Cinétique de Rapide Rapide Rapide Rapide Rapide Rapide
croissance de la colonie
Temps de croissance 0-48 0-48h 0-24h 0-24h 0-24h 0-24h
de la colonie (heures)

Individualisé Individualisé Individ Individualisé Individualisé Individualisé
Regroupement

Ualisé

Etat frais Mobile Mobile Mobile Mobile Mobile Mobile
Test a la catalase + + + + + +
Tolerance a + + + + + +
I’aluminium 50 pM
Solubilisation du + + + + + +
phosphore
Tolerance a la ++ ++ ++ ++ ++ ++
temperature 28°C
Tolerance a la ++ ++ ++ +++ +++ +++
temperature 37°C
Temperature tolerance  * * tt + + -
47°C
Test antifongique + + + + + +

- Pas de croissance; + croissance; ++ bonne croissance; +++ trés bonne croissance.

Mémoire rédigé par NDOKON BIKANG Anne Nora

22



Essai de formulation d’un biofertilisant amélioré¢ a base de rhizobia fixateur d’azote pour
I’enrobage des légumineuses a graines (arachide, haricot, niébé et soja)

11.3-1-2- Germination aseptique des graines et préparation des inocula liquides de
rhizobia

Environ 200 graines apparemment saines et morphologiqguement semblables sont
sélectionnées par variétés, introduites dans I’hypochlorite de sodium a 4 % pendant 1 a 2 min,
puis rincées a I’eau distillée stérile. Ensuite, elles sont trempées dans 1’alcool a 70° pendant 1
min et enfin rincées abondamment a I’cau distillée stérile. Les graines désinfectées sont pré
germées sur du sable Sanaga stérilisé a 121° C pendant 1h a I’autoclave, lavé a I’eau chaude
contenant le chlorure d’hydrogene a 2 % et additionné a une solution d’agarose contenu dans
des boites de Pétri ; I’ensemble est conservé a I’obscurité a ’humidité relative de 33 %. La
germination a été observeé aprés 5 jours. Les graines étaient considérées comme germees lorsque

la radicule percait le tégument et s’allongeait d’au moins 1cm (Figure 12).

La préparation des inocula liquides a consisté au repiquage des souches de rhizobia
présélectionnés en boite de Pétri (Nkai1, PvNkz, Bosdl, Bosd2, Bosd4, Bosd6), dans des bocaux
en verre contenant du milieu YMB préalablement effectué (annexe 1). Le mélange est ensuite

agité pendant 24 h et le temps de croissance était de 4 jours (Vincent, 1970).

Figure 12. Boites de pétri contenant des graines germées

11.3-2- Dispositif expérimental 1 : Effet des souches de rhizobia sur les cultures en
condition semi-controlé et inoculation.

Pour chaque variété, six graines germees sont repiquees sur 300 g de sable
précédemment stérilisé, acidifié avec du HCl a 2 % et lavé a 1’eau chaude contenu dans des pots
en plastiques. Aprés 5 jours, 3 jeunes plants sont transférés sur 2000 g du sable précédemment

traité ; le tout contenu dans des sachets en plastiques de 3l et classés sur des étagéres en bois
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constituant ainsi des pots de culture. Ces pots sont disposés en deux blocs non randomisés de
trois repétitions chacun. Le premier bloc noté TO servant de témoin, tandis que le second dit
expérimental recoit 2 ml de culture de la souche correspondante prés des racines des plantes
cing jours apres le second repiquage selon la méthode de Vincent (1970). Ainsi, le niébé et
I’arachide regoivent I’inoculum de la souche Nkall, le haricot celui de la souche Pvnk?7 et le
soja celui du consortium rhizobien BOSD. L’arrosage des plants s’est fait deux fois par jour a
savoir le matin avec de I’eau distillée stérile et le soir avec une solution nutritive de Jensen dilué
au dixieme (annexel). Les parametres de croissance des plantes de chaque variété ont été

mesurés dans sa période de floraison (Vincent 1970).

TO Nkall TO Nkall TO Pvnk7 TO BOSD

® ©
® ©
® ©

® ©
® ©
© ©

® ©
© ©
© ©

DO®
DO®

e Plante

Niébé Arachide Haricot Soja

Figure 13. Dispositif expérimental | pour authentification des souches de rhizobia

11.3-3- Formulations des biofertilisants

Elle est faite avec des produits locaux de divers états. Les différentes associations de ces
matériaux a permis de les classer en trois groupes a savoir : formulation solide, formulation
liquide et formulation semi-solide (tableau 3). Le choix des produits (organique et inorganique)
est fait d’une part en fonction de leur faible colt, leur accessibilité et d’autre part de leur
capacité a fournir de 1’azote et du carbone nécessaire pour la croissance des rhizobium (Nwaga
et al., 2010).

Les formulations de biofertilisants a partir des combinaisons de ces différents supports
sont consignees dans le tableau 3. Le milieu YMB (BO) est preparé suivant la méthode standard
de Vincent (1970). Pour les formulations B1 et B2, Les matériaux solides (ci-dessous) sont
broyés puis passé au tamis de 80 micrometres de diametre et mélangé dans les proportions
indiquées dans le tableau 4 pour une masse finale de 100 g avant d’étre autoclavé a 121° C
pendant 30 min. Un ajout de 40 ml d’inoculum de consortium (5,1 x 10° UFC/ml) est effectué

dans chacune de ces deux formulations (Pastor Bueis et al., 2019). La préparation de B3 est
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faite par ajout de 2 ml de mélasse de canne a sucre a 98 ml d’extrait de pois cajan (Somasegaran
et Hoben, 1985). Tandis que celle de B4 est obtenue par dilution de 80 ml de digestat avec 20

ml d’eau distillée.

La préparation des formulations B5 et B6 est respectivement semblable a celle de B3 et
B4 avec ajout de 1g de poudre blanche dans chacune d’elle. Les pH de ces formulations (B3,
B4, B5 et B6) sont rajustés a 6,8 a 1’aide des solutions aqueuses de HCI et KOH. Elles sont
ensuite autoclavées a 121° C pendant 30 minutes et quatre colonies y sont par la suite ajoutées.
Toutes les formulations sont conservées par la suite a température ambiante durant 1’évaluation

de la viabilité des rhizobia.

Tableau 3. Composition des formules de biofertilisants a base de produits locaux

Types de | Codes | Matériels utilisés

formulations

(5 %) + terre de champ (20 %) + bouse de beeuf (60 %).

Solides Bl YMB + biochar (5 %) + substrat d’enrobage (10 %) + poudre de blanche

(5 %) + terre de champ (20 %) + bouse de beeuf (60 %).

B2 YMB + charbon (5 %) + substrat d’enrobage (10 %) + poudre de blanche

Liquides BO YMB

B3 Extrait de poids cajan (98 ml) + mélasse de canne a sucre (2 ml)

B4 Digestat.
Semi- B5 Extrait de pois cajan (98 ml) + mélasse de canne a sucre (2 ml)+ 1 % de
solides poudre blanche.

B6 Digestat +1 % poudre blanche.

11.3-3-1- Détermination des paramétres physicochimiques des matériaux de
formulation
Les parametres physicochimiques sont déterminés au préalable sur les supports solides a
savoir : le biochar, le charbon de bois, le substrat d’enrobage, la poudre blanche, la terre de
champ, le poids cajun et la poudre de bouses de beeuf ainsi que les supports liquides notamment
le digestat et la melasse de canne a sucre au Laboratoire de 1’Unité de Recherche d’ Analyse des
Sols et de Chimie de I’Environnement (URASCE) de I'Université de Dschang. Les méthodes
utilisées sont ceux de Pawels et al (1992), respectant les normes ISO, AFNOR NF et EN.
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11.3-4- Evaluation de la croissance et de la viabilité du consortium rhizobien dans les
différentes formulations

L’évaluation de la croissance du consortium 4 jours apres inoculation suivie de sa viabilité
mensuelle durant 56 jours est faite suivant la méthode de dénombrement apres dilution décimale
décrite par Arora et al (2014). Environ 1g ou 1 ml de chaque formulation suivant son état
physique est placé dans un tube & essai contenant 9 ml d’eau physiologique stérile puis agiter
au vortex. Une série de dilution décimale a partir de ce tube est ensuite effectuée jusqu’a la
dilution 10°. 10 pl de chaque dilution de 10 et 10 sont prélevés et ensemencés sur milieu
YEMA en trois répétitions chacun et les boites de Pétri sont incubés a 28 °C + 2 °C pendant 24
h. Les colonies individualisées sont comptées aprés 24 h d’incubation et la charge bactérienne

obtenue par calcul du nombre de rhizobia par ml de solution et exprimé en log UFC/ml :

Cn(cellulesisuspension) = nombre de colonies comptés x facteur de dilution

Volume d’inoculum déposé

11.3-5- Milieux de croissance alternatifs du consortium rhizobien

Cette expérimentation est faite suivant la méthode décrite par Ngo mimb et al (2014).
Seize milieux de croissance sont préparés pour évaluer le développement du consortium. Ces
milieux sont riches en carbone comme : le mannitol (fournit par le Centre de Biotechnologie de
la Terre de 1’Université de Yaoundé I), le saccharose, la mélasse de canne a sucre et le lait en
poudre (achetés sur les marchés locaux) ainsi qu’en azote : levure, soja, haricot et pois cajun

sous forme d’extraits (tableau 4).

La préparation des extraits est faite selon la méthode de (Somasegaran et Hobben, 1985).
L’extrait de levure est préparé a partir de 40 g de levure ajouté dans 1000 ml d’eau distillée
stérile. La solution est portée a ébullition, puis décantée, embouteillée et autoclavée a 121°C
pendant 30 minutes. Pour les extraits de soja, le poids cajun et le haricot, 100g de poudre de
chaque matériau est ajouté a 1000ml d’eau et ’ensemble mixé. Le mélange est ensuite bouilli
lentement pendant deux heures, refroidi, décanté, embouteillé et autoclave a 121° C pendant 30

minutes.
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Tableau 4. Propositions de milieux de croissance des rhizobia & base de produits locaux

Pour 1l Différentes formules des milieux

Eléments |1 2 |3 (4 |5 |6 |7 |8 |9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16

I ¢ m m O O @W >»

o
W A 3

10 |10 |10 |10 |- |- |- - - - - - - - - -

100 |- |- |- |100|- |- |- J1o0|- |- |- |w00 |- |- |-
- |w0]- |- |- |w0]- |- |- J1wo0l- |- |- J100]|- |-

- |- |- a0 |- |- |- a0 |- |- |- a0 |- |- |- |40
1 |1 |1 |1 |1 {1 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1
10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 [10 |10
1 |1 |1 |1 |1 {12 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1
1 |1 |1 |1 |1 {1 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1 |1

A : Mannitol ; B : Saccharose ; C : Mélasse de canne a sucre ; D : Lait en poudre ; E : Extrait
de soja ; F : Extrait de pois cajun; G : Extrait de haricot ; H : Extrait de levure ; I : NaCl
(50mg/ml) ; J : MgSos4 (10 g/l) ; K: CaClz (40 g/l) ; L : FeClz (4 g/l) mg/ml; *: Solutions

stocks ; le pH de chaque milieu est ajusté 6,8 avant de 1’autoclaver & 121°C pendant 20 min.

Quatre colonies de chaque souche sont prélevées des boites de Pétri précédentes puis
inoculés dans les différents milieux de croissance ci-dessus (tableau 4). La lecture des densités
optiques est faite a I’aide du spectrophotometre a UV visible & 600 nm tous les 24 heures
pendant 4 jours au terme desquels, les milieux sont centrifugés a 8000 tr/min a 4° C pendant 20
min (Nwaga et Ngo Nkot, 1998). Le culot obtenu aprés centrifugation est ensemencé dans les
boites de peétri contenant le milieu YEMA afin de déterminer la biomasse fraiche (mg /ml) du

consortium utilisé.

11.3-6- Techniques d’enrobage des graines
Chaque formulation précédemment préparée est utilisée avec les adhésifs tels que 1’huile
de palmiste et la poudre de mais pour I’enrobage des graines. Deux méthodes d’enrobage

(Woomer, 2010) étaient utilisées a savoir :

Mémoire rédigé par NDOKON BIKANG Anne Nora

27



Essai de formulation d’un biofertilisant amélioré¢ a base de rhizobia fixateur d’azote pour
I’enrobage des Iégumineuses a graines (arachide, haricot, niébé et soja)

11.3-6-1- La méthode par effluent
Cette méthode consistait & mélanger chaque formulation précedemment préparée avec
chaque adhésifs (huile de palmiste te poudre de mais) séparément, puis y ajouter les graines de
soja. Ainsi, pour 0,05g ou 0,05 ml suivant 1’état physique de la formulation, ajouter 0,15 ml de
solution d’huile de palmiste ou 0,15 g de poudre de mais et transvasé le mélange dans un
récipient contenant 5g de graines de soja. L’ensemble est remué soigneusement ensuite étaler

sur une surface propre 1’ombre et enfin semer en champ apreés 24 h.

11.3-6-2- La méthode de deux par deux
Cette méthode par contre consistait a recouvrir les graines de soja avec I’huile de
palmiste ou la poudre de mais et ensuite y ajouté les différentes formulations. Ainsi 5 g de
graines de soja sont placés dans un sachet en plastique ajouté par la suite 0,1 ml d’huile de
palmiste ou 0,1 g de poudre de mais. Le sachet est gonflé, fermé et secoué doucement pendant
environ une minute. Environ 0,05g ou de 0,05 ml des différentes formulations est y est ajouté
et le tout secoué. Les graines sont étalées sur une surface propre a ’ombre avant d’étre semées

en champ le lendemain.

11.3-7- Dispositif expérimental 2 : effet des biofertilisants sur la croissance du soja en
champ

Les graines de soja enrobées sont semées par trio sur 7 kg de substrat constitué d’un
mélange terre noire et sable (3v/v) contenu dans des pots de culture de 5 I. les sachets sont
disposés en deux blocs factoriels complétement randomisés correspondant aux deux techniques
d’enrobage. Chaque bloc est constitué¢ de deux sous blocs correspondant aux adhésifs utilisés a
savoir I’huile de palmiste et la poudre de mais, et chaque sous bloc est constitu¢ de 10
traitements correspondant aux différentes formulations avec six répétitions chacune (Figure
14). Les traitements effectués sont : un traitement témoin (TO0), un traitement avec I’inoculum
bactérien (T1), un traitement enrobé de poudre blanche (T1 + Pb). Pour les traitements a I’huile
de palmiste, nous avons : T1 + h (inoculum bactérien + huile), T2 + h (B1 + huile), T3 + h (B2
+ huile), T4 + h (B3 + huile), T5 + h (B4 + huile), T6 + h (B5 + huile) et T7 + h (B6 + huile).
Les mémes traitements sont répétés pour la poudre de mais, soit 20 traitements par méthode
d’enrobage pour un total de 360 plants par méthode d’enrobage et 720 plants pour tous

I’expérimentation.
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Figure 14. Dispositif expérimental 1l : Effet des différentes formulations sur les performances

du soja en pot.

11.3-8- Evaluation de I’effet des biofertilisants et de la méthode d’enrobage sur les
parameétres biochimiques des plantes de soja
11.3-8- 1- Evaluation de I’effet des biofertilisants sur la teneur en chlorophylle totale

La chlorophylle est dosée dans les feuilles adultes récoltés 4 semaines aprés semis. Environ
2 g de feuilles fraiches sont finement découpé puis broyées dans un mortier avec une pincée de
sable stérile et de carbonate de calcium. Le broyat obtenu est déposé dans 20 ml d’éthanol a
90° incubé 3 min a I’air libre. La solution obtenue est filtrée a 1’aide d’un entonnoir portant un
papier filtre Whatman N°4. Le filtrat est ensuite dilué en ajoutant 50 ml d’éthanol a 90°. La
lecture des densités optiques est effectuee a 1’aide du spectrophotomeétre. La teneur en

chlorophylle totale des extraits est obtenue en utilisant la formule d’Arnon (1949).

Chlorophylle totale = (0,0202 x D.O 645) — (0,0802 x D.O 663) mg/g (Zinga et al., 2016)
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11.3-8- 2- Evaluation de I’effet des biofertilisants sur I’azote total et protéines totales

Le dosage de 1’azote total est effectué selon la méthode décrite par (Devani et al., 1989).
Les parties aériennes des plantes sont séchées a I’étuve a 65° C pendant 48 h puis broyées et
tamisées a I’aide d’un tamis fin. La minéralisation consiste a peser 0,2 g d’échantillon de
matiere séche (feuilles broyées) additionnées de 5 ml d’acide sulfurique concentré et 0,5 g de
catalyseur de minéralisation. L’ensemble est chauffé a 200° C jusqu’a minéralisation compléte
(environ 3h), le minéralisat obtenu est ajusté a 100 ml avec de 1’eau distillée. Apres ajout de
quelques gouttes se phénolphtaléine 1%, de la soude a 40 %, les échantillons distillés sont titrés
par la solution de H2SO4 N/50 jusqu’au virage a la coloration rose. Les densités optiques sont
lues a 412 nm au spectrophotométre. La quantité d’azote de chaque échantillon est déterminée
par rapport a la courbe d’étalonnage obtenue a partir d’une solution de sulfate d’ammonium a
0,4 mg/g fraichement préparée. La teneur en protéines brutes a été obtenue en multipliant la

teneur en azote par le facteur conventionnel 6,25.

11.3-9- Collecte des données en champ

Les parametres de croissance sont mesurés au jour 52 apres semis (Vincent, 1970).
Ainsi, La taille des plantes est mesurée a I’aide d’une régle graduée ; la surface foliaire
déterminée par la formule suivante S (cm?) =2/3 x L x | ; le nombre de feuille est déterminé par
comptage manuel. En ce qui concerne la nodulation, les plantes sont récoltées, les parties
aériennes sont détachées des parties souterraines ; les nodules sont collectés et comptés, leurs
masses ainsi que celles des différents organes de la plante déterminée a I’aide d’une balance

électronique de précision 0.001g.

11.3-10- Analyses statistiques des données

Les données de chaque parametre sont collectées et introduites dans le logiciel SPSS
version 23.0 pour I’analyse des variances (ANOVA). Le test de Duncan au seuil de 1% a été
réalisé pour comparer les moyennes entre elles. Le logiciel Microsoft Excel 2016 a permis de

présenter les résultats sous formes d’histogrammes et de courbes avec les moyennes + écart

type.
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CHAPITRE 11l : RESULTATS ET DISCUSSION

111.1- Résultats

I111.1-1- Authentification des souches de rhizobia

111.1-1-1- Effets des souches de rhizobia sur les paramétres morphologiques

Le tableau 5 présente I’effet des souches de rhizobia testés sur les différents parametres
morphologiques de chaque wvariété. L’analyse de ce tableau montre que:
I’apport de Nkal Idans la rhizosphére entraine une augmentation significative de la taille des
plantes chez les variétés Bafia, Rouge et Brune-Centre comparativement aux témoins. 1l en est
de méme pour la souche Pvnk7 et le consortium Rhizobien BOSD chez les variétés Ecapan-
021, Feb-192 et Docko. Pour ce qui du nombre de feuilles, I’apport de la souche Nkall dans la
rhizosphére des plantes entraine une augmentation considérable (P < 0,01) de ce paramétre
uniquement chez la variété Bafia. L’apport de la souche Pvnk7 entraine un effet similaire
uniquement chez la variété Ecapan-021 et de méme que le consortium BOSD chez la variété
Docko. Quant a la surface foliaire, I’apport de la souche Nkall dans la rhizosphére des plantes
entraine une augmentation significative (P < 0,01) de la surface foliaire chez les variétés Bafia,
Rouge et Brune-Centre. Il en est de méme pour la souche Pvnk7 chez les variétés Ecapan-021

et Feb-192 et le consortium chez la variété Docko.

Tableau 5.Taille, nombre et surface foliaire des plantes de légumineuses inoculées durant la
floraison

Variétés Traitements | Tailles des plants | Nombre de Surface foliaire (cm?)
(cm) feuilles/ plants
Var Bafia TO 18,16 + 0,60a 5+0,57b 2,37+0,23b
Nkall 19,83 +£0,92a 6+0,la 3,07 + 0,06a
Var Rouge-Centre | TO 25,67 £ 0,88b 20+0,1a 1,27 £ 0,24b
Nkall 28,33+ 0,88a 20 £ 0a 1,77 £0,23a
Var Brune-Centre | TO 26,33 £ 0,44b 20+ 0a 1,4+£0,11b
Nkall 30,33 +0,33a 20+ 0a 1,77 £ 0,08a
Ecapan-021 TO 19 +0,57a 6 £ 0b 7,06 + 0,20b
Pvnk7 20,33+ 1,2a 7+0,57a 8,54 + 0,34a
Feb-192 TO 20,33+ 0,33b 6 = 0a 2,54 + 0,36b
Pvnk7 22 £0,57a 6 = 0a 3,32 +£0,34a
Var Docko TO 26,67 + 0,33b 14 +0b 8,68 + 0,34b
BOSD 35,33 +0,88a 16 +0,57a 15,55 £ 0,74a

Les valeurs de la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil (P <0,01) et n=3.
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111.1-1-2- Effets des souches de rhizobia sur la nodulation et la biomasse fraiche

Le nombre et le poids des nodules des différents plants traités sont consignés dans le
tableau 7. Il en ressort de son analyse que : I’apport des souches de rhizobia influence
significativement (P < 0,01) le nombre et le poids des différentes variétés par rapport aux
Témoins. 1l en est de méme pour la biomasse totale fraiche par conséquent la biomasse aérienne
et racinaire fraiche avec des effets variant de 46 % pour la variété Bafia, 68 % pour la variété
Rouge-Centre et 67 % pour celle Brune-Centre chez les plantes inoculées avec la souche Nkall.
Des effets de 49 % pour la variété Ecapan-021 et de 51 % pour Feb-192 avec la souche Pvnk7

et de 72 % pour la variété Docko avec le consortium BOSD.

Tableau 6. Caractéristiques de la nodulation et les biomasses organes des plantes de

Iégumineuses inoculées durant la floraison

Variétés Traitements | Nombre de | Poids des | Biomasse Biomasse Biomasse Effet
nodules nodules aérienne racinaire totale fraiche | (%0)
/plants (g/plants) fraiche fraiche (g/plants)
(g9/plants) (g/plants)
Var Bafia | TO Ob Ob 0,74+0,02b | 0,52+0,04b | 1,26 £0,03b | -
Nkall 6,33 £0,33a 0,22 £0,01a 1,07+£0,07a | 0,760,032 | 1,84 +0,11a | +46
Var Rouge- | TO Ob Ob 0,94 +£0,01b | 0,63+0,01b | 1,57+0,02b | -
Centre Nkall 8,67+0,33a | 0,26+0,0la 1,52+0,04a |1,11+0,04a |2,63+0,11a |+68
Var Brune- | TO Ob Ob 0,97+0,07b | 0,67+0,04b | 1,65+0,11b -
Centre Nkall 6,33 £0,33a 0,19 = 0,006a 1,65+0,1a 1,1 +0,05a 2,75+ 0,15a + 67
Ecapan- TO Ob Ob 0,95+0,02b | 0,5%0,03b 1,46 + 0,05b -
021 Pvnk7 10 £ 0,57a 0,29 = 0,008a 1,47 +£0,08a | 0,7+0,04a 2,18 £ 0,11a +49
Feb-192 TO Ob Ob 0,83+0,03b | 0,32+0,01b | 1,15+0,03b -
Pvnk7 6,67 £ 0,33a 0,17 £ 0,003a 1,03+0,07a | 0,7+0,03a 1,74 £ 0,05a +51
Var Docko | TO Ob Ob 1,2+£0,05b 0,46 £0,03b | 1,66 +0,08b -
BOSD 13,33+ 0,66a | 0,52 +0,003a 183+0,21a | 1,06+0,08a | 2,86 +0,14a +72

Les valeurs de la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil (P < 0,01) et n=3.

111.1-2- Viabilité des souches de rhizobia dans les formulations de biofertilisants

111.1-2-1- Analyses physico-chimiques des différents matériaux de formulation

Les caractéristiques des différents matériaux pour la formulation sont présentées dans le
tableau 7. L’analyse de celui-ci montre d’une part que, certains matériaux sont acides (pH
variant entre 4,82 et 6,7), d’autres basiques (pH variant entre 7,8 et 9,68) et d’autre part que,

Les taux en carbone et en azote total dans les différents supports relevent une abondance chez
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la mélasse de canne a sucre par rapport au substrat d’enrobage. La teneur en phosphore quant

a elle, est plus abondante dans la bouse de beeuf et moins dans la poudre blanche.

Tableau 7. Propriétés physicochimiques des matériaux pour la formulation des biofertilisants

Echantillons | Supports solides Supports liquides
Biochar de | Charbon |Bouse |Poudre Poudre | Substrat Terre |Digestat | Mélasse
coques de bois dede |blanche de pois |d’enrobage |de de canne
d’arachides beeuf | (coquille) |cajun champ asucre
et feuilles de Garoua
litieres

Parameétres

pH-eau 8,2 7,8 8,4 8,3 6,3 6,7 6,0 9,68 4,82

Matiéres organiques

Mo (%) 94,60 76,30 64,90 |3,70 95,50 2,76 3,31 Nd Nd

Co (%) 47,30 38,15 3247 1,85 47,75 1,60 1,92 17,05 49,60

No tot (%0) 1,67 0,84 2,11 0,13 3,11 0,12 0,14 74,67 1520,40

Cations échangeables (mg/100g)

Calcium 1290 890 1770 1050 610 7,60 2 Nd Nd

Magnésium |72 403 184 62 378 10 1,20 Nd Nd

Potassium 1526 6628 3091 56 5268 2,26 0,71 Nd Nd

Sodium 96 574 245 80 392 0,21 0,05 Nd Nd

P disponible | 29,06 9,26 323,66 |1,20 116,7 2,13 3,89 Nd Nd

(mg/Kg)

N tot : azote totale ; MO : matiére organique ; CO : carbone ; P : phosphore ; Nd : non déterminé.

111. 1-2-2- Effets des formulations sur la croissance du consortium rhizobien BOSD

La croissance du consortium a été évaluée sur toutes les formules développées. Les

valeurs des différentes charges bactériennes sont exprimées en log UFC/ ml présenté dans la

figure 15. L’analyse de cette figure montre que les charges dans les différentes formules

croissent de maniéres exponentiels. Par ailleurs on n’observe pas de différences significatives

entres les traitements B1, B4 (8,73 et 8,74 log UFC/ ml) et le traitement témoin BO (8,72 log

UFC/ml). Laformule B3 (8,89 log UFC/mI) quant a elle, a la charge la plus élevée par rapport

aux autres formules.
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Figure 15. Croissance du consortium dans les différentes formulations aprés 4 jours
d’incubation.

BO: YMB ; B1: YMB + biochar (5 %) + substrat d’enrobage (10 %) + poudre de blanche (5 %) + terre de champ (20 %) +
bouse de beeuf (60 %) ; B2 : YMB + charbon (5 %) + substrat d’enrobage (10 %) +poudre de blanche (5 %) + terre de champ
(20 %) + bouse de beeuf (60 %) ; B3 : Extrait de poids cajan (98 ml) + mélasse de canne a sucre (2 ml) ; B4 : Digestat ;

B5 : Extrait de pois cajan (98 ml) + mélasse de canne a sucre (2 ml) + 1 % de poudre blanche ; B6 : Digestat +1 % poudre
blanche.

111.1-2-3- Viabilité du consortium rhizobien dans les différentes formulations

La viabilité du consortium dans les différentes formulations a été évaluée tous les 7 jours
(7%, 14°, 21°, 28°, 35°, 42°, 49° et 56° jour) pendant 2 mois apres la croissance. Les résultats sont
consignés dans la figure 16 et exprimés en log UFC/ml. L’analyse de celle-ci montre que
I’allure générale des courbes est décroissante, ainsi la viabilité diminue avec la durée de
conservation des différentes formulations de biofertilisants. Toutes les formules (B1 a B6) ont
des charges variant entre 6,5 et 6,74 log UFC/ml par rapport au témoin BO (6,49 log UFC/ml)
apres 56 jour de denombrement. La formule B5 (6,74 log UFC/ml) a la charge bactérienne la

plus élevée par rapport aux autres formules et la formule B3(6,5 log UFC/ ml) la plus faible.
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Figure 16. Viabilité du consortium rhizobien dans les formulations en fonction du temps.

BO: YMB ; B1: YMB + hiochar (5 %) + substrat d’enrobage (10 %) + poudre de blanche (5 %) + terre de champ (20 %) +
bouse de beeuf (60 %) ; B2 : YMB + charbon (5 %) + substrat d’enrobage (10 %) +poudre de blanche (5 %) + terre de champ
(20 %) + bouse de beeuf (60 %) ; B3 : Extrait de poids cajan (98 ml) + mélasse de canne a sucre (2 ml) ; B4 : Digestat ;
B5 : Extrait de pois cajan (98 ml) + mélasse de canne a sucre (2 ml) + 1 % de poudre blanche ; B6 : Digestat +1 % poudre

blanche.

111.1-2-4- Milieux de croissance alternatifs du consortium Rhizobien

La charge bactérienne a été déterminée tous les 24 h pendant 4 jours dans 16 milieux
alternatifs (figure 17). L’analyse de cette figure montre que : dans les milieux enrichis en
saccharose, I’apport des sources d’azote permet une augmentation de la charge bactérienne dans
tous les milieux a I’exception de I’extrait de soja dont les charges restent constantes. Pour les
autres milieux enrichis en mannitol, lait en poudre et mélasse de canne a sucre, 1’apport des
extraits enrichis en source d’azote ont permis une augmentation des charges bactériennes du

consortium durant la période d’évaluation.
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Figure 17. Croissance du consortium Rhizobien BOSD dans les milieux alternatifs.

A :saccharose ; B : mannitol ; C : lait en poudre et D : mélasse de canne a sucre. Bleu : extrait de haricot ;
; gris : extrait de levure et

111.1-3- Effet des formulations de biofertilisants et de la méthode d’enrobage sur la
croissance du soja en champ
111.1-3-1- Effets des formulations et de la méthode d’enrobage sur les paramétres

morphologiques des plantes de soja

Les paramétres tels que le nombre des feuilles ainsi que leur surface et la taille des plantes
ont été évalués durant la floraison. Les tableaux 8 et 9 présentent les valeurs de ces différents
paramétres pour chaque méthode d’enrobage. Les analyses montrent que : pour la méthode
d’enrobage par effluent, I’apport du traitement T4 + h augmente de maniére significative (P <
0,01) tous les paramétres morphologiques de croissance des plantes de soja par rapport au
témoin TO. Par ailleurs, le traitement T6 + m présente des valeurs faibles pour ces parametres
(tableau 8) et le traitement T4 + h la plus élevée. Pour ce qui est de la méthode d’enrobage de
deux par deux, ’apport du traitement T3 + m augmente de maniére significative (P <0,01) ces

différents parametres par rapport au témoin TO (tableau 9).
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Tableau 8. Effets des biofertilisants sur la taille, le nombre de feuilles et la surface foliaire des

plants de soja pour la méthode d’enrobage par effluent

Parametres Tailles des plants (cm) | Nombre de feuilles / Surface foliaire (cm?)
Traitements plants

TO 25,67 + 0,449 14 + 0,57efg 9,48 + 0,42ghi

T1 33,41 £ 0,71bcd 13,83 £ 0,40fg 13,78 £ 0,33hc
Ti+h 33,33 + 0,54hcd 15,83 £ 0,70abcdefg 11,77 £ 0,64cdefg
Tl1+m 32,66 + 0,65cde 15,83 £ 0,70abcdefg 13,49 £ 0,66bcd
T1+Pb 28,75 + 0,30f 14,67 £ 0,33defg 9,82 £ 0,61ghi
T2+h 30,08 + 0,93ef 14,83 £ 0,54cdefg 9,40 £ 0,74hi
T2+m 34,58 + 0,78hc 15,33 £ 0,49bcdefg 13,29 £ 0,63bcde
T3+h 28,67 + 0,66f 14,67 £ 0,49defg 10,45 £ 0,74fgh
T3+m 35,91 + 0,35ab 16,83 £ 0,16abcd 14,44 + 0,36b
T4+h 37,25+0,87a 18,17 +0,98a 14,99 + 0,91a
T4+m 33,5 £ 0,84bcd 16,33 £ 0,49abcdef 13,26 £ 0,56bcde
T5+h 32,33 £1,09cde 17,17 + 0,60abc 12,53 + 0,33bcdef
T5+m 32,91 £ 0,49cd 15,83 + 0,54abcdefg 14,75 + 0,42ab
T6+h 31 +0,51def 16,67 + 0,49abcde 11,63 + 0,55cdefgh
T6+m 25,25+ 0,47g 12,33 £ 0,499 7,81 £ 0,26i
T7+h 31,25 £ 0,44def 17,33 £ 0,42ab 11,30 + 0,25defgh
T7+m 28,75 £ 0,30f 14,33 + 0,66efgh 10,96 + 0,46efgh

Les valeurs de la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil (P <0,01) et n=6.

Tableau 9. Effets des biofertilisants sur la taille, le nombre de feuilles et la surface foliaire des

plants de soja pour la méthode de deux par deux.

Paramétres Tailles des plants (cm) | Nombre de feuilles / Surface foliaire (cm?)
Traitements plants

TO 25,67 £ 0,44h 14 +0,57cd 9,48+ 0,42e

T1 33,41 £0,71de 13,83 + 0,40cd 13,78 +0,33b
Ti1+h 33,33 £ 0,54de 15,83 + 0,70abc 11,77 + 0,64bcde
Tl+m 32,67 £ 0,65de 15,83 + 0,70abc 13,49 + 0,66bc
T1+Pb 28,75 + 0,30fgh 14,67 £ 0,33bcd 9,82 £ 0,61de
T2+h 29,17 + 0,58fg 13+0,77d 10 £ 0,99de
T2+m 31,17 + 0,94def 15,83 + 0,47abc 9,89 + 0,53de
T3+h 30,33 £ 0,71ef 13,50 £+ 0,5¢d 9,49+0,78 ¢
T3+m 40,58 + 1,08a 17,33 £ 0,66a 23,09 +0,92a
T4+h 39,83 +1,19a 15,33 £ 0,55abcd 10 + 0,66de
T4+m 36,58 + 1,14hc 16,83 £ 0,79ab 14,23 £ 0,55b
T5+h 27,08 + 0,32gh 14 + 0,36¢d 9,04 £0,27 e
T5+m 28,75 £ 0,92fgh 15,33 £ 0,61abcd 9,59+0,45e
T6+h 31,75 £ 0,47def 14 + 0,36¢d 14,41 + 0,99b
T6+m 33,75 £ 0,85cd 15,5 + 0,5abc 12,44 + 0,80bcd
T7+h 37,67 £0,51ab 14 + 0,51cd 9,67 + 0,46de
T7+m 33,91 £ 0,93cd 16,67 + 0,55ab 10,99 + 0,41cde

Les valeurs de la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil (P <0,01) et n=6.
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111.1-3-2- Effets des formulations et de la méthode d’enrobage sur la nodulation des

plantes de soja

Le nombre et le poids des nodules ont été évalués ainsi que I’effet de la nodulation sur les
plantes de soja. Les différentes valeurs sont présentées dans les tableaux 10 et 11. Leur analyse
montre que I’apport les biofertilisants entraine une augmentation significative du nombre et
poids des nodules peu importe la méthode d’enrobage. Pour ce qui est de I’effet de la nodulation
sur les plantes de soja, les traitements T2 + m, T3 + m et T4 + h ont des effets plus importants
(+163, +191 et +178 % respectivement) que les autres traitements par rapport a T1 ceci pour la
premiére méthode d’enrobage. Le traitement T6 + h par contre a un effet moins important (-14

%) par rapport a T1 de méme que le traitement T1 + Pb (-18 %) (tableau 10).

Tableau 10. Effets des biofertilisants sur la nodulation des plants de soja pour la méthode
d’enrobage par effluent.

Parameétres Nombre de nodules Effet /T1 (%) Poids des nodules
Traitements Iplant (mgfplant)

T0 0j - on

T1 3,67 £ 0,21ghi - 62,17 = 0,40j
Tl+h 4,5 £ 0,22dfgh +54 70,33 £ 0,21i
Tl+m 5,5 + 0,22def +50 73,17 £0,3h
T1+Pb 3+0,36i -18 28,83+ 0,3m
T2+h 5,67 £ 0,3de +23 84,33 £ 0,21f
T2+m 10 £ 0,51ab +163 164,58 + 0,45ab
T3+h 4,83 + 0,3efg +32 81,5+0,42g
T3+m 10,67 = 0,33a +191 181,33 + 0,66a
T4 +h 8 +0,36¢ +178 179 + 0,25ab
T4+ m 4 + 0,25fghi +89 995+0,61e
T5+h 5,33 £ 0,33def +45 149,58 + 0,63bc
T5+m 6,5+ 0,42d +77 59,58 + 0,73k
T6+h 3,17 £ 0,3hi -14 57,5+ 0,42l
T6+m 5,17 £ 0,47def +41 80,33 + 0,669
T7+h 6 £ 0,36de +63 114,33 £ 0,35d
T7+m 8,67 £ 0,66bc +145 164,5 + 0,5ab

Les valeurs de la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil (P <0,01) et n=6.
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Pour la méthode d’enrobage de deux par deux, le traitement T7 + h a un effet plus important
(+250 %) que les autres traitements par rapport a T1. Par ailleurs, les traitements T2 + h, T5 +
h (-5 %) et T7 + m (-14 %) ont des effets moins importants par rapport a T1(tableau 11).

Tableau 11. Effets des biofertilisants sur la nodulation des plants de soja pour la méthode
d’enrobage de deux par deux.

Parametres Nombre de nodules Effet /T1 (%) Poids des nodules
Traitements Iplant (mg/plant)

TO 0j - Om

T1 3,67 £ 0,21hi - 62,17 £ 0,4i
Tl+h 4,5 £ 0,22ghi +54 70,33 £ 0,21h
Tl+m 5,5+ 0,22fg +50 73,17 £ 0,3h
T1+Pb 3£0,36i -18 28,83+ 0,3l
T2+h 3,5+ 0,42hi -5 100,5+1,33¢
T2+m 4 + 0,25ghi +8 84,33 + 0,669
T3+h 5+ 0,36gh +36 90,5 = 0,76f
T3+m 9,5+ 0,34bc +118 132,67 £1,33c
T4 +h 10,67 £ 0,49b +191 151,83 + 2,33b
T4+m 8,17 £ 0,47cd +122 113,5+0,92c
T5+h 3,5 £ 0,34hi -5 39,5 + 0,76k
T5+m 4 + 0,36ghi +8 56 +0,73j
T6+h 6,5+ 0,67ef +77 110,33 + 0,84cd
T6+m 7,83 £ 0,47de +113 109,33 + 0,66d
T7+h 12,83 £ 0,47a +250 178,83 £0,83a
T7+ m 3,17 +0,3i -14 70,5 £0,92h

Les valeurs de la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil (P < 0,01) et n=6.

111.1-3-3- Effets des formulations et de la méthode d’enrobage sur le rendement des

plantes de soja

Les rendements en biomasse ainsi que leurs effets ont été évalué et les résultats sont
consignés dans les tableau 12 et 13. L’analyse de ces différents tableaux montrent que : I’apport
les biofertilisants entraine une augmentation significative des différentes biomasses pour les
deux méthodes d’enrobage. Pour la méthode d’enrobage par effluent, les traitements T3 + h et

T4 + h ont des effets plus importants en terme de biomasse totale fraiche (+160 % et +200 %)
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par rapport @ T1. Par contre, les traitements T4 + m et T6 + m ont des effets moins importants

en biomasse totale fraiche (-70 % et -40 %) par rapport a T1 (tableau 12).

Tableau 12. Effets des biofertilisants sur la biomasse des plantes de soja pour la
d’enrobage par effluent

méthode

Parametres BAF Effet | BRF Effet | BAS BRS BTF Effet Effet | BTS
Traitements | (g/plant) | (%) (g/plant) | (%) | (g/plant) | (g/plant) | (g/plant) /TO /Tl (g9/plant)
(%) (%)
TO 0,47 + - 0,37 + - 0,28 + 0,24 + 0,83+ - - 0,54 £
0,03f 0,02f 0,03cde | 0,02cde | 0,05h 0,04def
T1 1,01 + +115 | 1,12+ +200 | 0,37 0,3+ 2,14 + +150 - 0,67 £
0,11bcd 0,11de 0,02bcd | 0,02abcd | 0,16cde 0,02bcd
Tl1+h 0,94 + +100 | 0,29 + -15,7 1 0,32 + 0,1+ 1,27 + +48,3 | -102 | 0,39 +0,03f
0,006cdef 0,03f 0,21cde | 0,004f 0,08fgh
Tl+m 0,9+ +93,3 | 0,42 -16,2 | 0,31 0,15+ 121+ +42,4 | -108 | 0,57
0,01cdef 0,02f 0,01cde | 0,009ef | 0,05fgh 0,04cde
T1+Pb 0,53 + +13 0,44 £ +19 | 0,31+ 0,25 + 0,97 + +14 -136 | 0,56 =
0,04ef 0,03f 0,02cde | 0,0lbcd | 0,08gh 0,04de
T2+h 1,1+ +143 | 1,31+ +254 | 0,28 + 0,23 + 2,45 + +190 +40 | 0,52+
0,07bcd 0,02cd 0,02cde | 0,02cde | 0,27cd 0,02def
T2+m 1,39+ +196 | 0,97+ +162 | 0,46 + 0,29 + 2,36 + +200 +50 | 0,76
0,13bc 0,06de 0,05ab 0,02abcd | 0,25cd 0,04ab
T3+h 1,25 + +166 | 2,24+ +500 | 0,33 0,28 + 349+ +310 +160 | 0,61 +
0,11bc 0,17a 0,03bcde | 0,0labcd | 0,35ab 0,02bcd
T3+m 1,44 + +206 | 1,29+ +249 | 0,52 + 0,34 + 2,73 +220 +70 | 0,87 %
0,14ab 0,12cd 0,03a 0,03ab 0,09¢c 0,06a
T4+h 1,85+ +294 | 2,01+ +443 | 0,52 + 0,38 + 3,87+ +350 +200 | 0,9+0,02a
0,12a 0,08ab 0,02a 0,02a 0,11a
T4+ m 0,69 + +47 0,84 +127 | 0,2 0,21 + 1,55+ +80 -70 0,42 +
0,06def 0,07e 0,01¢ 0,03de 0,05efg 0,04ef
T5+h 1,21 + +157 | 1,67 % +351 | 0,35+ 0,28 + 2,88 + +240 +90 | 0,64+
0,07bc 0,13bc 0,02bcd | 0,01abcd | 0,16bc 0,04bcd
T5+m 1,03 + +121 (0,84« +127 | 0,35+ 0,24 + 1,83+ +120 -30 0,6 +
0,12bcd 0,07e 0,02bcd | 0,01bcde | 0,04def 0,04bcd
T6+h 1,17 + +149 | 1,68+ +354 | 0,38 + 0,28 + 2,85+ +240 +90 | 0,66 *
0,09bcd 0,15bc 0,04bc 0,01abcd | 0,22bc 0,05bcd
T6 +m 0,9+ +91 0,89 + +140 | 0,23 + 0,31+ 1,79 + +110 -40 0,54 £
0,08cdef 0,08de 0,01de 0,02abcd | 0,05def 0,04def
T7+h 0,97 + +106 | 0,91+ +146 | 0,34 + 0,24 + 1,88 £ +120 -30 0,59+
0,25bcde 0,13de 0,07bcd | 0,04bcde | 0,1def 0,006bcde
T7+m 1,25 + +166 | 1,07+ +189 | 0,39 + 0,33+ 2,46 +172 +22 | 0,74+
0,12bc 0,11de 0,0l1abc | 0,02abc | 0,34cd 0,04abc

Les valeurs de la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil (P <0,01) et n=6.

Pour la méthode d’enrobage de deux par deux, le traitement T7 + h a un effet plus important

en terme de biomasse totale (+250 %) par rapport a T1. Par ailleurs, les traitements T5 + h et
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T6 + m ont des effets moins importants en biomasse totale (-80 % et -95 %) par rapport a T1
(tableau 13).

Tableau 13. Effets des biofertilisants sur la biomasse des plantes de soja pour la méthode
d’enrobage de deux par deux.

Parametres BAF Effet | BRF Effet | BAS BRS BTF Effet | Effet | BTS
Traitements | (g/plant) | (%) | (g/plant) | (%) | (g/plant) | (g/plant) | (g/plant) /TO /Tl (g/plant)
(%) | (%)

TO 0,47 + - 0,37 + - 0,28 £ 0,24 + 0,83+ - - 0,54 +
0,03f 0,02ij 0,03e 0,02def | 0,05h 0,04de

T1 1,01+ +115 | 1,12+ +200 | 0,37 0,3+ 2,14 + +150 | - 0,68 +
0,11cd 0,11bcd 0,02cde 0,02bcde | 0,16cd 0,02abcde

Tl1+h 0,94 + +100 | 0,29 + -15,7 | 0,32 0,1+ 1,27 + +48,3 | -102 | 0,39 £ 0,03e
0,006cde 0,03j 0,01de 0,004g 0,08efgh

T1+m 09+ +93,3 | 0,42 + -16,2 | 0,31 % 0,15+ 121+ +42,4 | -108 | 0,57
0,01cde 0,02hij 0,01de 0,009fg 0,05fgh 0,04cde

T1+Pb 0,53 + +13 | 0,44 + +19 | 0,31% 0,25 + 0,97 + +14 -136 | 0,56 +
0,04ef 0,03hij 0,02de 0,01def | 0,08gh 0,04de

T2+h 0,94 + +100 | 0,81 + +119 | 0,49 + 0,46 + 1,75+ +105 | -45 0,95+0,11a
0,05cde 0,05efg 0,02abc 0,05a 0,19cdefg

T2+m 0,93 + +102 | 0,91 + +146 | 0,48 = 04+ 1,86 + +120 | -30 0,89 +
0,09cde 0,07def 0,05abc 0,02ab 0,17cdef 0,08ab

T3+h 0,98 + +109 | 0,98 + +165 | 0,49 = 0,37 + 1,97 + +131 | -19 0,86 +
0,07cd 0,08cde 0,03abc 0,04abc | 0,23cdef 0,09abc

T3+m 0,81+ +72 | 0,66+ +78 | 0,56 % 0,38 + 1,48 + +73 =77 0,95 + 0,08a
0,09cdef 0,02fghi 0,01a 0,03abc | 0,15defgh

T4 +h 1,73 +268 | 1,24 + +235 | 0,53 % 0,35+ 2,98 + +250 | +100 | 0,89
0,13b 0,1bc 0,03ab 0,02abcd | 0,33b 0,05ab

T4+ m 1,09 + +132 | 1+ +170 | 0,43 0,33+ 2,09 + +145 | -5 0,77 +
0,07cd 0,4cde 0,02bcd 0,33bcde | 0,08cde 0,08abcd

T5+h 0,74 + +57 | 0,71+ +119 | 0,32 % 0,3+ 1,45+ +70 -80 0,62 +
0,06def 0,06efgh 0,01de 0,02bcde | 0,13defgh 0,05bcde

T5+m 0,88 + +87 1,11+ +203 | 0,28 = 0,29 + 2+ +135 | -15 0,57 +
0,05cde 0,09bcd 0,01e 0,02bcde | 0,21cdef 0,04cde

T6+h 1,18 + +119 | 0,82+ +122 | 0,31 % 0,22 + 1,85+ +120 | -30 0,53 +
0,09c 0,08efg 0,01de 0,02ef 0,21cdef 0,04de

T6 +m 0,74 + +57 | 0,58 +57 | 0,43% 0,28 + 1,32+ +55 -95 0,71 +
0,06def 0,03ghij 0,03de 0,01cde | 0,12defgh 0,07abcd

T7+h 2,28 + +385 | 1,81+ +389 | 0,6 0,34 + 410 £ +400 | +250 | 0,94 £0,09a
0,24a 0,06a 0,04a 0,02abcd | 0,41a

T7+m 1,19 + +153 | 1,37 +270 | 0,38 = 0,35+ 2,56 + +200 | +50 0,74 +
0,1c 0,11b 0,02cde 0,03abcd | 0,15bc 0,08abcd

Les valeurs de la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil (P <0,01) et n=6.

111.1-3-4- Effets des biofertilisants et de la méthode d’enrobage sur la teneur en

chlorophylle totale des plantes de soja
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La teneur en chlorophylle totale a été determinée 4 semaines aprées le semis et les
résultats sont présentés dans la figure 19. L’analyse de celle-ci montre que : le traitement T4 +
h a une teneur élevée en chlorophylle totale (125) avec un effet de (+11 %) par rapport a TO.
Le traitement T4 + m quant a lui représente la plus faible teneur en chlorophylle totale (113)
par rapport a TO ceci pour la premi¢re méthode d’enrobage (figure 19 A). Pour la seconde
méthode d’enrobage, c’est le traitement T7 + h qui a une teneur en chlorophylle totale élevée
(122) avec un effet de (8 %) par rapport a TO et les traitement T3 + h et T4 + m ont les plus
faibles teneurs en chlorophylle totale (111,18 et 112 respectivement) avec des effets de (-1 %
et -0,4 %) par rapport a T1 (figure 19 B).
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Figure 18. Effets des biofertilisants sur la teneur en chlorophylle totale dans les plantes de
soja
A : méthode par effluent ; B : méthode de deux par deux.

Les valeurs de la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil (P < 0,01) et n=6.
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111.1-3-5- Effets des biofertilisants et de la méthode d’enrobage sur les teneurs en azote
et en protéine totale des plantes de soja

Les teneurs en azote totale et protéine totale ont été déterminé dans les différents
traitements aprés la récolte des feuilles. Les tableaux 14 et 15 présentent les valeurs de ces
différents parameétres. L’analyse des données montre 1’apport des biofertilisants entraine une
augmentation significative de ces deux parameétres quel qu’en soit la méthode d’enrobage
utilisée. Pour la premic¢re méthode d’enrobage, le traitement T4 + h augmente de maniére
significatif (P < 0,01) les teneurs en azote et protéine totale des plants de soja avec des effets
de +861 et +935 % respectivement par rapport T1. Par contre, le traitement T3 + m a des effets

faibles pour ces deux parametres (-241 et -230 % respectivement) (tableau 14).

Tableau 14. Effets des biofertilisants sur les teneurs en azote et en protéine totale des plants de
soja pour la méthode par effluent

Paramétres Azote totale Effets Effets Protéine totale Effets Effets
(mg/g) ITO (%) | /T1 (%) | (mg/g) ITO (%) | /T1 (%)
Traitements
TO 2,60 + 0] - - 16,28 + 0] - -
T1 8,68 + 0,87h +241 - 54,25 £ 5,42h +230 -
Tl+h 13,02 + Of +400 +159 81,38 £ Of +400 +170
Tl+m 10,42 = Og +301 +60 65,10 + Og +300 +70
T1+Pb 5,21 £ 0i +100 -141 32,55 £ 0i +100 -130
T2+h 14,76 £ 0,87e +500 +259 92,23 £5,42¢ +467 +237
T2+m 13,02 +0Of +400 +159 81,38 £ Of +400 +170
T3+h 28,85+ 0,2b +1010 +769 180,31 +1,25b +1008 +778
T3+m 2,60 *0j 0 -241 16,28 +0j 0 -230
T4 +h 31,25+ 0a +1102 +861 195,31 + 0a +1165 +935
T4+ m 3,47 +£0,87j +33,4 -208 21,70 £ 5,42j +35 -195
T5+h 26,24 +0,2c +909 +668 164,02 £ 1,26¢ +907 +677
T5+m 7,61 +£0,2h +193 -48 4757+1,25h +192 -38
T6+h 18,23 +0d +601 +360 113,93 £ 0d +600 +270
T6+m 7,81 £ 0h +200 -41 48,83 £ Oh +200 -30
T7+h 13,02 + Of +400 +159 81,38 £ Of +400 +170
T7+m 5,21 £ 0i +100 -141 32,55 £ 0i +100 -130

Les valeurs de la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil (P <0,01) et n=6.
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Pour la seconde méthode d’enrobage, le traitement T7 + h qui présente aussi une

augmentation significative (P <0,01) pour ces deux parametres avec des effets de +759 et +768

% respectivement par rapport a T1. Par ailleurs, le traitement T2 + h a les mémes effets que le

traitement T3 + m pour la premié¢re méthode d’enrobage (tableau 15).

Tableau 15. Effets des biofertilisants sur les teneurs en azote et en protéine totale des plants de
soja pour la méthode de deux par deux

Paramétres Azote totale Effets Effets Protéine totale Effets Effets
Traitements (mg/g) ITO (%) | /T1 (%) | (mg/g) ITO (%) | /T1 (%)
TO 2,60 + 0g - - 16,28 + Og - -

T1 8,68 +0,87e +241 - 54,25 + 5,42¢ +230 -
Tl+h 13,02 + 0d +400 +159 81,38 + 0d +400 +170
Tl+m 10,42 + Oe +301 +60 65,10 + Oe +300 +70
T1+Pb 5,21 £ Of +100 -141 32,55 £ Of +100 -130
T2+h 2,60 £ 0g 0 -241 16,28 + Og 0 -230
T2+m 13,03 £0,01d +438 +197 81,58 + 0,2d +429 +199
T3+h 2,62 + 0,029 +0,76 -240 16,39+ 0,119 +0,67 -229
T3+m 7,74 +0,06e +198 -43 48,55 + 0,27e +198 -32
T4+h 23,23+0,2b +793 +552 145,32 + 0,27b +793 +563
T4+ m 23,37 £0,06b | +799 +558 146,07 + 0,40b +797 +567
T5+h 5,21 £ Of +100 -141 32,55 + Ogf +100 -130
T5+m 12,99 £ 0,86d +400 +159 81,25+ 0,12d +400 +170
T6+h 10,42 + Qe +301 +60 65,10 + Oe +300 +70
T6 +m 5,21 £ Of +100 -141 32,55 + Of +100 -130
T7+h 28,61 + 0,03a +1000 | +759 178,81+ 0,22a +998 +768
T7+m 15,63 + Oc +501 +260 97,66 + Oc +502 +272

Les valeurs de la méme colonne suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil (P <0,01) et n=6.
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I11.2- Discussion

I11.2-1- Authentification des souches de rhizobia

L’augmentation des parametres de croissance observée chez les variétés de 1égumineuse
testées en condition semi controlée serait due a I’effet spécifique de chaque souche bactérienne
a son hote (Cleyet-Maret et al., 1996) ; ainsi, la souche Nkall est spéecifique de la rhizosphére
du niébé, celle de Pvnk7 spécifique de la rhizosphere du haricot et les souches formant le
consortium BOSD sont spécifiques de la rhizosphére du soja. Le comportement de I’arachide
en condition d’inoculation croisée avec la souche Nkall se traduit par I’interaction de cette
souche provenant de la rhizosphére du ni€ébé avec les racines de 1’arachide induisant ainsi le

développement de la Iégumineuse (Ngo Nkot, 2009).

L’apport des souches rhizobiennes dans la rhizosphére des légumineuses aurait favorisé
la nutrition hydrominérale et azotée. Cet approvisionnement en éléments nutritifs a permis de
stimuler de facon instantanée le phénoméne de photosynthése induisant ainsi une bonne
croissance et un bon développement de ces cultures en terme de taille, nombre et surface
foliaire. C’est le cas d’Arachis Pintoi aprés fertilisation avec les consortia rhizobiens (Rh3 +
Pb3 et Rh3) (Mefire, 2021). L’augmentation du nombre de nodules en condition semi controlée
révéle la présence des rhizobia dans la rhizosphére de ces cultures. De plus, la symbiose
rhizobia-légumineuse au niveau des racines se matérialise par la formation des nodules, siege
de la fixation biologique de 1’azote indispensable a la croissance de la plante. Ce résultat
s’accord avec les observations d’Allito et al (2021) selon lesquelles, les légumineuses de la
famille des Fabaceae en particulier le haricot, produisent un grand nombre de nodules lorsque
les partenaires symbiotiques appropriés sont apportés. Par ailleurs, les plantes inoculées ont
également produit une biomasse totale importante (72 % avec le consortium chez le soja) par
rapport au témoin. Les travaux de Bahdjolbe (2019) montrent également une augmentation
considérable de ce parametre chez le niébé (de 69 a 114 %) avec les souches de rhizobia

utilisées.

111.2-2- Biofertilisants rhizobiens : viabilité et milieux alternatifs pour la croissance du
consortium rhizobien

Le composant majeur du biofertilisant étant les supports matériels, ces derniers sont
généralement de nature organique, inorganique ou synthétiqgue avec des propriétés
physicochimiques appropriés pour maintenir les souches microbiennes dans de bonnes

conditions physiologiques de stockage et sur le terrain (Malusa et al., 2012). Outre un support

Mémoire rédigé par NDOKON BIKANG Anne Nora

45



Essai de formulation d’un biofertilisant amélioré¢ a base de rhizobia fixateur d’azote pour
I’enrobage des Iégumineuses a graines (arachide, haricot, niébé et soja)

acceptable, la croissance des bactéries prend en compte plusieurs facteurs incluant un tampon
de pH approprié, une bonne capacité de rétention d’eau élevée et une uniformité chimique et
physique (Raimi et al., 2021). Les pH des différents matériaux utilisés pour la formulation des
biofertilisants étaient compris entre 6 (terre de Garoua) a 9,68 (digestat). Le pH de croissance
généralement proche de la neutralité, est connu pour supporter une large population et maintenir
leur viabilité (Sahu et Brahma-prakash, 2016).

La croissance de la charge bactérienne dans les différentes formulations est traduite par
une augmentation exponentielle de celle-ci par rapport au milieu BO (YMB). Erdiansyah et al.
(2022) ont montre que la souche de Bradyrhizobium poussait mieux dans les milieux alternatifs
par rapport au milieu standard YMB. Ce constat est fait par une augmentation de la charge
bactérienne de + 30 a + 36% dans ces milieux au bout de 4 mois d’évaluation. La formule
enrichis a I’extrait de pois cajun additionné de mélasse de canne a sucre a la charge la plus
élevée (8,89 log UFC/mI) par rapport au milieu standard YMB (8,71 log UFC/ml). Arfarita et
al. (2022) ont également montré que les milieux enrichis a la mélasse de canne a sucre

augmentent de facon considérable la croissance et la viabilité des souches de rhizobium.

La détermination de la durée de vie d’une souche microbienne dans une formulation est
une étape cruciale dans le développement des biofertilisants (Lobo et al., 2019) et la survie
prolongée des inocula durant le stockage est un effet désirable capable d’accroitre I’application
des formulations de biofertilisants en industrie (Bashan et al., 2014). L’efficacité du consortium
rhizobien dans les différentes formulations s’est fait par évaluation de leur viabilité pendant 56
jours par comptage ; aboutissant ainsi a leur décroissance progressive tout au long de la durée
de conservation. Les recherches de Pastor-Beuis et al (2019) ont montrés que la charge de la
souche RIp LCS0306 diminuait aux bout de 365 jours dans les quatre biofertilisants formulés.
De plus, Les variations des charges dans les formulations (de 6,5 a 6,74 log/ml) différent selon
la nature de ceux-ci. En effet, la formule enrichis a I’extrait de pois cajun additionné de mélasse
de canne a sucre plus 1% de poudre blanche donne le résulat le plus élevé en terme de charge
par rapport au milieu standard YMB. Ce résultat est probablement di aux différences de

propriétés physicochimiques des matériaux de transport (Sohaib et al., 2020).

Le milieu YMB est un milieu liquide tres efficace pour la croissance et le stockage des
especes de rhizobia. Sa composition en élements synthétiques (mannitol, extrait de levure et
d’autres composes complexes) traduit son indisponibilité aupres des agriculteurs et son prix

extrémement élevé (Erdiansyah et al., 2022). Les milieux alternatifs apparaissent comme
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bénéfiques de par la disponibilité locale ainsi que leur colt abordable (Ngo Mimb et al., 2014).
La croissance du consortium dans les milieux développes est traduite par le développement de
celui-ci avec une préférence pour le milieu enrichis a I’extrait de Soja comme source d’azote et
lait en poudre comme source de carbone par rapport au milieu extrait de levure/mannitol qui
est le milieu standard YMB. Il utilise également toutes les sources de carbones alternatifs
présents dans le milieu (saccharose, lait en poudre, mélasse de canne a sucre). En effet, Ngo
Mimb et al (2014) a montré que la souche VUID1 utilise toutes les sources alternatives de
carbone disponible (saccharose, Glycérol et lait de vache) pour se développer. Les especes a
croissance rapide de rhizobia et celles a croissance intermédiaire de rhizobia sont capables de
croitre dans des milieux contenant le saccharose comme source de carbone (Stowers et
Eaglesham, 1983).

111.2-3- Potentiel des formulations de biofertilisants a base de rhizobia fixateur d’azote
sur la croissance des plants de soja

Les rhizobia sont capables d’établir des relations symbiotiques avec les plantes de la famille
des fabaceae (les légumineuses) en formant des nodules au niveau des racines ou des tiges
(Masson-boivin et Sachs, 2018) induisant ainsi leur croissance et leur développement. Au
Cameroun, cette association symbiotique est utilisée dans plusieurs especes de Iégumineuses
augmentant ainsi leur productivité (Nwaga et al., 2010 ; Bahdjolbe, 2019). L’évaluation des
paramétres de croissance des plantes de soja présente augmentation significative ceux-ci avec
les formulations et leurs effets variables en fonction de la méthode d’enrobage utilisée. Les
effets de la nodulation et de la biomasse sont plus important avec le digestat additionné a I’huile
de palmiste (+200 %) Pour la méthode d’enrobage par effluent et le digestat avec la poudre
blanche (1%) additionné a I’huile de palmiste (+250 %) pour la méthode d’enrobage de deux
par deux. Ngo Mimb et al (2014) a également montré 1’effet bénéfique des biofertilisants sur la

biomasse et la nodulation des plantes d’arachide.

La teneur en chlorophylle totale dans les différents traitements est évaluée par calcul en
fonction des densités déterminées par spectrophotométrie. Les effets sont plus important avec
les mémes traitements obtenus pour chaque méthode d’enrobage (+11 % avec le digestat
additionné a I’huile de palmiste et +8 % avec le digestat + poudre blanche (1%) additionné a
I’huile de palmiste). Ces résultats corroborent ceux de Mfilinge et al (2014) lesquels, montrent
une variation de la chlorophylle totale de 98 % a 40 % pour la 3° et la 6° semaine de 1’inoculation

des plantes avec les souches de rhizobia aprés le semis avec plusieurs variétés de haricot.
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L’abondance en azote et en protéine totale est observée dans les mémes formulations
avec des effets variables de +700 % a + 900%. La fixation biologique de 1’azote par les plantes
de haricot, soja et niébé présente un effet significatif des biofertilisants sur la teneur en azote
par rapport au témoin d’apres les travaux de Htwe et al (2019). De plus, les microorganismes
bénéfiques sont capables de fertilisé le sol enrichis en tous les éléments micro et
macronutriments via la fixation de 1’azote, la solubilisation ou la minéralisation du phosphore
et du potassium, les facteurs de régulation de la croissance des plantes et la dégradation de la

matiére organique dans le sol (Sinha et al., 2010).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au terme de cette étude dont I’objectif général de ce travail était de rechercher la meilleure
formulation du biofertilisant dans le but d’améliorer la production des légumineuses a graines.

Les résultats ont monté que :

Les biofertilisants sont des combinaisons de microorganismes et autres composants
permettent de booster la croissance des plantes et leurs formulations et applications donnent des

résultats satisfaisants.

Les souches de rhizobia authentifiées augmentaient les paramétres de croissance des
différentes légumineuses testées.

La croissance du consortium rhizobien dans les différentes formules aprés 4 jour
d’incubation s’est traduit par une augmentation exponentielle de celui-ci avec la charge la plus
élevée dans la formule B3(8,89 log/ml). Par contre sa survie se fait de maniere décroissante en
fonction de la durée de conservation de différentes formules (56 jours). Le choix de meilleur
milieu de croissance du consortium rhizobien a permis de montrer qu’il s’adapte mieux dans
les milieux enrichis en extrait de soja/lait en poudre et utilisant ainsi toute les ressources en

carbone disponible.

Les biofertilisants améliorent les performances agronomiques (avec des effets en
biomasse variant entre +200 pour le digestat et +250% pour le digestat +1% de poudre blanche)
du soja en champ et augmentent les teneurs en chlorophylle, en azote et en protéine totale (+700

et +900%) de celui-ci quel que soit la méthode d’enrobage utilise.

Nous recommandons ces biofertilisants pour la fertilisation et la production massive des

Iégumineuses a graines. Néanmoins il serait intéressant pour des travaux futurs de :

e Rechercher la composition physicochimique idéale des materiaux adhésion (adhésifs)
des graines pour un meilleur suivi des performances des Iégumineuses,
e Faire des associations avec d’autres organismes bénéfiques enfin de booster le

rendement d’autres especes végétales cultivées.
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ANNEXES

Annexe 1. Composition des milieux pour 1 litre

Milieu YMB (Yeast Mannitol Broth) Milieu YEMA (Yeast Extract Mannitol Agar)

- Mannitol 10g - Milieu YMB + Agar (159)

- Extrait de levure 0,59

- KH2POq4 0,29 Milieu YEMA+ RC (Rouge Congo)
- NaCl 0,19 - Milieu YMA+ 5ml rouge congo

- Eaudistillee 1000ml

- pH ajusté a 6,8

Eau physiologique

- Eau de robinet + 9 g de NaCl

Milieu Jensen : pour I’arrosage des plantes Oligo-élément de Jensen

10ml solution p (K:HPO04 a 20g/1)

2,86 g H:BOs
- 10ml solution q (MgS04,7H-0 a 20g/1 et Nacl a 20g/1

2,03 g MnSOs, 4H20
- 20 ml solution R (CaHPas a 50g/1) 0.22g Zn SOs, SH:0
- 10 ml solution D (FeCls a 1,6g/l) 0.08g CuSOs4, SH20

0, 09 NazM004, H-0O
1L Eau distillée

- 1ml oligo-élément de Jensen

- 1L Eau distillée

- Ajuster lepH a 6,7
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Annexe 2. Authentification des souches de rhizobia

Figure A. Plantes de Iégumineuses apres floraison, racines de soja des différents traitements

apres récolte et nodules des plantes de niébé

Annexe 3. Milieux de croissance des rhizobia et test de viabilité
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Figure C. Inoculation et dénombrement
a : les milieux inoculés avec le consortium BOSD aprés 4 jour de croissance ; b : boite de pétri avec des colonies visbles.
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Annexe 4. Effets des formulations et de la méthode d'enrobage sur les plants de soja

Figure D. Plantes de soja inoculées avec la méthode d’enrobage par effluent
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Figure E. Plantes de soja inoculées avec la méthode d’enrobage de deux par deux.
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Figure F. Racines des plantes de soja et extraction de la clorophylle des différents traitements.

a : racine des plants méthodel, adhésif huile de palmiste ; b : racine des plants méthodel, adhésif poudre de mais

; € : chlorophylle méthodel, adhésif huile de palmiste et d : chlorophylle méthodel, adhésif poudre de mais.
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Annexe 5. Dispositif expérimental en champ et analyses de laboratoires

Figure H. Analyses de laboratoire

a : ensemensement sur boite de pétri et b : ensemencement sur milieu liquide
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