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projets fédérateurs soutenus par Agropolis Fondation a partir de 2011 ; il regroupe pour une
durée de quatre ans, 15 équipes de recherche, dont les UMR Eco&Sols, Innovation, LSTM et
les unités SCA et Diascope du campus de Montpellier, en partenariat avec des Universités et
des Institutions de Recherche de 5 pays africains (Madagascar, Tunisie, Maroc, Sénégal,

Burkina-Faso).

Son objectif est d’analyser les bénéfices apportés par des légumineuses a graines pour les
systemes de culture céréaliers et pour I’environnement dans des agro-écosystémes d’Afrique
méditerranéenne et tropicale :

- par réduction de 1’utilisation des fertilisants minéraux et augmentation de la séquestration du
carbone ;

- par augmentation des interactions entre les microorganismes du sol pour 1’acquisition et

l'utilisation de 1’azote et du phosphore par les plantes.

Cing principaux Work Package (WP) sont prévus dans le cadre de ce projet dont une
recherche participative dans six agro-écosystémes sur la base d'un diagnostic agronomique et
environnemental (WP1) associé & une étude de durabilité et d'innovation (WP5) en
interdisciplinarité avec le suivi des cycles de C, N et P des sols (WP2), la caractérisation de la
diversité fonctionnelle microbienne, symbiotique et rhizosphérique (i.e. dans la zone
d’influence des racines) (WP3) ou le mémoire ci-apres s’inscrit, et finalement la recherche
des génes d'efficacité, d'acquisition et d'utilisation du phosphore pour la fixation symbiotique
de I’azote (WP4).

L’équipe de ’'UMR Eco&Sols de I’IRD, le Laboratoire Microbiologie de 1’Environnement
(LME) au sein de 1’Unité 2 du Centre National de Recherches sur I’Environnement (CNRE)
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GLOSSAIRE

Amendement : Produit apporté aux sols pour augmenter leur fertilité en améliorant leur pH
(chaux, calcaire), leur structure (sable, vermiculite) ou leurs éléments nutritifs (compost,
cendres de bois).

Biofertilisant : produit appliqué sur les graines, la surface de la plante, le sol contenant des
microorganismes vivants (bactéries, champignons, actinomycetes, algues) qui sont capables
de fournir des éléments nutritifs sous une forme utilisable, et aussi de sécréter des substances
stimulant la croissance de la plante.

Cycle biogéochimique : Processus de transport et de transformation cyclique dun élément
ou compos¢ chimique entre les grands réservoirs que sont la géosphere, 1’atmosphere,
I’hydrosphére.

Ecosysteme : Ensemble formé par une association ou communauté d’étres vivants (ou
biocénose) et son environnement biologique, géologique, édaphique, hydrologique,
climatique, etc. (le biotope).

Compétition par exploitation : Une forme de compétition par laquelle une espece vivante
réduit I’efficacité dans 1’utilisation d’une ressource, et par conséquent diminue la disponibilité
de cette ressource pour les autres espéces.

Compétition par interférence : Elle implique une interaction directe entre deux espeéces
vivantes comme la compétition pour des ressources limitées. Cette forme de compétition est
typiquement néfaste pour les deux espéces d’individus.

Lessivage des sols : Entrainement des substances solubles du sol par un flux d’eau, qui
provoque 1’appauvrissement en ¢léments minéraux des couches superficielles des terrains.
Mycorhizes : Symbioses bénéfiques entre certains champignons du sol et la racine des
végétaux supérieurs.

Nappe phréatique : Masse d'eau contenue dans les fissures du sous-sol ; elle est accessible
généralement par le puits ou par le forage.

Niche écologique : Ensemble des parametres environnementaux (climatiques, édaphiques,
biotiques) au niveau d’une partie de 1’écosystéme dont dépend une espéce donnée et qui la
différencie des autres especes occupant le méme habitat.

Nodule : Excroissance globuleuse, composee de cellules qui réduisent I’azote atmosphérique
en ammonium, que développent certaines plantes au niveau de leurs racines, notamment de la

famille des Fabacées.
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Propagule : Assemblage de cellules au moyen duquel s’initie la multiplication du
champignon

Rhizospheére : Partie du sol soumise a I’action des racines

Symbiote : Se dit d’étre qui vit en symbiose c’est-a-dire une forme d’association entre deux
espéces avec des effets bénéfiques pour chacune des espéces.

Tellurique : Qui concerne la terre ou le sol.
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Introduction

INTRODUCTION

Sur les 148,3 millions d'hectares de riziculture dans le monde, environ 19,1 millions
d'hectares (13%) sont du riz pluvial répartis sur trois continents : Asie (10,7 millions ha),
Ameérique latine (3,7 millions ha) et Afrique (2,3 millions ha) (FAO, 2013).

A Madagascar, la production de riz prend genéralement une place prépondérante, d’une part,
sur le plan économique, ou elle occupe 92 % de la population active (MEI, 2010) et contribue
a peu pres pour le tiers du PIB (MinAgri/ CARD, 2010), d’autre part, sur le plan nutritionnel
puisque la base alimentaire malgache est constituée essentiellement de riz, la consommation
annuelle par habitant s’éléve en moyenne & 97 kg an(INSTAT, 2010).

Malgré les fortes potentialités du secteur agricole, le pays fait face a une baisse de production
du riz, induisant des problémes sérieux d’insécurité alimentaire, causée par les catastrophes
naturelles (cyclone, inondation, invasion acridienne), les changements climatiques
(sécheresse, pluies saisonnieres), les faibles pouvoirs d’achat limitant I’accés aux intrants

agricoles (semences, engrais) et la crise économique (FAO/PAM, 2013).

Pour autant, la riziculture pluviale ne cesse de se développer, plus particulierement sur les
Hautes Terres, et présente une alternative dans la production rizicole. Ce type de culture est
effectué sans submersion sur les versants des collines ou « Tanety », dans lequel la plante est
alimentée en eau par les pluies.

Les sols dans les systéemes des tanety sont malheureusement caractérisés par une faible teneur
en éléments minéraux tels que 1’azote (Muryama, 1979 ; Stangel, 1979 ; Lacharme, 2001) et
le phosphore dont la fraction disponible pouvant étre prélevée par la plante est restreinte
(Morel, 2006). On assiste aussi @ une mauvaise capacité de rétention de 1’eau, a des sols a
tendance acide et a une forte pression parasitaire (Poisson et al., 1996).

Malgré ces contraintes, la riziculture pluviale a progressé de 64% en superficie contre 22%
pour celle de la riziculture en général entre 1985 et 1999 (Dabat et al., 2000). En 2009, pour
la région de Vakinankaratra, elle atteint la deuxieme place apres la forme de riziculture SRA
(Systéme de Riziculture Amélioré) de bas-fonds, avec 14,4% de la superficie rizicultivée et
9,6% de la production rizicole (MEI, 2010).

Compte tenu de ce contexte, I’augmentation de la production de riz par I’exploitation du riz
pluvial tout en développant des pratiques agricoles accessibles aux paysans, performantes et

agro-écologiques devient primordiale.
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Différentes techniques culturales peuvent étre adoptées dans un systéme de riz pluvial
(Domas et al., 2008) ; et parmi elles compte 1’association culturale qui est familiére aux
paysans malgaches. L’association culturale se définit par la culture en simultané de deux ou
plusieurs espéces vegétales ou variétés sur la méme parcelle en méme temps (Andrews et
Kassam, 1976 ; Willey, 1979 ; Ofori et Stern, 1987). Elle est souvent pratiquée par les
paysans afin d’améliorer la fertilité du sol (Dupin, 2011). En outre, plusieurs études ont
démontré I’efficacité, en termes de production, des systémes s’appuyant sur 1’association de
diverses espéces de plantes par rapport aux monocultures (Altieri, 1999 ; Tilman et al., 2001 ;
Ho, 2002). Par ailleurs, le potenticl bénéfice de ’association d’espéces par rapport aux
cultures monospécifiques serait d’autant plus intéressant dans le cas ou la disponibilité d’une
ressource nutritive est faible (Maestre et al., 2009), ce qui ferait des cultures associées des
systémes performants a bas niveau d’intrants. L’association céréale-légumineuse constitue le
modele dominant en raison de ses capacités d’améliorer 1’acquisition de 1’azote. De plus, la
mise en évidence d’un effet positif pour le prélevement de phosphore a déja ouvert un
nouveau champ de recherches (Li et al., 2007). De surcroit, la pratique des associations
culturales entre des légumineuses et le riz pluvial ont fait I’objet de plusieurs études, entre
autres, par Ogutu et al. (2012) dans la partie Ouest du Kenya et par Henintsoa (2013) sur les
Hautes Terres de Madagascar.

Les microorganismes du sol sont généralement impliqués dans I’amélioration de la croissance
des plantes ainsi que dans leur protection contre les agents biologiques et les maladies (EI-
yazeid et al., 2007). lls colonisent également la rhizosphére ou I’intérieur des plantes en
rendant les éléments nutritifs importants (azote, phosphore) plus disponibles grace a leur
implication dans des processus biogéochimiques tels que la fixation de 1’azote atmosphérique
et la solubilisation du phosphate minéral (Rokhzadi et al., 2008). Par conséquent, ils sont
utilisés comme biofertilisants ou inocula microbiologiques en agriculture. Le terme
« biofertilisant »peut se définir comme des produits qui contiennent des cellules vivantes de
différents types de microorganismes et qui sont appliqués aux graines, a la surface des plantes
ou directement aux sols. L’exploitation de la diversit¢ des microorganismes dans
I’écosysteme et les relations a bénéfices mutuels (symbiose, complémentarité) dans la
rhizosphere, telles que les mycorhizes et les bactéries fixatrices d’azote, ne sont guére une
technique nouvelle. D’ailleurs, des publications concernant ce point ont été rapportées
maintes fois. Parmi ces publications, Li et al., 2005 et Kolklar et al., 2013 ont méme
démontré 1’effet positif de la co-inoculation de mycorhizes et de bactéries fixatrices d’azote

sur un systeme cultural associatif (mars-haricot).
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Introduction

L’objectif principal de cette étude est d’étudier le partage de 1’azote (N) et du phosphore (P),
dans un systéme plus respectueux de I’environnement du sol, qui associe riz pluvial-haricot en
présence de symbiotes fongiques et rhizobiens sur des sols contenant des engrais chimiques
limités. Par ailleurs, il a été émis comme hypothéses que la pratique culturale associative ainsi
que I'utilisation de symbiotes fongiques et rhizobiens :

- optimiseraient le rendement du riz pluvial ;

- augmenteraient 1’acquisition d’Azote et du Phosphore pour ce dernier

- permettraient également de gérer durablement la fertilité du sol avec une utilisation limitée

de fertilisants chimiques, en agissant sur les propriétés microbiennes du sol.

Afin de vérifier ces hypotheses, les objectifs spécifiques suivants ont été définis:
<+ mesurer le développement du riz pluvial et du haricot sur des sols avec ou sans la
coculture et inoculés par des symbiotes fongiques et/ou rhizobiens.
«+ Déterminer la teneur en azote et en phosphore des parties aériennes des plants de riz et
de haricot

«+ analyser la structure et le fonctionnement de la communauté microbienne des sols

Ce document est structuré en une partie de synthése bibliographique précédée du contexte
général, puis une seconde partie incluant les matériels et méthodes suivie de la présentation

des résultats obtenus et une derniere partie traitant la discussion et la conclusion.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I.  Rhizosphere

Selon Hartmann et al. (2008), la rhizosphére inclut a la fois les racines et la zone du sol
entourant les racines et influencée par celles-ci. Cette définition est un élargissement de celle
proposée par Hiltner en 1904. Elle constitue le siege des interactions complexes et variées
entre les racines, les microorganismes telluriques et les composantes physico-chimiques du
sol entrainant «1’effet rhizosphérique » (Katznelson et al., 1962 ; Lemanceau et Heulin,
1998).

De ce fait, en comparaison du sol non rhizosphérique (sol hors de 1’influence de la racine), la
rhizosphere représente, par ses caractéristiques, un environnement plus riche et dynamique
(Lynch et Wipps, 1990).

I.1. Rhizodéposition

La racine contribue essentiellement a la composition du sol rhizosphérique. En effet, elle
représente la source principale de composés organiques (Balesdent et Balabane, 1996 ;
Kuzyakov et Domanski, 2000 ; Rasse et al., 2005). Le carbone des composés organiques
représente un composant majeur pour la qualité de la rhizosphéere (Citeau et al., 2008)
permettant le développement des microorganismes.
Le processus par lequel la racine libére des composés organiques est nommé la
« rhizodéposition » (Shamoot et al., 1968). 1l est compose de :
- I’exsudation par diffusion passive de composés solubles de faibles masses
moléculaires dont majoritairement des oses, des acides aminés ou des acides gras ;
- la sécrétion ou excrétion par transport actif de composés de fortes masses moléculaires
comme des polysaccharides associés a une fraction protéique et des protéines
mucilages ;

- lalyse par exfoliation des cellules de la coiffe racinaire.

I.2. Microflore de la rhizosphére

La rhizosphere représente un habitat favorable pour la prolifération, les activités et le

métabolisme de nombreux microorganismes. Les bactéries représentent les microorganismes

les plus nombreux et les plus variés, avec environ un milliard d’individus par gramme de sol.

De plus, elles sont plus fortement stimulées par I’effet rhizosphérique que les actinomyceétes,
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les champignons, les algues ou les protozoaires (Dommergues et Mangenot, 1970). Un groupe
particulier de bactéries, les Rhizobactéries, se multiplient également dans cette zone d’habitat.
Prés de 5% d’entre eux, regroupés sous le nom de Plant Growth-Promoting Rhizobacteria
(PGPR), favorisent la croissance des plantes et les protégent contre les agents pathogénes
(Suslow, 1982 ; Weller, 1988). Les plus fréquemment identifiées sont des Pseudomonas du
groupe des fluorescents, le groupe des entérobactéries (cas du genre Bacillus) et des bactéries
fixatrices d’azote (Bakker et al., 1991 ; Kloepper, 1992).

La diversité microbienne de la rhizosphére peut influer également sur la qualité de la fertilité
du sol.

La plupart des microorganismes telluriques, hormis leur influence sur la croissance de la
plante et la qualité du sol, jouent un rdle essentiel dans le contrdle des cycles biogéochimiques
(Hinsinger et al., 1996) et, en particulier, au niveau de la disponibilité des ressources
nutritives puisque ces microorganismes sont les acteurs principaux de la transformation des
éléments minéraux difficilement disponibles en des ressources plus assimilables pour la
plante. Dans cette perspective, ces microorganismes impliqués dans les cycles
biogéochimiques ont été expérimentes et décrits comme des biofertilisants potentiels dans le
cadre d’une agriculture plus respectueuse de I’environnement (Rodriguez et Fragua, 1999 ;

Johanson et al., 2004 ; Selosse et al., 2004 ; Douds et al., 2005 ; Gentili et Jumpponen, 2006).

Il. Concept de la coexistence et des interactions entre les especes végétales au sein

d’un écosystéme

Le terme « coexistence » a été utilisé par les écologistes pour décrire une association
équilibrée des especes végétales différentes au sein d’un écosystéme (Begon et al., 1996 ;
Hart et al., 2003), et qui entraine une interaction entre ces espéces. Lorsque les individus
appartiennent a la méme espéce, les interactions sont dites intraspécifiques tandis qu’elles
sont interspécifiques dans le cas de plusieurs especes différentes (Betencourt, 2012). Les
effets des interactions sont généralement classés en deux types, négatifs ou positifs, qui se
manifestent simultanément et d’une maniére bidirectionnelle (Holzapfel et Mahall, 1999),
respectivement désignés sous le nom de compétition ou de facilitation.

La compétition est définie comme la diminution des performances en termes de
croissance, de reproduction et/ou de survie provoquée par un autre individu via la diminution
de I’accés a la ressource (nutritive ou physique) (Betencourt, 2012). Cela peut étre induit
directement par la réduction de la disponibilité de la ressource suite au prélevement de
I’individu voisin ou a un préléevement actif et simultané des deux individus pour une méme
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ressource et la compétition est alors désignée respectivement comme une compétition par
exploitation (exploitative competition) ou une compétition par interférence (interference
competition), ou indirectement par 1’intermédiaire de 1’exsudation de molécules toxiques
(Betencourt, 2012). 1l en résulte les lois de la sélection naturelle qui tendent a favoriser
I’espéce capable d’exploiter au maximum, et a son seul profit, les ressources disponibles
(Went, 1973 ; Casper et Jackson, 1997)

La facilitation correspond a une augmentation des performances d’un individu suite a
I’accroissement de la disponibilité de la ressource, induite par un autre individu, impliquant
souvent une modification de 1’environnement (Callaway, 1995 ; Brooker et al., 2003 ; Bruno
et al., 2003). De plus, elle est définie comme étant la capacité d’une plante a influencer d’une
maniére favorable le développement d’une autre plante (Valiente-Banuet et al., 1991; Dickie
et al., 2005).

Globalement, les compétitions et les facilitations entre les végétaux peuvent étre soit i)
d’ordre physique et mécanique, ou ii) d’ordre microbiologique par 1’intermédiaire des

microorganismes du sol (Lynch, 1990; Linderman 1988;Kennedy, 1998).

I11. Symbiose

Au milieu des associations entre les especes végétales s’expriment également diverses
relations que les plantes et les organismes du sol établissent entre eux, sous ’influence des
conditions environnementales (Van der Heijden, 2002 ; Armas et al., 2004).

Au XIXE siécle, Anton de Bary, rassembla sous le terme générique de symbiose (du grec sym-
avec et biosis- vivre), tous les types d’association (parasitisme, commensalisme) entre deux
organismes distincts. Van Beneden (1875) décrivit par le terme de mutualisme, une
association apportant des bénéfices réciproques aux deux especes. Actuellement, une
définition plus restreinte conclut que la symbiose est une nouvelle compétence métabolique
acquise par 1’'un des partenaires et qui aboutit le plus souvent a la formation d’une nouvelle
structure (Douglas, 1994).

Les relations symbiotiques présentent une trés grande diversité impliquant des potentialites
importantes du point de vue écologique: source de carbone organique, source d’azote et autres

nutriments.
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I11.1. Symbiose rhizobienne

111.1.1.Rhizobia: bactéries fixatrices de ’azote

Le terme général de Rhizobium est particulierement attribué aux bactéries GRAM négatif de
la classe des a- et B- Protéobactéries, qui sont capables d’établir des associations
symbiotiques avec les plantes de la famille des Légumineuses (Doyle et Luckow, 2003). Une
grande diversité de bactéries fixatrices d’azote a été dénombrée et décrite, avec 14 genres et
50 espéces dont les capacités a infecter une légumineuse et a former un organe spécialisé
« nodule » au niveau de la racine ont été démontrées (Sawada et al., 2003). Les associations
avec ces bactéries permettent essentiellement a la plante de pourvoir leur besoin nutritionnel

en azote.

111.1.2.Fixation symbiotique de I’azote

Nombreux sont les végétaux qui ne peuvent pas assimiler I’azote moléculaire. Toutefois, les
Fabacées puisent 1’azote de I’association qu’elles établissent avec des microorganismes
particuliers, capable de fixer 1’azote atmosphérique (N,) (Taiz et Zieger, 2002). Cette fixation
biologique du diazote est catalysée par un complexe enzymatique appelé nitrogénase. En
milieu anoxique, la bactérie réduit ’azote en ammonium (NH,") assimilable par la plante,
pour sa croissance et son développement (Rees et Howard, 2000 ; Brencic et Winans, 2005).
En échange de I’ammonium, le partenaire végétal apporte a la bactérie la quantité d’énergie
nécessaire pour la réduction du N, (soit 16 moles d’ATP par molécule) par des molécules
carbonées issues de la photosynthése. Ce processus biochimique s’effectue au niveau des
organes spécialisés a la surface des racines des Iégumineuses : les nodules (Photo 1), par
infection du tissu méristématique de I’hote (Long, 1989).

3 p\j 3
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Photo 1. Nodules sur la racine de soja.
(Source: http://www.cetiom.fr/soja/cultiver-du-soja/inoculation)
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Néanmoins, dans la fixation de ’azote par les bactéries fixatrices de 1’azote, la présence
d’oxygene n’est pas le seul inhibiteur considérable ; la teneur en nitrate du sol est également
un facteur limitant dans ce processus. En effet, les effets négatifs provoqués par le nitrate sur
le rétablissement et le fonctionnement de la symbiose ont été rapportés par de nombreux
auteurs (Stephens et Neyra, 1983 ; Drevon et al., 1988 ; Streeter, 1988). Les effets néfastes
sont expliqués par la perturbation de la pénétration du rhizobium dans le poil absorbant de la
racine, I’interruption du développement des nodules et 1’inhibition du mécanisme de fixation
de I’azote. Ce dernier cas est caus¢ par l’influence directe ou indirecte du nitrate sur

I’efficacité de la barriére des nodules contre I’oxygeéne (Minchin et al., 1986).
I11.1. Symbiose mycorhizienne

111.2.1.Champignons mycorhiziens

Les champignons sont des microorganismes trés répandus dans la rhizosphere aprés les
bactéries, dont la densité varie de 10%*a 10° /g de sol (Morel, 1996 ; Soufiane, 1998). Certains
de ces champignons forment des mycorhizes, une association mutuelle avec la racine des
végétaux supérieurs (Smith et al., 1997). Effectivement, les mycorhizes sont des unions
durables résultant de I’association entre les racines des végétaux et certains champignons du
sol, et elles constituent des partenaires essentiels dans la relation sol-plante-microorganismes.
D’ailleurs, certaines espéces végeétales ne peuvent croitre normalement sans leur symbiote
fongique dont elles sont fortement dépendantes et avec qui elles co-évoluent (Janos, 1980 ;
Hetrick, 1984 ; Brundrett, 1991 ; Gobat et al., 2003).

La fonction de la mycorhize est primordiale dans tout ou une partie du cycle de la plante hote
croissant sur les sols peu ou pas fertiles (Bowen, 1973) et elle participe dans I’acquisition des
éléments nutritifs. Le champignon, biotrophe obligatoire (Smith et Read, 2008), profite des
ressources carbonées synthétisées par la plante via la photosynthese qui sont indispensables a
son métabolisme, a son cycle de développement et a sa fructification (Bolan, 1991 ; Finlay,
2008). En retour, les hyphes fongiques améliorent la nutrition hydrique et minérale de la
plante hote grace a ’augmentation du volume de sol prospecté et a la production de diverses
enzymes extracellulaires (phosphatase, phytase) susceptibles de mobiliser du phosphore a
partir de composés complexes du sol (Manjunath et al., 1989 ; Leyval & Berthelin, 1993 ;
Gobat et al., 2003).
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111.2.2.Classe et structure des champignons

Les mycorhizes sont classées en plusieurs catégories selon les caractéristiques structurales et

I’interface impliquée dans les échanges de nutriments entre les symbiotes. Smith et Read

(1997) distinguent sept types de mycorhizes dont les principaux morphophytes sont

caractérisés par les ectomycorhizes et les endomycorhizes (Photo 2).

Les ectomycorhizes: les champignons formant les ectomycorhizes appartiennent au
groupe des champignons supeérieurs tels que les Basidiomyceétes et les Ascomycetes
(Miller, 1982), et possedent plus de 5000 especes (Molina et al., 1992). Cependant,
I’association avec les ectomycorhizes concerne un petit nombre d’espéces végétales,
seulement 5% des plantes vasculaires particulierement les especes ligneuses (Garbaye,
1988).

Les endomycorhizes: ce sont des champignons telluriques au phylum récemment érigé
des Gloméromycetes (Schissler et al., 2001). IIs établissent une symbiose a bénéfices
réciproques avec la grande majorité des familles de plantes (92%) (Wang et Qiu,
2006). 11 existe 3 types d’endomycorhize: les endomycorhizes a pelotons, les
endomycorhizes de type éricoide et les endomycorhizes a vésicules et arbuscules qui

intéressent particuliérement nos recherches.

Endomycorhize VAM Ectomycorhize

S Mmanteau fongique

sporange $ ';.3;:;

arbuscule vésicule réseau de Hartig

Photo 2. Structure de I’ectomycorhize et de I’endomycorhize a arbuscules et a vésicules

(Source: http://www.prog-perception.com/IMG/jpg/Mycorhizes.jpg)

111.2.2.1. La symbiose ectomycorhizienne

La symbiose ectomycorhizienne est caractérisée par la présence autour de la racine de 1’hote

d’un manchon compact, qui est le manteau fongique, sans que le champignon ne pénétre les


http://www.prog-perception.com/IMG/jpg/Mycorhizes.jpg
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cellules corticales de 1’hote. Un réseau continu, appelé « réseau de Hartig », formé a partir des
hyphes, au sein duquel s’effectuent les différents échanges avec I’hote, s’insinue entre les
cellules du cortex racinaire. (Comandini et al., 2006).

L’ectomycorhize exerce une fonction particuliére dans 1’acquisition du phosphore inorganique
dans la solution du sol pour la plante, également dans la mobilisation des formes organiques
du phosphore dans le sol a I’aide de I’activité enzymatique de la phosphatase acide et de la
phytase (Smith & Read, 2008 ; Ashford et al., 1975 ; Bartlett & Lewis, 1973).

111.2.2.2. La symbiose endomycorhizienne arbusculaire a vésicules

L’origine de la symbiose mycorhizienne a arbuscules a été datée, grace a des preuves fossiles,
a 400 millions d’années auparavant (Remy et al., 1994). Les caractéristiques de cette
symbiose se traduisent par le développement du champignon a I’intérieur des cellules
corticales, par I’inexistence de manteau fongique autour de la racine de 1’hote, de manchon
extérieur et de réseau intercellulaire. Par contre, les hyphes se développent a la surface de la
racine et s’étendent méme, bien a 1’extérieur, dans le sol (Shi et al., 2007 ; Smith & Jakobsen,
2003). Par germination des hyphes, les champignons endomycorhizogénes produisent des
organes mycorhiziens spéciaux, les spores, émis dans le sol. La diversité des spores est
remarquable (Photo 3), et elle est souvent utilisée comme structure de référence pour

I’identification morpho-anatomique des espéces.

" Wy . y
PA ,‘W .\# ,'-""0’ N
-'."1?’ Hn® \'JA."‘ .. ‘n 2 ‘

i
'

Photo 3. Diversités des spores.

(Source: http://www.erikastyger.com/Biodiversity files/Erika Styger Mycorrhiza Diversity

Madagascar Poster.pdf

De plus, d’autres structures, des vésicules et des arbuscules (a I’origine du nom de ces types
de champignons), sont établies par les hyphes a 1’intérieur des cellules corticales (Srivastava,
1996) (Photo 4). Les vésicules permettent de stocker les substances de réserves fongiques
tandis que les arbuscules représentent des sites d’échange de molécules et de nutriments entre

la plante et le champignon (Smith et Read, 2008).
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Photo 4. Structures composant les mycorhizes a arbuscules et a vésicules.
rh: hyphe, arb : arbuscule; v: vésicule

(Source: http://www.cedre-noir.com/images/Photos/arbuscular.jpg)

Intéréts de la symbiose endomycorhizienne a arbuscules
Les champignons endomycorhizes a arbuscules et a vésicules ont suscité beaucoup d’intéréts
durant les 20 dernieres années, grace a leur effet favorable. Des auteurs ont rapporté les
bienfaits des endomycorhizes sur la nutrition minérale et hydrique de la plante et dans la
restauration du sol (Strullu et al., 1991 ; Cavito &Miller, 2004 ; Manga, 2005 ; Ndiaye, 2005).
D’une part, ils améliorent I’acquisition des éléments minéraux, peu mobiles, par la plante
dans le sol comme le phosphore, le potassium, le cuivre et le zinc (Strullu, 1991 ; Harrison,
1999 ; Grant et al. 2005 ; Van Der Wal et al,. 2006). D’autre part, ils augmentent le volume et
la surface d’absorption du sol potentiel grace aux hyphes fongiques, ce qui influence
considérablement la communauté rhizosphérique, la disponibilité et le recyclage des
nutriments ainsi que la croissance de la plante (Hodge, 2000 ; Hoffland et al., 2004 ; Rilling
& Mummey, 2006).
De plus, I’état mycorhizé fournit également a la plante une meilleure résistance aux stress
abiotiques (stress hydrique, salin ou la présence de métaux lourds) et aux stress biotiques. En
effet, des plantes mycorhizées sont plus résistantes a certains pathogénes racinaires (Whipps,
2004) mais aussi foliaires (Liu et al., 2007 ; Campos-Soriano et al., 2011).
Cependant, la symbiose endomycorhizienne s’exprime mieux dans les sols pauvres en
phosphore. La quantité en phosphore du sol est, en effet, un facteur déterminant dans la mise
en place de la symbiose mycorhizienne. Une teneur élevée en phosphore abaisse la
perméabilitt membranaire des racines et réduit les métabolites de 1’exsudation. Ce qui
empéche Tinitiation et la formation de 1’association plante-champignon mycorhizien
(Ratnayake et al., 1978).

11
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IV. Fertilisation et amendement du sol

Pour accomplir le processus de leur vie végétative, les plantes ont besoin d’eau et d’éléments
nutritifs qu’elles trouvent sous forme minérale dans le sol. Par conséquent, le sol doit contenir
ces éléments en quantité suffisante et avoir des caractéristiques facilitant leur disponibilité.
Cependant, cela ne semble pas toujours étre le cas, puisque certains sols sont pauvres en
éléments nutritifs et que ces derniers sont difficilement disponibles. C’est le cas des sols
ferralitiques des sols tropicaux qui couvrent des surfaces importantes a Madagascar, qui sont
pauvres en phosphore et fortement acides (Radanielson, 2004).

Des techniques culturales telles que la fertilisation et ’amendement du sol, utilisant des
produits fertilisants (engrais), stimulent généralement la fertilité du sol. En effet, elles agissent
sur les propriétés physiques et chimiques du sol telles que la capacité de minéralisation des
éléments nutritifs, la rétention et la filtration de 1’eau, la porosité du sol, la formation des
agrégats stables (Tisdall & Oades, 1982 ; Soane, 1990 ; Hudson, 1994 ; Estevez et al., 1996 ;
Arriaga & Lowery, 2003). Elles interviennent également sur les propriétés biologiques du sol
telles que : la biomasse microbienne du sol et les activités biologiques du sol (Gunapala et
Scow, 1998). De plus, les produits fertilisants affectent le développement racinaire et la

croissance de la plante.

IV.1. Types d’engrais

1V.1.1.Fertilisants minéraux

Substances d’origine minérale, ils sont produits soit par 1’industrie chimique, soit par
I’exploitation de gisements naturels (phosphate, potasse) et sont destinés essentiellement a la
fertilisation minérale. lls peuvent apporter a la plante non seulement les trois principaux
composants nutritifs (1’azote, le phosphore et le potassium) mais aussi les micronutriments.
Généralement, on distingue les engrais simples et les engrais composés.
B Les engrais simples: ils contiennent un des éléments nutritifs majeurs (azote N,
phosphore P ou potassium K)
Exemple : le Triple SuperPhosphate (TSP): un engrais minéral phosphaté obtenu par
attaque chimique d’une roche phosphatée par de 1’acide phosphorique. La teneur en
phosphore est quantifiée en pentoxyde de phosphore P, O, soit a 46% de P, O<. Le
TSP, qui est soluble dans I’eau, corrige la carence en phosphore, et peut contenir

également une dose faible de soufre. (FAO, 2006)
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B Les engrais composes : ils contiennent au moins deux éléments nutritifs apportés a la
plante.

Exemple : le NPK qui contient a la fois de 1’azote, du potassium et du phosphore.

La fertilisation minérale permet de couvrir les besoins en nutriments de la plante de fagon a
assurer un bon développement des cultures et un rendement de qualité (Campbell et al.,
1995). Cette fertilisation contribue a accroitre la production, par conséquent, la restitution de
résidus de culture et la biomasse racinaire. Cependant, il semble que ce ne soit pas toujours
suffisant pour maintenir 1’azote total a un niveau adéquat et pour assurer une bonne qualité
des sols (Mulvaney et al., 2009 ; Nyiraneza et al., 2009). De plus, I'utilisation excessive de
fertilisants minéraux conduit a des risques sanitaires (cas de I’accumulation de nitrate dans les
eaux potables) ; des risques environnementaux (cas de I’eutrophisation et de la dégradation du
sol) ; et des risques sur I’épuisement des ressources minérales et des énergies non
renouvelables. Ainsi, des engrais et des amendements organiques sont nécessaires en plus de

la fertilisation minérale (Estevez et al., 1996 ; N’Dayegamiye & COté, 1996).

IV.1.1.Fertilisants organiques

Les fertilisants organiques dérivent principalement des sous-produits végétaux et animaux par
des processus biologiques. Partiellement humidifiés et minéralisés sous I’action des
microflores du sol, ils agissent sur les composants physico-chimiques et biologiques de la
fertilité du sol. Les fertilisants organiques couvrent le fumier et le compost, et sont riches en
nutriments.

Fumier : constitué de déjections animales (excréments, urines) et de résidus végétaux (feuilles
mortes, pailles), il contient presque tous les macros et microéléments qui sont nécessaires
pour la nutrition de la plante. Soit en moyenne, il comprend 0,5-1% N ; 0,15-0,20% P, O ;
0,5-0,6% K, O et des micronutriments a de faibles quantitéstels que du fer, du manganese, du
molybdate, de I’aluminium (FAO, 2006).

IV.1.2.Inocula biologiques

L’inoculum biologique est particulierement utilisé comme engrais biologiques. Ce sont des
produits qui contiennent des microorganismes vivants tels que des bactéries, des
champignons, des actinomycetes et des algues, et inoculés par incorporation dans le systéeme

sol/plante, soit par un seul type de microorganisme soit par combinaison de microorganismes.
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Son implication dans le cycle biogéochimique aide surtout a la fixation de I’azote
atmosphérique et la solubilisation ou la mobilisation des nutriments du sol gréce aux
symbioses qu’ils établissent avec la plante.

Groupes en plusieurs catégories, les plus connus en agriculture sont :

B Bio-engrais fixateurs d’azote qui incluent entre autres: Azotobacter, Azospirillum,
Clostridium, Acetobacter et Rhizobium.

B Bio-engrais solubilisateurs ou mobilisateurs du phosphate qui comprennent
géneralement les microorganismes solubilisateurs du phosphate, tels que : Bacillus,
Pseudomonas ou Aspergillus; également les mycorhizes essentiellement les
endomycorhizes a vésicules et a arbuscules, qui sont d’excellentes mobilisatrices de

nutriments.

V. L’Azote et le Phosphore dans le sol et dans la plante

L’azote et le phosphore sont des éléments vitaux autant pour le métabolisme de la plante que

pour la qualité du sol.

Tableau 1. Azote (N) et Phosphore (P) dans le sol et dans la plante (Gobat et al., 1998).

Concentration dans le sol (S)

Forme dans le sol et dans la plante (PI) Réles principaux dans la plante

(%o matiere séche)

Azote (N) S$:0,340,05
Organique : plus de 95% du total. Pl:54a50
NH; : forme transitoire, retenue sur le

complexe argilo-humique

NO3 : principale source d’azote pour

les plantes ; facilement lixivié.

- Constituant des acides aminés, des
protéines, des acides nucléiques et des
lipides

- Favorise la multiplication cellulaire et celle
des chloroplastes

- Favorise la synthése des glucides

- Forme des réserves dans les graines

- Constituant d’hormones

Phosphore (P) S:0,1a1
Organique : dans les débris de la litiére Pl:1a5
Minéral: constituant non assimilable

de certains minéraux (ex: apatite)

HPOZ™ ou H,PO; (selon le pH) :

formes assimilables

- Constituant principal des protéines
phosphorées (ex: lécithines)

- Constituant de ’ADN, de ’ARN et des
lipides phosphorés

- Rdle dans le métabolisme des glucides et
dans la mise a fruit

- Transport d’énergie dans la cellule (ADP,
ATP)
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MATERIELS ET METHODES

I. MATERIELS

I.1. Matériels végétaux

Pour I’association culturale, deux especes de plantes différentes ont été utilisées. Le riz

pluvial, de la famille des Poacées et le haricot, de la famille des Fabacées ont été choisis.

1.1.1. Riz

Classification systématique (http://www.tropicos.org/)

Regne Plantae
Subdivision  Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Equisetopsida
Sous classe  Magnoliidae
Superordre  Lilianae

Ordre Poales

Famille Poaceae

Genre Oryza

Espece Oryza sativa L.

Généralités sur la variété
La variété « Ravokatra» ou FOFIFA 154 a été utilisée. Issue d’un croisement variétal et
lancée par le Cirad et le Fofifa en 1995, cette variété est utilisée pour la culture de riz pluvial
d’altitude (1000 a 1300m). Elle est adoptée par de nombreux paysans des Hauts Plateaux
malgaches avec un rendement moyen d’environ 3000 kg/ha (MAEP, 2007).

1.1.2. Haricot

Classification systématique
Régne Plantae
Subdivision  Spermatophyta
Division Magnoliophyta

15


http://www.tropicos.org/

Matériels et méthodes

Classe Equisetopsida
Sous classe  Magnoliidae

Superordre  Rosanae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Genre Phaseolus

Espéece Phaseolus vulgaris L.

Généralités sur la variété
La variété du haricot dénommée « Ranjonomby » ou lingot blanc a été associée avec la
culture du riz pluvial. Cette variété a été créée a partir de la sélection massale des populations
locales du haricot blanc par le Fofifa en 1995. Elle constitue une variété commerciale, trés

prisée au niveau du marché local et extérieur et dont le rendement a 1’hectare est de 1000-

1200 kg (MAEP, 2007).

1.1.3. Sorgho

En outre, le Sorgho (Sorghum sp), une plante herbacée mycotrophe de la famille des Poaceae
(Graminées), sera utilisé ultérieurement en tant que plante test lors de 1’évaluation du Nombre

Probable de Propagules (NPP) pour I’effectivité mycorhizogene du sol.

1.2. Sols et inocula d’étude

1.2.1. Sols rhizosphériques et plantes du site expérimental de Lazaina

Des échantillons de plantes et de sols ont été prélevés sur le site expérimental de Lazaina de
I’année 2012 (Annexe 1).

L’expérimentation sur ce site consistait a tester 1’efficacité d’un certain nombre de fertilisants
et du mode de gestion de sol sur la culture intercalaire de riz (Oryza sativa) et de haricot
(Phaseolus vulgaris) (Photo 5).
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Photo 5. Vue partielle du site expérimental de Lazaina Avaradrano : culture intercalaire de riz

pluvial-haricot sur des sols a différents niveaux de fertilisants.

Au stade de floraison du haricot, les sols rhizosphériques de type fertilisant :
¢+ Témoin absolu (sans apport de phosphore) (S1)

% Minéral : TripleSuperPhosphate & 45% de P,Os, apport 20 kg P ha™* (TSP20) (S2)

% Organique : fumier & dose de 20 kg P ha*, composé essentiellement des excréments de
bovin et de résidus et/ou pailles de riz (M20) (S3)

% Minéral et organique : TripleSuperPhosphate & 20 kg P TSP ha™ (TSP20) + fumier &
20 kg P ha* (M20) (S4)

ainsi que les plantes (haricot et riz) sur ces sols ont été récupérés et ont été utilisés pour notre

expérimentation.

1.2.2. Inocula racines

Les racines issues des plantes (riz et haricot) de Lazaina ont servi de source de symbiotes
fongiques et/ou rhizobiens et ont été utilisées directement comme inoculum sur nos cultures.
Elles ont été coupées en morceau et ont été incorporées dans les sols.
Trois types d’inoculum ont été préparés :

+¢+ Inoculum de racines de haricot (11)

.

+ Inoculum de racines de riz (12)

+ Inoculum de mélange de racines de riz et de haricot (I3)
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II. METHODES

I1.1. Préparation du substrat de culture et mise en culture

Trois types de culture ont été ainsi réalisés pour 1’expérience : culture de riz seul (Mo-Riz), de
haricot seul (Mo-Haricot) et de riz-haricot associé (Co-Riz/Haricot), dont les sols de culture
ont été préparés comme suit :

Le sol (de Lazaina) a été additionné de sable stérile (v/v) et de 5 ml d’inoculum ayant été
mesuré a partir d’un bécher gradué. L’ensemble est ensuite bien mélangé et réparti dans des
pots plastiques de 1 L avant d’étre humidifié 1égérement. 12 sols sur chaque type de culture
ultérieure (Mo-Riz, Mo-Haricot, Co-Riz/Haricot) ont été préparés suivant le tableau 2.

Les pots ont été semés de graines de riz (deux grains) et/ou de haricot (une graine), puis, ont
été déposés en serre (photopériode 12 h, température variant de 18 a 28°C). L’arrosage des

plantes a été effectué 3 fois par semaine avec I’eau de robinet.
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Tableau 2. Préparation des sols et proportions suivant le type de culture expérimenté en serre

(Mo : monoculture ; Co : coculture ; 11 : inoculum de racines sous haricot ; 12 : inoculum de racines sous riz ; 13 : inoculum
de mélange de racines sous riz et sous haricot ; S1: sol témoin ; S2 : sol a TSP20 ; S3: sol a M20 (fumier) ; S4 : sol a
TSP20/M20)

Type de culture Sols de Lazaina (450 g) S(()Alfssgég)le Ingsc#]lll;m
Mo-Riz S1 : Sol témoin sous riz Sable 11
Mo-Riz S2 : Sol TSP20 sous riz Sable 11
Mo-Riz S3 : sol M20 sous riz Sable 1
Mo-Riz S4 : sol TSP20/M20 sous riz Sable 11
Mo-Riz S1 : Sol témoin sous riz Sable 12
Mo-Riz S2 : Sol TSP20 sous riz Sable 12
Mo-Riz S3 : sol M20 sous riz Sable 12
Mo-Riz S4 : sol TSP20/M20 sous riz Sable 13
Mo-Riz S1 : Sol témoin sous riz Sable 13
Mo-Riz S2 : Sol TSP20 sous riz Sable 13
Mo-Riz S3 : sol M20 sous riz Sable 13
Mo-Riz S4 : sol TSP20/M20 sous riz Sable I3

Mo-Haricot S1 : Sol témoin sous haricot Sable 11
Mo-Haricot S2 : Sol TSP20 sous haricot Sable 1
Mo-Haricot S3 : sol M20 sous haricot Sable 1
Mo-Haricot S4 : sol TSP20/M20 sous haricot Sable 1
Mo-Haricot S1 : Sol témoin sous haricot Sable 12
Mo-Haricot S2 : Sol TSP20 sous haricot Sable 12
Mo-Haricot S3 : s0l M20 sous haricot Sable 12
Mo-Haricot S4 : sol TSP20/M20 sous haricot Sable 12
Mo-Haricot S1 : Sol témoin sous haricot Sable 13
Mo-Haricot S2 : Sol TSP20 sous haricot Sable 13
Mo-Haricot S3 : sol M20 sous haricot Sable 13
Mo-Haricot S4 : sol TSP20/M20 sous haricot Sable I3

Co-Riz/Haricot | 51 : Sol témoin sous haricot + Sol témoin sous riz Sable 11

Co-Riz/Haricot | 52 : Sol TSP20 sous haricot + Sol TSP20 sous riz Sable 1

Co-Riz/Haricot | 53 : sol M20 sous haricot + sol M20 sous riz Sable 1

Co-Riz/Haricot | 54 : sol TSP20/M20 sous haricot + sol TSP20/M20 sous riz Sable 11

Co-Riz/Haricot | 51 : Sol témoin sous haricot + Sol témoin sous riz Sable 12

Co-Riz/Haricot | 52 : Sol TSP20 sous haricot + Sol TSP20 sous riz Sable 12

Co-Riz/Haricot | 53 s0l M20 sous haricot + sol M20 sous riz Sable 12

Co-Riz/Haricot | 54 : sol TSP20/M20 sous haricot + sol TSP20/M20 sous riz Sable 12

Co-Riz/Haricot | 51 : Sol témoin sous haricot + Sol témoin sous riz Sable 13

Co-Riz/Haricot | 52 : Sol TSP20 sous haricot + Sol TSP20 sous riz Sable 13

Co-Riz/Haricot | 53 : s0l M20 sous haricot + sol M20 sous riz Sable 13

Co-Riz/Haricot | 54 : sol TSP20/M20 sous haricot + sol TSP20/M20 sous riz Sable 13
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I1.2. Description du dispositif expérimental en serre

Le dispositif expérimental (figure 1 et photo 6) a été réparti en 3 blocs qui correspondent aux
3 formes d’inoculation (I1 : inoculation de racines de haricot, 12 : inoculation de racines de
riz, 13 : inoculation de racines mixtes de riz/haricot). Un bloc contient trois cultures (Mo-Riz :
riz en monoculture, Mo-Haricot : haricot en monoculture, Co-Riz/Haricot : riz associé a
haricot). Chaque culture a été empotée sur les quatre types de sol quatre fois (S1 : sol témoin,
S2 :sol a TSP20, S3 : sol a M20, S4 : sol a TSP20/M20).

Mo-Riz Mo-Haricot Co-riz/Haricot

U U U

()

EOO0
EOO0
mOOO
mOO0
B0
B0

L
Y
Y

CICICIE] CICI0IE]
CICICIC] CIC1C00]
11000 101000
BN BN

| [
L]
]
W]

X
X
X

I || CICICIE] CICICIE]
CICIC10] CICIC0C] C1C1C00]
1000 11000 101000

RN EENN EENN

Figure 1. Schéma simplifié du dispositif expérimental de I’essai en serre.

Légendes : 11 : inoculum racines de haricot ; 12 : inoculum de racine de riz ; 13 : inoculum
racines mixtes de riz/haricot
[]: Sol sans traitement (S1) ; []: Sol a TSP20 (S2) ;L] : Sol a M20 (S3) ;
B : Sol & (TSP20+M20) (S4)
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Photo 6. Dispositif expérimental en serre montrant les cultures de riz pluvial et de haricot

11.3. Evaluation des parameétres

Au terme de 2 mois de culture (stade floraison du haricot), les plantes et les sols ont été

récoltés, et les parametres suivants ont été mesurés :

11.3.1. Croissance des plantes

Les échantillons de plantes ont été délicatement nettoyés puis leur croissance a été évaluée :
- la hauteur de chaque plante : du collet jusqu’au bourgeon terminal pour le haricot ; du
collet au nceud terminal pour le riz
- la biomasse aérienne et racinaire : les parties aériennes et racinaires ont été pesées
séparément apres lavage pour les racines, puis séchage de la matiére fraiche a 1’étuve

pendant une semaine a 65°C.
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11.3.2. Nodulation des plantes

La présence de nodules est rencontrée uniquement sur les racines de plantules de haricot. Ils

ont été comptés puis peses apres séchage pendant une semaine a 65°C.

11.3.3. Taux d’endomycorhization

La présence d’infection endomycorhizogene sur les racines est mise en évidence en suivant la
technique de Phillips et Hayman (1970), par une observation au microscope optique apres

coloration.

Eclaircissement et coloration des racines
Sur chaque traitement, les échantillons de racines fines sont prélevés et soigneusement
nettoyés. Les racines sont d’abord mises dans une solution de potasse (KOH) a 10% et
placées dans 1’étuve pendant 20 minutes a 90°C. Elles sont ensuite abondamment rincées a
I'eau et trempées dans un bain acide de HCI a 1% pendant 5 minutes. Les racines ainsi
éclaircies, sont ensuite colorées dans une solution de bleu de trypan a 0,05% pendant 20

minutes a 90°C.

Observation sous microscope
Les racines traitées sont découpées en fragments d'environ 1cm de longueur. Trente fragments
choisis au hasard sont montés et écrasés entre lame et lamelle dans du glycérol & 40% a raison
de 10 fragments par lame. Finalement, les fragments sont observés sous microscope a

grossissement x40.

Calcul du taux d’infection
Le taux de colonisation fongique est exprimé par le pourcentage de racines colonisées par
rapport au nombre total de racines observées. Ce taux de mycorhization (TM) est calculé

selon la formule suivante :

Nombre de fragments de racines colonisées
™ = 2 %100

"~ Nombre total de fragments de racines observées
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11.3.4. Teneur en Azote et en Phosphore

Les analyses chimiques pour la détermination de la teneur en éléments minéraux des parties
aériennes préalablement séchées puis broyées ont éte effectuées au Laboratoire des

Radiolsotopes (LRI) a Antananarivo.

11.3.4.1. Phosphore total

Aprés digestion des matériaux végétaux par 1’acide nitrique, le dosage du phosphore a été fait
selon la méthode au bleu (molybdate d’ammonium et acide ascorbique) de Murphy & Riley
(1962).

Digestion

50 mg de matériel végétal ont été pesés et mis dans un tube de 10 ml. Par la suite, 1 ml
d’acide nitrique (HNO3) a été versé dans chaque tube, le tout a été déposé sur un bloc
chauffant a température allant de 140 a 180°C jusqu’a digestion du contenu puis a été refroidi

a température ambiante.

Dosage du phosphore

Une préparation de gamme étalon de concentrations respectives de 0,008, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6,
0,8, 1, 2, 3 et 4 ppm ainsi qu’un témoin plante utilisant une plante de référence (mais INRA
V463) a la place des échantillons et un témoin blanc (sans aucun matériel végétal) ont été

nécessaires. Le dosage colorimétrique, de la teneur en phosphore, a été effectué de la sorte :

- 2,5 ml de solution (filtrat de I’échantillon/ filtrat de plante de référence / gamme) + 7,5
ml eau distillée + 2 ml de réactif de dosage.

- Témoin blanc : 2,5 ml HNO5 + 7,5 ml eau distillée + 2 ml de réactif de dosage.

Aprés développement de la coloration (environ 30 mn apres ajout du réactif), la lecture de la

densité optique a été procédée au spectrophotomeétre a 882 nm.

Calcul

Les quantités de phosphore en mg I dans les solutions d’attaque diluées sont directement
comparables aux étalons. La dilution a été corrigée et le volume d'extrait a été ramené ainsi

que la masse de la plante pour obtenir la quantité en mg kg™.
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11.3.4.2. Azote total

L’azote total végétal a été déterminé par la méthode classique d’extraction de Kjeldahl. Le
principe étant que le mélange salicylique concentré a chaud minéralise I’azote des matiéres
organiques azotées en azote ammoniacal. Les autres substances sont oxydées (C en CO,, H en
H,0). L’ammoniac ( NH3) libéré est immédiatement fixé par H,SO, sous forme de
(NH4),S0, . L’ammonium sera dosé par colorimétrie a flux continu sur une chaine

automatisée de Skalar. Le protocole est le suivant :

Extraction

Dans un tube pyrex muni d’un mini-entonnoir a été introduit successivement 50 mg
d’échantillon de matériel végétal, 1,5 ml de réactif sulfo-salicylique, 50 mg de catalyseur
(K,S0,+CuS0O, + Se: 45/31/2) et 1ml de H,SO, concentré. Le tout a été homogenéisé puis
placé dans un bloc chauffant, a une température allant de 200 a 300°C, jusqu’a ce que le
minéralisat ait été décoloré. Aprés refroidissement, le résidu a été transvasé dans une fiole
jaugée et ramené a 50 ml.

A partir d’une solution N 5000 ppm, une gamme ¢étalon a été préparée dont les concentrations
finales sont : 0, 10, 20, 30, 40,50 ppm. Un témoin plante et un témoin blanc ont été également
effectués.

Dosage colorimétrique

Avant le dosage, toutes les préparations ont été rediluées au 1/10°™ puis le dosage de
NHJ par I’analyseur automatique utilisant 4 types de réactif : solution tampon, salicycate,

dichloro-isocyanure et nitroprussiate a été effectué.

Calcul

Les quantités d’azote en mg I dans les solutions d’attaque diluées sont directement
comparables aux étalons. La dilution a été corrigée et le volume d'extrait a été ramené ainsi

que la masse de la plante pour obtenir la quantité en mg kg™.

11.3.5. Activité microbienne du sol

Dommergues (1972) a donné une signification de 1’activité microbienne du sol comme étant
I’activité qui correspond a l’intervention des microorganismes vivants agissant par leurs
propres enzymes et de [’activité correspondant a I’intervention des enzymes du sol, en général
a D’état adsorbé sur les colloides organiques ou minéraux. La mesure d’une activité
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microbienne d’un sol donné se traduit par la mesure de la disparition d’un substrat présent

dans le sol.

11.3.5.1. Activité microbienne totale du sol

La méthode qui consiste a mesurer I’activité microbienne globale du sol a été faite par
I’hydrolyse de la Fluorescéine Di Acétate ou FDA (Schnirer & Rosswall, 1982), produit
chimique qui présente I’avantage de considérer plusieurs groupes d’enzymes différentes
puisque la FDA étant hydrolysée par des lipases, des protéases, des estérases, etc. Elle permet

ainsi une mesure plus globale de I’activité microbienne du sol.

Dosage de la FDA

Un gramme d’échantillon de sol a été mis dans un tube vissé, additionné de 15 ml de solution
tampon potassium phosphate a 60 mM (pH 7,6) et de 200 ul de FDA (Ref : F7378 Sigma). En
méme temps, un témoin enzyme (TE) avec de I’eau a la place de la FDA et un témoin substrat
sans echantillon de sol ont été préparés.

Les préparations ont été ensuite incubées 1h sous agitation a 30°C. Pour arréter la réaction,
0,5 ml de chague préparation a été prélevé dans des tubes eppendorf avec 0,5 ml d’acétone.
Puis, le mélange a été centrifugé pendant 5 mn a 10000tr/mn. A la fin, la lecture de la densité
optique du surnageant préalablement filtré (Wattman N°1) a été mesurée au

spectrophotométre a 490 nm.

Détermination du produit d’hydrolyse

La concentration de FDA en ug hydrolysée par gramme de sol par heure a été obtenue en
rapportant les valeurs de la densité optique sur la droite de régression de la gamme étalon
préparee a partir de solution standard de Fluorescéine & des concentrations variant de 0 a 5 ug

ml™.

11.3.5.2.  Activités des phosphatases microbiennes du sol

Les phosphatases dans le sol peuvent étre produites par un certain nombre de
microorganismes : par beaucoup de champignons du sol sous forme d’enzymes
intracellulaires et extracellulaires ; et par diverses espéces de bacteries, surtout celles qui sont
associees a la rhizosphéere (Rodriguez &Fraga, 1999). Ces enzymes sont essentiellement des
hydrolases au sein desquelles on distingue les phosphomonoestérases, les phosphodiestérases,

et d’autres hydrolases.
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L’activité¢ de la phosphatase dépend fortement du pH. Elle a été évaluée par la méthode
d’hydrolyse d'une solution de para-NitroPhénylPhosphate (p-NPP), tamponnée d’une part a
pH compris entre 5,8 et 6 pour la phosphatase acide et d’autre part a pH 11 pour la
phosphatase alcaline, en para-Nitrophénol (Tabatabai, 1982).

Dosage du p-NPP
100mg de sol ont été pesés et mis en suspension dans 100 pl de p-NPP et 400 pul de tampon
Mc Ivlain (Citrate Phosphate Buffer). Pour chaque essai, un témoin enzyme (TE) et un témoin
substrat (TS) ont été préparés. Puis, I’incubation de chaque essai a été effectuée a 37 °C
pendant 1h sous agitation. Aprés incubation, la réaction d’hydrolyse a été stoppée en
incorporant 100 pl de solution de CaCl, a 0,5 M et 400 pl de NaOH a 0,5 M. Finalement, le
contenu est centrifugé pendant 5 mn a 1000 tours/min, et le surnageant récupére a été dosé au

spectrophotometre pour la lecture de la densité optique a 400 nm.

Calcul du produit d’hydrolyse
La quantité des produits de dégradation du phosphate en milieu acide et alcalin est exprimée

en pg de p-Nitrophénol produit par gramme de sol sec par heure.

11.3.6. Détermination du Potentiel Infectieux Mycorhizogéne des sols

Le Potentiel Infectieux Mycorhizogéne (PIM) d’un sol représente sa richesse en propagules
mycorhiziennes, de spores, de mycélium et de fragments de racines portant des structures
mycorhiziennes et susceptibles d’initier chez la plante, la formation d’association
mycorhizienne (Plenchette et al., 1989).

Diverses méthodes permettent d’estimer le PIM d’un sol (Plenchette et al., 1989). Toutefois,
I’évaluation de la densité des spores et celle du Nombre Probable de Propagules fongiques
dans le sol (NPP) seront les méthodes appliquées pour la détermination de la dynamique des

communautés de champignons mycorhiziens de chaque sol.

11.3.6.1. Dénombrement de spores de champignons mycorhiziens

Les spores de champignons ont été extraites selon les différentes étapes décrites par
Sieverding (1991).

100g de sol ont été pesés et mélangés avec de I’eau du robinet dans un erlenmeyer. Ce
mélange sol-eau a été par la suite agité et filtré a travers des séries de tamisage humide de 200

pm, 100pm, 80pm et 50 pm.
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Le contenu de chaque tamis a été recueilli dans un flacon contenant un peu d’eau distillée et
soumis a une premiére centrifugation a 5000 tours/min pendant 5 mn. A I’issue de cette
premiére centrifugation, le surnageant a été éliminé. Puis une deuxiéme centrifugation
pendant 3 mn a 1000 tours en présence d’un gradient de saccharose 60% (60 : 100) a été
réalisée.

Les spores restées en suspension dans le surnageant ont été récupérées par filtration a travers
un filtre millipore sur du papier Wattman N°1. L’observation a été effectuée sous loupe
binoculaire (grossissement x40) et le nombre de spores a été quantifié.

Un simple calcul permet ensuite d’exprimer le résultat en nombre de spores par 100g de sol.

11.3.6.2.  Estimation du Nombre Probable de Propagules dans le sol

Porter (1979) a repris la méthode de Fischer &Yates (1963) afin de déterminer, par un
procédé de dilution, la densité de propagules fongiques viables ne pouvant pas étre
dénombrée (Annexe 3).

Des échantillons de sol rhizosphérique ont été respectivement mélangés avec du sol sableux

rrrrr

stérilisé a I’autoclave (140°C, 40 mn, 2 bars) selon les proportions indiquées dans le tableau 3.

Tableau 3. Proportions de sol stérilisé et de sol testé pour chaque niveau de dilution

1 2 3 4 5 6
Sol stérilisé (g) 0 225 281,25 29331 298,83 299,71
Sol testé (g) 300 75 18,75 4,69 1,17 0,29

Pour chaque dilution, le mélange des sols a été réparti dans des pots plastiques, avec environ
100g de sol/pot, et 3 répétitions ont été réalisées. Des graines de Sorgho (deux graines/pot) y
ont été semées, et les plantes se sont développées pendant 21 jours en serre (température
moyenne 18°C la nuit et 28°C la journée et une photopériode de 12h /12h) et les pots ont été
fréguemment arroses.

A la fin des 21 jours, les plantules qui se sont développées sur chaque pot, ont été récoltées.
Par la suite, leur systéme racinaire ont été colorés selon le principe de Phillips & Hayman
(1970) afin d’évaluer I’infection par les MVA. La présence d’un point de pénétration de
champignon endomycorhizien (vésicule, arbuscule ou hyphe interne) au niveau des racines est

considérée comme étant un résultat positif.
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11.3.7. Dénombrement de la microflore tellurique

Le sol représente une des plus grandes sources de biodiversité de microorganismes
(champignons et bactéries notamment).Le dénombrement de microorganismes telluriques a
fait ’objet de nombreux travaux exposés dans les traités de microbiologie (Alexander, 1961 ;
Coyne, 1999). Il existe une gamme de techniques utilisables pour dénombrer les
microorganismes colonisateurs de la rhizosphére (Kloepper & Beauchamp 1992), mais le
dénombrement sur gelose sélective demeure la technique la plus fréeguemment employée.
Dans cette étude, les bactéries solubilisatrices de phosphate ou Phosphate Solubilizing
Bacteria (PSB) ont été mises en évidence par la technique de suspension-dilution en cascade
et par étalement sur milieu de culture solide TriCalcium orthoPhosphate (TCP) (Annexe 4)
(Frey-Klett et al., 2005), tout en maintenant le plan de travail aseptique.

Ce type de microorganismes constitue une population trés importante de la rhizosphére
(Sperberg, 1958 ; Alexander, 1977) capable de solubiliser le phosphate. Parmi les genres de
bactéries avec ces capacités, il existe les Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia,
Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Archeobacter, Flavobacterium et Erwinia.
Pour chaque échantillon de sol, 5g ont été mélangés dans 45 ml d’eau distillée stérile. A partir
de cette solution meére, des dilutions de 1073 et 10~* ont été réalisées et 100 pl de la
suspension de chaque dilution ont été étalés a la surface de milieu TCP.

L’estimation des bactéries capables de solubiliser le phosphate se fait par comptage a 1’ceil nu
des Unités Formant des Colonies (UFC) par gramme de sol, présentant des halos translucides
tout autour alors que le reste du milieu demeure opaque, aprés 2 a 3 jours d’incubation a
28°C.

N = Y colonies
C V(g +0.1ny) *d;

N : Nombre d’UFC par ml de produit initial par g de sol

Y colonies : Somme des colonies des boites interprétables (2 boites par dilutions)
V : Volume de solution du produit déposé dans les boites

n, : Nombre de boites considérées a la premiére dilution retenue (2 boites)

n, : Nombre de boites considérées a la seconde dilution retenue (2 boites)

d, : Facteur de dilution de la premiere dilution retenue
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11.3.8. Traitement statistique des données

Les données ont été soumises & une analyse en composantes principales (ACP) afin de
visualiser les relations entre variables, ainsi que I’existence éventuelle de groupes d’individus
ou de variables (Muracciole, 2009) a partir d’une représentation dans un espace de dimension
réduite. Ensuite, les données ont été traitées par une analyse de variance ANOVA a deux
facteurs au seuil de 5% et le test de Newman-Keuls a été utilisé pour les recherches de
différence entre les groupes de moyenne statistiguement homogene. La transformation
normalisante Box-Cox a été appliquée sur les valeurs du nombre des nodules avant les
analyses, les données sur le nombre des nodules transformées, notées Y, ont été ainsi

obtenues suivant la formule :

xt-1

, avec X : données d’origine sur le nombre des nodules et A trouvé= 0,193

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées par le logiciel XLSTAT.
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RESULTATS

Les premieres analyses consistent a effectuer des Analyses en Composantes Principales des
variables : développement et teneurs en éléments nutritifs des plantes (H : haricot et R : riz)
sous les quatre sols (S1 : sol témoin, S2 : sol a TSP20, S3 : sol a M20, S4 : sol a TSP20/M20)
ainsi que les propriétés microbiologiques des sols. Les analyses en composantes principales
permettront d’identifier le type de sol ayant le plus de relation positive avec les variables. Par
conséquent, les analyses de variance a deux facteurs ultérieures, sur I’effet des deux

traitements : systéme cultural et inoculation, se feront uniquement sur ce type de sol.

I.  Analyse en composantes principales des variables : développement, teneurs en
éléments nutritifs des plantes sous les quatre sols et les propriétés

microbiologiques des sols

I.1. Relations entre le développement de haricot, les teneurs en éléments nutritifs et le

type de sol

Les figures 2A et 2B montrent la projection sur le plan factoriel des données sur le

développement et les teneurs en éléments minéraux des plants de haricot sur les quatre types

de sol
Observations (axes F1 et F2 : 95,18 %) L Variables (axes F1 et F2 : 95,18 %)
3
0,75
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2 ° 0,5
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Figure 2A. et B. Relations entre la teneur en éléments nutritifs, le développement de Haricot

et le type de sol

(br: biomasse racinaire ; ba : biomasse aérienne ; ht: hauteur des plantes ; tm : taux de mycorhization ; N : teneur en
azote ; P : teneur en phosphore ; Pnod : poids des nodules ; Nnod : nombre des nodules ; S1: sol témoin ; S2 : sol TSP20 ;

S3: sol fumier M20 ; S4: sol TSP20/M20)
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Le plan factoriel F1xF2 absorbe 95,18% de la variance totale. Le premier axe F1 qui
représente a lui seul 71,58% de I’inertie totale, a été retenu pour 1’interprétation des résultats.
Selon la figure A et B et I’axe factoriel F1, toutes les variables : la croissance (biomasse
aérienne, biomasse racinaire, hauteur), les teneurs en azote et en phosphore, la nodosité et le
taux de mycorhization des plants de haricot, se regroupent en abscisse positive et caractérisent
le sol & fumier (M20) et & fumier/triplesuperphosphate (M20/TSP20).

De plus, les liaisons entre ces variables montrent une forte corrélation positive (r>0,8) avec
I’axe F1. Ce qui signifie que le développement et les teneurs en azote et en phosphore du
haricot sont proportionnels a la présence de nodules et de mycorhizes sur les racines du

haricot.

1.2. Relations entre le type de sol, les teneurs en éléments nutritifs et le

développement de riz

Les figures 3A et 3B montrent la projection sur le plan factoriel (F1xF2) des données sur le

développement et les teneurs en éléments minéraux des plants de riz sur les quatre types de

sol.
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Figure 3A. et B. Relations entre les teneurs en éléments nutritifs, le développement de riz et

le type de sol
(br : biomasse racinaire ; ba : biomasse aérienne ; ht : hauteur des plantes ; tm : taux de mycorhization ; N : teneur en

azote ; P : teneur en phosphore ; S1 : sol témoin ; S2 : sol TSP20 ; S3 : sol fumier (M20) ; S4: sol TSP20/M20)

L’interprétation des résultats a été faite dans le plan factoriel F1xF2 qui absorbe 84,30 % de

I’inertie totale. Suivant 1’axe factoriel F1 (65,21%), la biomasse racinaire des plants de riz
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oppose des autres variables : hauteur, biomasse aérienne, taux de mycorhization et teneurs en
azote et en phosphore. Par contre, suivant I’axe F2, la biomasse racinaire, la hauteur, le taux
de phosphore est a ’antipode de la biomasse aérienne, de la teneur en azote et du taux de
mycorhization des plants du riz.

La carte des observations ainsi que la projection des variables (figure 3A et 3B) indiquent que
le sol & TSP20 (S2) est lié uniquement a la croissance racinaire du riz et le sol a fumier (M20)
(S3) est lié au développement en hauteur et a la teneur en phosphore des plants de riz. Le sol a
fumier et TSP20 (S4) est, par contre, responsable de la croissance en biomasse aérienne, le
taux de mycorhization et la teneur en azote du riz. On peut en déduire également que le taux
de mycorhization stimule significativement le développement aérien et la teneur en azote du

riz d’apres la matrice de corrélation entre ces variables et le facteur F1 (r>0,9).

1.3. Relations entre le type de sol et les propriétés microbiologiques des sols de

haricot et de riz

Les figures 4A et 4B montrent la projection sur le plan factoriel (F1xF2) des données sur les

propriétés microbiologiques des sols de haricot et de riz.
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Figure 4A. et B. Relations entre les propriétés microbiologiques des sols de haricot et de riz
et le type de sol

(PSB : Phosphorus Solubilizing Bacteria(bactéries solubilisatrices de phosphate) ; NPP : nombre probable de propagules ;
Pac : phosphatase acide ; Pal : phosphatase alcaline ; FDA : activité microbienne globale ; sp : spores ; S1g: sol témoin

sous riz ; S1y : sol témoin sous haricot ; S4g : sol TSP20/M20 sous riz ; S4,, : sol TSP20/M20 sous haricot).

L’Analyse en Composantes Principales des 6 variables (PSB, NPP, spores, phosphatases

acide et alcaline et D’activit¢é microbienne globale), qui décrivent les propriétés
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microbiologiques des sols de riz et sol de haricot, a mis en évidence une dispersion de 99,15%
des variables sur les axes factoriels F1x F2. Suivant I’axe F1 qui absorbe 96,60% de I’inertie,
on identifie deux groupes hétérogénes constitués : d’une part, en abscisse positive, par les
activités microbiennes du sol (FDA, phosphatase acide et alcaline), la flore solubilisatrice de
phosphate ainsi que les propagules. D’autre part, en abscisse négative, par les spores.

La figure et I’axe F1 montrent distinctement 1’effet de la présence de fumier et de TSP20 (T4)
dans les sols de riz et de haricot par la liaison des individus : sol haricot sous M20/TSP20 et
sol riz sous M20/TSP20 avec les 5 variables (PSB, NPP, phosphatases acide et alcaline et
I’activité microbienne globale). Ces variables sont également fortement corrélées entre elles

avec ’axe F1.

Briévement, les trois ACP effectuées permettent de noter les faits suivants :

- la présence d’engrais organique (S3 : fumier seul) ou d’engrais, a la fois, organique et
minéral (S4 : fumier/TSP20) est favorable au développement des plants de riz et de haricot et
a I’infection des mycorhizes, ainsi que la formation de nodules chez le haricot.

- L’engrais organique ou I’engrais organique et minéral ensemble permet d’améliorer le
rendement nutritif de riz et de haricot

- Iutilisation d’engrais organique et minéral (S4: fumier/TSP20) stimule également les
propriétés microbiologiques des sols de riz et de haricot et réduit la sporulation des

mycorhizes dans ces sols.

Il. Analyse de variance : effet systeme cultural et effet inoculation sur le riz et
haricot du sol fumier/TSP20 S4

11.1. Effet du systéme cultural sur le riz et le haricot du sol fumier/TSP20 S4

11.1.1. Développement et taux de mycorhization

Les analyses de variance effectuées sur les poids secs de la biomasse totale et le taux de
mycorhization des plants de riz et de haricot du sol fumier/TSP20 (S4) (tableau 4) ont montré
que le développement de haricot a éte influencé par le systéme cultural. En effet, 1’association

cultural sur le haricot a augmenté significativement la biomasse totale de ce dernier (p<0,05).
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Tableau 4. Influence du systéeme cultural, monoculture ou coculture, sur le développement et

le taux de mycorhization du riz et de haricot du sol fumier/TSP20 S4

Haricot Riz
Traitements Biomasse Taux de Biomasse Taux de
totale (Q) mycorization (%) totale (g) mycorization (%)
Monoculture 1,01 (b) 79,83 () 0,29 (a) 76,74 (a)
Coculture 1,34 (a) 83,88 (a) 0,23 (a) 80,67 (a)

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de

Newman-keuls p<0,05

Par contre, le développement de riz et le taux de mycorhization des deux plantes ne dépendent

pas du systéme cultural du fait de I’absence de différence significative sur le développement

de riz et le taux de mycorhization des deux plantes.

11.1.2. Nodulation : nombre des nodules

Les résultats (figure 5) montrent que le systéme cultural (mono ou associé) n’a pas eu d’effet

sur la nodulation par absence de différence significative sur le nombre des nodules.

5,60
5,40
5,20
> 5,00
4,80
4,60
4,40

Figure 5. Nombre de nodules

coculture.

(@)

_ @ Y : nombre de nodules corrigé par
a

J la transformation Box-Cox.

Monoculture Coculture
Systeme cultural

sur les racines de haricot du sol TSP20/M20 S4 mono et

Les batons chapeautés par une méme lettre constituent un groupe statistiquement homogéne, au seuil de probabilité 0,05,

selon le test de Newman-Keuls.
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11.1.3. Teneurs en azote et en phosphore

Des comparaisons ont été réalisées entre les teneurs en azote et en phosphore des parties
aériennes de riz et de haricot du sol fumier/TSP20 (S4) avec ou sans la coculture (tableau 5.).
Dans le cas des deux plantes, les résultats révelent que le systéme cultural a conduit a un effet

significatif sur la teneur en phosphore.

Tableau 5. Influence du systéme cultural, monoculture ou coculture, sur les teneurs en azote

et en phosphore des parties aériennes de riz et de haricot du sol fumier/TSP20 S4

Haricot Riz
Traitements Phosphore Phosphore
X Azote (mg.kg™ : Azote (mg.kg™
Monoculture 1248,37 (a) 20560,21 (a) 783,61 (b) 16868,10 (a)
Coculture 1056,63 (b) 19638,93 (a) 1162,23 (a) 17470,59 (a)

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de

Newman-keuls p<0,05

Cependant, les réponses sur I’effet du systéme cultural sur la teneur en phosphore des parties
aériennes des plantes sont opposées suivant les espéces végétales. En effet, la teneur en
phosphore dans le haricot en culture seule est nettement meilleure que celle en coculture :
Prmonocutture= 1248,372mg/kg contre Peocuiure= 1056,632mg/kg, alors que le cas est inversé pour
la teneur en phosphore dans le riz, soit: Pmonocuiture= 783,617mg/kg contre Peocuiture=
1162,236mg/kg. En ce qui concerne la teneur en azote du riz avec ou sans la coculture, les
résultats obtenus n’ont pas de différence significative et la méme tendance de résultats a eté

observé au niveau de la teneur en azote de haricot.

11.1.4. Propriétés microbiologiques des sols

a. Activités enzymatiques des sols : activité des phosphatases et activite microbienne

globale

Les résultats des analyses des activités enzymatiques des sols sont résumés dans le tableau 6.

Les activités phosphatasiques acides et les activités microbiennes globales des sols préleveés

sous haricot ou sous riz ont toutes montre une difféerence significative selon le type de

traitement systéme cultural. Effectivement, par rapport aux valeurs enregistrées sur le
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traitement en culture associé (riz-haricot), les quantités de fluorescéine et de p-nitrophénol
acide produites par g de sol ont été deux fois plus élevés que lorsque le riz et le haricot ont été
cultivés seuls.

Concernant 1’activité des phosphatases alcalines des sols sous haricot ou sous riz, il n’a pas

été noté une différence significative avec le traitement systeme cultural.

Tableau 6. Influence du systeme cultural, monoculture ou coculture, sur les activités

enzymatiques des sols de riz et de haricot.

Haricot Riz
. - p-nitrophénol  p-nitrophénol ” oy p-nitrophénol
Traitements  Fluorescéine i Icali Fluorescéine nitrophénol lcali
(Lg/hlg de acide alcaline (Lg/hlg de acide alcaline
(Hg/h/g de (ng/h/g de (ng/h/g de
sol) sol) (ng/h/g de
sol) sol) sol)
sol)
Monoculture 278,17 (b) 119,28 (b) 112,81 (a) 173,22 (b) 122,93 (b) 108,38 (a)
Coculture 537,61 (a) 215,39 (a) 130,37 (a) 537,61 (a) 215,39 (a) 130,37 (a)

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de

Newman-keuls p<0,05

b. Structure de la communauté microbienne des sols : spores, propagules, bactéries

solubilisatrices du phosphate

Le tableau 7montre les analyses de variances effectuées sur le nombre de spores, de
propagules et de bactéries solubilisatrices de phosphate (PSB) sur des échantillons de sol

prélevés sous haricot et sous riz sous ’effet du systéme cultural.

Tableau 7. Influence du systéme cultural, monoculture ou coculture, sur la structure de la

communauté microbienne des sols de riz et de haricot.

Haricot Riz
Traitements
Spores NPP PSB (UFClg Spores NPP PSB (UFC/g
de sol) de sol)
Monoculture 2219 (a) 216 (a) 138 (a) 2295 (a) 113 (b) 121 (b)
Coculture 2111 (a) 320 (a) 156 (a) 2111 (a) 320 (a) 156 ()

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de
Newman-keuls p<0,05. NPP: Nombre probable de propagule; PSB: Phosphorus Solubilizing Bacteria (Bactéries
solubilisatrices du phosphate)
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Les sols sous haricot ont révélé I’absence de l’influence du systéme cultural sur la
communauté mycorhizienne (spores et propagules) et microbienne solubilisatrice de
phosphate. Par contre, sur les sols sous riz, excepté les spores, le nombre de propagules et de
flore solubilisatrice de phosphate dans les sols ont été influencés par le systéeme cultural

puisque ils ont été significativement abondants sur un traitement culture associée.
11.2. Effet de I’inoculum sur le riz et le haricot du sol fumier/TSP20 S4

11.2.1. Développement et taux de mycorhization

Les résultats sur le développement et le taux de mycorhization des plants de riz et de haricot

du sol fumier/TSP20 ont été résumés dans le tableau 8.

Tableau 8. Influence de I’inoculum sur le développement et le taux de mycorhization du riz et
de haricot du sol fumier/TSP20 S4.

Haricot Riz
Traitements Biomasse my;:rgruh);z(ﬁion Biomasse Taux <_je
totale (Q) (%) totale (g) mycorhization (%)
11 1,37 (a) 86,17 (a) 0,22 (b) 84,59 (a)
12 0,86 (b) 86,59 (a) 0,22 (b) 86,10 (a)
13 1,29 (a) 72,80 (b) 0,35 (a) 68,42 (a)

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de
Newman-keuls p<0,05. I1: inoculum de racines sous haricot ; 12 : inoculum de racines sous riz ; 13 : inoculum de racines

sous riz/haricot.

Il a été constaté que le traitement inoculum a influé significativement le développement a la
fois du riz et de haricot. La biomasse totale du riz ainsi que la biomasse du haricot ont
augmenteé en présence de I’inoculum de racines de riz/haricot (13). Les valeurs de la biomasse
totale de chaque plante sont respectivement de 1,298 g pour le haricot et 0,350g pour le riz.
Concernant le taux de mycorhization, I’infection mycorhizienne sur les racines de haricot
atteint plus de 86% avec I’inoculum riz (I2) ou I’inoculum haricot (I1). Cependant,

I’inoculation n’a pas eu d’effet sur I’infection mycorhizienne des racines de riz.
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11.2.2. Nodulation : nombre de nodules

L’estimation de la nodulation sous I’effet de 1’inoculation est représentée sur la figure 6.
L’inoculum racine a influencé significativement le nombre de nodules. L’inoculum racines de
haricot (I11) a été le plus efficace et a donné une quantité élevee de nodules sur les racines de

haricot.

8,000 -

6,000 - (b) (b) Y: nombre de nodules
> 4000 - corrigé par la transformation

Box-Cox.
2,000 -
0,000 T T 1
11 12 13
Inoculum

Figure 6. Influence de I’inoculation sur le nombre de nodules sur les racines de haricot du sol

TSP20/M20 S4.

11 : inoculum de racines sous haricot ; 12 : inoculum de racines sous riz ; 13 : inoculum de racines sous riz/haricot. Les batons
chapeautés par une méme lettre constituent un groupe statistiquement homogéne, au seuil de probabilité 0,05, selon le test de

Newman-Keuls.

11.2.3. Teneurs en azote et en phosphore

L’inoculum a agi considérablement sur les teneurs en azote et en phosphore des parties
aériennes du riz ainsi que la teneur en azote du haricot (tableau 9). Ces teneurs ont été
particulierement importantes en présence de I’inoculum de racines sous riz/haricot (I3).
Cependant, I’inoculation n’a pas eu d’effet sur la teneur en phosphore du haricot par absence

de différence significative entre le traitement inoculum.
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Tableau 9. Influence de I’inoculum sur les teneurs en azote et en phosphore des parties

aériennes de riz et de haricot du sol fumier/TSP20 S4.

Haricot Riz
Traitements
Phosphore (mg.kg™?) Azote (mg.kg™) Phosphore (mg.kg?)  Azote (mg.kg™)
11 1186,19 (a) 20061,18 (ab) 957,97 (a) 16386,03 (b)
12 1145 57 (a) 18795,35 (b) 847,53 (h) 16023,93 (b)
13 112574 (a) 21442,18 (a) 111327 (a) 19098,09 (a)

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de

Newman-keuls p<0,05. I1 : inoculum de racines sous haricot ; 12 : inoculum de racines sous riz ; 13 : inoculum de racines

sous riz/haricot
11.2.4. Propriétés microbiologiques des sols

a. Activités enzymatiques des sols : activité des phosphatases et activité microbienne
globale

Les résultats sur les activités enzymatiques des sols (phosphatases et activité microbienne

globale) sous I’effet de I’inoculum sont consignés dans le tableau 10.

Tableau 10. Influence de I’inoculum sur les activités enzymatiques des sols de riz et de

haricot.
Haricot Riz
-ni 5 p- p-
Traitements Fluorescéine P nltro_phenol p-nitrophénol Fluorescéine nitrophénol nitrophénol
Acide . ) .
(ng/h/g de (Lg/hlg de Alcaline (ng/h/g de Acide Alcaline
sol) “gsolg (ug/h/g de sol) sol) (ug/h/gde  (ug/h/g de
sol) sol)
11 403,21 (a) 153,13 (b) 122,26 (a) 358,09 (a) 124,36 (a) 119,53 (a)
12 378,45 (a) 122,85 (b) 108,14 (a) 344,48 (a) 172,77 (a) 109,33 (a)
13 442,02 (a) 226,03 (a) 134,36 (a) 363,69 (a) 210,35(a) 129,26 (a)

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de

Newman-keuls p<0,05. 11 : inoculum de racines sous haricot ; 12 : inoculum de racines sous riz ; 13 : inoculum de racines

sous riz/haricot.
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L’inoculum a influencé significativement ’activité des phosphatases acides du sol de haricot.
La quantité de p-nitrophénol produite la plus élevéee, en milieu acide du sol haricot, a été sous
I’inoculum de racines sous riz/haricot (13).

Cependant, I’activité des phosphatases acides du sol de riz ainsi que 1’activité microbienne
globale et I’activité des phosphatases alcalines des sols de riz et de haricot n’ont pas été

significativement affectées par le type d’inoculum utilisé.

b. Structure de la communauté microbienne des sols : spores, propagules, bactéries

solubilisatrices du phosphate

Les résultats sur la structure de la communauté microbienne des sols sous haricot et sous riz
ont été rapportés dans le tableau 11.

Pour les sols sous haricot, il a été noté que 1’abondance des spores est significativement liée a
la présence de I’inoculum de racines de riz (I2) dans les sols. Cependant, le traitement
inoculum n’agit pas significativement sur le nombre de propagules ainsi que celui de bactéries

solubilisatrices de phosphate.

Tableau 11. Influence de I’inoculum sur la structure de la communauté microbienne des sols

de riz et de haricot.

Haricot Riz
Traitements PSB PSB
Spores NPP (UFC/g de Spores NPP (UFC/g de
sol) sol)
11 2109 (b) 295 (a) 185 (a) 2095 (b) 251 (a) 180 (a)
12 2480 (a) 202 (a) 135 (a) 2564 (a) 157 (a) 105 (c)
13 1906 (b) 309 (a) 121 (a) 1950 (a) 242 (a) 130 (b)

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de
Newman-keuls p<0,05. I1: inoculum de racines sous haricot ; 12 : inoculum de racines sous riz ; 13 : inoculum de racines
sous riz/haricot ; NPP : Nombre probable de propagule ; PSB : Phosphorus Solubilizing Bacteria (Bactéries solubilisatrices

du phosphate).

En ce qui concerne les sols sous riz, il a été constaté un impact significatif du traitement
inoculum sur la quantité de spores et de bactéries solubilisatrices de phosphate dans les sols.
Le nombre de spores a été augmenté de 2564 spores/g de sol en présence de I’inoculum de
racines de riz (12) tandis que le nombre de bactéries solubilisatrices de phosphate a été accru

de 180 UFC/g de sol en présence de I’inoculum de racines de riz/haricot (I13). Toutefois, le
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traitement inoculum n’a pas d’effet significatif sur le nombre probable de propagules des deux

sols.

11.3. Effet de I’interaction du systéme cultural et de I’inoculum sur le riz et le haricot
du sol fumier/TSP20 S4

11.3.1. Développement et taux de mycorhization

L’effet de I’interaction des deux traitements: systéme cultural avec inoculum sur le
développement et le taux de mycorhization des plants de riz et de haricot du sol fumier/TSP20

(S4) a été résumé dans le tableau 12.

Tableau 12. Effet de I’interaction systéme cultural avec inoculum sur le développement et le

taux de mycorhization du riz et de haricot du sol fumier/TSP20 S4

Haricot Riz
Traitements Biomasse Taux de Biomasse Taux de
totale (g) myco(r(t]/; )Z ation totale (g) mycorhization (%)

Mo-I11 1,14 (a) 82,35 (ab) 0,14 (c) 78,19 (a)
Mo-12 0,44 (b) 78,19 (ab) 0,22 (bc) 88,88 (a)
Mo-13 1,45 (a) 78,94 (ab) 0,30 (b) 63,15 (a)
Co-I1 1,59 (a) 90 (a) 0,51 (a) 85 (a)
Co-I2 1,28 (a) 95 (a) 0,21 (bc) 83,33 (a)
Co-I3 1,14 (a) 66,66 (b) 0,18 (bc) 73,68 (a)

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de
Newman-keuls p<0,05. Mo : monoculture ; Co : coculture ; 11 : inoculum de racines sous haricot ; 12 : inoculum de racines

sous riz ; 13 : inoculum de racines sous riz/haricot

L’interaction des deux traitements agit significativement sur le développement des plants de
riz et de haricot ainsi que sur I’infection mycorhizienne des plants de haricot. En ce qui
concerne la biomasse totale des plants de haricot et de riz, les valeurs sont relativement faibles
sur les traitements systeme monocultural avec inoculum de racines sous riz (Mo-12) et
systeme monocultural avec inoculum de racines sous haricot (Mo-11). Toutefois, la

combinaison du systeme de culture associée avec inoculum de racines sous haricot (Co-11)
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augmente la biomasse totale de haricot et de riz ainsi que le taux de mycorhization des plants
de haricot.

Le taux de mycorhization des plants de riz n’a pas ¢été affecté par 1’interaction des deux
traitements. D’ailleurs, le coefficient de détermination R? par lequel la variable taux de
mycorhization est expliqué par les traitements : systéme cultural avec inoculum est faible (soit
0,34). Ce qui signifie que la variable taux de mycorhization est en grande partie expliquée par
le sol fumier/TSP20 (S4) utilisé.

11.3.2. Nodulation : nombre de nodules

La figure 7 montre I’effet de I’interaction des traitements : systeme cultural avec inoculum sur
le nombre de nodules.

Il a été constaté que le traitement systéme monocultural avec inoculum de racines de haricot
(Mo-I1) a entrainé une augmentation significative du nombre de nodules sur les racines de la

Iégumineuse.

9,000 + (a)
8,000 -
7,000 -

6,000 -
corrigé par la transformation

(b)
5,000 -
5 5 (b)
4,000 - (b) Box-Cox.
3,000 -
2,000 A
1,000 -

0,000

(ab)
(ab) Y: nombre de nodules

Mo-I11  Mo-12 Mo-13 Co-I11  Co-12  Co-I3
Systeme cultural*Inoculation

Figure 7. Effet de I’interaction systéme cultural avec inoculum sur le nombre de nodules sur
les racines de haricot du sol TSP20/M20 S4.

Mo : monoculture ; Co : coculture ; 11 : inoculum de racines sous haricot ; 12 : inoculum de racines sous riz ; 13 : inoculum
de racines sous riz/haricot. Les batons chapeautés par une méme lettre constituent un groupe statistiquement homogene, au

seuil de probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls

11.3.3. Teneurs en azote et en phosphore

D’apres le tableau 13, les teneurs en éléments minéraux des parties aériennes des plants de

haricot n’ont pas été influencées par les traitements : systéme cultural avec inoculum par
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I’absence de différence significative entre les modalités et le coefficient de détermination R

qui est de moins 0,5.

Tableau 13. Influence de I’interaction systéme cultural avec inoculum sur les teneurs en azote

et en phosphore des parties aériennes de riz et de haricot du sol fumier/TSP20 S4

Haricot Riz
Traitements Phosphore Azote Phosphore Azote
(mg-kg™) (mg-kg™) (mg.kg™) (mg.kg™)
Mo-11 1197,64 (a) 20845,04 (a) 724,56 (c) 16505,18 (b)
Mo-12 1241,40 (a) 18915,55 (a) 828,77 (bc) 16384,69 (b)
Mo-I3 1306,06 (a) 21920,06 (a) 797,51 (bc) 17714,43 (b)
Co-11 1174,74 (a) 19277,32 (a) 1191,39 (ab) 16266,88 (b)
Co-I2 1010,08 (a) 18675,15 (a) 866,28 (bc) 15663,17 (b)
Co-13 985,07 (a) 20964,31 (a) 1429,03 (a) 20481,74 (a)

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de
Newman-keuls p<0,05. Mo : monoculture ; Co : coculture ; 11 : inoculum de racines sous haricot ; 12 : inoculum de racines

sous riz ; 13 : inoculum de racines sous riz/haricot

Par ailleurs, les teneurs en éléments nutritifs des parties aériennes des plants de riz ont été
significativement affectées par les traitements : systeme cultural avec inoculum. D’ailleurs le
pourcentage de R? & plus de 65%, permet d’affirmer que les variables teneurs en éléments
nutritifs sont expliquées par le traitement systeme cultural, le traitement inoculum et leur
interaction. De plus, Il a été trouvé que la combinaison de systeme de culture associée avec
inoculation de racines sous riz/haricot (Co-13) a significativement amélioré les teneurs en
azote et en phosphore des plants de riz, soit : P= 1429,032 mg.kg™ et N= 20481,741 mg.kg™).

11.3.4. Propriétés microbiologiques des sols

a. Activités enzymatiques des sols : activité des phosphatases et activité microbienne

globale

Contrairement a I’activité des phosphatases alcalines des sols des deux plantes (avec R?<0,26)
sur le tableau 14, I’activité microbienne globale ainsi que 1’activité des phosphatases acides
des sols de riz et de haricot sont fortement influencées par I’interaction du systeme cultural -
inoculum (avec R?>0,7).
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Tableau 14. Effet de I’interaction systéme cultural avec inoculum sur les activités

enzymatiques des sols de riz et de haricot

Haricot Riz
- - . . - - -nitrophénol
Traitements Fluoresceine nitroghénol p-nitrophénol Fluorescéine nitroBhénoI P alcarl)ine
(ug/h/g de . alcaline (ng/h/g de .
acide (ng/h/g acide (ug/h/g  (ug/h/g de
sol) de sol) (ng/h/g de sol) sol) de sol) sol)
Mo-11 264,28 (b) 132,93 (bc) 107,43 (a) 174,04 (b) 75,39 (b) 101,97 (a)
Mo-12 239,20 (b) 64,12 (c) 101,49 (a) 171,27 (b) 163,96 (ab) 103,97 (a)
Mo-13 331,03 (b) 160,79 (b) 129,50 (a) 174,36 (b) 129,44 (b) 119,29 (a)
Co-11 542,14 (a) 173,33 (b) 137,09 (a) 542,14 (a) 173,33 (ab) 137,09 (a)
Co-12 517,69 (a) 181,58 (b) 114,78 (a) 517,69 (a) 181,58 (ab) 114,78 (a)
Co-13 553,01 (a) 291,27 (a) 139,23 (a) 553,01 (a) 291,27 (a) 139,23 (a)

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de
Newman-keuls p<0,05. I1: inoculum de racines sous haricot ; 12 : inoculum de racines sous riz ; 13 : inoculum de racines

sous riz/haricot

La combinaison de systeme de culture associée avec I’inoculation de racines sous riz/haricot
(Co-13) a été favorable a I’activité enzymatique des sols. Pour le sol sous haricot associé au
riz avec inoculation de racines sous riz/haricot (traitement Co-13), les valeurs sur les produits
des activités enzymatiques du sol ont été: fluorescéine= 553,01ug/h/g de sol et p-
nitrophénol,ige= 291,271pg/h/g de sol. Dans le cas du sol sous riz associé au haricot avec
inoculation de racines sous riz/haricot (traitement Co-13): fluorescéine produite=
553,01ug/h/g de sol et p-nitrophénolycige produit= 291,271ug/h/g de sol, p-nitrophénolycaiine

produit= 139,232ug/h/g de sol.

b. Structure de la communauté microbienne des sols : spores, propagules, bactéries
solubilisatrices de phosphate

Le tableau 15 résume I’effet de I’interaction des deux traitements systeme cultural et
inoculum sur la communauté microbienne des sols sous riz et sous haricot.
Concernant les sols de haricot, la communauté mycorhizienne (spores et propagules) n’a pas
été influencée par le traitement systeme cultural avec inoculum. En effet, il n’y a pas de
différence significative sur la communauté mycorhizienne (spores et propagules).
Néanmoins, I’interaction du traitement systéme cultural avec inoculum agit significativement

sur la communauté bactérienne solubilisatrice de phosphate du sol. L’abondance de bactéries
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solubilisatrices de phosphate a été remarquée dans les sols sur le traitement systeme en
monoculture - inoculum de racines sous haricot (Mo-11) avec PSB= 163 UFC/g de sol.

Tableau 15. Effet de Il’interaction systéme cultural avec inoculum sur la communauté

microbienne des sols sous riz et sous haricot

_ Haricot Riz
Traitements Spores NPP psge(;li)c/g Spores NPP PSIze(;JOIi)C/g

Mo-11 2199 (3) 217 (3) 163 (a) 2171 (bc) 131 (a) 157 (b)
Mo-I12 2484 (a) 186 (a) 135 (bc) 2652 (a) 97 (a) 105 (c)
Mo-I3 1974 (a) 246 (a) 115 (c) 2062 (bc) 112 (a) 102 (c)
Co-I1 2019 (a) 372(a) 203 (b) 2019 (bc) 372 (a) 203 (a)
Co-I2 2477 (a) 217 (a) 108 (c) 2477 (ab) 217 (a) 108 (c)
Co-I3 1838(a) 372 (a) 156 (b) 1838(c) 372 (a) 156 (b)

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de
Newman-keuls p<0,05. NPP: Nombre probable de propagule; PSB : Phosphorus Solubilizing Bacteria (Bactéries
solubilisatrices du phosphate)

A propos des sols de riz, hormis le nombre probable de propagules, la quantité de spores et de
flore solubilisatrice de phosphate a été significativement influencée par I’interaction du
traitement systéme cultural avec inoculum. D’une part, I’interaction du traitement systéme en
monoculture avec inoculum racines de riz (Mo-12) a accru significativement la quantité de
spores dans les sols. D’autre part, ’interaction du traitement Systéme en culture associée avec
inoculum racines de haricot (Co-11) est essentiellement favorable au développement de

bactéries solubilisatrices de phosphate dans les sols.

Brievement, ’interaction du systéme cultural associatif et de 1’inoculation peut affecter
positivement le rendement du riz pluvial. D’ailleurs, la bonne combinaison pour la croissance
est le systeme en culture associée avec inoculum racines de haricot (Co-11). Concernant les
teneurs en éléments nutritifs, il a été constaté que 1’application combinée de la coculture avec
I’inoculation de racines de riz/haricot (Co-13) constitue le traitement adéquat pour
I’amélioration des teneurs en azote et en phosphore dans les parties aériennes de riz.

Finalement, les activités enzymatiques importantes sur les sols sous 1’effet de la coculture et
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de I’inoculation présentant de racines de haricot (Co-I11 ou Co-13) permettent de déduire que
ces deux traitements combinés sont efficaces pour la gestion de la fertilité du sol.
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Cette ¢étude est impliquée dans 1’amélioration du rendement de production du riz pluvial et
dans I’utilisation limitée de fertilisants chimiques pour la gestion de la fertilité du sol. Elle se
propose de comprendre le partage du phosphore et de 1’azote entre deux espéces vegétales le
haricot et le riz dans un systéme cultural associé, combiné a une inoculation rhizobienne et/ou
fongique sur des sols a résidus de fertilisants phosphatés. Par ailleurs, les suivis de la

croissance des plantes ainsi que des propriétés microbiologiques des sols ont été évoqués.

Influence du sol fumier (M20)/ TripleSupePphosphate (TSP20) (S4) sur la culture de haricot
et de riz

Les ACP ont révélé I’affinité du développement des plantes avec le sol fumier (S3) et le sol
fumier (M20)/ TripleSuperPhosphate (TSP20) (S4). Une similitude a été confirmée par les
travaux de Rakotoson (2009) ou les traitements mixtes (TSP et fumier) et de fumier seul
équivalant a un apport de 30kg P/ha ont donné une augmentation significative de la biomasse
végétale au niveau de la culture. Pichot et al. (1973) et Raharinosy (1983) ajoutent méme que
le fumier seul a forte dose augmente le rendement, mais ne permet pas d’entretenir la fertilité
phosphaté du sol, et que la combinaison du fumier et des engrais minéraux a des doses
moyennes permettent d’obtenir des rendements plus optimaux.

Ces résultats ont également montré 1’importance d’un amendement en phosphore a la fois
organique et minérale du sol sur la nodulation, qui est corrélée avec I’acquisition de 1’azote.
D’aprés Shu-Jie et al. (2007), la fertilisation phosphatée sur les especes de légumineuses
entraine une augmentation de 1’activité de la nitrogénase des nodules et de I’accumulation de
I’azote dans les plantes. Ce qui signifie que la fixation de 1’azote atmosphérique par les
microorganismes néecessite de 1’énergie, sous forme d’ATP par le phosphore apporté par le
triple superphosphate, mais aussi de matieres organiques a travers le fumier qui est un intrant
riche en carbone organique. A son tour les Légumineuses procurent la fertilisation azotée
nécessaire a laquelle dépendent les Graminées. Sur I’apport de I’azote par les nodules,
Peoples et Herridge (1990) constatent méme que la décomposition des nodosités peut apporter

3 440kg de N ha™ sur la culture selon les espéces étudiées.
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Coexistence entre deux espéces végétales : cas riz-haricot et partage des éléments nutritifs
Les résultats obtenus sur les teneurs en éléments minéraux des parties aériennes des plantes
ont montré particulierement une meilleure acquisition de 1’azote et du phosphore pour le riz
en association que pour le haricot avec le méme systeme cultural. En effet, au sein d’une
association culturale, I’aptitude a absorber les éléments nutritifs différe d’une plante a une
autre due a la différence morphologique des racines et a la capacité des échanges cationiques
des plantes (Eskandiri & Ghanbari, 2010). D’autant plus que les légumineuses sont moins
compétitrices particulierement pour le phosphore lorsqu’elles sont associées avec des céréales
(Martin & Snaydon, 1982 ; Francis, 1989).

De leur c6té, Eskandiri & Ghanbari (2010) n’ont trouvé aucune influence significative de la
culture mixte sur le haricot alors que les teneurs en azote et en phosphore du blé ont
significativement augmenté sur culture mixte. De plus, Hisinger et al. (2011) confirment que
les céréales sont avantageuses dans I’acquisition de 1’azote ainsi que du phosphore due a une
croissance developpée de leur racine.

Néanmoins, dans la littérature, au sujet de la distribution de 1’azote et du phosphore dans les
plantes au sein d’une association culturale, certains auteurs ont trouvé une augmentation a la
fois de la teneur des éléments nutritifs dans les matériaux végétaux de deux espéces en

association (légumineuse-céréale) (Kolklar et al., 2013).

Caractéristiques microbiologiques des racines et impact de ['inoculation racines du sol
D’aprés les résultats, les inoculations par des racines sous haricot (I11) et sous riz/haricot (13)
ont amélioré la croissance des plantes. La présence d’une diversité de microorganismes au
niveau de la racine justifie cette réponse de I’inoculation. Nombreuses sont les études qui ont
abouti & I’identification des microorganismes de rhizobactéries tels que le groupe des
Protéobactéries et des Endobactéries (Sun et al., 2008 ; Joshi et Bhatt, 2011 ; Pereira et al.,
2011) ainsi que des mycorhizes a arbuscules et a vésicules (Youpensuk et Yimyam, 2005 ;
Scheublin et Van Der Heijden, 2006 ; Malina Singha et Sharma, 2013) qui colonisent les
racines des Iégumineuses et des céréales.

D’une part, les bactéries présentes sur les racines « rhizobactéries » sont désignées comme
bénéfiques a la croissance des plantes et représentent les Plant Growth Promoting
Rhizobacteria (PGPR). Des auteurs ont démontré la capacité des rhizobactéries a stimuler la
croissance de la plante suite a la colonisation des racines de la plante (Kloepper et Schroth
1978 ; Kloepper et al., 1989 ; Cleyet-Marcel et al., 2001). D’autre part, Artursson et al.
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(2006) ont rapporté 1’interaction entre mycorhizes a arbuscules et a vésicules et rhizobactéries
et leur potentialité dans la stimulation de la croissance de la plante.

Pour le sol sous la culture de riz, il a été constaté que la flore microbienne solubilisatrice de
phosphate, la teneur en phosphore dans les plants de riz ainsi que 1’activité des phosphatases
acides ont été affectées par 1’inoculum de racines sous haricot ou de racines sous riz/haricot.
En effet, le phosphate inorganique disponible pour la plante est libéré grace aux bactéries
solubilisatrices de phosphate qui secrétent des phosphatases (Smith & Read, 1997).

Par ailleurs, I’absorption par les plantes des nutriments dans le sol, spécialement les éléments
insolubles comme par exemple le phosphore a été facilitée par les mycorhizes (Smith et al.
2003, 2004 ; Li et al., 2006).

Finalement, il a été montré que I’effet de I’inoculum de racines de riz est moins efficace que
I’inoculum de racines de haricot (I11) et de riz/haricot (I13). En effet, la composition de la
communauté microbienne de la zone racinaire dépend du type de la racine, de 1’espéce de

plante, de 1’age de la plante ainsi que du type de sol (Campbell ,1985).

Interaction systeme cultural associatif — inoculation

Les résultats obtenus ont montré qu’il existe un effet positif de I’interaction systéme de
culture associée avec inoculum racines de haricot ou de racines de riz/haricot par amélioration
de la croissance ainsi que des teneurs en éléments minéraux particulierement du riz.
D’ailleurs, la combinaison tripartite mycorhize-bactéries fixatrices d’azote-légumineuse dans
un systéeme de culture associée a été discutée par plusieurs auteurs (Legberg & Koide, 2005 ;
Li et al., 2005 ; Teng et al., 2010 ; Bhattacharjee & Sharma, 2012 ; Musa et al., 2012 ;
Kolklar et al., 2013).

Dans le cas de I’acquisition des éléments minéraux, méme si le taux en azote du haricot a été
Iégerement réduit par compétitivité en association culturale, celui du riz a donné un excellent
rendement en azote, on peut ainsi confirmer le role des légumineuses et la fixation
symbiotique par les rhizobactéries du type des bactéries fixatrices d’azote dans le systéme
I[égumineuse-graminée ou il y a possibilité de transfert de 1’azote d’une plante a une autre
apres stimulation des légumineuses dans la fixation de 1’azote (He et al., 2003; Shen et al.,
2004). De plus, selon Zheng & Song (2000) les mycorhizes a arbuscules et a vésicules
cooperent avec les bactéries fixatrices d’azote des légumineuses en affectant la nodulation.
Par conséquent, il y aura un effet sur I’acquisition de I’azote. Finalement, dans une association
culturale, la symbiose mycorhizienne transfére des éléments nutritifs comme 1’azote entre les

plantes via les réseaux d’hyphe (Johansen & Jensen, 1996).
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Effet « compétition »

La coexistence des plantes a amélioré significativement le développement de haricot, celle-ci
n’a pas eu d’effet sur le développement du riz par compétition. Nos résultats corroborent ceux
obtenus par Ogutu et al. (2012) qui soutiennent I’existence de compétition entre deux espéeces
en association, toutefois il a observé une diminution de la biomasse séche du riz et une
augmentation de la croissance en biomasse de la Iégumineuse. La diminution de la croissance
de I’'une des plantes en coexistence est due a la compétition entre les espéces végétales pour
des éléments qui ont des effets positifs sur la croissance de la plante tels que ’espace, la
lumiére, les éléments nutritifs, la matiére organique ou I’oxygene, selon Trenbath, 1976.

Par ailleurs, la compétition entre les plantes dépend du type d’espéces concernées dans
I’association; mais de plus, de plusieurs facteurs dont les conditions environnementales ou
encore les propriétés microbiologiques du sol.

Nos résultats ont également révélé que, en méme temps que ’effet de compétition, la
coexistence des deux plantes a facilité 1’augmentation des activités microbiennes du sol. Dans
certaines littératures, des auteurs soutiennent que I’effet de compétition peut coexister en

méme temps avec ’effet de facilitation (Geno & Geno, 2001 ; Zhang & Li, 2002).

Propriétés microbiologiques des sols et qualité du sol

L’engrais fumier (S3) ou fumier/TSP20 (S4) qui a été présent dans le sol est lié positivement
a la présence de communauté microbienne ainsi que les activités microbiennes des sols. En
effet, certains auteurs expliquent que les activités de la biomasse microbienne peuvent
augmenter apres addition de source d’énergie telle que des amendements organiques (Bolton
etal., 1985 ; Goyal et al.,1993 ; Hoflich et al., 2000).

Quant a la prolifération des mycorhizes a arbuscules et a vésicules, Harinikumar et al (1990)
démontrent que dans les sols tropicaux 1’application de matiéres organiques soit sous la forme
de fumier ou de compost stimule la prolifération de mycorhizes a arbuscules et a vésicules.

Le sol a fumier (S3) et a fumier/TSP20 (S4) sont également corrélés a la formation de nodules
sur le haricot d’apres les résultats obtenus. Shu-Jie et al. (2007) confirment cette influence, et
expliquent que la fertilisation phosphatée sur les especes de légumineuses entraine une
augmentation de I’activité de la nitrogénase, des nodules en nombre et en masse, puis
I’accumulation de 1’azote dans les plantes. Puisque la fixation de I’azote atmosphérique par
les microorganismes nécessite de 1’énergie sous forme d’ATP mais aussi de matiéres
organiques ; le fumier (apport en matiére organique) et le triple superphosphate (apport en

phosphore) leur fournissent ces substrats nécessaires dans le processus de fixation.
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Des études ont déja montré les variations significatives de la communauté microbienne dans
la rhizosphére des espéces de plante en association par rapport en culture séparée (Song et al.,
2007 ; Wang et al., 2007 ; Li et al., 2010). De plus, Wang et al. (2007) expliquent que dans
un systéeme associatif, les mélanges de racines entrainent une plus large communauté
microbienne gréce a la mixture des communautés respectives de chacun des deux espéces.
Cette zone de mélange racinaire est plus riche en composés organiques qui sont issus des
exsudats racinaires et rhizodépots en quantité également importante. Hartmann et al. (2009) et
Dennis et al. (2010) confirment ainsi que les quantités des exsudats racinaires et rhizodepots
influent considérablement sur la diversité de la communauté microbienne et de leur activité.
Ces faits démontrent 1’importance de l’abondance de la communauté et des activités
microbiennes dansles sols étudiés sous la culture associative.

Selon, Barea et al., 2005, la qualité biologique du sol fait référence a 1’abondance, a la

diversité et a I’activité des organismes vivants qu’il abrite.
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Conclusion et perspectives

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En guise de conclusion, le choix d’une culture associative entre le riz et le haricot, la facilité
de la technique d’inoculation par 1’utilisation de simples racines, et 1’utilisation limitée de
fertilisants chimiques mais en présence a la fois des fertilisants phosphatés minérales et des
fertilisants organiques a des doses optimales dans les sols peuvent constituer des facteurs
d’amélioration du rendement du riz pluvial. Dans cette étude, il a été révélé que les teneurs en
éléments minéraux dans les parties aériennes du riz pluvial ont été affectées positivement par
la culture associée du riz avec le haricot mais également par 1’inoculum en présence de
racines de haricot. De plus, I’implication des microorganismes du sol (rhizobactéries et
endomycorhizes) ainsi que I’interaction du tripartite endomycorhize a arbuscules- bactéries
fixatrices d’azote- légumineuse dans le mécanisme de la coexistence végétale, montrent
particulierement de bonnes croissance et acquisition ainsi qu’un meilleur partage des éléments
nutritifs des plants de riz. Il a été aussi démontré que les sols, sous le systeme de culture
associative, permettent de maintenir la fertilité des sols qui correspondent a I’abondance de la
communauté et des activités microbiennes des sols. Les résultats ainsi obtenus ont permis de
vérifier les hypothéses émises.
A T’issue de cette ¢tude, différentes voies de recherches peuvent étre exploitées d’autant plus
que la filiere «riz », pour I’amélioration de sa production, constitue un domaine en
perpétuelle recherche a Madagascar. Ainsi, les aspects suivants peuvent étre considéres :
¢ Evaluer les caractéristiques physico-chimiques des sols.
¢+ Evaluer les rendements en grains et en gousses.
%+ Améliorer simultanément les rendements des deux espéces en association culturale.
% Considérer plusieurs types d’association culturale moins compétitive et plus
complémentaire entre les especes.
% Caractériser les especes de champignons endomycorhizes et bactéries fixatrices
d’azote les plus performantes.
<+ Effectuer une application a grande échelle de culture associée riz-pluvial légumineuse
en présence de symbiotes fongiques et rhizobiens
s Effectuer des études approfondies de 1’effet de ce type de technique sur la gestion de

la fertilité du sol et sur les impacts environnementaux.
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Annexe 1. Caractéristiques du site expérimental de Lazaina Avaradrano (2012).

Le dispositif expérimental a été mis en place dans le Fokontany de Mahatsinjo a 3 km de
Lazaina (18°46°53.56°S; 47°32°05.03’E, altitude 1290 m), Commune Rurale
d’Ambohimanga Rova, Région Analamanga, a environ 12 km au Nord d’Antananarivo. Les
sols présentent un caractére ferralitique. Le terrain sur lequel le dispositif a été installé
appartient a la Société Vohitra Environnement. Avant la mise en place du premier essai, en
2006, le sol était en défriche depuis plus de dix ans avec une végétation composée
essentiellement de « bozaka » dont Aristida sp (Poaceae).

Le climat du site est du type tropical d’altitude avec une pluviométrie annuelle de 1300 mm et
des temperatures annuelles allant de 15 a 23°C. Les caractéristiques physicochimiques du sol
du site avant la mise en place de la premiere expérimentation en 2006 sont données dans le
tableau ci-dessous.

Tableau sur les caractéristiques physico-chimiques du sol du site d’expérimentation

avant la mise en place du premier essai en 2006. (Source : Rasoamaharo, 2008)

Teneur en phosphore Teneur en azote Pourcentage

total total d’argile pH eau

200mg P Kg ™ 1mgNKg™ 26 % 5,4

Annexe 2. Les solutions utilisées dans les déterminations des activités enzymatiques du sol
1- Tampon Mac llvain (citrate phosphate Buffer)
a- Solution Aa0,1M
C’est une solution d’acide citrique de 19,21g/litre d’eau distillée.
b- Solution B a 0,2M
53,65g de Na,HPO, ,7H,0 (dibasic sodium phosphate) ou 71,7g de Na,HPO,412H,0
sont dissouts dans 1 litre d’eau déminéralisée.
Pour préparer le tampon proprement dit au pH recommandé, il faut le mélange des

deux solutions A et B selon le tableau ci-dessous :
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A(X) B(Y) pH
44,6 5.4 2,6
42,2 7.8 2.8
39,8 10,2 3
37,7 12,3 3.2
35,9 141 34
33,9 16,1 36
32,3 17,7 38
30,7 19,3 4
29,4 20,6 42
27,8 22,2 4.4
26,7 233 46
25,2 24,8 48
24,3 257 5
23,3 26,7 5.2
22,2 27,8 5.4
21 29 5.6
19,7 30,3 58
17,9 32,1 6
16,9 33,1 6,2
15,4 34,6 6,4
13,6 36,4 6,6
9,1 40,9 6.8
6,5 43,6 7

2- Solution tampon potassium phosphate
8,79 de K,;HPQO, et 1,3g de KH,PO, sont dissouts dans 800ml d’eau distillée. Le pH de la
solution est ensuite mesuré et ajusté a 7,6 a I’aide de la soude et le tout est enfin complété a 1

litre. La solution est soit utilisée directement, sinon elle est conservée a 4°C.
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Annexe 3. Calcul du Nombre Probable de Propagules mycorhiziens (méthode NPP) décrite
par Porter (1979).
Le nombre probable de propagules fongiques (NPP) contenu dans le pot sans dilution est

donné:

Log,oNPP = xloga — K

Ou a est le facteur de dilution soit 4 dans notre cas.

Donc Log,oNPP = 0.60206x — K

x représente le niveau fertile moyen

x= nombre total de plants mycorhizés/ nombre de culture pour chaque dilution.

(x= nombre total de plants mycorhizés/ 5)

La valeur de K doit étre lue dans la table proposée par W.L Stevens (Fischer & Yates,
1963):

Nombre de dilution

X 4 5 6 ou plus y 4 5 6 ou plus
0.4 0.704 0.706 0.0707 35 0.55
0.6 0.615 0.617 0.618 3 0.548
0.8 0.573 0.576 0.577 2.5 0.545 0.545

1 0.555 0.558 0.559 2 0.537 0.537 0.537
15 0.545 0.551 0.553 1.5 0.522 0.522 0.522

2 0.573 0.548 0.551 1 0.488 0.488 0.488
2.5 0.545 0.552 0.8 0.464 0.464 0.464

0.552* 0.6 0.431 0.431 0.431
0.4 0.375 0.375 0.375

La valeur de K est déterminée en entrant dans la table avec x ou y.
y représente le niveau stérile moyen => y= nombre de niveau de dilution-x
soit dans notre cas: y=6-x
La valeur moyenne de la variance de Log,,NPP est (1/n) log2 loga
Ou n est le nombre de répétition pour chaque dilution.
Soit pour un facteur de dilution de 4 et pour 6 dilutions réalisees:
Variance (Log,,NPP)=0.091/5=0.0182
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Annexe 4. Composition du milieu TCP (Tricalcium orthophosphate)

NH,CI 5¢
NaCl 1lg
MgSO, lg
Caz(PO,), 49
Glucose 10¢g
Agar 209
Eau distillée 1000 ml
pH 7,2
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Annexe 5. Résultats sur les caractéristiques en couleur et en taille des spores sur les sols a
témoin et a TSP20/M20 de riz et de haricot avec ou sans la coculture

11: inoculum sous haricot; 12: inoculum sous riz; 13: inoculum mixte (sous riz et haricot) ; S1: sol sans fertilisant (témoin); S4: sol a
TSP20/M20.

. Couleur de Taille de spore
Origine des sols Inoculum Type de sols

spore 200 pum 100 pm 80 um 50 um

Claires 3 67 113 58

S1 Brunes 5 88 276 167

1 Noires 9 133 869 488

Claires 0 18 99 56

S4 Brunes 3 68 322 129

Noires 7 152 642 703

Claires 6 24 94 171

S1 Brunes 3 72 342 236

Sol sous Haricot 2 Noi.res 11 180 808 595

Claires 4 26 75 108

S4 Brunes 3 58 414 282

Noires 9 213 660 632

Claires 2 68 172 62

S1 Brunes 5 112 276 284

3 Noires 12 91 596 568

Claires 1 57 77 71

S4 Brunes 3 46 186 214

Noires 4 116 722 522

Claires 2 20 120 20

S1 Brunes 7 48 276 176

Noires 7 192 765 660

" Claires 5 16 107 48

S4 Brunes 2 42 156 164

Noires 8 176 780 668

Claires 7 92 54 156

S1 Brunes 14 310 570 128

Sol sous Riz 2 Noi-res 6 232 568 712

Claires 6 64 131 124

S4 Brunes 7 120 292 222

Noires 7 244 713 722

Claires 4 76 176 176

S1 Brunes 7 204 356 248

Noires 4 172 820 644

13 Claires 5 47 103 118

S4 Brunes 8 148 432 283

Noires 4 159 598 572

Claires 2 68 172 62

Sol sous Riz-Haricot 11 51 Bru-nes > 112 276 284

Noires 12 91 596 568

S4 Claires 1 57 77 71

Vi




Annexes

Brunes 3 46 186 214

Noires 4 116 722 522

Claires 4 76 176 176

12 S1 Brunes 7 204 356 248
Noires 4 172 820 644

Claires 5 47 103 118

12 S4 Brunes 8 148 432 283
Noires 4 159 598 572

Claires 2 72 84 32

Sol sous Riz-Haricot S1 Brunes 4 56 222 192
Noires 6 96 972 344

13 Claires 1 32 108 70
S4 Brunes 6 36 258 242

Noires 4 68 660 353

Comparaison des couleurs de spores entre le sol cultivé par du haricot seul (SI) ou en

coculture (SIHI).

Couleur des spores

Inoculum Sol de culture Fertilisant Claire Brune Noire
S| S1 241 a 536 abcd 1499 hi
1 S4 173 a 522 abcd 1504 hi
Sill S1 302 a 681 bcde 1266 gh
S4 206 a 449 abc 1364 hij
S| S1 295 a 653 bcde 1594 hi
12 S4 213 a 757 cde 1514 hi
Sl S1 432 abc 815 de 1640 i
S4 273 a 871 ef 1333hij
S| S1 225 a 242 a 1561 hi
3 S4 230 a 336 ab 1408 hi
st S1 190 a 474 abc 1418 hi
S4 211 a 542 abcd 1085 fg

Les données sur les colonnes et lignes suivies par les mémes lettres ne présentent pas de différence significative au seuil de 5% selon le test
de Newman-keuls.11: inoculum sous haricot; 12: inoculum sous riz; 13: inoculum mixte (sous riz et haricot) ; S1: sol sans fertilisant (témoin);
S4: sol a TSP20/M20.

vii
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Comparaison des couleurs de spores entre le sol cultivé par du riz seul (SII) ou en coculture
(SI).

Couleur des spores

Inoculum Sol de culture Fertilisant Claire Brune Noire
SIl S1 162 a 507 abcd 1624 jk

1 S4 176 a 364 abc 1632 jk
SN S1 302 ab 681 de 1266 hi

S4 206 ab 449 abcd 1364 ij
SI| S1 309 ab 1022 fg 1518 ijk

12 S4 325 abc 641 cde 1686 _k
SN S1 432 abcd 815 ef 1640 jk

S4 273 ab 871 efg 1333 ij

SI| S1 224 ab 356 abc 1578 jk

3 S4 259 ab 453 abcd 1350_@j
SN S1 190 ab 474 abcd 1418 ijk

S4 211 ab 542 bed 1085 gh

Les données sur les colonnes et lignes suivies par les mémes lettres ne présentent pas de différence significative au seuil de 5% selon le test
de Newman-keuls.11: inoculum sous haricot; 12: inoculum sous riz; 13: inoculum mixte (sous riz et haricot) ; S1: sol sans fertilisant (témoin);
S4: sol a TSP20/M20.

Comparaison des tailles de spores entre le sol cultivé par du haricot seul (SI) ou en coculture
(SHI).

Taille des spores (um)

Inoculum  Sol de culture  Fertilisant 200 ym 100 ym 80 pm 50 ym
S| S1 17 a 288 abc 1258 kim 713 fgh
1 S4 10a 238 abc 1063 ijkl 888ghij
S| S1 20a 271 abc 1044 ijki 914 ghij
S4 8a 219 abc 985 hijkl 807 fghi
S| S1 20a 276 abc 1244 KIm 1002 hijkl
2 S4 16 a 297 abc 1149 jklm 1022 ijkl
S| S1 15a 452 cde 1352 m 1068 ijkI
S4 12 a 354 bed 1133 jklm 973 hijkl
S| S1 17 a 176 abc 960 hijk 880 ghij
3 S4 12a 146 ab 1026 ijkl 790 fghi
SN S1 12a 224 abc 1278 Im 568 def
S4 11a 136 ab 1026 ijkl 665 efg

Les données sur les colonnes et lignes suivies par les mémes lettres ne présentent pas de différence significative au seuil de 5% selon le test
de Newman-keuls.11: inoculum sous haricot; 12: inoculum sous riz; 13: inoculum mixte (sous riz et haricot) ; S1: sol sans fertilisant (témoin);
S4: sol a TSP20/M20.
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Comparaison des tailles de spores entre le sol cultivé par du riz seul (SIl) ou en coculture
(SI).

Taille des spores (um)

Inoculum  Sol de culture  Fertilisant 200 100 80 50
SII S1 16 a 260 abc 1161 jkim 856 ghi
1 S4 15a 234 abc 1043 hijk 880 ghi
Sil| S1 20 a 271 abc 1044 hijk 914 ghij
S4 8a 219 abc 985 hijk 807 fgh
SII S1 27 a 634 efg 1192 kim 996 hijk
2 S4 20 a 428 bcde 1136 jkim 1068 hijkl
S| S1 15a 452 cde 1352 m 1068 hijkl
S4 17 a 354 bed 1133 jklm 973 hijk
SI| S1 18 a 232 abc 1248 Im 660 efg
3 S4 9a 176 abc 1197 klm 680 efg
SIl| S1 1la 224 abc 1278 Im 568 def
S4 12a 136 ab 1026 hijk 665 efg

Les données sur les colonnes et lignes suivies par les mémes lettres ne présentent pas de différence significative au seuil de 5% selon le test
de Newman-keuls.

11: inoculum sous haricot; 12: inoculum sous riz; 13: inoculum mixte (sous riz et haricot) ; S1: sol sans fertilisant (témoin); S4: sol a
TSP20/M20.



RESUME

Partage des éléments nutritifs entre deux especes végétales par ’intermédiaire des
symbiotes fongiques et rhizobiens dans un systeme de culture riz pluvial-haricot sur les

Hautes Terres malgaches

Dans I’amélioration du rendement de riz pluvial et de la fertilité du sol, une expérimentation
sur des cultures de riz pluvial (Oryza sativa) et de haricot (Phaseolus vulgaris) seules ou en
association, sur des sols contenant peu ou pas de fertilisants phosphatés et sous 1’effet de
symbiotes mycorhiziens et/ou rhizobiens a été conduite en serre. Les inocula mycorhiziens
et/ou rhizobiens sont directement issus de racines de riz et/ou de haricot. Par la suite, une
étude a été portée sur I’évaluation des teneurs en azote et en phosphore dans les parties
aériennes de chaque espéce de plantes. Par ailleurs, le développement des plantes ainsi que le
fonctionnement des microorganismes telluriques ont été mesurés.

Les résultats ont révélé I’influence positive de 1’association culturale et de I’inoculation de
racines sur le rendement du riz pluvial par I’amélioration de la croissance et des teneurs en
¢léments minéraux de la plante. En effet, 1’association culturale a augmenté de 3,5% et de
48% les teneurs en azote et en phosphore du riz comparée a la monoculture. En présence
d’inoculum racines mixtes de riz et de haricot, la croissance du riz a augmenté
considérablement et la biomasse seche a atteint 0,350g. De méme, des teneurs élevées en
azote N= 19098 mg kg™et en phosphore P= 1113 mg kg ont été obtenues en présence de
I’inoculum racines mixtes de riz et de haricot. Par ailleurs, 1’interaction inoculation de racines
avec la coculture a des effets positifs sur la croissance de la plante et les teneurs en éléments
nutritifs. D’une part, la biomasse seche du riz la plus ¢élevée, soit 0,516g, a été observée sur le
traitement coculture avec inoculum racines de haricot. D’autre part, la combinaison coculture
avec inoculum racines mixtes de riz et de haricot a été plus performante en produisant des
teneurs importantes en phosphore P= 1429 mg kg™ et en azote N= 20481 mg kg™

Cependant, malgre la stimulation de la croissance des plants de haricot en coculture, les
teneurs en azote et en phosphore de la partie aérienne seche des plants de haricot ont été
réduites de 55% et de 15%. Ceci est di a I’effet de compétition entre les espéces en
coexistence. De plus, I’interaction du systeme de culture associée avec inoculation de racines

n’a pas eu d’effet significatif sur les teneurs en éléments nutritifs du haricot.
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Les résultats ont également montré que sur les sols a fumier et a TripleSuperPhosphate
(comme apport de matiéres organiques et de phosphore) et en systéeme cultural associatif, les
propagules mycorhiziennes ont été abondantes et la quantité de bactéries solubilisatrices de
phosphate a été plus de 30% comparée aux sols issus de culture seule. Par ailleurs, I’activité
microbienne globale ainsi que ’activité des phosphatases acides ont été significativement
augmentées, ce qui améliore la qualité du sol.

Mots clés : association culturale, azote, phosphore, effet de complémentarité et de
compétition, endomycorhizes a arbuscules et a vésicules, bactéries fixatrices d’azote, flore

solubilisatrice de phosphate.



ABSTRACT

Sharing nutrient contents between upland rice-bean intercropping system

mediated by fungi and rhizobial symbiots in the highlands of Madagascar.

In order to enhance upland rice yield and soil fertility, an experiment which consists on
cultivation of upland rice (Oryza sativa) and bean (Phaseolus vulgaris) separately or mixed
crops, with low or zero phosphorus fertilizers in soils and uninoculated with mycorrhizal and
rhizobial symbionts, was conducted in a greenhouse condition. Symbionts were directly
prepared from rice and bean roots. Eventually, a special emphasis will be made on the plant
nitrogen and phosphorus contents assessment of each species. In addition, plant growth,
microorganisms and enzyme activity in soils were examined.
The results revealed that intercropping system and roots inoculation influenced positively rice
yield by improving rice growth and nutrient contents. Indeed, mixed cropping increased up to
3.5% and 48 % the levels of nitrogen and phosphorus in rice dry matter compared with
cultivated plant separately. The presence of bean and rice roots as inoculation increased the
rice growth considerably and reached a dry biomass of 0.350 g. Similarly, the higher nutrient
contents in rice, P=1113 mg kg™ and N= 19098 mg kg™, was obtained with bean and rice
roots inoculation. Moreover, interaction between roots inoculation and intercropping system
had positive effects on rice growth and nutrient uptakes. On the one side, the higher rice dry
biomass, 0.516 g, was observed on mixed culture with bean roots inoculum. On the other side,
mixed culture with bean and rice roots inoculum produced higher levels of nutrient on rice
plant : P= 1429 mg kg™ and N= 20481 mg kg™.
However, although bean growth was stimulated by mixed culture, the levels of nitrogen and
phosphorus in bean dry matter were reduced up to 5.5% and 15% due to the competition
between co-occurring species. In addition, interaction between intercropping system and roots
inoculation had no significant effect on nutrient uptakes for bean plant.
The results also showed that in intercropping culture soil with manure and
TripleSuperPhosphate as organic matter and phosphorus supply, there were large number of
mycorrhizal propagules and the amount of phosphate solubilizing bacteria was 30% more
than those recorded on monoculture. As well, overall microbial activity and acid phosphatase
were significantly increased on those treatments indicating soil quality improvement.

Key words: intercropping system, phosphorus, nitrogen, competition and facilitation,

arbuscular mycorrhizal fungi, bacteria nitrogen fixation, phosphate solubilizing bacteria.
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