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INTRODUCTION

La baisse des potentialités agricoles des solslisabéest devenue un probleme trés
préoccupant depuis plusieurs décennies. Cetteebaéska productivité est principalement due
a la diminution significative de la fertilité desls au cours de ces dernieres années suite a
différentes contraintes d’ordre naturel (sécheresaknisation des sols, etc) ou anthropique
(surexploitation des terres cultivables).

Les autorités sont confrontées a un défi majeomment satisfaire les besoins alimentaires
et domestiques de cette population dont la démbgragst en constante évolution alors que
les ressources naturelles s’épuisent ?

Le recours aux engrais étant relativement limitérges populations locales (colt prohibitif)
et néfaste pour I'environnement (pollution des mepphréatiques, etc.), l'utilisation de
pratiques culturales ancestrales (jacheres) outnces (agroforesterie) ont été encouragées
afin de réhabiliter durablement les terres culttvéeaugmenter la productivité des cultures.
Malheureusement, ces techniques n’'ont pas donnésedtats escomptés. Par exemple, du
fait de la démographie galopante et le besoin saoisde terres arables, le temps de mise en
jachére des sols a fortement diminué ce qui lisite effet sur la fertilité des sols. C’est ainsi
gue d’autres stratégies ont été envisagées danzores sahéliennes dont les sols sont
principalement carencés en phosphore et en azote.

Une attention particuliére a été portée sur lesbsyses fixatrices d’azote et mycorhiziennes
qui participent au développement du couvert végétals des sols carencés en éléments
nutritifs. Les Iégumineuses ont la propriété deti@mier une symbiose fixatrice d’azote avec
des rhizobia et une symbiose de type fongique (8rbecto et/ou mycorhizienne a
arbuscules).

Dans le cadre d’opérations de reboisement, cegadspeces d’acacias australiens ont été
relativement privilégiées par rapport aux espeed®lgennes (Ex F. albida A. raddiana

etc) en raison de leur vitesse de croissance ragtideur forte capacité a produire de la
biomasse (Donfack,1994 ; Szottadt, 1994). Il a été démontré que la performanceeade c
essences exotiques pouvait étre significativemerdlliarée en leur associant des souches de
rhizobia ou de champignons mycorhiziens performagteant a leur impact sur le
développement de I'arbre (Cornet et Diem., 198aligBa etal., 1994, Duponnois et B3,
1998 ; Duponnois el 2000 ; 2005 ; 2006). Cette pratiqgue de l'inocolatcontrblée repose
sur la sélection de souches performantes et tragpéttrices vis a vis de la microflore

symbiotique du milieu. Le but recherché est dondrdever des inocula susceptibles de se



développer massivement au sein du systéme racinaire de I'héte et donc de limiter directement
ou indirectement la multiplication des symbiotes natifs du milieu.

Ceci aboutit a une diminution de la richesse spécifique des communautés de symbiotes
bactériens et/fongiques associées a I'essence de reboisement. Or il a été démontré que la
productivité d'un écosysteme était étroitement dépendante de la structure (diversité et
abondance) des symbiotes mycorhiziens a arbuscules et rhizobiens (van der Heijden et
1998 ; 2006). En ce qui concerne la symbiose ectomycorhizienne, I'importance de la diversité
du cortéege ectomycorhizien sur la croissance de la plante héte et, dans le cas des
légumineuses arborées, sur la fixation symbiotique de l'azote, est a I'heure actuelle,
totalement inconnu.

Notre étude a pour objectif principal la connaissance de l'influence de la diversité de
peuplements de symbiotes fongiques ectomycorhiziens sur la symbiose fixatrice d’azote et sur
le développement chéxaciamangium Elle a pour objectifs spécifiques :

d’évaluer la croissance de la plante hote en fonction d’'une diversité croissante du cortége
ectomycorhizien associé,

d’évaluer linfluence de la diversité croissante du cortege ectomycorhizien associé sur la

symbiose fixatrice che&cacia mangium

Ce document comporte une synthéese bibliographique sur le sujet, le matériel et les méthodes

utilisés dans de ce travail, les résultats obtenus et enfin les conclusions et les perspectives.

Rapport- gratuit.com @



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
|. La symbiose fixatrice d’azote
Il existe plusieurs types de symbioses: symbifsabaenaAzolla la symbiose

Frankia / Plante actinorhizienne, Rhizobium / Légumineudearmi ces symbioses une

importance notoire est accordée a la symbiose Rhiro/ Légumineuse.

1. La symbiose Rhizobium — Légumineuse

L’atmosphére terrestre est constituéerenva 80% d’azote, alors que cet azote est un
facteur limitant majeur de la production végétdle paradoxe s’explique par le fait que
I'azote moléculaire (B est tres stable, et seuls des organismes appattanx groupes des
Procaryotes sont capables de réduire sous une foomdbinée assimilables (Boivin et
Danerie, 1998).
Il existe un certain nombre de microorganismestéies d’azotes comme les algues et les
bactéries. Certains d’entre eux vivent a I'étatdjmais d’autres vivent en symbiose avec des
végétaux supérieurs. Les bactéries symbiotiquepliessconnues sont celles de la famille de
Rhizobiacées. Ces bactéries induisent la formatiorganes particuliers appelés nodosités au
niveau des racines et des tiges des Légumineusés. ibdosité est le siege du processus de
la réduction de l'azote Nde l'air en ammoniaque NHutilisable par la plante (Boivin et
Danerie, 1998). En contrepartie, la plante proalgel’énergie et des photosynthétats et
constitue une niche protectrice. Cette symbiosezdthim-Légumineuse fournit chaque
année a l'échelle de la planéete, une quantité tEagguivalente qui est presque a celle
synthétisée dans lindustrie desngrais et joue donc un role écologique

considérable.(http://fr.wikipedia.org/wiki/fixatiomiologie_de_l'azote).

1.1. Généralités sur les rhizobia

La famille des Rhizobiacées est constitdée bactéries appartenant au régne des
procaryotes. Selon Dommergustsal. (1999), cette famille des Rhizobiacées est unrehke
hétérogéne de bactéries gram négatifs aérobiemetporulantes.
Ces microorganismes comportent actuellement dixege appartenant a la sous classendes
protéobactéries Rhizobium(Jordan, 1982)Bradyrhizobium(Jordan, 1982)Mésorhizobium
(Jarviset al, 1997),Azorhizobium(Dreyfuset al,1988), Sinorhizobium Chenet al, 1988),
Allorhizobium (de Lajudieet al, 1998), Methylobactérium(Sy et al, 2001), Rolstonia
(Chenet al, 2001), Devosia (Rivaset al, 2002) etBlastobater (Van Berkum et Eardly,



2002) et un genre de la sous classe [flggotéobacteries Burkholderia (Moulin et al,
2001).

Certains rhizobiums ont une spécificité tres étroit’est le cas dazorhizobiuncaulinodans
(Allen et Allen, 1981) qui ne semble noduler efiement qu'une seule espéce de
légumineuseSesbania rostrataA I'inverse, on trouve des rhizobiums a largecsmed’hote
commeSinorhizobiunmsp NGR 234 qui nodule plus de 112 genres des léguséseainsi que

la non légumineusBarasponia (Trinick,1980).

1.1. Généralités sur les Légumineuses

Les Légumineuses constituent une familkes t importante chez les
Angiospermes. Cette famille est subdivisée ers tsous-familles : les Caesalpiniacées, les
Fabacées et les Mimosacées (de Fara.e1984 ; Young et Johnston, 1989 ; Kass et Wink,
1997).
Seules les légumineuses possedent la capacité dieaater une symbiose avec les
rhizobiums, a I'exception de la famille des Ulmaéwec le genr@arasponia(Allen et
Allen, 1981). La symbiose rhizobium-légumineuses$ les résultat de la formation de
nodosités au niveau des racines et/ou des tiges pedaines especes. Cette double
nodulation se rencontre chez certaines légumineappartenant aux genrddeptunia
Sesbania(Dreyfus et Dommergues, 1981AeschynomendAlazard et Becker, 1985) et
Discolobium(Loureiroet al, 1994).
Le nombre d’especes nodulantes est variable dames-famille a une autre: 97 % des
Fabacées, 90 % des Mimosacées et 23 % des Caesalpm (de Fariat al,. 1989). Les
légumineuses présentent une importance économicgjeura (bois, aliment, propriétés

meédicinales, rdle écologique surtout sur la stsdiilon et la fertilisation des sol).

1.3. Mécanisme d’installation de la symbiose fixaite d'azote

Les mécanismes aboutissant a I'infection et aifeétion d’'une nodosité reposent sur
un dialogue moléculaire qui est a l'origine dedaannaissance entre le symbiote bactérien et
sa plante hote. Les racines des végétaux excrdemnimolécules phénoliques comme les
flavonoides et bétaines (Dommerguesal£1999).
En présence d’inducteurs végétaux (flavonoidesgilhés), les protéines régulatrices NodD
sont activées et induisent I'expression des geaesrdctures.



L’expression des genewd conduit a la production de signaux bactériensaegtiulaires ou
facteur Nod : les Lipochito oligosaccharides quigot un rble essentiel dans le processus
d’infection et d’organogene des nodosités (Denatrid., 1996).

Une fois ces nodosités formées, les bactéries’gticivent se transforment en bactéroides.

Les bactéroides possedent un systeme enzymatgnigrdgénase qui catalyse la réduction de

N, en NH," assimilable par la plante.

ll. La symbiose mycorhizienne
1. Les mycorhizes

Le terme mycorhize provient du grec « neuké&ui signifie champignon et « rhiza »
racine. Il a été proposé pour la premiére foisfrank en 1885. Il désigne des associations
symbiotiques entre les racines des végétaux eaigsrchampignons du sol. Ces unions
ubiquistes et durables sont des échanges récigogntee les deux partenaires (Smith et
Read, 1997). Chaque partenaire optimise son déweoent grace a cette association. Le
champignon améliore la nutrition minérale de lanfdahote et bénéficie en retour des
composeés carbonés issus de la photosynthese prmumplr leur cycle biologique.
Suivant leurs caractéres morphologiques et lemuststes, Peyronedt al. (1969) définissent
deux groupes principaux d’associations mycorhizsnnles mycorhizes a arbuscules et les

ectomycorhizes (Figurel: C et D). Il existe aud®utres types de mycorhizes moins

représentés dans la nature :[les endomycothizetotops des orchidées et des Ericacées et

les ectendomycorhizes. (Figure 1 : B et E)
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Figure 1: Représentation schématique de la structure des mycorhizes (Mousain, 1989).

A racine non infectée et poils absorbants (pa) : B: endomycorhizes a pelotons des
Orchidacées (B1) et des Ericacées (B2) : C: endomycorhizes & vésicules et arbuscules. avec
des spores (s), des hyphes externes (he), des arbuscules (a), et des vésicules (v) : D:
ectomycorhizes des Angiospermes (D1) et des Gymnospermes (D2), avec des cordons
myceliens (cm), un réseau de Hartig (rh). et un manteau fongique (m) : E:
ectendomycorhizes, El: mycorhizes " monotropoides " avec un réseau mycélien
intercellulaire (r1), E2 : mycorhizes "arbutoides" avec des pelotons d hyphes (p).

Planche 1: Racines thcacia mangiunectomycorhizées



1.1 Les mycorhizes a arbuscules

Lesmycorhizes a arbuscules sont les plus répandues sont pas visibles a I'eeil nu.
Elles sont caractérisées par l'absence de manteagigtie autour de la racine. Trées
fréquentes, elles concernent 95% des taxons vegélmot des arbres, des arbustes et des
herbacées. Un traitement des racines (éclaircisseme coloration) est nécessaire pour
révéler les deux structures caractéristiquesvdegules et les arbuscules (Figure 1 C).
Les vésicules sont un lieu de stockage de lipiegssaires au métabolisme du champignon.
Le mycélium pénétre dans les cellules des racifies)chit la paroi et repousse le
plasmalemme des cellules hbte sans le traversex.hiyphes sont logés dans l'espace
périplasmique des cellules corticales. lls passémsi de cellule en cellule et progressent
également entre les méats.
Il a été établi que les arbuscules constituettiele privilégié d’échanges nutritionnels entre
les deux partenaires (Smith et Read, 1997). Lemplggons impliqués dans la symbiose
mycorhizienne a arbuscules sont des champignongrignfs (Phycomycétes) qui
appartiennent a la famille des Endogonacées (Zygetag). Ces champignons sont des

symbiotes obligatoires et non spécifiques, ils rfiedi rarement I'architecture de la plante.

1.2. Les Ectendomycorhizes

Les ectendomycorhizes (Figure 1 E) postéalda fois des caractéres d’ectomycorhizes
(présence du manteau fongique et du réseau degHattides caractéeres d’endomycorhizes
(colonisation des cellules racinaires bien orgamnipar le champignon). En l'absence de
données cytologiques ultrastructurales, il estidiliéf de décrire les ectendomycorhizes. Le
réseau de Hartig nait a partir des hyphes de laeparofonde du manteau. Les filaments
intracellulaires sont cloisonnés et ramifies. Chdpnotropg Sarcodes et Pterospora
(Duddridge et Read, 1982 ; Robertson, 1982), dgshdg tres courts pénéetrent dans les
cellules corticales ; ces cellules sont alors méef et les structures mises en place rappellent
celles des cellules de transfert (Gunning et A£x&9).

Les champignons concernés sont des Basidiomycetes.

1.3. Les Ectomycorhizes

A la différence des mycorhizes a arbusgules ectomycorhizes sont visibles a I'ceil nu
grace a la couleur du manteau fongique qui recolavracine nourriciére (Figure 1 D) et fait
disparaitre les poils absorbants des racines. lmbigge ectomycorhizienne est tres

représentée dans les écosystemes forestiers. syattdose se rencontre fréquemment chez
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les arbres des régions tempérées et boréales anamsant chez les arbres tropicaux (Newbery
et al, 1988 ; Smith et Read, 1997 ; Béreawal, 1997 ; Onguene et Kuyper, 2001). Parmi les
champignons ectomycorhiziens certains sont contestifBa et Thoen, 1990). Cependant
certains champignons sont spécifiques d’une pladte et d’autres ont un spectre d’héte tres
large (Thoen et Ba, 1989). Les ectomycorhizestexigprincipalement chez les arbres, mais
contrairement aux idées recgues, il y a plus d'espaonstituant des endomycorhizes que
d’espéces formant des ectomycorhizes.

D’une maniere générale, les ectomycorhizes se mpesesous la forme de racines courtes,
parfois trés ramifiées et complétement enveloppéésxtérieur par un épais enchevétrement
d’hyphes du champignon symbiotique. Les champigriheloppent dans le sol des hyphes
mycéliens qui entourent complétement les racingsdies pour former le manteau fongique.
De ce dernier partent des hyphes formant un rédieautramatriciel qui augmente le volume

de sol exploré par la plante et aussi des hyptesngs qui s’insinuent entre les cellules du
cortex pour former le réseau de Hartig. Ce réseat e limiter & la premiere assise cellulaire
superficielle du cortex chez les feuillus ou s'éenjusqu’a I'endoderme chez les résineux
(Voiry, 1981). C’est au niveau de ce réseau deiggrt’ont lieu les échanges bidirectionnels

entre les deux partenaires. Les hyphes s’insind@ms$ les micro porosités du sol et prélevent

efficacement des nutriments du sol en particuégrtiosphore.

1.3.1. Mise en place de la symbiose ectomycorhiznen

La mise en place de I'ectomycorhize sealuitapar de profondes modifications
morphologiques, anatomiques et physiologiques dadiae (Martinet al, 2001 ; Marmeisse
et al, 2004). La formation de ce nouvel organe résuit@ldsieurs événements touchant les
deux partenaires notamment I'agrégation des hydbasant le manteau fongique, la
disparition des poils absorbants, la multiplicatdes racines latérales et I'allongement radial
des cellules de I'épiderme (Tagtial, 2001).
En se référant aux relations existantes entreéhbast et légumineuses, il existerait des
signaux moléculaires entre les deux partenairda dgmbiose (Perradt al, 2000). Ce sont
des molécules rhizosphériques libérées par lagleminme les flavonoides (Phillips et Tsali,
1992) et reconnues par les microorganismes duagahmment les champignons mycorhiziens
(Nagahashet al, 1996, Beguiristain et Lapeyrie, 1997 ; Doud®agahashi, 2000 ; Tagat
al., 2000). La production des hydrophobines (pro&steucturales fongiques) serait I'une des
premieres réponses des champignons aux signawspigriques (Chabet al, 1992). Ces

meétabolites sécrétés par les champignons augmelgenbmbre de racines latérales et
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inhibent la croissance des poils absorbants (Ditergf Layperie, 2000). Les champignons
synthétisent également de I'acide indole-3-acétidd) impliqué dans la mise en place de
la symbiose (Marmeissat al, 2004).

Un ensemble de facteurs génétiques, trophiquesvitoanementaux interviendraient donc
dans la différenciation de I'ectomycorhize.

Tagu efal. (2000) distinguent des étapes majeures dansrtafmn des ectomycorhizes :

- le chimiotropisme étape ou les molécules spod$s (protéines, carbohydrates) jouent un
réle important dans cette reconnaissance,

- le développement des hyphes des mycéliums aflaceudes tissus racinaires,

- 'agrégation des hyphes fongiques,

- la pénétration intercellulaire qui regroupe I'emble des mécanismes de morphogenese des
cellules racinaires (disparition des poils absothaformation du réseau de Hartig et le

manteau fongique).

1.3.2. Fonctionnement de la symbiose mycorhizienne

1.3.2.1 Alimentation hydrique
La symbiose ectomycorhizienne permet @léate d’améliorer son régime hydrique

grace au réseau mycélien extramatriciel (hyphesjoos mycéliens, rhizomorphes) qui
augmentent le volume de contact entre le sol syseeme racinaire (Duddridge al, 1980 ;
Garbaye et Guehl, 1997). Le mycélium extramatridets mycorhizes est souvent considéré
comme une voie de moindre résistance pour le déplent de I'eau car les mycorhizes
diminuent considérablement la résistance aux flesxsblutés entre le sol et la plante (Seatfir
al.,, 1971). Le mouvement de lI'eau entre le champigabia plante est assuré par des
structures bien adaptées. Par exemple les rhizdresrgui sont formés par un ensemble
d’hyphes aggregés sont comparables a des vaisseaxydeme des végétaux supérieurs, ce
qui fait de ces structures de bons conducteursid@addridgeet al, 1980).

En plus de leur réle d'approvisionnement en eas, detomycorhizes sont directement
impliquées dans la tolérance de la plante a laeséshe (Morte al., 2000). Dans les sols a
faible potentiel hydrique, les hyphes sont capalblebaisser suffisamment leur potentiel
osmotique pour s’alimenter en eau au bénéfice daalate (Smith et Read, 1997) et ainsi,
améliorer I'absorption et la conductivité de I'edans la racine (Bogeat-Triboulet al,
2004). La symbiose mycorhizienne est égalementigu@é dans des mécanismes de controle

de la régulation stomatique et de I'ajustement di&mue de la plante (Cromer, 1935 ; Davet,



1996). Elle permet aux plantes de mieux absorbgoti@ssium dont le réle osmorégulateur est
bien établi (Lindhauer, 1985).

1.3.2.2 Nutrition minérale

Une fois les réserves des cotylédons épaijsles plantes doivent directement prélever
dans le sol les ressources nécessaires a leusamoss (Kitajima, 2002). Pour cela les plantes
mycotrophes ont besoin de mycorhizes. La dépendamgeorhizienne des plantes est
inversement corrélée avec la taille et le contan® eles cotylédons (Allsopp et Stock, 1992 ;
Zangaroet al, 2003). Cette dépendance est d’autant plus imptatgue les sols sont pauvres
en certains nutriments (Smith et Read, 1997). G&esias des sols forestiers en particuliers
ceux des régions tropicales réputés pauvres emP et
La vitesse de prélevement du phosphore étant plagide que la vitesse
d’approvisionnement, il se crée alors une zone uwi&ment en P autour des racines. Pour
corriger ce phénomene, le champignon développ&seau mycélien capable de prélever du
P au-dela de la zone d’épuisement. Ce phosphomhabsera accumulé sous forme d'une
masse considérable (granules de polyphosphate) ldamanteau des ectomycorhizes ; ce
manteau pouvant doubler sa concentration en P én(8rith et Read, 1997).
Comme pour le P, I'azote assimilable par la plasielimité dans les écosystémes forestiers
car les processus de minéralisation sont lentsngeel980 ; Read, 1991). Dans ce contexte,
les ectomycorhizes permettent a la plante d’anmedibabsorption et 'assimilation de I'azote
inorganique sous forme d’ammonium et/ou de nitr@dassardet al, 1986). Les
ectomycorhizes peuvent également mobiliser des deraiazote organiques (Boukcim et
Plassard, 2003). Elles peuvent avoir un effet ptete pour les plantes en accumulant des
meétaux lourds par le cordon mycélium. Cette facuétd des ectomycorhizes de bons

détoxificateurs des sols.

1.3.2.3Production d’hormones
Depuis leur apparition, les champignons ectomyeams ont co-évolués avec les
plantes supérieures et se sont adaptés a la vieidygue en produisant des régulateurs de
croissance comme les auxines et les flavonoidesligtablissement de la symbiose (Augé et
Duan,1991).
La symbiose mycorhizienne joue un réle dans lah®gd des vitamines et des phytohormones
(Martin etal., 2001). Il existe chez les champignons une fapttude a produire de I'AIA

(acide indole -3 acétique) et a stimuler la rhizagge (Marmeisse al., 2004 ; Niemi eal.,
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2000). De ce fait, 'effet rhizogénese de la symbianycorhizienne a été attribué a la
production d’AlA (Gay, 1990 ; Normand at., 1996 ; Karabaghi «il., 1998). Les auxines
produites par le champignon interviennent danslbéisement de I'association symbiotique
en stimulant la formation de racines courtes rézepta I'infection. Exportées vers la plante,
les phytohormones ainsi synthétisées stimulentidan&sse des racines, des tiges et des
feuilles. Par ailleurs la plante synthétise des émakes qui peuvent stimuler chez le
champignon la formation du carpophore et la matumades organes de reproduction (Martin
etal., 2001).

1.3.2.4. Protection phytosanitaire

L’association symbiotique est un moyen ldige contre les organismes pathogenes
telluriques. Cette aptitude prophylactique s’opardravers des mécanismes nombreux et
variés qui semblent agir de concert. La modificatie I'environnement rhizosphérique par le
symbiote fongique influence le développement desaarganismes de la rhizosphére (Smith
et Read, 1997). En effet, il s'établit souvent ddsractions spécifiques entre le symbiote
fongique et la microflore qui peuvent réduire lasbilité ou augmenter la tolérance des
racines aux attaques des organismes pathogeneitedls (Marx, 1969 ; Garbaye et Bowen,
1987, Garbayeet al, 1992 ; Olssoret al, 1996 ; Duponnoist al, 2000). En effet les
champignons produisent des antibiotiques et deposés phénoliques inhibiteurs des agents
pathogenes (Marx, 1980 ; Duchegsteal, 1989 ). Le manteau fongique constitue également

une barriere mécanique difficile a franchir pat&iess microorganismes (Marx, 1972).

2. La mycorhizosphére

La symbiose mycorhizienne induit un changet dans la physiologie de la plante hote
(Linderman et Paulitz, 1990 ; Azcdon- Aguilar et BaG994). Cette symbiose joue également
un role important dans la structure du sol et #biisation des agrégats (Tisdall et Oades,
1979 ; Miller et Jastrow, 1990). Ceci entraine dexdifications structurales des cellules
racinaires et en conséquence des modificationsitafigs et quantitatives des exsudats
racinaires. Ce compartiment microbien influencélpaymbiose mycorhizienne a été nomme

« mycorhizosphére » (Rambelli, 1973).

3. La mycosphére
L’installation de la symbiose mycorhizienentraine la colonisation d'un certain

volume de sol environnant par un vaste réseau Hég/dongiques. Cette colonisation a un
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effet prononcé sur la microflore tellurique (Wilcd83 ; Agerer, 1997). En effet les hyphes
induisent la formation d’agrégats résultant de séasblage de matiére organique et de
particules de sol qui stimulent la proliférationcnabienne (Linderman, 1988). Le volume de
sol conditionné par ce réseau d’hypes est qualdié« mycosphére » (Gilbert et Linderman,
1971).

4. Les microorganismes non symbiotiques et la synase mycorhizienne

Au niveau de la rhizosphere, il existefaténts groupes microbiens tels que les
champignons mais surtout les rhizobactéries. Lesnpignons mycorhiziens interagissent
avec les bactéries rhizosphériques (Linderman, )198t les bactéries symbiotiques des
genresRhizobiumet Bradyrhizobium(Azconet al, 1991), et les bactéries phytopathogenes et
(Ingham et Massicotte ,1994).
Duponnois et Garbaye (1991) ont montré que desh&subactériennes isolées de mycorhizes
et de carpophores deaccaria laccata peuvent stimuler I'établissement de la symbiose
ectomycorhizienne entre le Dougla$sfudotsuga menziesiiMirb.) Franco] et des
champignons appartenant au gehaecaria Ces rhizobactéries ont été nommeées bactéries
auxiliaires de la mycorhization (BAM) (Duponnois@arbaye, 1991). Ces isolats bactériens
améliorent la compétitivité du champignon inoculé-&-vis de la flore fongique indigéne
(Duponnoiset al, 1993 ; Thomsoet al, 1996).
Le concept de bactéries auxiliaires de la myceation a été étendu a d’autres modeles de
symbiose notamment la symbiose mycorhizienne asathes (Perroto et Bonfante, 1997) et
d’autres modeles de symbiose ectomycorhiziennesy{klett, 1996). Ainsi, un grand
nombre de BAM a été identifié. Il s’agit de baaéria Gram positives appartenant au genre
Bacillus et de Gram négatif appartenant plus particuliéréna@ groupe deBseudomonas
fluorescents. Les bactéries auxiliaires de la mhzation peuvent stimuler sélectivement
I'établissement de la symbiose ectomycorhiziennep(nois et Garbaye, 1991 ; Garbaye,
1994)
Les mécanismes d’actions de ces bactéries demewypathétiques Garbaye, (1994). Frey-
Klett etal (1997) ont émis trois hypothéses basées sur &aunid’intervention de ces souches
bactériennes : au stade de reconnaissance ergganlgiote et la plante hote, les bactéries
stimulent la réceptivité des racines a la symbimgeorhizienne et aussi au stade de pré-
symbiose, en stimulant la croissance du champigBoreffet, il est en général admis que les
champignons mycorhiziens peuvent difficilement délgr les composés complexes

frequemment rencontrés dans la matiere organigusidlis doivent, pour se développer étre
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rapidement alimentés en composés simples commeudéo$e issu de la plante héte. Les
bactéries auxiliaires de la mycorhization pourraietervenir au niveau des mécanismes de

reconnaissance entre la plante hote et le champigno

lll. Interaction entre champignons

Il est généralement admis que différemi@ntpignons mycorhiziens peuvent coexister
sur un méme systéme racinaire de la plante hételi€@et al. (1994) ont observé que les
hyphes des champignons a arbusc@egspora roseat Glomusspp. peuvent se mélanger
dans les espaces inter et intracellulaires, cesgggere qu’il n'y a pas de phénomenes
d’exclusion entre ces champignons pendant la pliaseolonisation. La formation plus
importante d’hyphes, agglomérés en surface desnewscipourrait expliquer cette
prédominance de la symbiose ectomycorhiziennegmport a la symbiose endomycorhizien
(Gardner et Malajczuk, 1988 ; Lodge et Wentwortl@9d). Cette prédominance est
généralement observée chez les espéces capaltesrdenir un taux relativement important

de I'un ou de l'autre des symbiotes fongiques.

IV. Interaction entre les champignons mycorhizien®t les bactéries fixatrices d’azote

Les travaux sur les interactions entre deampignons mycorhiziens et les bactéries
symbiotiques fixatrices d’azote sont nombreux etuzeup de cas de synergie entre les effets
des deux symbioses sur la croissance de la plabité observés (André &it, 2005). Azcon
et al (1991) ont démontré que les champignons mycahszinteragissent avec les bactéries
symbiotiques des genreRhizobium et Bradyrhizobium Ducousso (1990) a observé en
conditions contrélées une double symbiose &8radyrhizobiumsp .etPisolithussp.
Les travaux de Béat al (1994) ont montré que l'infection d’'une racinédacia holosericea
par le champignorPisolithusinhibe la multiplication des bradyrhizobia au rauedes racines
mycorhizées. En revanche le nombre moyen de nédosit les pourcentages de racines

mycorhizées ne sont pas affectés par la doubleliatan.
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V. Caractéres généraux dé\cacia mangium
1. Caractéristiques botaniques

A. mangiunest un arbre dont la hauteur peut atteindre Zbm 2t le diameétre du tronc
60 cm. Le tronc est droit, mais peut étre légerénsannelé a la base. Il peut dépasser la
moitié de la hauteur de I'arbre. Les rameaux sogones, parfois legerement farineux, mais
deviennent rapidement glabres. Les feuilles posaatts phyllodes de 21-25 cm de long, 30-
95 mm de large, glabres ou légérement pelliculexgc @&rois a quatre (parfois cinq) nervures
longitudinales proéminentes. Les fleurs a blanmergont groupées en épis laches de 5-2 cm
de long, solitaires ou en paires. Les fruits org geusses glabres, enroulées en amas tordus,
spiralés parfois serrés, de 3-5 mm de large, vabeemcées a légerement ligneuses. Les
graines sont longitudinales, noires et brillantekes peuvent atteindre 5mm de long. Les
graines sont mdres en 5-6 mois.
A. mangiunmpeut étre confondu aveéc holosericeaet A. neurocarpg mais il s’en distingue
par son port d’arbre, ses phyllodes et ses ramghaloxes ; ses fleurs blanches ou créme, et

ses graines avec un arille orange.

2. Aire de répartition

Son aire de répartition va de I'Austradiela Nouvelle Zélande. On trouvkcacia
mangium aux basses altitudes (< 400m) en bordure dessfavétbrophiles du Nord
Queensland, en association avec les foréts a Ismanises aux moussons et dans les savanes
boisées ouvertes dans les terres basses de NoGutiée. On trouve des peuplements isolés
au Nord de I'lrian Jaya et dans les iles de Molsque
A .mangiuma été introduit dans de nombreux pays en Asienef\feque (Dommergues,
1999).

3. Intérét de l'arbre

A. mangiunest installé parfois sur des terrains de cultymgaavris. Le bois de coeur
jaune brun est dur. Ce bois est utilisé pour fales panneaux de particules et du
contreplaqué. Le bois est un bon combustible eh&bon de bois est d’assez bonne qualité.
La patte a papier est de bonne qualité et aust tapréparer.
A. mangiumest utilisé aussi pour la réhabilitation des gwlice a sa croissance rapide et a
son ombre dense. En agroforesterie, des essasodiasons avec certaines plantes comme le
mais sont trés encourageants (Dupuy et N'Gues880, ;1Zakraet al, 1996).

Acacia mangiunest utilisé comme plante d’ornement et pour lastaltions d’alignements.
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4. Symbiose fixatrice d’azote
A .mangiurprésente une faible spécificité pour la nodulatfmrisqu’il peut étre nodulé
par un grand nombre de souches de Rhizobium. Mearsme I'ont montré des expériences
conduites en serre ou en pépiniere (Dart et alLJl®Bau champ (Galiana et al.,19943acia

mamgiunprésente une indiscutable spécificité pour I'efiaid.
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Planche 2: Acacia mangiunet ses caractéristiques morphologiques

A : Acacia mangiunadulte (http:// www.agroandino.cQmB : graine dAcacia mangium
(http://www.ftbc.job.affrc.gd; C : gousses &cacia mangiumhttp://www.nzenzeflowerpauwels.be) ;
D : fleurs dAcaciamangium(http : www.morninggarden.com)
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MATERIEL ET METHODES

|. Germination des graines deAcacia mangium

Les graines d&. mangiunmProvenance Bayotte. Casamance. Sénégal) ont été
désinfectées en surface par de I'acide sulfuridi% pendant 60 min. Elles ont ensuite été
abondamment rincées avec de I'eau distillée stémiles laissées sous la hotte a flux laminaire
pendant quelques heures pour éliminer 'eau dagecLes graines ont été placées
stérilement dans des boites de Petri contenareale gélosée a 0,9 % (p/v). Les boites ont
éte incubées a I'étuve (27°C) pendant 72 h pounetre la germination. Les graines pré-

germées ont été utilisées lorsque leur radiculauraésl a 2 cm de long.

Il. Préparation des inocula fongiques et bactériens

L’origine des champignons ectomycorhiziessiediquée dans le tableau 1. Les souches
ont été cultivées en boite de Petri sur le miliedritif MNM a 25°C (Marx, 1969). Les
inocula fongiques ont été préparés selon la métbdédete par Duponnois et Garbaye (1991).
Des flacons en verre (800 ml) ont été remplis @ Bl d’'un mélange vermiculite / tourbe
(4/1; v:v) puis stériliser a l'autoclave pendal20°C, 20 min. Aprés cette premiére
stérilisation, le substrat a été humidifié par 26D de milieu liquide MNM. Aprés avoir
obturé les flacons avec des bouchons de coton,dasiflacons et leur contenu ont été une
nouvelle fois autoclavés (120°C, 20 min). Aprésaigissement des flacons, 10 implants
fongiques prélevés a la périphérie des coloniegifues conservées dans des boites de Petri
ont été transférés en conditions stériles dansuehfigcon. Les bocaux ont été incubés dans
une chambre de culture a 25 °C, a l'obscurité peindia semaines pour obtenir une
colonisation compléte du substrat par les souatragidues.
La souche deBradyrhizobiumAust 13C a été isolée de nodosités récoltées dass
plantations naturelles d&. mangiumen Australie (Galiana eal., 1994). Cette souche
préalablement conservée dans des boites de Petd milieu YMA (Yeast Mannitol Agar)
(Vincent, 1970) a été prélevée en conditions s®ripour étre ensemencé dans des
enlenmeyers contenant 250 ml de YMA stérilisé (2®0 min). Cette culture a été incubée
sous agitation, dans I'obscurité et a 25°C pouembiau bout de 8 jours, une concentration de
10° UFC mi* (UFC : Unités Formant une Colonnie).
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Tableau 1 : Origines des souches de champignoomsgcbrhiziens utilisées dans I'expérience en serre.

Genres et especes Plantes hotes Pays Auteurs
Pisolithus albudR100 (Martin et al., 2002) Acacia mangiunwilld. Sénégal (Casamance) Duponnois, R. & B&)AY
Sclerodermasp. SC2 Uapaca bojeriL. Madagascar Rakotoarimanga, .
Scleroderma dictyosporupat. IR109 Afzelia africanaSm. ex Pers. Burkina Faso Sanon®K.
Scleroderma verrucosuBull. (Pers.) sensu Grev. IR 500 A. africana Burkina Faso Sanon, K.
Sclerodermasp. IR409 A. africana Burkina Faso Sanon, K.
Sclerodermasp. IR406 A. africana Burkina Faso Sanon, K.

D Université des Antilles et de la Guyane, BP 59245%7Pointe & Pitre, Guyane, FranGeINERA, Laboratoire de Microbiologie forestiére, BP
7047 Ouagadougou, Burkina FaSbLaboratoire de Microbiologie de I'Environnement,nfre National de Recherches sur I'Environnement,

P.O. Box 1739, Antananarivo, Madagascar.
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[ll. Expérience en serre

Des tubes en plastique (300 ml) ont été henawec un mélange sol sableux / inoculum
fongique (9/1 ; v :v). Pour le traitement témoiar(s champignon), la quantité d’inoculum (50
ml par litre de sol) a été remplacée par 50 ml ahélange tourbe-vermiculite humidifié par
le milieu MNM liquide. Le sol a été prélevé dansyplantation deA. holosericessituée a
Sangalkam (50 km a l'est de Dakar). Ses caradtpret physico-chimiques étaient les
suivantes : Argile : 3,6% ; Limon fin: 0,0% ; Limogrossier: 0,8% ; Sable fin: 55,5% ;
Sable grossier: 39,4%, Carbone total : 0,17%, é&zotal : 0,02% ; C/N : 8,5; Phosphore
total : 39 mg.kg ; Phosphore assimilable (Olsen): 4,8 mg.kvant le remplissage des
pots, le sol a été homogénéisé, tamisé a 2 mmaptiglavé (120°C, 60 min). Il a ensuite été
conservé pendant 8 jours au sec pour permettibdeation de substances gazeuses toxiques
pour la plante et/ou les inoculants.
Les quantités requises d’inoculum fongique poutigéales différentes combinaisons de
souches sont indiquées dans le tableau 2. Uneegpaiitigermée a été plantée par pot. Les
plants ont été placés dans une serre (25°C jod€; bhit, photopériode : 10 H) et arroseés
quotidiennement avec de I'eau déminéralisée sang dg fertilisant. Les pots ont été placés
selon un dispositif en randomisation avec 10 répés par traitement. Apres 8 jours de
culture, I'inoculation avec Aust 13C a été réaliaémison de 5 ml de culture par pot. Pour le

traitement sans Aust 13C, 5 ml de milieu YMA oré itjecté dans chaque pot.

Tableau 2: Quantités requises d’'inoculums fongiques (mlljpee de sol) et bactérien (ml / pot) dans
les différents traitements de I'expérience en serre

Traitements Aust13C(ml) Inoculums fongiques
IR100 IR109 SC2 IR500 IR409 IR406

Témoin NI 0 0 0 0 0 0 0
Témoin Aust 13 C (TTO) 5 0 0 0 0 0 0
TT1 5 50 0 0 0 0 0
TT2 5 25 25 0 0 0 0
TT3 5 16,6 16,6 16,6 O 0 0
T4 5 12,5 125 125 125 0 0
TT5 5 10 10 10 10 10 O
TT6 5 8,3 8,3 8,3 8,3 8,3 8.3

TTO : AUST 13C;TT1:IR100 + AUST 13C TT2: IR100 + IR109 + AUST 13CTT3 : IR100 + IR109 +
SC2+ AUST 13C TT4 : IR100 + IR109 + SC2 + IR500 + AUST 13CT5 : IR100 + IR109 + SC2 + IR500
+ IR409 + AUST 13CTT6 : IR100 + IR109 +SC2 +IR500 + IR409 + IR406 + AUS3C
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IV. Paramétres mesurés
1. Croissance des plants

La croissance en hauteur des plants a &érnée chaque mois. Apres 4 mois de culture
en la serre, les plants ont été dépotés et les [maids des biomasses aériennes et racinaires
produites dans chaque traitement ont été déternf@®e€, 1 semaine). L’analyse des teneurs
en N et en P des parties aériennes a été realiséee gakMA (Laboratoire des Moyens
Analytiques US191 IMAGO,"Instrumentation, Moyens alytiques, Observatoires en
Geophysique et Oceanographie" IRD/ Sénégal) duedetrecherche ISRA/IRD de Bel Air.

2. Mesure des taux de mycorhization et de la nodulan

Avant le séchage des parties aériennegstérae racinaire des plants ont été découpés
en fragments de 1 cm et déposés dans des boitestdeemplies d’eau puis observés a la
loupe binoculaire (Grossissement : x 40).
Cent fragments par systeme racinaire ont été obsebes taux de mycorhization ont été
calculés de la maniere suivante : (nombre de ra@o®mycorhizées / nombre de racines non
mycorhizées) x 100.
Sur chaque systéme racinaire, les nodosités oméébditées, dénombrées puis conservees a —

80°C pour étre analysés ultérieurement par hybodaur membrane.

3. Suivi de la souche Bradyrhizobienne sp Aust 13@ar hybridation sur membrane

La capacité de la souche Bliedyrhizobiumsp. Aust 13C a noduler les plants Ale
mangiuma été évaluée par hybridation sur membrane. Lilghion sur membrane est basée
sur la possibilité d’associer par des liaisons bgénes deux brins d’acides nucléiques (ADN
ou ARN) complémentaires. Le but de la techniqueylofidlation moléculaire est de détecter
spécifiguement a l'aide d’'une sonde marquée uneiesw® d’acide nucléique dans un

échantillon biologique.

Une extraction de 'ADN des nodosités récoltéeschaque systeme racinaire (20 nodules

par traitement) a été réalisée au préalable suiggrbtocole ci-dessus :

3.1. Désinfection en surface des nodosités et exttian de '’ADN des nodosités

Les nodosités ont été d’abord rincées aul'sirile. Elles ont été plongées dans une
solution d’hypochlorite de sodium 3,3 % pendantqgciminutes. Elles sont ensuite été

20



aseptisées dans de I'éthanol absolu pendant cingtesi et enfin elles ont été replongées dans

de 'eau stérile pendant cing minutes.

Les nodules ainsi désinfectés sont broyés danampan TES / Saccharose stérilisé a raison
de 10Q de tampon par nodosité. Dix microlitres de lysoey(20 mg.mt) ont été ajoutés a
chaque broyat. L'ensemble a été ensuite homogéretisédgoureusement agité (vortex)
pendant 20s puis mis en incubation a 37°C pendantnih. Ensuite, 25Qu de GES
(Guanidine Thiocyanate, EDTA, Sarcosine) ont ébéités a cette suspension. Le mélange a
ensuite été homogéneisé et vigoureusement agittexygendant 20 s et mis en incubation a
65°C pendant 15 min. Puis cet homogénéisat a étéfagé a 15000 rpm pendant 150 min a
4°c.

Le surnageant a été récupéré et 'ADN a été précighans 18Qul d'éthanol absolu. Afin
d’assurer une extraction complete de 'ADN, lesesgibontenant ces solutions ont été déposés
sur une table d’agitation (faible mouvement) esdés 3 min sur la paillasse. Le précipité a
été récupéré apres une centrifugation a 15000 gmdgnt 15 min a 4°c et le surnageant a été
éliminé.

L’ADN a été lavée deux fois avec 5Q0 d’éthanol refroidi par centrifugation a 15000 rpm
pendant 15 min a 4 °c. L’ADN ainsi rincé a été #ghelques minutes en laissant les tubes
sur la paillasse. L'extrait d’ADN obtenu a été diss dans un volume de NaOH 8 mM

stérilisé permettant une dissolution complete @ & 200ul).

Aprées extraction, 'ADN a été dénaturé pendant 19 an100 °C et puis placé 10 min dans de

la glace plus de I'éthanol.

3.2. Préparation de la membrane

La membrane trempée dans de I'eau démisémla été placée sur une table a faible

agitation pendant 5 min.

L’'eau déminéralisée a été ensuite remplacée parsotution de SSC (Sodium chloride —
triSodium Citrate) 5X préparée a partir d’'une solutSSC concentrée (20X). La membrane
est alors déposée sur une table a faible agitatims la solution de SSC 5X pendant 5 min.

La membrane a été ensuite récupérée et placée gapier Whatman.
3.3. Dépobt des échantillons et hybridation

Pour chaque échantillon, 10 apl5d’ADN ont été déposés dans un puit (trou d’eoniB

mm de diameétre matérialisé dans la membrane).
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3.3.1. Préhybridation

Cette étape a pour objectif d’équilibrer la membramec la solution d’hybridation et de

saturer tous les sites non spécifiques sur lestpislsnde pourrait se fixer.

La membrane ou ont été déposés les échantillonsé aimémergée dans une solution
d’hybridation SSC 5X de composition : 0,5% (p/vagent bloquant, 0,1 % (p/v) sel de N —
laurylsarcosine Sodium (sarkosyl) (p/v), 0,02 % SP®/). La membrane a ensuite été

incubée dans un four a hybridation pendant 2 h a®8

3.3.2. Hybridation au sens strict

La solution d’hybridation a été remplacée ph solution sonde». La sonde a été
dénaturée en la mettant dans un premier tempsuiabain-marie bouillant pendant 10 min,
puis dans de la glace et de I'éthanol pendant Sbdinrmembrane a été immergée pendant une
nuit dans « la solution sonde » composée par 1@arih « solution sonde » et 10 ml de la

solution de préhybridation.

3.3.3. Lavages

Cette étape consiste a éliminer toute hgliod non spécifique et a ne garder que les
hybrides sondes / cibles recherchées.

La sonde a été récupérée et la membrane lavéel@ ¢la deux solutions : L1 ( SSC 2X+ SDS

0,1% p/v) et L2 (SSC 0,1X p/v+ SDS 0,1% p/v). Lanmbeane a été incubée pendant 5 min
dans 50 ml de la solution L1 dans un tube a hybddaAprés 5min de lavage, cette solution

a été éliminée et remplacée par 50 ml de L1 poudeuxieme lavage de 5 min. Puis la

solution L1 a été éliminée et remplacée par latemilL2. La membrane a été alors soumise a
deux lavages successifs dans 50 ml de la solugpehhdant 5 min.

3.3.4. Révélation

Le principe de la révélation consiste agfa@connaitre les sondes par des anticorps ayant
des sites moléculaires fluorescents. La réveélaimmunoenzymatique (anticorps anti-
digoxigénine couplée a la phosphatase alcaclingtéaréalisée par chimiluminescence

(empreinte sur un film photographique X-ray).

La membrane a été rincée dans 100 ml de TampoiiristHcl 100 mM + Nacl 150 mM)

pendant 1min & la température ambiante. Cetteigolat été éliminée et remplacée par une
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solution T2 (T1 + I'agent bloquant) pour fixer Ises spécifiques. La membrane est lavée
dans cette solution pendant 30 min. La solutioraTé&é ensuite remplacée par une solution
contenant I'anticorps, anti-digoxygenin (4 pl danficorps ont été mélangés a 20 ml du

tampon T1), qui se fixe sur la sonde et permeakktion sur le film.

La membrane a été placée dans la solution cortdizaricorps pendant 30 min a la
température ambiante. Cette solution a été élimatgemplacée par 100 ml de T1 pour un
lavage de 15 min et cette opération a été effectledex fois pour permettre d’éliminer
complétement I'anti-digoxygenine. La solution Timéhée, la membrane a ensuite été lavée
avec 96 ml de T3 (Tris — Hcl ,200 mM et Nacl 100 ppMdndant 3 min.

Un mélange de 20 ul de CDP- Star (Boehringer Mamhavec 4 ml de T3 a été préparé et
conservé a lI'obscurité. La membrane a été trarsfdaas une cuvette. Cette derniére solution

a éte versée sur la membrane et I'incubation eeélé&ée a I'obscurité pendant 5 min.

La membrane a été récupérée et placée dans un secipéastique. Avant la fermeture du

sachet, toutes les bulles d’air ont été éliminées.

La membrane a été disposée dans une cassettesadllpua été mise en contact avec un film
X-ray (Lumi-Film Chemiluminescent Detection Filmp&hringer Mannheim) dans une salle

obscure pendant 10 a 20 min.

La révélation a été faite par un rincage dans diegisns révélatrices et fixatrices (Kodak RP
X-Omat). Un ringcage dans une solution révélatnmés un ringage dans de 'eau et enfin un
ringage dans une solution fixatrice ont été efféstuLe film obtenu a été séché et
'observation des puits sur la membrane donne dgseignements sur les lieux ou
I'hybridation s’est effectuée : noir ou I'hybridati a eu lieu et blanc ou elle n'a pas été

réalisée.

IV. Analyses statistiques

Les données obtenues ont été traitées paanalgse de variance a un facteur contrélé et
les moyennes ont été comparées 2 a 2 en utiligsanést «t» de Student. Avant leur
traitement statistique, les taux de mycorhizatioh &é transformés par la fonction Arc sin
(Vx). Ces analyses statistiques ont été réaliséaila Hu logiciel Statview .
Afin de comparer l'effet de I'inoculation multi-sobmes a I'inoculation mono-souche, nous
avons admis que l'effet du champignon sur la cesise était proportionnel a la quantité
d’'inoculum mélangé au sol. En conséquence, la #imon théorique d’une souche dans les

traitements d’'inoculation multiple a été calculéda maniére suivante :
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71 (BT) = (BT Xmax— BT témoain) / (50/vol. inoc.)

avec BT = Biomasse totale, BT wx = Biomasse totale mesurée avec la souche x dans le
traitement mono-inoculant, BT témoin = valeur mayee la biomasse totale mesurée dans
le traitement témoin (inoculation seule avec AUSC) et vol inoc = volume d’inoculum de

la souche x utilisé dans le traitement multi-inacl

Ainsi, pour un traitement combinant n souchesfdtghéorique obtenu sera de :
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RESULTATS
|. Développement des plants d&. mangium inoculés par une seule souche fongique et par
Bradyrhizobium sp. AUST 13C.

Toutes les souches fongiques testées onfisaivement stimulé la croissance des plants
de A. mangiumavec un effet maximal pour la souche Sc2 qui aitnghe augmentation de +
80,2% et + 72,7% pour la biomasse aérienne etdmdmsse racinaire, respectivement par
rapport au traitement témoin (inoculé seulementy38T 13C) (Tableau 3). La nodulation a
€galement été significativement augmentée en présede chaque champignon
ectomycorhizien et I'effet le plus marqué a étéegistré avec la souche Sc2 (Tableau 3). Les
teneurs en N et P des parties aériennes étaienificijvement supérieures dans les
traitements fongiques par rapport au témoin etaiemt de 183,5 mg (IR 406) par plant a
509,7 mg par plant (Sc2) pour le P, de 7 mg pamti® 406) a 15 mg par plant (IR 500)

pour I'azote (Tableau 3).

Il. Développement des plants dA. mangium inoculés par un nombre croissant de
souches fongiques et paBradyrhizobium sp. AUST 13C.

Dans l'expérience visant a tester [l'effet rd’'unombre croissant de souches
ectomycorhiziennes sur la croissanceAdemangium les valeurs obtenues atteignaient des
valeurs maximales dans le traitement TT5 pour l#éha, les biomasses aériennes, racinaires
et totales (Tableau 4). Ce résultat a égalemerndldanu pour le nombre de nodules par plant
et pour les teneurs en P et N par plant (TablealPdyr les taux de mycorhization, aucune
différence significative n'a été observée entre tiestements exceptés pour TT4 ou la
colonisation racinaire par les symbiotes fongigétst significativement inférieure a celles
mesurées dans les autres traitements (Tableau 4).

L’évolution mensuelle de la hauteur des plants desglifférents traitements est représentée
dans la (figure2). Les courbes sont réparties gro@pes trés distincts a savoir : fégroupe
composé par les traitements TTO et TT1 et groupe composé par les autres traitements
(Figure 2).
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Tableau 3 Effet de l'inoculation avec différentes souchasgiques et paBradyrhizobiumsp. AUST 13C sur la croissance et les teneurs

en N et P des plantg\dmangiumle développement de la nodulation et de la sysgbinycorhizienne apres 4 mois de culture en serre.

Souches de champignons ectomycorhiziens

Témoin IR100 IR109 Sc2 IR500 IR409 IR406

Biomasse aérienne (mg poids sedp0 (46)” a® 487 (27)bc 385 (47) b 808 (83)d 717 (107)cd @B c 318 (36) b
Biomasse racinaire (mg poids seép (12) a 150 (23) b 123 (15) b 220 (33) ¢ 197 @) 163 (17)b 117 (9) b
Biomasse totale (mg poids sec) 220 (45) a 637 (44) c 508 (62) bc 1028 (114)d @2)cd 670 (70)c 435 (45) b
Hauteur (cm) 8,6 (0,59) a 11,4 (0,55) bd1,3 (0,84) bc 15,6 (0,90)d 12,9 (1,11)c  13,93pcd 10,3 (0,46) b
Nombre de nodule par plant 7,3(0,3)a 18,8(2,5)b 21,2(35 b  56,8(12,7)21,3(49)bc 11,1(48)ab 13,8(4,5)a
Taux de mycorhization (%) O0a 71,0(6,1)c 350(4,2)b 46,6(56)b 68,3)4, 42,8(13,7)b  79,4(4,4)c
Taux de P par plant (mg) 44,2 (12,6)a  209,2 (11,5) 1236,8 (28,9) b 509,7 (52,1) c375,3 (56,1) bc295,4 (31,3) bc183,5 (20,7) b

Teneur en N par plant (mg) 3(0,001) a 10 (0,001) ¢  9(0,001) bc 14 (0,001) &5 (0,002) d 11 (0,001) cd 7 (0,001) b

WErreur standard® Les valeurs d’'une méme ligne suivies par une miéttre ne sont pas significativement différentespdes le test

“t” de Student (p < 0,05).
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Tableau 4: Effet de I'inoculation par un nombre croissaatsbuches fongiques et @nadyrhizobiumsp. AUST 13C sur la croissance et les

teneurs en N et P des plantd.dnangiumle développement de la nodulation et de la sysgbinycorhizienne apres 4 mois de culture en serre.

Combinaisons d’inocula fongiques

TT0W TT1 TT2 TT3 TT4 TT5 TT6
Biomasse aérienne (mg poids sec) 160 @5)® 487 (27) b 902 (163)cd 805 (85) ¢ 1175 (176) cd 271@5) d 1137 (105) cd
Biomasse racinaire (mg poids se€p (12) a 150 (23) b 282 (41) c 220 (25) bc 280 (0 330 (44) c 297 (38) c

Biomasse totale (mg poids sec) 220 (55) a 6371§44) 1185 (204)cd 1025 (110)c 1455 (215)c 1557 85) 1435 (132)d

Hauteur (cm) 8,6(0,59)a 11,4 (0,55) 16,2 (0,57) 15,3 (0,53) b 19,6 (0,43)c  21,2(0,42)d  17,24Db
Nombre de nodules par plant 7,3(0,3)a 18,8 ®,5) 39,2(1,1)cd 332(4,1)c 89,0 (23,1) de 132(69) e 91,5(13,8) e
Taux de mycorhization (%) 0 71,0 (6) ab 74,4 (®4) 751(0,50b 68,8 (1.8) a 76,9 (2,6) b 78,4 (b4)
Teneur en P par planid) 44,2 (12,6)a  209,2 (11,5 b 565,9 (102,1548,8 (68,6) c 1108,9 (165,9) @283,9 (47,1)d 1074,9 (99,5) d
Teneur en N par plant (mg) 3,3(0,96) a 10,5 (Otb8) 18,5(3,34)c  18,3(1,93)¢c 25,1(3,74)cd 29,27)d 25,5(2,35)d

WTTO : AUST 13C ;TT1 : IR100 + AUST 13C TT2 : IR100 + IR109 + AUST 13C TT3 : IR100 + IR109 + SC2+ AUST 13CTT4 : IR100 + IR109 + SC2 + IR500 +
AUST 13C ;TT5 : IR100 + IR109 + SC2 + IR500 + IR409 + AUS3ICL;TT6 : IR100 + IR109 + SC2 + IR500 + + IR409 + IR408WST 13C.

@ Erreur standard® Les données d’une méme ligne suivies par une niéttme ne sont pas significativement différentespdés le test “t” de Student (p < 0,05).
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Figure 2 : Evolution de la hauteur des plantsAdlenangiunen fonction du nombre de souches de

champignons ectomycorhiziens inoculés aux plants. Légende : voir tableau 4.

Les tests de régression effectués entre le nombre de souches inoculées et les paramétres
mesurés sur les plantes montrent que la croissancA. deangium la nodulation, la
mycorhization sont significativement dépendants du nombre de souches inoculées. En effet,
plus le nombre d’'inoculants fongiques augmente, plus les valeurs obtenues (biomasse, nombre
de nodules par plant, taux de mycorhization, teneurs en P et N des feuilles) sont élevées.

Les courbes de régression entre le nombre de souches inoculées et différents parameétres de
croissance des plants A’ mangium(biomasse aérienne, racinaire, totale), le nombre de
nodules par plant, le taux de mycorhization et la teneur en P des parties aériennes sont
présentées dans la (figure3). Ces courbes atteignent un plateau lorsque quatre souches sont
inoculées (biomasses) ou cing pour la teneur en P des feuilles. En ce qui concerne le nombre
de nodules par plant, ce nombre augmente considérablement ce qui laisse supposer que la
nodulation est extrémement dépendante de la diversité des souches de champignons

ectomycorhiziens inoculées.
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Figure 3. Courbes de régression entre le nombssdehes inoculées et la croissance des plantedidation

du systéme racinaire et la teneur en P des pagéigsnnes.
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Tableau 5: Equation et coefficient de régression des caidadculées entre le nombre de souches de

champignons ectomycorhiziens inoculés et les difftsr paramétres mesurés sur les planés d’

mangiumapres 4 mois de culture en serre

Parameétres mesurés Equations CoefficientsRlimbabilités )
régressionr)

Biomasse aérienne (mg poids sec) y=—35%28378,6 x + 1646 0,85 < 0,0001
Biomasse racinaire (mg poids sec) =-909924x+728 0,74 <0,0001
Biomasse totale (mg poids sec) y=—443%71,1 x + 237,3 0,84 <0,0001
Hauteur (cm) y=137x+7,36 0,76 <0,0001
Nombre de nodules par plant y = 11,47°8°x 0,89 <0,0001
Taux de mycorhization (%) y=-3,69%30,2 x + 21,68 0,79 < 0,0001
Teneur en P des parties aériennes (M kgy = — 22,5 X+ 263,6 x + 224,85 0,99 < 0,0001
Teneur en N des parties aériennes (%) y = 0,00020x034 x + 2,08 0,65 0,0014

La comparaison des biomasses totales théoriqueBioetasses totales mesurées dans
I'expérience en serre montre que I'effet posititestu dans les différents traitements multi-
inoculants est tres supérieur a celui susceptibdred obtenu en additionnant I'impact

potentiel de chaque souche (mesuré dans I'expérisrano-inoculant) sur la croissance des

plants deA. mangiun(Figure5).
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Figure 4 : Comparaison de l'effet théorique de I'inoculatfongique sur la biomasse totale
des plants versus I'effet mesuré dans I'expériemcserre aprés 4 mois de cultulie:
Biomasse totale théoriquek : Biomasse totale mesurée

[ll. Mesure de la capacité de nodulation de AUST 13 dans les différents traitements

La distribution de Aust13C dans les nodosiéesltés dans chaque traitement et analysée
par hybridation sur membrane(planche 3) montre d&gartitions significativement
différentes entre les traitements (Khi 2 = 6= 0,0137) (Figure 4).

Les pourcentages d’occupation des nodules par A@& diminuent progressivement
jusqu’au traitement TT5 (bien que les différencessaient pas significatives) alors que, pour

le traitement TT6, la totalité des nodules ontfétgnés par Aust 13C (Figure 4).

31



[EEN
o

Nodules
P N W b O1 O N 00 ©

TT0 TT2 TT12 TT13 TT4 TT15 TT6
Traitements
Figure 5: Pourcentages de nodules formésRradyrhizobiunsp. AUST 13C dans les

différents traitements” Les colonnes indéxées par une méme lettre nesipificativement
différentes d’apres le test du Khi2.

Planche 3: Hybridation sur membrane d’ADN extrait de nodudé&cacia mangiunavec
la Sonde Aust 13C. Points noirs : sites ou I'hgdtion s’est effectuée, points clairs : sites ou
I’hybridation n’a pas eu lieu.
A : Inoculé avedisolithusalba (IR100) + Aust 13C ; B : Inoculé av&cleroderma
dictyosporumt Aust 13C
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DISCUSSION

L'inoculation d’Acacia mangiumpar des souches fongiques en présence d'une
Bradyrhizobium Aust13C augmente significativemeatckoissance des plantes inoculées.
Cette croissance est en fonction du nombre de ssualculées (figures 2 et 3A,3B, et 3C).
La différence significative de croissance entre fgantes inoculées et les plantes non
inoculées s’explique par le fait que les Rhizobiwi les champignons améliorent la
croissance des plantes associées et ceci a ététtérabez les Acacias australiens comine
mangiumpar Cornet et Diem 1982 ; Galiana et al. 1994 ;dunpis et al. 200M@es résultats
similaires ont été trouvés avec Besolithus. albusstrainIR100 André et al (2005) avec le
P.albus COI024 Duponnois et al (2000) mais ausst & Scleroderma verrucosum IR500 et
le Scleroderma dictyosporum IR109 DuponnoiBlenchette (2003).

Cette différence de croissance entre plantes i@éesiet plantes non inoculées, est liée
au fait que les microorganismes symbiotiques chgnguis et rhizobium améliorent la
nutrition de la plante hét€ela a été confirmé par Cornet et Diem 1982, Carhat 1982, Ba
et al 1996 et enfin par Duponnois et al. 2001. &mcordance avec nos résultats, le tableau 3
et 4 montre bien que I'inoculation augmente sigaiivement la teneur en phosphore des
plants. Et la figure 3 F montre bien que le tauwpbesphore des parties aériennes augmente
en fonction du nombre de souches inoculées ; cgligee d’'une partie 'augmentation de la
croissance en fonction du nombre de souches ineguléa valeur maximale été observée
avec l'inoculation par cing souches (figure3F). BoJan 1991 a trouvé que les champignons
ectomycorhiziens améliorent la fertilité des satsaecroissant la concentration en éléments
minéraux. Et ainsi, ils améliorent la croissance ldeplante héte en augmentant la
disponibilité¢ de certains éléments comme le phosplyui est un facteur limitant de la
croissance des plantes des zones tropicales Duisogiral,(2005).

Dans le cas des mycorhizes a vésicules et arbgsdeke résultats similaires ont été
trouvés par Van der Heijden et al,(1998) ; ces idesnont démontré que la diversité des
champignons arbusculaires augmente le taux de pbosplans les parties aériennes des
plantes. Les résultats de Van der Heijden et @&1L®nt montré aussi que la productivité et
la diversité d'un écosysteme sont étroitement liées la diversité des champignons
mycorhiziens a arbuscules présents dans le milette action positive des champignons
mycorhiziens a arbuscules sur la diversité deobgsteme a été démontré par d’autres
auteurs comme Grime et al.,1987, Clays et Holal® 1%®udgers et al.,2004 et cela peut étre

dd par une action synergique des champignons.
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Cette augmentation de la croissance des planteslées est aussi liée a la mycorhization. Le
tableau 3 et 4 montrent que le systéme racinaiseptints inoculés est plus développé que
celui des plants non inoculés. Cette amélioratiordéveloppement des plants inoculés peut
s’expliquer par I'important développement du systéracinaire (Rovira,1972) et également
par I'importance du volume de sol colonisé gracelawphes.

Si on admet que l'effet du champignon sur la ceoisge était proportionnel a la quantité
d’'inoculum mélangé au sol, on trouve que l'effeddhique de I'inoculation fongique sur la
biomasse totale des plants est inférieur a I'effesuré dans I'expérience en serre (figure 5).
Cela peut s’expliquer par une action synergiqueedlet souches fongiques co-inoculées a la
plante.

A coté de la croissance, l'inoculation amélioresaus taux de nodulation des plants. La
nodulation plus importante pour les traitementscameculum s’explique par la présence
d’'une Bradyrhizobium qui a la capacité de s’assagie@cA mangiumet former des organes
particuliers les nodosités. Le tableau 4 et larBg8D montrent que la nodulation a
significativement augmentée en présence des chaomsg Les valeurs maximales ont été
atteintes dans le traitement TT5. Cet effet podis champignons sur la nodulation observée
dans nos résultats a été demontré par plusietearalchez les endomychorhizes Duponnois
et Plenchette (2003), av&lomus intraradicesSenghor (1998) avec 8. fasciculatunde
méme que Cornet et Diem avecdemossed1982).

Par ailleurs il est connu que les champignons egtorhiziens accroissent le nombre de
nodules par plante chez les especes australiemmesie€A. holosericea et A. mangium (
Founoune et al. 2000 a,b, ¢ ; Duponnois et al. 2@d2ponnois et Plenchette 2003). L'effet
positif des mycorhizes sur la nodulation peut éxpliqué par la croissance importante du
systeme racinaire favorisant une colonisation meassuivie d’une infection des racines par
les rhizobia. En outre, les mycorhizes modifient flanction du systeme racinaire
particulierement dans I'excrétion d’exsudats raicesaet de ce fait, ils peuvent modifiés la
communauté microbienne (effet mycorhizosphére) ielson et al. (1962), Linderman
(1988). En plus les hyphes extraracinaires des plggnons ectomycorhiziens influencent la
composition chimique, le pH du milieu en y seanét@des substances chimiques. (Frey et al
1997 ; Caravaca et al.2000). Toutes ses modiicatphysiques et chimiques facilitent le
développement des Bradyrhizobium et par conséqgaentoissent le processus de la
nodulation.

Nos résultats montrent que le nombre de nodulemnabtaugmentent en fonction du nombre

de souches fongiques inoculées a la plante (figuteet tableau 4). La valeur maximale a été
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obtenue dans le traitement TT5. Cela peut étre dlfait que la formation et le
fonctionnement des nodules dépendent des chamggmyaorhiziens (Reddel et Warren
1986). Car ces derniers améliorent le prélevemerghibsphore ce qui accroit la nodulation
et la fixation d’azote (Cornet et Diem 1982).

Les mesures de la capacité de nodulation par ALBT ont montré que pour les traitements
TT6 et TTO la totalité des nodules ont été formas AustT 13 C (figure 4). Par contre on
remarque que les pourcentages d’occupation deslesodoar AustT 13C diminuent
progressivement a partir du TT1 jusqu’au traitemERb (mais les différences ne sont pas
significatives). Ceci peut étre expliqué par I'alisede la souche AustT 13C dans les nodules
ou par la présence dans I'extrait d’ADN de débdscrochant la sonde ce qui empéchera
I'hybridation avec AustT 13 C.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Cette étude qui a porté sur deux points ; d’absud |'évaluation de la croissance de la plante
hote en fonction d’'une diversité croissante de glignons ectomycorhizien associé a montré
gue la diversité du cortége mycorhizien a une erfze directe ou indirecte sur la croissance
de Acacia mangiumMais I'effet de chaque champignon pris isoléne#gté testé. Cet effet a
montré que toutes les souches fongiques stimulgedicativement la croissance deacia
mangium.Un effet maximal a été noté pour la sou@deroderma sEBC2 qui améliore
significativement la biomasse aérienne et la bie@aacinaire dé.mangium.

L’inoculation avec une diversité de champignonsnaeigte la croissance de la plante hote.
Les résultats ont montré que plus le nombre detssutongiques inoculées/A mangium
augmente plus la croissance de cette plante egiriampe. La croissance maximale étant
obtenue avec cing souches.

Pour les traitements mono-inoculés, les taux deonmyzation les plus importants ont été
trouvés avec les souches suivantes, le Pisolithhss (#R100), le Scleroderma verrucosum
Bull. (Pers.) sensu Grev. IR 500 et le SclerodespgIR406). La combinaison d’inocula
fongiques a amélioré la mycorhization mais il yaspde différence significative entre les
différentes combinaisons.

Le taux de phosphore a augmenté aussi en fonctiomammbre de souches fongiques
inoculées et la valeur la plus importante a étérmlnt avec le traitement TT5 inoculation avec
cing souches de champignons. On note aussi uneesutigtion significative du taux d’azote
pour les traitements pluri- inoculés.

La nodulation cheAcaciamangiuma été améliorée par I'inoculation avec un compléae
souches fongiques. Plus le nombre de souches depaieons augmente, plus le nombre de
nodules augmente. La valeur maximale a été notée Iparaitement TT5 (combinaison de
cing souches fongiques).

Pour la confirmation des résultats, les travauk @@ conduits en buse mais aussi une
transplantation aux champs est prévue.

Une étude permettant la sélection des souched sé@ssaire pour mettre en une place des
combinaisons d’inocula fongiques plus performantes

Il serait aussi intéressant d’évaluer si l'effet dhampignon sur la croissance était

proportionnel a la quantité d’'inoculum.
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ANNEXE
[. Milieu pour les cultures de champignons
1. Milieu MNM (Melin et Norkrans modifié par Marx en 1969

(NH4)2 HPO4 0,25 g
Extrait de malt 3 g
Glucose 10 g
KH2 PO4 05 g
MgSO4 7H20 0,15 g
CaCl2 2H20 0,05 g
NacCl 0,025¢g
Thamine HCI (1 mg/ml) 1 mi
Citrate ferrique (1 %) 1,2 ml
Agar 20 g
Eau distillée gsp 1000 mi
pH 5,5
Stérilisation 20 min a 120°

II. Milieu pour les cultures de bactéries

2. Milieu de culture YMA (Yeast mannitol Agar)

Mannitol 10 ¢
K2HPO4 05 g
Glutamate de Sodium 05 ¢
NaCL (Solution & 50mg/ml) 1 ml
Solution T (MgS0O4, 7H20, 10g/l) 10 ml
Solution U (Cacl3, 40g/1) 1 mi
Solution V (Fecl3, 4g/| 1 ml
Extrait de Levure 1 g
H20 gsplL
Agar (pour milieu géloseé) 20 ¢
pH 6,8
Stérilisation 20 min 120°

I1l. Solutions pour I'extraction des nodules
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TES : Tampon de broyage |(TES/Saccharoise) Lysmoze
Trizma Base 20m

Lysozyme 20mg/mi
EDTANa 1mM Tris — HCL 10mM
NacCl 50Mm EDTANa 1mM
Saccharose 8%p/v Conservé a —20° C
pH 8,0

Conservé a 4° C

GES (Guanidine thiocyanate, EDTA, Sarcosine)

Guanidine thiocyanate aVbm
EDTANa& 100Mm
N-Lauryle sarcosine Yoop
pH 8,0

IV. Solutions pour I'hybridation

1.Solution de préhybridation 2. Solution d’hybridation (solution sonde)
5X SSC Solution de préhybridat 10ml
agent bloquant %.p/v Sonde 10ml
N-laurylsarcosine Sodium salt 0.1 % p/v
SDS 0.02% p/v. 3. Solutions de lavage pour la révélation
Nacl 750mM L1:
Citrate de Sodium 75mM 2x SSC
Nacl , 0@nM
Tampon 1 Citrate de Sodium 30mM
Tris HCL 0,1M SDS 0,1% p/v
Nacl 0,15M
pH 7,5
Tampon 2 (T1 + agent bloquant) L2:
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Tris HCL
Nacl

Agent bloquant
pH

Tampon 3
Tris HCL
Nacl

pH

0,1M
0,15M
0,5%
7,5

0,1M
0,1M
9,5

0,1x SSC

Nacl

Citrate de Sodium

SDS

15mM

msm
0,1% plv
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