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Abstract

The growth and production of rice (Oryza sativa L.) variety IR841
were evaluated in response to arbusular mycorrhizal fungus (AMF)
inoculation. Four strains of AMF (Acaulospora spinosa, BEN 10, Glomus
mosseae and G. hoi) were tested at 1.96 x 10°; 3.91 x 10° and 7.82 x 10°
spores/ha during two growing seasons 2016 and 2017, in a complete random
block design. Uninoculated plants and plants fertilized with chemical fertilizer
were used as control. The experiments conducted for 19 weeks including 5
weeks in nursery and 14 weeks in field tests showed better development and
production of rice in inoculated plants compared to uninoculated controls. The
tested rice variety was highly dependent on arbuscular mycorhization. For
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each strain the rate of mycorhization was dose dependent. The different growth
parameters such as the height of the plant, the development of the root system,
the total biomass, the number of tillers, the number of fertile panicles per plant,
the number of paddy grains per panicle and the paddy grain yield, were
positively correlated with the rate of root mycorhization. This study showed
that biofertilizers based on mycorrhizal fungi provide important benefits to the
plant, and can be used to improve the growth and yield of rice in Togo. The
results are discussed in terms of using AMF as alternative to chemical fertilizer
in rice production system.

Keywords: Arbuscular Mycorrhizal Fungal, mycorrhizal symbiosis,
biofertilizer, growth and yield of rice
. _________________________________________________________________________________________________________________________|
Résumé

La croissance et la production du riz (Oryza sativa) variété IR841 ont
été¢ évaluées en réponse a 1’inoculation mycorhizienne arbusculaire. Quatre
souches de CMA (Acaulospora spinosa, Ben 10, Glomus mosseae et G.. hoi)
ont été testées aux doses d’inoculation de 1,96 x 10°; 3,91 x 10° et 7,82 x 10°
spores/ha suivant un dispositif en blocs aléatoires complets. Les plants non
inoculés et les plants fertilisés a 1’engrais chimique ont servi de témoins. Les
essais conduits en serre et en champ pendant 19 semaines dont 5 en pépiniére
et 14 en culture, ont montré un meilleur développement et une meilleure
production en grain paddy chez les plants inoculés comparés aux témoins non
inoculés. La variété testée s’est révélée tres dépendantes de la mycorhization
arbusculaire. Pour chaque souche, le taux de mycorhyzation augmente avec la
dose d’inoculation. Les différents parametres de croissance tels que la
croissance en hauteur de la plante, le développement du systéme racinaire, la
biomasse totale, le nombre de talles, le nombre de panicule par plant, le
nombre de grains paddy par panicule et le rendement en grain paddy ont été
fortement corrélés aux taux de mycorhization des racines. Il ressort de cette
é¢tude que les biofertilisants a base de champignons mycorhiziens
procureraient des bénéfices importants a la plante, et peuvent étre utilisés pour
améliorer la croissance et le rendement du riz au Togo. Les résultats sont
discutés en termes de 1’utilisation des CMA comme alternative a 1’utilisation
des engrais chimiques.

Mots Clés: Champignons mycorhiziens arbusculaires, symbiose
mycorhizienne, biofertilisant, croissance et production du riz

Introduction

La population en Afrique subsaharienne devrait plus que doubler d’ici
2050 pour atteindre 2 milliards d’habitants alors qu’elle n’était que de 800
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millions en 2010 (PNUD, 2012). Dans le méme temps, ses besoins
alimentaires seront multipliés par quatre notamment pour le riz (Agrimonde,
2009). Seconde céréale dans le monde apres le blé de par les superficies
emblavées pour sa production, le riz est la céréale la plus consommée dans le
monde (Siddiqui et al., 2007). 1l est considéré comme I’aliment de base dans
les pays les moins avancés (FAO, 2004), et son importance ne cesse de croitre
au plan alimentaire et économique (Totin et al., 2012). La forte préférence des
populations urbaines africaines a la consommation du riz (Balasubramanian et
al., 2007 ; Krupnik et al., 2013) se justifie par les importations de plus en plus
croissantes de cette denrée, passant de 161 000 tonnes en 1991 a 5 364 000
tonnes en 2011 ; soit un taux de croissance d’importation de 6,5% (USDA,
2013). En Afrique il reste également la denrée la plus convoitée du siecle et sa
production devrait plus que quadrupler pour faire face a I’exponentielle
croissance de la population Africaine (Agrimonde, 2009). Nonobstant les
progres observés en termes d’extension des surfaces rizicoles, 1’intensification
de la production rizicole africaine reste insuffisante pour faire face aux besoins
qui progressent sous la triple pression de la croissance démographique, de
I’urbanisation et de I’augmentation de la consommation par habitant (Fagade,
2000). Au Togo, la consommation de cette denrée classée 3°"° apres le mais et
le sorgho est entrée dans les habitudes alimentaires a tel point qu’en zone
rurale comme dans le milieu urbain il ne se passe de jour ou le riz n’est pas
consommé. Selon une étude de la DSID (2013), la consommation moyenne
nationale est de 27 kg par habitant et par an. Avec un taux moyen
d’accroissement de la population de 2,4% par an, le besoin annuel en riz blanc
sera de 108803 tonnes en 2018. La production locale du riz ne couvre pas les
besoins du pays et de ce fait, les déficits en riz sont toujours compensés par
les importations malgré les potentialités dont dispose le pays. En effet, le
gouvernement togolais ne cesse de mener les efforts pour subventionner les
engrais chimiques qui restent de nos jours de plus en plus chers pour le monde
paysan. Outre cet aspect, ces intrants ne sont pas souvent bien utilisés par les
producteurs et de ce fait ne restent pas sans effets néfastes sur la santé des sols
agricoles et de la biodiversité en générale. Selon Mosse (1973), plus de 75 %
des fertilisants phosphatés utilisés ne sont pas immédiatement disponibles
pour les cultures, les différentes réactions biogéochimiques les transforment
souvent sous des formes inutilisables particulierement en milieux alcalins.
L’agriculture intensive qui jadis a fait ses preuves a travers 1’apport important
d’intrants a montré ses limites notamment par la pollution des sols et de I’eau,
le cotit ¢leve des pesticides chimiques, le risques pour la santé des agriculteurs
et consommateurs, I’apparition de bioagresseurs résistants aux pesticides, ou
encore la fragilisation des écosystemes.

Face aux exigences des consommateurs pour une agriculture saine et
respectueuse de 1’environnement, les agriculteurs se tournent de plus en plus
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vers une intensification écologique (Griffon, 2010) principalement celle qui
s’appuie sur la favorisation des pratiques agro-écologiques. En particulier, la
lutte biologique par I’utilisation de microorganismes bénéfiques est de plus en
plus considérée dans les programmes de contrdle des nuisibles des plantes. En
raison de la pauvreté accrue des sols et des attaques des bioagresseurs que sont
les maladies, insectes et nématodes, les pertes de production en culture de riz
sont énormes et peuvent atteindre des niveaux estimées entre 60 et 100% de
la production (Togola et al., 2011). La production du riz est donc
particuliérement menacée et [’approvisionnement de pays se fait
essentiellement par des importations. Il est donc indispensable de trouver une
solution a la faible productivité des sols et aux dégats engendrés par les
bioagresseurs en privilégiant une approche intégrée. Les champignons
mycorhiziens a arbuscules (CMA) font partie de cette stratégie. Ces
champignons du sol forment une association symbiotique avec prés de 80 %
des especes végétales (Garbaye, 2013). Cette association se traduit par une
amélioration de la croissance des plantes et une résistance et ou tolérance
accrue vis-a-vis de nombreux stress abiotiques et biotiques. Parmi les stress
biotiques, une résistance accrue des plantes a été constatée vis-a-vis des
pathogenes, nématodes notamment et les insectes ravageurs (Karagiannidis et
al., 2002 ; Wardle et al., 2004 ; Akkopru et Demir, 2005 ; Goicoechea et al.,
2010 ; Ren et al., 2010). De récentes études ont montré 1’avantage que
procurent les CMA aux plantes en rendant accessibles les éléments minéraux
peu inaccessibles naturellement a la plante (Cardenas, 2010).

L’introduction des especes symbiotiques comme les mycorhizes dans
I’optimisation des nutriments s’inscrit bien dans les systémes écologiques
d’intensification durable des productions agricoles et donc du riz. Bien que les
champignons mycorhiziens soient omniprésents dans les sols naturels, les
pratiques culturales perturbent le plus souvent leurs populations et leur
diversité. Dans ces conditions, les nombreuses expériences conduites depuis
des décennies démontrent le plus souvent que 1’addition aux sols de spores ou
propagules de ces champignons se traduit par un développement plus rapide
de la plante et des rendements accrus. C’est dans ce contexte que la présente
¢tude a été initiée dont I’objectif est d’évaluer I’effet de la relation symbiotique
entre les CMA et le riz, variét¢ IR841 sur les parametres de production de la
plante en station.

Matériel et méthode
Cadre expérimental

Les travaux de la présente étude ont été effectués de septembre-
décembre 2016 et 2017 a la station d’expérimentation de 1’Institut national de
formation agricole (INFA) de Tové (N 06°53°06” et E 00° 38” 38°*) au Togo
(Figure 1). Cette localité est située dans la région des Plateaux, préfecture de

455



Kloto a 112 km au Nord de Lomé, la capitale de la République du Togo. Le
site est caractérisé par une végétation dominée par la savane humide parcourue
par de vastes étendues de foréts séches. Le site jouit d’un climat de type
guinéen caractérisé par deux saisons de pluies et deux saisons seéches. La
pluviométrie enregistrée au cours de la période de 1’essai durant les deux
saisons de culture est en moyenne de 300,9 mm en décembre. L’essai a été
conduit sur un sol de bas-fonds.
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Figure 1. Site de ’essai a la station d’expérimentation de I’INFA de Tové

Matériel végétal

Les semences de base du riz, variété IR841 obtenues de 1’Institut
Togolais de Recherche Agronomique (ITRA) ont été utilisées dans tout I’essai.
La variété IR841 a un cycle semis maturité de 115 a 120 jours avec un
rendement potentiel de 6 t/ha et est la plus utilisée par les riziculteurs togolais.

Substrat de culture et inocula fongiques

Les spores de quatre souches de Champignons Mycorhiziens
Arbusculaires (CMA) dont Glomus mosseae, G. hoi, Acaulospora spinosa
originaires du Togo et BEN 10, originaire du Bénin, ont été originairement
isolées de I’igname. Les inocula ont été produits et multipliés par
I’association de spores de chacune des quatre champignons avec de jeunes
plants de riz a I’Institut International d’Agriculture Tropicale (IITA, Station
du Bénin). Les plants de riz ont été cultivés en serre dans des pots contenant
du substrat stérilisé constitué d’'un mélange de sable de mer et de tourbe (2:1
v/v), pendant quatre mois pour assurer une bonne sporulation des souches.
Au bout des quatre mois de culture, I’inoculum, constitu¢ d'un mélange de
spores et de fragments de racines a été collecté pour les essais.
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Traitement des semences et inoculation en pépiniére

Les semences ont été désinfectées dans une solution d’eau de Javel
(5%), puis rincées et trempées dans de I’eau tiede pendant 48 heures. Les
grains surnageant le liquide ont été retirés. Les pépini¢res ont été réalisées
dans des pots plastiques (Figure 2) contenant un mélange stérilisé de sable de
mer tamisé et de tourbe (2:1 v/v). Les grains de riz ont été¢ semés dans des
sillons dans lesquels les inocula sont apportés dans les substrats de cultures a
proximité des semences enfin de favoriser leur mycorhization. Pour les plants
témoins n’ayant recu aucun inoculum, les grains ont été déposées directement
dans le sol stérilis¢ de la pépinicre sans apport de substrat de champignons.
Les pots ont ét¢ maintenus en serre et les plants arrosés régulierement deux
fois par semaine pendant 5 semaines. Le taux de mycorhization des plants de
5 semaines d’age a ét¢ évalué pour chaque traitement et les plants ont été
ensuite repiqués suivant un schéma cultural de 2 cm x 2 cm soit 250000
plants/ha.

Dispositif expérimental et mise en place des essais en station

Un total de 14 traitements a été effectué suivant un dispositif en blocs
complétement aléatoires avec 5 répétitions par traitement soit 70 unités
parcellaires de 2 m x 4 m. Pour chaque souche, les doses de 7,82 x 10°,3,91 x
10° et 1,96 x 10° spores/ha ont été testées. Les plants fertilisés aux engrais
chimiques NPK 15 15 15 et Urée a la dose recommandée de 200kg/ha et 100
kg/haet les plants sans engrais chimiques ni CMA ont servis de
respectivement de témoin relatif et de témoin absolu. Les traitements suivants
ont été effectués :
J les plants témoin absolu non inoculés ;
o les plants témoin relatif non inoculés mais ayant regu au champ un
apport d’engrais chimiques NPK 15 15 15 et Urée a la dose recommandée de
200kg/ha et 100 kg/ha ;
o les plants inoculés avec 4. spinosa a la dose de 7,82 x 10°spores/ha ;
les plants inoculés avec 4. spinosa a la dose de 3,91 x 10° spores/ha ;
les plants inoculés avec 4. spinosa a la dose de 1,96 x 10° spores/ha ;
les plants inoculés avec G. mosseae i la dose de 7,82 x 10°spores/ha ;
les plants inoculés avec G. mosseae a la dose de 3,91 x 10°spores/ha ;
les plants inoculés avec G. mosseae a la dose de 1,91 x 10°spores/ha ;
les plants inoculés avec G. hoi 4 la dose de 7,82 x 10°spores/ha ;
les plants inoculés avec G. hoi 4 la dose de 3,91 x 10°spores/ha ;
les plants inoculés avec G. hoi 4 la dose de 1,96 x 10°spores/ha ;
les plants inoculés avec Ben 10 a la dose de 7,82 x 10°spores/ha ;
les plants inoculés avec Ben 10 a la dose de 3,91 x 10°spores/ha ;
les plants inoculés avec Ben 10 a la dose de 1,96 x 10°spores/ha.
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L’expérience s’est étalée sur 19 semaines dont 5 semaines pour la
pépiniére et 14 pour la culture en station. Les plants ont été repiqués suivant
un schéma cultural de 2 cm x 2 cm soit 250000 plants/ha. Le NPK a été
appliqué 2 semaines apres repiquage alors que 1’Urée en deux temps aux 4 et
6 semaines apres repiquage. L’apport d’eau a été fait au besoin.

Dynamique de colonisation des plants en serre en en champ

Pour évaluer la dynamique d’infection des racines de riz par les
endomycorhizes testées, et sur la base des niveaux de mycorhization obtenus
en pépiniére, les plants inoculés a la dose moyenne de 3,91 x 10° spores/ha ont
¢té maintenus en serre (Figure 2) et suivis durant toute la période de 1’essai.
Le taux de mycorhization a été évalué toutes les quatre semaines jusqu’a la
19°™ semaine aprés inoculation. Outre les plants maintenus en pépiniére le
taux de mycorhization des plants repiqués a été¢ évalué a la récolte soit 14
semaines apres repiquage.

Au laboratoire, analyse repose sur la technique de coloration
préconisée par Phillips et Hayman (1970) et Vierheilig et al. (2005). Elle
consiste a choisir 30 fragments de racines fines des plants sélectionnés de fagon
aléatoire au sein de chaque parcelle et de les lavées abondamment a 1’eau de
robinet pour les débarrasser des particules de sables, d’argiles et ou de limons
puis les découper en fragments d’environ lcm de longueur.

Figure 2. Inoculation artificielle des plants de riz variété IR841 par différentes souches de
champignons mycorhiziens arbusculaires en serre avant repiquage au champ.

Les fragments de racines dans des tubes a essai en plastique sont mis
dans un premier temps au bain-marie dans une solution d’hydroxyde de
potassium (KOH a 10 %) pendant une heure de temps afin de vider les cellules
de leur contenu cytoplasmique pour améliorer 1’observation du champignon
symbiotique. Ensuite, les fragments racinaires sont rincés a 1’eau afin
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d’¢liminer toute trace de KOH, puis ils sont plongés successivement, dans du
peroxyde d’hydrogéne (H202 a 10 vol) pendant 40 minutes et dans 1’acide
chlorhydrique (HCI a 2 %) pendant 30 minutes pour les éclaircir, puis un
nouveau ringage a 1’eau est effectué. Les fragments racinaires éclaircis sont
colorés pendant trente minute additionnelle de temps en utilisant le bleu de
trypan (0,05%) et chauffés au bain marie pendant 30 minutes additionnelles.
Les racines ainsi colorées sont étalées entre lames et lamelles pour les
observations et comptage des spores. Quelques gouttes de glycérol (3ml) sont
déposées sur les fragments de racines avant I’observation. Le taux d’infection
a été estimé, sous loupe binoculaire (G X 40), a partir du nombre de fragments
montrant les arbuscules et/ou les vésicules sur le total de fragments colorés.

Effet de la mycorhization sur les paramétres de production du riz au
champ

A partir de la quatriéme semaine apres repiquage et chaque quatre
semaines jusqu’a la fin de I’expérience, cinquante plants par traitement (dix
par unité parcellaire) ont été examinés a chaque fois et les paramétres suivants
ont été mesurés : la hauteur des plants (du collet a I’apex), le nombre de talles
produites par plant et les parametres de mycorhization. A la récolte, la
longueur des racines, le nombre de panicules fertiles par plant, le nombre de
grains par panicule ainsi que la masse séche de la biomasse totale et le
rendement en grains paddy ont été évalués.

Rendement en biomasse et en grains paddy

A la récolte soit 14 semaines apres repiquage, les parties aériennes et
racinaires de cinquante plants par traitement sont récoltées et la longueur des
racines mesurée. La biomasse arienne ainsi que la biomasse racinaire ont été
estimées, des carrés de rendement d’un meétre carré de surface ont été délimités
sur chaque unité expérimentale en raison de cinq carrés de rendement par
parcelle ¢lémentaire (un au niveau de chaque angle de la parcelle et un dernier
au centre a la croisée des diagonales). Au total vingt —cinq carrés de
rendements ont été délimités pour chaque traitement. Au niveau de chaque
carré de rendement, tous les plants entiers du riz ont été arrachés racines y
comprises. Les poids frais ont ét¢ déterminés par pesées directes et les poids
secs ont été mesurés apres séchage a I’étuve a 70°C pendant 72 heures. Le
nombre de panicules fertiles par plant ainsi que le nombre de grains paddy par
panicule sont comptés et pesés. La moyenne de rendements en biomasse et en
grains paddy obtenus pour chaque traitement a partir des vingt-cinq carrés de
rendements a été extrapolée a I’hectare pour obtenir le rendement en biomasse
totale a I’hectare pour chaque traitement.
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Analyse statistique

Les données obtenues sur le taux de mycorhization, la hauteur des
plants, le nombre de talles, les rendements en grains paddy, en biomasse et le
rendement en grains paddy ont été utilisées pour comparer les différents
traitements par la procédure «General Linear Model» (GLM) en utilisant SPSS
21.1 (Statistical Package for the Social Sciences) version 2016. Les moyennes
ont été¢ cumulées pour les deux saisons de culture et comparées par Student-
Newman-Keuls (SNK) au seuil de 5%. Les données en pourcentage ont été
transformées avec Arcsin (V(x/100)) alors que les données numériques ont été
transformées en log (x+1) avant les analyses statistiques (Quinn et Keough,
2002). A la récolte, une analyse de régression a permis d’établir la corrélation
entre le taux moyen de mycorhization des racines et les différents parametres
de croissance et de production (croissance en hauteur, nombre de talles, la
biomasse totale, nombre de panicules fertiles, nombre de grains paddy et le
rendement.

Résultats
Effet de I’inoculation des semences sur le taux de mycorhization en
pépiniére et en champ

L’examen des plants en pépiniere a révélé que 100% des plants
examinés €taient colonisés par les CMA, avec des taux de mycorhization des

racines variables de mycorhization (Tableau 1).
Tableau 1. Taux de mycorhization des racines de riz variété IR841 cinq (5) semaines aprés
inoculation avec quatre souches de Champignons Mycorhiziens Arbusculaires et quatorze
(14) semaines apres repiquage en station
Taux de mycorhization des racines (% + ES) *

Souches de CMA 7,82 x 10° 3,91 x10° 1,96 x 10°
Acaulospora spinosa 56,14 +2,75d 32,75+ 2.27f 23,16 +£1,43h
BEN 10 70,18 + 3,44b 40,93 + 1,84¢ 28,95 + 3,54g
Glomus mosseae 64,56 +2.36¢ 37,66 +221ef 26,63 + 2,10gh
G. hoi 79,33+ 1,87a 53,63+ 1,27d 37,92 + 1,26ef
Témoin relatif 0,00 £+ 0,001

Témoin absolu 0,00 £ 0,001

£ Les données sont rapportées comme moyennes et erreurs standards
pour cing (5) répétions par traitement. Les différences significatives entre les
systtmes de culture sont indiquées par différentes lettres (test de Student-
Newman-Keuls au seuil de 5%).

L’observation des racines cinq semaines apres inoculation a montré
que les racines ont bien été colonisées par les champignons mycorhiziens a
arbuscules. Le pourcentage de colonisation des racines a varié en fonction des
doses d’inoculation. Une bonne colonisation des racines a été obtenue aux
deux plus fortes doses testées, alors que les fragments de racines colorés des
plants non inoculés ont montré 1’absence totale de colonisation mycorhizienne
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(Tableau 1).

En condition de champ et aprés repiquage, la mycorhization des
racines des plants inoculés en pépiniere s’est poursuivie comme le montrent
les niveaux élevés de mycorhization des racines évalués a la fin de cycle de la
culture, soit a la dix-neuviéme semaine apres inoculation (Tableau 2).
Contrairement aux observations faites en serre, les fragments de racines
colorés des plants non inoculés ont révélé la présence de colonisation par les
mycorhizes avec a la récolte des taux d’infection respectives de 35,42 + 2,78
et 38,50 + 3,37% pour le témoin absolu et le témoin relative. Ces taux restent
toutefois significativement plus faibles que ceux des plants inoculés a toutes
les doses sauf la dose de 1,96 x 10> spores/ha de 4. spinosa a produit un taux
d’infection des racines statistiquement similaire a celui des deux témoins
(Tableau 2). Que ce soit en serre ou en champ, la dose d’inoculation a induit
des différences significatives (p < 0,05) dans le taux d’infection des racines
par les champignons durant toute la période de 1’expérience, avec la souche
G. hoi produisant le plus fort taux d’infection suivie de Ben 10, G. mosseae et
A. spinosa (Tableaux 1 et 2).

Tableau 2. Taux de mycorhization des racines de riz variété IR841 quatorze (14) semaines
aprés repiquage en champ des plants préinoculé en pépinicre.
Taux de mycorhization des racines (% + ES) *

Souches de CMA 7,82 x 103 3,91 x10° 1,96 x 103
Acaulospora spinosa 84,89 +2,51b 62,52 +2,36¢ 38,45 +341f
BEN 10 89,08+ 1,07a 67,96 £ 3,02¢ 48,06 + 2,20e
Glomus mosseae 87,85+ 1,94a 62,95+ 1,97¢ 4421 +£247¢
G. hoi 91,91 +3,22a 84,56 £2,17b 54,37 £+ 3,06d
Témoin relatif 35,42 +2,78f

Témoin absolu 38,5 +3,37f

£ Les données sont rapportées comme moyennes et erreurs standards
pour cinq (5) répétions par traitement. Les différences significatives entre les
systtmes de culture sont indiquées par différentes lettres (test de Student-
Newman-Keuls au seuil de 5%).

Variation temporelle de 1a mycorhization des plants de riz en serre
L’évolution de taux de mycorhization des racines des plants de riz
inoculés en serre par les quatre souches de champignons mycorhiziens
arbusculaires a différentes doses de spores est rapportée dans la figure 3. Des
résultats il ressort que ’infection des racines du riz par les endomycorhizes en
serre a commence dés les 5 premieres semaines de culture. Cependant, les
souches G hoi se sont installées plus rapidement que les souches BEN 10, G.
mosseae et A. spinosa. En effet, a la 5°™ semaine, la souche G. hoi a atteint
un taux d’infection de 1’ordre de 55,13% contre uniquement 41,54; 36,53 et
30,53 % respectivement chez BEN 10, G. mosseae et A. spinosa. Quel que soit
la souche considérée et a la dose de 3,91 x 10° spores/ha, les taux de
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colonisation des racines ont augmenté avec le temps et atteignent des valeurs
maximale de 90,04 + 1,08 ; 82,06 = 1,89 ; 81,53 + 1,74 et 62,86 £ 1,83,
respectivement chez G. mosseae, BEN 10, G. mosseae et A. spinosa 19
semaines apres inoculation en serre (Figure 3).
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Figure 3. Evolution du taux de mycorhization des plants de riz inoculés par quatre souches
de CMA, Glomus mosseae, G. hoi, A. spinosa et BEN 10 a la dose de 3,91 x 10° spores/ha
dans les conditions contr6lées en serre.

Effet des CMA sur I’état verdoyant des plants et le développement du
systéme racinaire des plants inoculés au champ

L’observation visuelle des plants inoculés a montré des plants de riz
plus verdoyants que des plants non inoculés. Les plants inoculés ont développé
un systéme racinaire plus dense et de couleur plus foncée comparé aux plants
non inoculés (Figure 4).
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Figure 4. Image montrant I’intensité de la verdure des plants de riz inoculés aux
champignons endomycorhiziens (M) et des plants non inoculées (NM) et la coloration et
I’épaisseur des racines de plants de riz non inoculés (A) et des plants inoculées au G. hoi (B)

agés de 19 semaines.
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Les observations a la loupe binoculaire des racines des plants du riz
ont révélé la présence en leur sein, des spores de CMA, des vésicules et des
arbuscules dans certains cas (Figure 5). De ces résultats, il ressort que lorsque
les plants de riz sont inoculés en pépinieére par les CMA, ces derniers
s’établissent au sein des racines de la plante ou ils se développent en favorisant
un meilleur développement des racines de la plante.

Vésicule fongique de petite taille

Vésicule fongique de grande taille

Figure 5. Observation a la loupe binoculaire (G x 40) des morphotypes des racines
mycorhizées des plants inoculées dgés de 19 semaines d’age montrant des vésicules
fongiques de différentes tailles a I’intérieur de la racine.

Les résultats de 1’effet des CMA sur le développement du systeme
racinaire du riz sont présentés dans les Tableaux 2 & 3. Comparés au témoin
sans engrais ni mycorhizes, les souches de champignons ont stimulé le
développement du systéme racinaire des plants inoculés, avec des
augmentations significatives de la longueur des racines (Fs, s6= 130,661; p <
0.0001) comparé aux plants non inoculés. A la dose de 7,82 x 10° spores/ha,
les souches G. hoi'et BEN 10, ont mieux stimulé le développement en longueur
des racines de riz que la fertilisation minérale avec respectivement 14,01 et
9,50% d’augmentation de la longueur des racines par rapport aux plants
fertilisés. A la méme dose d’inoculation, les souches G. mosseae et A. spinosa

se sont montrées significativement identique a I’engrais chimique (Tableau 3).
Tableau 3. Effet de I’inoculation des plants de riz par quatre souches de champignons
endomicorhiziens sur le développement en longueur des racines
Longueur des racines (cm)*

Souches de CMA 7,82 x 10° 3,91x 10° spores’ha 1,96 x 103 spores/ha
spores/ha

G. hoi 15,13 + 1,44a 12,87 + 0,384bc 11,33 £1,71c¢

BEN 10 14,53 £ 0,29a 12,27 £ 1,72bc 11,27+ 1,39¢

Glomus mosseae 13,40 + 0,61ab 11,40 + 0,82¢ 11,07 = 1,83¢

Acaulospora spinosa 13,13 £ 0,17ab 11,13+ 0,51c¢ 10,67 + 0,22¢

Témoin relatif 13,26 +£2,30b

Témoin absolu 8,73 +0,57d
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£ Les données sont rapportées comme moyennes et erreurs standards
pour cing (5) répétions par traitement. Les différences significatives entre les
systemes de culture sont indiquées par différentes lettres (test de Student-
Newman-Keuls au seuil de 5%).

Le grand développement du systéme racinaire des plants de riz en
symbiose avec les CMA s’est traduit par une plus grande masse racinaire
observée chez les plants mycorhizés comparée au plant non inoculés (Tableau
4).

) Tableau 4. Effet de 1’inoculation des plants de riz sur la masse des racines séches
Masse séche des racines (g/plant)®

Souches de CMA 7,82 x 103 spores/ha 3,91 x 103 1,96 x 10°
spores/ha spores/ha

G. hoi 36,30 = 0,69a 24,38 +£2.24c¢ 17,97 £ 1,03d

BEN 10 29,15+ 1,62b 19,98 + 2.94d 12,01 + 1,40ef

Glomus mosseae 25,12 +2,55b¢c 15,22 + 1,69de 11,92 + 1,04ef

Acaulospora 21,63 +1,86¢ 13,75+ 1,10e 10,17 =+ 1,35f

spinosa

Témoin relatif 33,55+ 2.28a

Témoin absolu 10,08 + 4,85f

£ Les données sont rapportées comme moyennes et erreurs standards
pour cing (5) répétions par traitement. Les différences significatives entre les
systtmes de culture sont indiquées par différentes lettres (test de Student-
Newman-Keuls au seuil de 5%).

Effet des CMA sur la croissance en hauteur des plants

Les résultats relatifs a 1’effet des différentes doses de CMA sur la
croissance en hauteur des plants sont présentés dans la figure 8. Les hauteurs
moyennes des plants du riz variété IR 841 ont varié¢ dans le temps en fonction
des souches et les doses d’inoculation. Durant les 14 semaines de culture, et
pour chaque période de mesure, les hauteurs entre plants de riz inoculés avec
les différentes souches de CMA ont montré a toutes les périodes de mesure
des différences significatives (p < 0.05) comparées aux plants non inoculés
(Figure 6). Durant les 12 premieres semaines de culture aucune différence
significative n’a été notée entre les plants inoculés avec les souches G. hoi,
BEN 10 a la dose de 7,82 x 10° spores/ha et les plants fertilisés a 1’engrais
chimique (p > 0,05). Il en est de méme entre les souches G. mosseae et A.
spinosa. Quel que soit la dose de spores considérée, les courbes de croissance
en hauteur ont été plus prononcées pour les plants inoculés que pour les plants
non inoculés (Figure 6A, B & C).

A la dose moyenne de spores testées dans la présente étude, les quatre
souches de CMA ont entrainé une croissance similaire de la hauteur de plants
durant tout le cycle de développement de la plante avec des hauteurs des plants
significativement plus faibles que celle des plants fertilisés durant les 12
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Hauteur des plants (em)

premiéres semaines de la cultures (P < 0,05). Aprés la 12°™¢ semaine de la
culture, les quatre souches vont induire une augmentation dans la croissance
en hauteur pour atteindre le niveau des plants fertilisés a la 14°™ semaine
(Figure 6B). A la plus faible dose testée par contre, les quatre souches se sont
comportées différemment avec la souche Ben 10 qui a atteint le niveau des
plants fertilisés a la 14°™® semaine de la culture, les trois autres souches étant
restée inférieures aux plants fertilis€és mais supérieures aux plants sans engrais
ni mycorhize (Figure 6C).

A la maturité des plants inoculés, les hauteurs les plus élevées ont été
observées a la dose de 7,82 x 10° spores/ha de G. hoi (109,70 £ 3,58 cm) et
les plus faibles a la dose de 1,96 x 10° spores/ha de A. spinosa (81,05 + 1,20
cm), contre 98,38 + 0,83 et 72,16 £+ 3,34 cm respectivement pour le témoin
relatif et le témoin absolu (Figure 6A, B & C).
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Figure 6. Croissance en hauteur des plants du riz témoins et inoculées par quatre
champignons endomycorhiziens a la dose de 7,82 x 10° spores/ha (A), 3,91 x 10° spores/ha
(B) et 1,96 x 10° spores/ha (C).
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Effet des CMA sur la production de la biomasse séche totale

Les résultats de I’effet des CMA sur la production de la biomasse totale sont
représentés dans la figure 10. Les mesures de la biomasse totale seche ont
indiqué une évolution croissante avec la dose d’inoculation (Figure 7). Par
contre, les plants sans engrais ni mycorhizes ont eu des poids de matiére séche
nettement inférieurs comparés aux autres traitements. Ainsi, aussi bien la
souche (Fs, s6 = 3,86; p = 0,03) que la dose (F4, 56 = 6,76; p = 0,004)
d’inoculation par les CMA ont permis une augmentation significative de la
biomasse par rapport au témoin sans mycorhize ni engrais (Figure 7). Pour
toutes les souches de CMA, 1’augmentation de biomasse séche a été plus
remarquable chez les plants inoculés a la dose de 7,82 x 10° spores/ha. La
souche BEN 10, G. hoi et G. mosseae ont induit les plus fortes productions en
biomasse comparées a la souche A. spinosa (Figure 7).

70 - EE T¢émoin relatif
a B T¢émoin absolu
~ 60 E==3 7,82 x 10° spores de CMA/ha
~ i
) 1 3,91 x 10° spores de CMA/ha
£ 50 A B | o6 x 10° spores de CMA/ha
(8 b
o =b b ]
£ 40 1 fic Tc
é d d d
@ de
< ] d T
e Te
O
<
© 20 A f
3
£ 10 -
O T T T T T T

Témoin 1 Témoin2 G.hoi Ben 10 G. mosseaéA. spinosa

Souches de champignons mycorhiziens
Figure 7. Effet de I’inoculation des plants de riz par quatre champignons endomycorhiziens
sur la production de la biomasse séche totale du riz. Les données sont rapportées comme
moyennes et erreurs standards pour cinq (5) répétions par traitement. Les différences
significatives entre les systémes de culture sont indiquées par différentes lettres (test de
Student-Newman-Keuls au seuil de 5%).

Effet des CMA sur la production de talles

Les résultats de 1’effet des CMA sur la production des talles sont
présentés dans les figures 8A, B & C. Tout comme le développement en
hauteur des plants, la production des talles a augmenté significativement dans
le temps en fonction des souches testées et les doses d’inoculation (p < 0,05).
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La plus faible production de talles a été obtenue dans le t¢émoin absolu (Figure
8). Les plants inoculés, indépendamment de la souche et de la dose utilisé ont
produit un nombre de talles similaire (p > 0.05) aux plants fertilisés a 1’engrais
chimique a la récolte (Figure)

Effet des CMA sur la production de panicules fertiles et de grains paddy

Les nombres moyens de panicules fertiles produites par plant et de
grains paddy par panicule sont présentés dans la figure 9. Globalement, la
souche de CMA que la dose d’inoculation ont induit une production
significative de nombre de panicules produites par plant (Fs s6= 12,59; p <
0,001 et F4,56= 8,46; p < 0,001) et de grains paddy par panicule (Fs, 56 = 6,76;
p = 0,004 et Fa, 5= 7,71; p < 0,001) comparé au traitement sans engrais ni
mycorhize (Figure 9). Comparé aux plants de riz fertilisés, la mycorhization
symbiotique de riz a entrainé une plus faible production de panicules fertiles
(p < 0.05) quel que soit la dose de CMA testée dans cette étude (Figure 9). Les
mémes tendances ont été observées pour la production du nombre de grains
paddy par panicule.
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Figure 8. Production de talles par les plants du riz témoins et inoculées par quatre champignons endomycorhiziens a la dose de 7,82 x 10°
spores/ha (A), 3,91 x 10° spores/ha (B) et 1,96 x 10° spores/ha (C)
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Figure 9. Effet de I’inoculation des plants de riz par quatre souches de champignons endomicorhiziens sur la production de panicules fertiles (A)
et de grains par panicule (B). Les données sont rapportées comme moyennes et erreurs standards pour cinq (5) répétions par traitement. Les
différences significatives entre les systémes de culture sont indiquées par différentes lettres (test de Student-Newman-Keuls au seuil de 5%).

Les résultats de la matrice de corrélation entre les différents parametres morphologiques de croissance et le taux de
mycorhization ont révélé une corrélation positive significative. Ainsi, les coefficients de détermination de ces corrélations
¢taient de 0,910 ; 0,578 ; 0,698 ; 0,767 ; 0,756 et 0,750 respectivement pour les parametres suivants : longueur des racines,
hauteur des plants, nombre de talles produites, nombre de panicules, poids de la biomasse totale séche et nombre de grains
paddy par panicule (Figure 10).
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talles produites (C), le nombre de panicules fertiles (D), le nombre de grains paddy par panicule (E) et le poids de la biomasse totale seéche (F).
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Sur le rendement global en grains paddy, les résultats présentés dans
la figure 13 ont montré que lorsque les plants sont inoculés, les rendements
ont varié entre 1,38 £ 0,2 (A. spinosa a la dose de 1,96 x 105 spores/ha) et
3,70 = 0,19 t/ha (G. hoi a la dose de 7,82 x 105 spores/ha), contre 6,64 + 0,31
t/ha pour les plants fertilisés et 0,91 & 0,15 tonne/ha pour les plants qui n’ont
re¢u ni CMA ni engrais chimiques. Indépendamment de la dose
d’inoculation, les plants mycorhizés ont présenté des rendements
significativement plus €levés que les plants non inoculés (F5, 56 = 41,66; p <
0,001), tout en restant inférieurs aux plants fertilisés (Figure 11). Lorsque les
souches de CMA et les doses d’inoculation sont comparées entre elles, on
note que G. hoi et BEN 10 ont fourni les meilleurs rendements comparées
aux souches G. mosseae et A. spinosa (Figure 11). La souche A. spinosa a
donné les plus faibles rendements tout en restant meilleure par rapport au
traitement sans engrais ni mycorhizes.
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Figure 11. Effet de I’inoculation des plants de riz par quatre souches de champignons
endomicorhiziens sur le rendement en grain paddy. Les données sont rapportées comme
moyennes et erreurs standards pour cinq (5) répétions par traitement. Les différences
significatives entre les systémes de culture sont indiquées par différentes lettres (test de
Student-Newman-Keuls au seuil de 5%).
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Tout comme les parametres de croissance évoqués plus haut, une corrélation
positive significative a été observée entre le taux de mycorhization des racines
et le rendement en grains paddy (Figure 12).
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Figure 12. Relation linéaire entre le taux de mycorhization des racines et le rendement en
grains paddy du riz, variété IR841 inoculés en pépiniére par quatre souches de champignons
mycorhiziens arbusculaires.

Dans les conditions de notre étude, I’inoculation en pépinicre des
plants de riz avant repiquage a eu des effets bénéfiques sur tous les parametres
de croissance et de production du riz variété IR841, comparé au traitement
témoin sans engrais ni mycorhizes. Le tableau 5 résume 1’augmentation des
différents parametres de croissance et production du riz induite par
I’inoculation des plants aux champignons mycorhiziens arbusculaires
comparés aux plants sans CMA ni engrais chimique. Ainsi, au terme des 14
semaines de culture apres 5 semaines d’inoculation des plants de riz variété
IR841 en pépiniere par G. hoi, G. mosseae, BEN 10 et A. spinosa, les plants
préinoculés ont induit en champ des gains en poids sec de la biomasse totale
par rapport au témoin sans engrais ni mycorhize variant entre 4,88 (1,96 x 10°
spores/ha de A. spinosa) et 24,49 t/ha (7,82 x 10° spores/ha de G. hoi) contre
une augmentation de 44,26t/ha pour les plants fertilisés. De méme le gain de
rendement en grains paddy a vari¢ de 0,47 a 2,43 t/ha pour les mémes
traitements, contre 5,97 t/ha (Tableau 5).
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Tableau 5. Augmentation des différents parameétres de production du riz variété IR841 inoculés avec quatre champignons endomycorhiziens

% d’augmentation par rapport au témoin sans engrais ni champignons Gain de Gain de Gain de
mycorhiziens biomasse biomasse rendement en
Souches de Hauteur Longueur Nombre de Nombre Nombre racinaire séche total grain paddy
champignons des racines talles de panicules  de grains (g/plant) (t/ha) (t/ha)
mycorhiziens 7,82 x 10° spores/ha
A. spinosa 37,89 50,40 74,95 35,14 55,20 11,55 11,08 1,59
BEN 10 50,63 66,44 89,60 44,04 62,07 19,07 21,71 2,26
G. mosseae 44,04 53,49 80,54 44,18 55,71 15,04 19,57 2,02
G. hoi 51,05 73,31 88,63 46,99 67,88 26,22 24,49 2,79
3,91 x 10° spores/ha
A. spinosa 36,96 27,49 64,16 12,86 25,08 5,14 8,85 1,02
BEN 10 38,11 40,55 65,70 25,78 53,89 9,90 17,54 1,95
G. mosseae 37,50 30,58 58,77 15,85 34,16 3,67 15,23 1,41
G. hot 45,63 47,42 77,07 27,67 53,15 14,30 23,05 2,25
1,96 x 10° spores/ha
A. spinosa 12,76 22,22 24,86 0,85 3,70 0,09 4,88 0,47
BEN 10 34,26 29,10 46,82 2,86 19,28 1,93 11,86 1,38
G. mosseae 17,86 26,80 38,73 2,59 5,96 1,84 8,63 0,85
G. hoi 35,91 29,78 55,68 11,56 25,93 7,89 13,29 2,43
Témoin relatif 57,12 51,89 73,53 82,45 94,95 23,47 44,26 5,97
Discussion

L’inoculation artificielle des semences de riz en pépiniere a entrainé des taux de mycorhization racinaire croissants
dans le temps et variables en fonction des souches testées et de la dose d’inoculation. Les souches G. /oi' et BEN 10 se sont
révélé les meilleures comparées aux souches G. mosseae et A. spinosa. L’absence de plants mycorhizés dans le témoin en
pépiniere confirme que le sol de la pépinicre a été bien stérilisé. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Wang
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et al. (2015) et Jeong et al. (2015) qui ont rapporté des taux de mycorhization
de I’ordre de 50% des semences du riz inoculées aux CMA en pépinicre. Selon
McKonigle et Miller (2000), le niveau de colonisation des racines dépend de
la dose d’inoculation des CMA. De méme Thongkhoun et al. (2017) ont
rapporté une corrélation positive entre le temps de séjour en pépinicre et
I’intensité de mycorhization des plants. Le développement mycorhizien peut
aussi étre 1’expression d’une interaction qui varie fortement en fonction de la
plante héte et des souches de champignons (Lumini et al., 2011).

Nos résultats ont montré que les plants témoin non inoculés en
pépiniére ont ét¢ mycorhizés en champ aprés repiquage, avec des taux de
mycorhization de 35,42 + 2,78 et 38,5 + 3,37% pour le témoin absolu et le
témoin relatif, Cette mycorhization en champ confirme bien la relation
symbiotique naturelle entre les CMA et le riz (Sivaprasad et al., 1990;
Solaiman et Hirata, 1995). Toutefois cette symbiose naturelle n’a pu renforcer
au tant les capacités des plants a croitre et a produire comme cela a été avec
les plants préinoculés en serre dans cette étude. La mycorhization artificielle
par un champignon tres efficace et compétitif permet en effet, d'obtenir des
gains importants de croissance et de production par rapport a la mycorhization
naturelle (Smith & Read, 2008; Alguacil, 2011). Les études antérieures ont
montré que I’inoculation artificielle des plants rend les CMA trés compétitif
et résistants parfois a la concurrence des mycorhizes naturelles. D'autre part,
plus le plant est mycorhizé¢ au départ par le CMA, moins les racines sont
ensuite mycorhizées par d'autres champignons et meilleure est sa croissance
(Chen et al., 2006, Rincon et al., 2007)

L’observation de la croissance des plants de riz variété IR841 réalisée
apres inoculation des plants par les quatre souches de champignons
mycorhiziens dans notre étude a révélé que, par rapport aux plants non
inoculés, les plants inoculés avaient une augmentation significativement plus
¢levée pour toutes les variables analysées (hauteur des plants, longueur de la
racine, biomasse seche totale), nombre de talles produites, nombre de
panicules fertiles par plant et nombre de grains par panicule). Quatorze
semaines apres repiquage des plants inoculés en pépinicre, des différences
significatives sont enregistrées entre plants mycorhizés et non mycorhizés
pour l'ensemble des parametres de croissance observés. Cette augmentation
est confirmée par la corrélation positive significative entre ces derniers et le
taux de mycorhization des racines. Ces résultats viennent confirmer ceux de
Jangde (2013) qui a rapporté en condition du champ, une augmentation
significative de cinq parametres de croissance du riz a savoir la hauteur des
plants, le nombre de talles par plant, le nombre de panicules par plant et le
nombre de grains paddy par panicule lorsque le riz est en association avec les
CMA. Les effets bénéfiques de la symbiose du riz avec les champignons
mycorhiziens sur la croissance et la production du riz est bien connu et
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documenté (Sivaprasad et al., 1990; Solaiman et Hirata, 1995). Plusieurs
auteurs ont rapporté 1’effet bénéfique de la symbiose entre les CMA et les
plantes dans leur développement, la croissance et la production (El-yazeid et
al.,2007 ; Laminou et al., 2009 ; Leye et al., 2015). Solaiman et Hirata (1996)
ont montré que l’inoculation du riz au stade pépiniére avait des effets
bénéfiques sur la croissance et la concentration des nutriments. Selon Hamza
(2014), les mycorhizes en s’associant aux racines des plantes, facilitent un
meilleur développement des racines permettant ainsi aux plantes de mieux se
nourrir. Des études de Cardenas (2010), il ressort que les plants ayant subi une
inoculation aux CMA seraient plus efficaces dans I’utilisation des nutriments
du sol. Nos résultats corroborent avec ceux d’El-yazeid et al. (2007), qui ont
rapporté dans leurs études que les CMA sont généralement impliqués dans
I’amélioration de la croissance des plantes. Plusieurs espeéces de CMA parmi
lesquelles, Glomus mosseae, G. hoi, G. versiformae, G. diaphanum, G.
geosporum, G. cladonius, G. clarum, Ascaulosporum spp., Archacospora spp.,
Paragloms spp., et autres sont souvent rapportés en association avec les
racines de riz entrainant une augmentation de la surface racinaire pour une
meilleure acquisition des nutriments (Zhang et al., 2005, Gao et al., 2006 ;
Raimam et al., 2007 ; Rajeshkannan ef al., 2009 ; Fernandez et al., 2011). Le
grand développement en longueur du systéme racinaire obtenu dans cette
étude sur les plants inoculés aux CMA dans nos essais auraient joué un rdle
important dans le développement des plants de riz mycorhizés en leur
permettant d’explorer un plus grand horizon du sol pour mobiliser plus
d’¢éléments nutritifs pour la croissance et le développement des plants. En effet
par la colonisation des racines des plants de riz, les mycorhizes forment un
réseau mycélien extra-racinaire qui constitue un prolongement du réseau
racinaire de la plante. Ce qui améliorerait la prospection racinaire de la culture
et permettant une fixation des nutriments et de 1’eau dans un volume de sol
plus important que celui exploré par les racines seules (Finlay, 2007). De ces
essais il ressort que le systéme racinaire développé, observé sur les plants
inoculés aux CMA, aurait jou¢ un réle important dans la nutrition, le
développement des plants de riz mycorhizés, la production d’importantes
quantités de biomasses totales (Rokhzadi et al., 2008). En effet, les plants
mycorhizés ont favorisé une plus grande production de la biomasse racinaire
arienne avec des gains pouvant atteindre 26,22 g/plant de biomasse racinaire
et 24,49 t/ha de biomasse arienne. Les travaux de Cimen et al. (2010) ont
révélé que ’application des CMA sur les plants de la laitue en serre a augmenté
leurs rendements en feuilles de plus de 200% par rapport aux plants non
inoculés. Sur les plants de tréfle une augmentation de 65% de biomasse a été
observée (Ben khaled et al., 2003) alors qu’en culture de pasteque, Hamza
(2014) a rapporté en trois mois une augmentation de 29% et de 31%,
respectivement du poids de la matic¢re seche aérienne et racinaire des plants
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inoculés aux CMA comparés aux plants non inoculé. Dans leurs travaux au
Niger, Laminou et al. (2009) ont montré que 1’inoculation des CMA (surtout
G. intraradices) aux plantes permettait a ces derniéres d’augmenter leur
rendement en biomasse totale.

La symbiose mycorhizienne fournit a la plante principalement du
phosphore (Ezawa et al., 2005) qui est un nutriment peu disponible pour les
plantes en raison de sa mobilité réduite dans le sol et sa solubilité partielle
mais aussi favorise I’accés a des formes complexes d’azote (Govindarajulu et
al., 2005 ; Cruz et al., 2007), un nutriment essentiel et limitant a la production
du riz. En plus de mettre a la disposition des plants des éléments nutritifs, les
CMA sont connus pour leur capacité¢ a conférer aux plants une meilleure
capacité d’acquisition de 1’eau comparé a une plante non mycorhizés (Barzana
et al., 2012), entrainant une meilleure croissance des plants mycorhizés.

Conclusion

Les résultats de cette étude ont montré que la mycorhization du riz
pourrait favoriser une meilleure production de la culture et contribuer a la mise
au point des méthodes peu polluantes pour 1’environnement en se substituant
a la fertilisation chimique. Ces résultats obtenus devront cependant é&tre
répliqués dans plusieurs localités pour meilleur évaluation du potentiel de
production des CMA.
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