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Résumé

Le haricot commun est 'une des principales cultures vivriéres en République Démocratique du Congo (RDC).
La grande partie de la production du Haricot en RDC est assurée par les paysans qui utilisent principalement
les semences non certifiées. Cependant la productivité de cette culture reste faible. Les maladies transmises
par les semences chez le haricot commun réduisent a la fois le rendement et la qualité des graines. Ainsi,
pour évaluer la qualité des semences biofortifiées utilisées par les paysans, deux méthodes basées sur
I'incubation ont été utilisées : la premiére a porté sur I'incubation des semences sur papier buvard et la
seconde s’est basée sur I'examen des colonies développées a partir des semences semées sur un milieu
gélosé. Il s’observe une différence entre les deux types de semences (biofortifiées et locales) du point de vue
pureté spécifique et teneur en eau. Les résultats de I'analyse des deux types de semences montrent qu’ils
sont infectés par les mémes champignons mais a des degrés différents : la variété locale a connu un degré
d’infestation au Fusarium trés élevé (4,7 %). Les indices de pollution, de répartition et les fréquences
moyennes des deux types de semences sont restés a peu prés proches mais avec une Iégére hausse pour la
variété locale (Lola nain). Il faut signaler aussi I'absence des champignons reconnus pathogénes dans nos
échantillons. Les champignons identifiés étaient tous reconnus saprophytes (Aspergillus niger et Fusarivm solani).

Mots-clés : graines, biofortification, champignons, incvbation.

Abstract

Identification of fungi transmitted by biofortified seeds in Kongo Central in the
Democratic Republic of Congo

The common bean is one of the main food crops in the Democratic Republic of Congo (DRC). Much of Bean
production in the DRC is provided by farmers who mainly use non-certified seed. However, the productivity of
this crop remains low. Seed-borne diseases in common beans reduce both yield and seed quality. In order to
evaluate the quality of biofortified seeds used by farmers, two methods based on incubation were used : the
first focused on the incubation of seeds on blotting paper and the second was based on the examination of
Colonies developed from the seeds sown on an agar medium. There is a difference between the two types of
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seeds (biofortified and local) from the point of view of specific purity, water content. The results of the analysis
of the two types of seed showed that they were infected by the same fungi but to different degrees: the local
variety had a very high degree of Fusarium infestation (4.7 %). The pollution, distribution and mean
frequencies of the two types of seed remained about the sume, but with a slight increase for the local variety
(Lola dwarf). We must also mention the absence of recognized pathogenic fungi in our samples. The identified
fungi were all recognized as saprophytes (Aspergillus niger and Fusarium solani).

Keywords : seeds, biofortification, fungi, incubation.

1. Introduction

La culture du haricot revét une trés grande importance dans la production alimentaire dans les provinces du
Sud-Kivu, Nord-Kivu, et du Kongo Central en République Démocratique Congo. Le haricot est un aliment
important et constitue 65 % de I'apport protéique dans I'alimentation humaine et 32 % des calories. Il apporte
également du fer, du zinc, des fibres et des carbohydrates lents. La teneur en lysine des graines de haricots
est relativement importante et améliore la qualité alimentaire des céréales au niveau des protéines [5]. Par
contre, elles sont déficientes en méthionine, trouvée en quantité satisfaisante dans les céréales. Les céréales
et les haricots contribuent donc de maniére complémentaire d la valeur nutritive du régime alimentaire des
peuples de plusieurs régions du monde [4]. Malgré I'importance du haricot en tant que denrée alimentaire de
base et source de revenus, les agriculteurs congolais ne parviennent pas a satisfaire a la demande. Cette
situation s'explique par la faible productivité du haricot et par I'inaccessibilité aux semences de bonne qualité
des variétés préférées [35]. On observe des augmentations de la production agricole de cette culture, le systéme
congolais de production de semences ne parvient pas d fournir les semences de bonne qualité, en quantité
suffisante, au moment propice aux utilisateurs dans le besoin. Plusieurs causes peuvent tre évoquées ; nous
parlerons d’une cause souvent sous-estimée, voir négligée : c’est I'état sanitaire des semences. Celles-ci peuvent
étre victimes de maladies dont I'origine peut &tre les bactéries, les champignons, virus et les nématodes [14].

Les maladies du haricot se caractérisent par une grande diversité en fonction des conditions écologiques dont
lesquelles sa culture est pratiquée [32]. Ces maladies réduisent a la fois le rendement en grain et la qualité [21].
Les maladies @ forte incidence économique affectant le haricot sont principalement transmises par les
semences [9]. Les différents rapports sur la détérioration de la situation alimentaire en République
Démocratique du Congo ne montrent pas suffisamment I'impact des maladies des semences sur les pertes
que subissent les cultures vivriéres. Les semences victimes de maladies détériorent la qualité et réduisent la
quantité de la production vivriére. Cependant, il a été inventorié 36 espéces différentes de champignons, trois
especes de bactéries et 4 groupes de virus qui peuvent attaquer les différentes spéculations vivriéres [28].
Ces agents parasitaires énumérés contribuent en partie d la faiblesse de lo productivité et sont pour la plupart
transmises par les semences [23]. Ces semences doivent répondre aux normes de pureté spécifique, et de
faculté germinative, fixées par le réglement technique de production, de contrdle et de certification des
principales cultures vivriéres en République Démocratique du Congo édictées par le Service National des
Semences (SENASEM). L’objectif de ce travail est d’identifier les champignons transmis par deux variétés
biofortifiées et une variété locale utilisées en République Démocratique du Congo.
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2. Matériel et méthodes
2-1. Matériel

Les matériels pour cette étude étaient constitués de trois variétés (dont deux biofortifiées et une variété
locale en diffusion) de différents génotypes présélectionnés par le CIAT (Cali / Colombie), le PABRA
(Uganda, Kenya et Malawi) et 'INERA Mulungu ; améliorées et présélectionnées pour leur teneur élevée en
fer et zinc et présélectionnées pour leurs bonnes performances agronomiques (rendement élevé, résistance
/ tolérance aux maladies, insectes, sécheresse, faible fertilité des sols, etc.).

Tableau 1 : Caractéristiques variétales des génotypes de haricot utilisées

rs Teneur en | Teneur en . . Pool Couleur des | Grosseur
Variétés Origine L. . .
Fer(mg /g) | Zn(mg/g) génétique graines des grains
Hm 21-7 62 33 CIAT MA Rouge striée Grosse
K131 55 32 NARO MA Rouge striée Petite
Lola nain INERA Vert clair Moyenne

Légende : MA : Mésoaméricain ; CIAT : Centre International d Agriculture Tropicale ; INERA : Institut National
d'Ftudes et de Recherche Agronomigue.

2-2. Méthodes

2-2-1. Examen des semences incubées sur duv papier huvard (en forme de disque)

Procédure :

400 semences prélevées au hasard directement de I'échantillon soumis ;

Placer dans chaque bofte de pétri trois papiers buvard humides, trempés préalablement dans de I'eau
de robinet (un excés d’eau est a éviter) ;

Ensemencer dix semences dans chaque bofte de pétri;

Incuber les boftes de pétri avec leur contenu dans les conditions appropriées ;

A'la fin de I'incubation, observer les semences avec un stéréo-microscope;

A I'aide des photos et images identifier les champignons en fonction de la structure de leurs
conidiospores (Clé d’identification utilisée : Common Laboratory Seed Health Testing Mathods For
detecting Fungi) ;

v’ Faire I'observation microscopique pour confirmer I'identification.

AN N N NN

Matériels de laboratoire

Boites de pétri en verre (diamétre 120 mm);
Disques de papier buvard (blanc diameétre 90 mm) ;
Crayon de couleur verte ;

Des pinces ;

Hotte d flux laminaire (EscoLaminar Flow Cabinet) ;
Incubateur ;

De I'eau distillée ou de robinet ;

Des spatules ;

AN N N N N NN
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v" Des microscopes (Microscope : Breukhoven Microscope Systems en sigle BMS et Stéréo-microscope
Optica microscopes ltaly) ;
v Plateaux pour placer les hoftes de pétri.

2-2-2. Examen des colonies développées a partir des semences semées sur un miliev gélosé

Miliev d base de pomme de terre et de carotte (milieu semi-sélectif)
e Pomme de terre ripée:20 g ;
e (arotte riipée:20 g;
o Agar:20g;
e Eau distillée ou de robinet : 1000 mL.

Bouillir les fruits rdpée pendant 1 heure avec de I'eau de robinet ; filtrer a travers un tamis fin
(ne pas presser) ; ajouter de I'agar ; bouvillir dans un bain-marie jusqu’a dissolution compléte de I'agar ;
stériliser @ 'autoclave & 151°C pendant 20 minutes.

Procédure

Préparer la solution d’agar en fonction du nombre de hoite de pétri a utiliser (10 mL par boite) ;
Placer 10 semences par bofte de pétri en utilisant une pince bien stérile ;

Incuber dans des conditions recommandées par les régles ;

A'la fin de la période d’incubation, on observe a I'eil nu les colonies formées sur le gel;

Le pourcentage des différentes colonies peut €tre calculé en regroupant les colonies avec des
caractéristiques morphologiques identiques.

ANANENENEN

Matériels et équipements de base

Boites de pétri;

Agar en poudre ;

Dextrose en poudre ;

Gaze ;

Eau distillée ;

Autoclave ;

Hotte d flux laminaire (EscoLaminar Flow Cabinet) ;

Des microscopes (Microscope : Breukhoven Microscope Systems en sigle BMS et Stéréo-microscope
Optica microscopes ltaly).

AN N N N N N NN

2-2-3. Analyse de la qualité sanitaire des semences

Les échantillons de semences de haricot étaient utilisés pour la détermination des pathogénes transmis par
les semences. Différents indices ont été appliqués a cet effet notamment [22] :

1. Indice de pollution : 'est le nombre d’organismes isolés de 200 graines pour chaque échantillon. Pour une
catégorie des semences, I'indice moyen correspond d la moyenne des indices de pollution des échantillons
appartenant d cette catégorie. Cet indice permet d’apprécier globalement I'état sanitaire de I'échantillon
analysé. Pour un échantillon donné, nous avons rapporté l'indice de pollution le plus élevé des méthodes.

2. Indice de répartition : c’'est le pourcentage d’échantillon a partir desquels une espéce a été isolée.
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3. Fréquence moyenne : la fréquence moyenne d’un organisme donné correspond au pourcentage des
semences qui hébergent cet organisme. Pour un échantillon donné, cette fréquence est obtenue d la svite de
I'analyse de 400 semences. Pour une catégorie donnée la fréquence moyenne correspond a la moyenne des
fréquences de cet organisme dans les échantillons appartenant a cette catégorie. Etant donné que chaque
échantillon est analysé par deux méthodes, nous avons gardé également pour chaque organisme la fréquence
la plus élevée détectée par 'une des deux méthodes.

3. Résultats et discussion

3-1. Présentation des résultats

3-1-1. Présence des champignons dans le lot des semences
Caractéristiques des mycélivms sur miliev de culture

Les résultats relatifs a la contamination fongique ont révélé la présence de mycéliums de différentes formes
(Figures 1 et 2)

Aspects des mycélivms d Aspergillvs

o>

8eo

°

Coniophores d’Aspergillus Coniophores d’Aspergiflus

Figure 1 : Résultat sur examen des semences incubées sur dv papier buvard : observation des conidies dv
genre Aspergillus
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La Figure T montre les conidiophores d’Aspergillus formés d’une tige filamenteuse portant les cellules
conidiogenes produisant des spores (conidies). Ces conidiophores possédent une extrémité renflée, sphérique
et en forme de bouteille. Les conidiophores sont lisses, hyalins ou brundtres dans la partie supérieure, trés
longs (de 1 a 3 mm). La téte aspergillaire est globuleuse et radiée, noire a maturité.

Aspects des mycélivms de Fusarivm

Figure 1.a : Macroconidies de Fusarivm sp Figure 1.b : Polyphilades de Fusarivm sp

Figure 1.c: (olonies de Fusarivm sp Figure 1.d : Microconidies dv Fusarivm sp

Figure 2 : Résultat sur examen des colonies développées d partir des semences semées sur un miliev
gélosé : observation des conidies dv genre Fusarivm

Les résultats relatifs d 'examen des colonies aprés observation sur milieu de culture sont repris a la Figure 1.
Les Figures 1.a, 1.5, 1.c, et 1.d montrent la forme des microconidies, des macroconidies et I'aspect des
polyphialides au microscope photonique.

3-1-2. Teneur en eav des trois génotypes utilisés

Les résultats relatifs a la teneur en eau des trois génotypes utilisés dans notre expérimentation sont
consignés dans le Tableav 2.
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Tableau 2 : Résultats relatifs d la teneur en eav (en %) des différentes accessions utilisées

Varietes |y 21.7 K 131 Lola nain
Teneur
Teneur en eau 13,9 15,4 13,4

De I'analyse des résultats du Tableav 2, il s’avere que toutes les variétés ont donné une teneur en eau
comprise entre 13,1 et 15,5 %, ce qui n'est pas conforme aux normes fixées par I'ISTA 2012 [24] et les
reglements techniques des semences standards qui recommandent un taux d’humidité maximale de 12 %.

3-1-3. Faculté germinative de trois accessions variétales sous étvde
Le Tableav 3donne la faculté germinative de trois accessions variétales sous étude

Tableau 3 : Faculté germinative des trois variétés de haricot dans différents substrats

Substrat
TP BP Sable
Variétés
Hm 21-7 88 76 92
K131 87 75 89
Lola nain 67 63 78

Légende : TP : Top of papper (méthode au-dessus du papier), BP : between papper (entre les papiers).

Les résultats relatifs a la faculté germinative des trois variétés de haricot commun dans différents substrats
représentés au Tahleav 3 montrent que les deux variétés biofortifiées (Hm 21-7 et K 131) ont une faculté
germinative supérieure a 70 % (norme fixée par le réglement technique de la production, du contrdle et de
la certification des semences des principales cultures vivrieres et maraichéres en République Démocratique
du Congo). La variété locale Lola nain a donné une moyenne de la faculté germinative de moins de 70 % dans
les trois substrats utilisés. Nous notons aussi que dans les conditions de notre expérimentation, le sable est
le substrat le mieux indiqué pour le test de germination.

3-1-4. Différents indices analysés dans la détermination de la qualité des semences

Les Tableaux 4, 5, et 6reprennent I'indice de pollution minimale, I'indice de répartition et les fréquences
des agents pathogénes dans les semences.

Tableau 4 : /ndice de pollution minimale (m), moyen (my) et maximal (M) pour chaque variété

Hm 21-7 K131 Lola nain
P M My M M my M M my M
0 0 0 0 2,85 7 0 2,15 5

Légende : IP : Indice de pollution

L’analyse des résultats tels que consignés dans le Tableav 4, renseigne que deux variétés (K 131 et Lola nain)
sont contaminées par deux espéces de champignons mais avec un indice de pollution faible respectivement
de 2,85 et 2,15. La variété Hm 21-7 n’a pas été contaminée.
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Tableau 5 : /ndice de répartition des différents champignons dans les variétés analysées

Variétés
Hm 21-7 | K131 | Lola nain

Champignons
Champignons rapportés pathogénes
-Aschochyta spp. 0 0 0
-Alternaria spp. 0 0 0
-Botrytis spp. 0 0 0
-Cladosporivm spp. 0 0 0
-Stemphylivm spp. 0 0 0
Champignons saprophytes
-Aspergillus spp. 0 30 20
-Fusarivm sp. 0 15 60
-Penicillivm spp. 0 0 0
Rhizapus spp. 0 0 0

Les résultats relatifs a I'indice de répartition des champignons analysés indiquent que dans 60 % d’échantillon
de la variété Lola nain, on peut isoler les especes du genre Fusariumtandis que c’est dans 20 % d’échantillon
de la méme variété qu’on peut isoler le genre Aspergillus. Quand d la variété K 131, il faut 30 % et 15 % des
échantillons qu’il faut isolé respectivement des champignons des genres Aspergillus et Fusarivm. Aucun
champignon n’a pu tre isolé a partir des échantillons de la variété Hm 21-7.

Tableav 6 : fréguences minimales (m), moyennes (my) et maximales (M) des champignons détectés sur les
frois variéfés

Variétés Hm 21-7 K131 Lola nain
Champignons M fmy [M |mjmy M im |my M
Champignons rapportés pathogeénes
-Aschochyta spp. 0 0 0 0 (0 |0 |0 0 0
-Alternaria spp. 0 0 0 0 (0 |0 (0 0 0
-Botrytis spp. 0 0 0 0 [0 (0 (O 0 0
-Cladosporivm spp. 0 0 0 0 (0 |0 |0 0 0
-Stemphylivm spp. 0 0 0 0 |0 |0 |0 0 0
Champignons saprophytes
-Aspergillus spp. 0 0 0 0 (3 |4 1|0 2 3
-Fusarium sp. 0 0 0 0 (2 |3 |0 47 |16
-Penicillivm spp. 0 0 0 0 (0 |0 |0 0 0
Rhizopus spp. 0 0 0 0 (0 |0 |0 0 0

Nombre d’échantillons analysés par accession : 40 échantillons

L’analyse des résultats consignés dans le Tableav 6indique une absence des champignons rapportés comme
pathogénes dans les analyses des trois variétés. Cependant, les variétés K 131 et Lola nain présentent
respectivement une fréquence maximale de 4 % (pourcentage des semences hébergeant le genre Aspergillus)
et 16 % chacune (Pourcentage des semences hébergeant le genre Fusarivm).
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3-2. Discussion

D’une maniére générale, différentes variations entre les génotypes ont été enregistrées a l'issue de nos
analyses. Ces variations seraient dues au manque de soins accordés au conditionnement des semences aprés
des travaux post récolte. Les résultats obtenus sur base des analyses sanitaires des semences font état de la
présence de deux champignons différents : Aspergillus niger et Fusarium solanisur les variétés K 131 et Lola
nain. Aucun symptome caractéristique de maladies fongiques n’a été observé sur la variété Hm 21-7. Les
mémes résultats ont été obtenus par [12] au laboratoire de biologie et amélioration des productions végétales
d I'université de Nangui Abrogoua en (dte d’lvoire. Cette étude montre aussi la diversité de la microflore liée
aux semences du haricot commun. Les taux d’infection plus élevé rencontré chez les accessions K 131 et Lola
nain se justifieraient par leur teneur en eau élevé évaluée a plus de 12 % [10]. Dans nos analyses, aucun
champignon rapporté pathogene n’a été identifié. Néanmoins des genres comme Botrylis, Alternaria,
Cladosporivm ont été identifiés dans d’autres analyses effectués par le Service National des Semences en
République Démocratique du Congo et sous d’autres cieux [27]. Le pourcentage d’échantillons infectés par
Aspergillusreste faible (30 et 20 %) comparativement a celui de Fusarium (15 et 60 %). Le principal probleme
que pose ce genre de champignon se situe au niveau de la conservation. Ils peuvent réduire la faculté
germinative surtout si le taux d’humidité est élevé [9]. Les résultats obtenus sur base de I'évaluation de
I'indice de pollution, I'indice de répartition et les fréquences des agents pathogénes sur les trois variétés de
haricot commun montrent des pourcentages faibles d’infection. Ces résultats corroborent avec les travaux
antérieurs réalisés par [19, 29, 30].

4. Conclusion

L'objectif visé par ce travail est d’identifier les différents champignons transmis par les semences
biofortifiées utilisées en République Démocratique du Congo. Deux méthodes ont été utilisées : la premiére
porte sur I'incubation des semences sur papier buvard et la seconde basée sur I'examen des colonies
développées d partir des semences semées sur un milieu gélosé. Les résultats de I'analyse des deux types
de semences (biofortifiées et une variété locale) montre qu’ils sont infectés par les mémes champignons mais
a des degrés différents : la variété locale a connu un degré d’infestation av Fusarivm trés élevé (4,7 %). Cela
pourrait s’expliquer par sa teneur en eau trés élevée et sa faible faculté germinative dans différents substrats
par rapport aux autres variétés. Les indices de pollution, de répartition et les fréquences moyennes des deux
types de semences sont restés d peu prés proches mais avec une légére hausse pour la variété locale (Lola nain).
I faut signaler aussi I'absence des champignons reconnus pathogénes dans nos échantillons. Les champignons
identifiés étaient tous reconnus saprophytes (Aspergillus ef Fusarivm). En définitif, notre étude a permis
d’identifier deux champignons @ la base de la détérioration de la qualité des semences en RDC. Nous
suggérons une étude étendue sur I'identification d’autres agents pathogénes comme les bactéries et les virus
avec des méthodes plus poussées comme la PCR (Polymerase Chain Reaction).
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