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PREFACE

Les foréts couvrent prés de 30 % de la superficie émergée de la plancte et assurent de
multiples fonctions allant de la conservation de la biodiversité, des sols et de 1’eau a la
fourniture de produits ligneux ou non ligneux et d’activités récréatives. De plus, la biomasse
forestiere représente la principale forme de stockage de carbone estimée a environ
283 Gigatonnes (Gt), malgré une diminution enregistrée a I’échelle mondiale de 1,1 Gt par an
de 1990 a 2005. Elles sont considérées comme des ¢léments de développement socio-
économique particulierement importants dans les pays du Sud en fournissant des emplois et
des moyens de subsistance a une grande partie de la population. Malgré le role majeur que
jouent les foréts dans la régulation des climats, le débit des grands fleuves, la séquestration du
carbone et en tant que réservoirs d’une biodiversité animale et végétale exceptionnelle, la
déforestation fait disparaitre annuellement quelque 13 millions d’hectares de foréts dans le
monde, correspondant ainsi a des pertes nettes de superficies boisées entre 2000 et 2005 de
7,3 millions d’hectares/an, soit une superficie équivalant a la Sierra Leone ou a Panama. Cette
déforestation, consécutive a l'extension des terres agricoles, a l'exploitation des ressources
miniéres du sous-sol, a l'urbanisation, a 1'exploitation excessive ou anarchique de certaines
essences foresticres, suscite actuellement un intérét sans précédent du fait de la prise de
conscience croissante du role primordial que jouent les foréts dans le cycle mondial du
carbone. En effet, la réduction des émissions de CO, suite aux déboisements et aux
dégradations du couvert forestier et 1’augmentation de la séquestration du carbone via des
actions de reboisement ou de gestion durable des formations offrent des solutions
performantes pour atténuer les effets des aléas climatiques actuels. Cette mobilisation
planétaire pour la sauvegarde du patrimoine forestier mondial enregistre des résultats
encourageants puisque le rythme de la déforestation a connu un ralentissement significatif au
cours de cette derniére décennie. Selon la FAO, 5,2 millions d'hectares de surfaces boisées ont
disparu entre 2000 et 2010 contre 8,3 millions entre 1990 et 2000. Toutefois, ces résultats sont
trés variables entre les zones tempérées et boréales et les pays des régions tropicales et
méditerranéennes ou la perte nette de surfaces boisées est toujours extrémement soutenue et

alarmante.

Les foréts les plus riches — mais également les plus menacées — de la planéte se trouvent dans
les pays du Sud et ne représentent plus que 7 % de la surface terrestre et paralléelement 15 a

20 % des émissions de CO,. Lors des conférences de Cancun sur le climat et de Nagoya sur la
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diversité biologique, la communauté internationale a montré trés clairement son engagement
pour une conservation et une gestion durable du patrimoine forestier tropical. Cette volonté
affirmée est confrontée a de multiples facteurs d’ordre socio-économique, mais également
scientifique du fait de la complexité des déterminants biologiques des territoires forestiers

tropicaux.

L’IRD a historiquement conduit de nombreuses études dans les principales régions forestiéres
tropicales et méditerranéennes visant a décrire et comprendre les mécanismes biologiques et
socio-économiques régissant 1’évolution du couvert forestier via des approches multi-
disciplinaires a D’interface entre biodiversité et santé, végétation et climat, ressources
naturelles et sociétés, lui donnant ainsi une expertise scientifique et technique reconnue
internationalement. Par ses travaux de recherche, la formation de jeunes chercheurs et de
futurs décideurs, la valorisation socio-économique des acquis de la recherche, I’'IRD a et doit
conserver cette position de leader de la recherche européenne ceuvrant pour la sauvegarde de

ce patrimoine mondial qui joue un role essentiel dans le maintien de vie sur terre.

Parmi les thématiques scientifiques particulierement développées par I’IRD au cours de ces
derniéres décennies figure la symbiose mycorhizienne et son role dans la productivité et la
stabilité des écosystémes forestiers tropicaux et méditerranéens. Il est maintenant parfaitement
admis que la symbiose mycorhizienne joue un rdle majeur dans les processus biologiques
régissant la fertilit¢ des sols et I'évolution spatio-temporelle des écosystémes végétaux
terrestres. De par ces fonctions écologiques fondamentales dont dépendent la productivité et
la stabilité (résistance et résilience) des €cosystémes, la gestion et la valorisation de cette
symbiose fongique revétent une importance toute particuliére dans les régions tropicales et
méditerranéennes ou, du fait d'une surexploitation des ressources naturelles, la conservation et
la valorisation des ressources naturelles sont devenues des priorités nationales. Dans le cadre
d’une agriculture durable a faibles apports d’intrants, mais aussi pour améliorer les
performances des interventions humaines visant a préserver la biodiversité des écosystémes
végétaux terrestres, il est nécessaire de décrire la structure des communautés de symbiotes
fongiques et également leur évolution au sein de I'écosystéme afin de maitriser leur
fonctionnement et ainsi optimiser leur impact sur le développement du couvert végétal naturel

ou cultivé dans différents contextes d’anthropisation.

Depuis  plusieurs  décennies, le Laboratoire des symbioses tropicales et

méditerranéennes (LSTM) et I’IRD (DSF) ont contribu¢ de maniére significative a la
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formation de mycorhizologues dont les compétences sont reconnues au niveau national,
régional et international. Les collaborations développées entre les différents acteurs de cette
problématique scientifique au Sud et au Nord ont permis d'acquérir des connaissances
scientifiques sur la diversité des symbiotes fongiques, leurs interactions avec d'autres
composantes microbiennes du sol, d'évaluer leur impact sur la croissance des plantes et enfin
d'apprécier les conséquences de certaines pratiques agricoles ou sylvicoles sur la gestion du
potentiel mycorhizien des sols. Des exemples pertinents de ce type de recherche menée en
partenariat sur le continent africain sont présentés dans cet ouvrage afin de démontrer
I'excellence et 1’originalit¢ des résultats obtenus par I'ensemble de ces équipes, mais
¢galement d'identifier des pistes de recherche visant a promouvoir les propriétés de la
symbiose mycorhizienne dans les stratégies d'ingénierie écologique et d'intensification
¢cologique requises pour remédier a la perte alarmante de biodiversité enregistrée sur la
planéte — et plus particulierement dans les régions tropicales et méditerranéennes — depuis le

siécle dernier.

Outre 1’aspect scientifique et I’importance de ce type de recherche pour la sauvegarde du
patrimoine naturel en Afrique, ce document témoigne de 1’exemplarité de ces partenariats
construits patiemment par des chercheurs du Sud et du Nord sur plusieurs générations en
respectant les fondements des métiers de la recherche, a savoir 1’excellence scientifique, la
formation et le transfert de connaissances, et I’innovation qui font de la recherche un moteur

essentiel du développement de I’ensemble de ces pays.

Dr Bernard Dreyfus

Directeur général délégué a la science
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Cet ouvrage relate de nombreux résultats de recherche menés sur le role de la symbiose
mycorhizienne dans la stabilit¢ et la productivit¢ d’agro- et écosystemes des milieux
tropicaux, méditerranéens et insulaires. Ce document présente une originalité indéniable dans
le paysage scientifique dédi¢ a la conservation et la valorisation des ressources naturelles et
cultivées. Tout d’abord, il est rédigé en frangais et trouvera assurément un accueil tres
favorable de la part de la communauté scientifique francophone intéressée par ce sujet. Il
témoigne également du dynamisme des collaborations entre les différents groupes impliqués,
garant d’une formation d’excellence de jeunes chercheurs par et pour la recherche, et d’une
production de connaissances de qualité¢ valorisée par de nombreux articles scientifiques
publiés dans des revues internationales. Enfin, il met en exergue les potentialités de cette
discipline en termes de valorisation des acquis de la recherche pour lutter contre les fléaux
sociaux et écologiques dont la planéte est victime a I’heure actuelle et des actions mises en
ceuvre pour y remédier, a savoir : la lutte contre la pauvreté et ’ensemble des propositions et
engagements visant a assurer une sécurité alimentaire pour les populations, en particulier

celles des pays en voie de développement.

La réalisation de cet ouvrage, dans lequel I’Universit¢ Cadi Ayyad de Marrakech s’est
engagée de maniere significative a travers les activités développées par le Laboratoire
Ecologie et Environnement, montre la volonté de notre établissement de promouvoir 1’essor
de cette discipline scientifique liée a la maitrise de la symbiose mycorhizienne en Afrique du
Nord pour améliorer la productivité des terres dans le cadre d’une agriculture a faibles apports
d’intrants. Cet objectif sera atteint en favorisant la formation de jeunes chercheurs,
I’acquisition de connaissances scientifiques sur ce sujet mais aussi une valorisation de ces
acquis pour la sphére socio-économique de la région. Ces mots clés sont a la base des
orientations pour les années a venir de 1’Université Cadi Ayyad de Marrakech et cet ouvrage

en est un vibrant exemple

Pr Abdellatif MIRAOUI
Président de 1’Université Cadi Ayyad

Président de I’ Agence Universitaire Francophone
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La désertification consécutive a la conjonction de différents facteurs environnementaux (aléas
climatiques, périodes de sécheresse accentuées, etc.) et une pression anthropique exacerbée
sur les ressources terrestres, affectent plus de 2 milliards de personnes sur la plancte et cette
situation dramatique risque de s’aggraver sous les effets conjugués d’une gestion anarchique
des ressources naturelles terrestres et dans le contexte des scenarii actuels de changements

climatiques.

Face a ces tendances et la nécessité d’identifier différentes stratégies pour permettre a ces
écosystemes de recouvrer leurs caractéristiques originelles ou tout du moins, leur permettre
d’assurer les services attendus en termes de sécurité alimentaire, mais aussi de services
environnementaux (régulation des cycles de 1’eau, séquestration de carbone, etc.), la gestion
durable des terres (GDT) représente un potentiel significatif pour améliorer les modes de vie
locaux, pour assurer la sécurité alimentaire des populations, pour restaurer les écosystémes

naturels et inverser cette évolution négative de 1’environnement.

Les bénéfices attendus de la GDT deviendront réalité sous réserve de la mise en ceuvre d’une
stratégie basée sur trois principes: (i) encourager la recherche afin d’améliorer nos
connaissances sur les facteurs régulant 1’évolution du milieu a réhabiliter ou a conserver,
(11) partager et diffuser les acquis de la recherche et (iii) sensibiliser les populations locales

des bénéfices potentiels que I’adoption de cette pratique pourrait générer.

Parmi tous les domaines de recherche inscrits dans la problématique scientifique et technique
d’amélioration de la fertilité des sols et d’augmentation de la productivité et de la stabilité du
couvert végétal (cultivé ou naturel), les modeles biologiques basés sur la valorisation des
symbioses  plante/microorganismes (symbiose fixatrice d’azote et/ou symbiose
mycorhizienne) ont fait ’objet de nombreux travaux et les résultats obtenus montrent de
maniere indéniable le role majeur que pourrait jouer ce processus symbiotique pour assurer le
succes d’une gestion durable des sols. Paradoxalement, force est de constater que cet « outil
biologique » est reconnu par la communauté scientifique, mais rarement appliqué par les
Hommes du métier et plus particulierement ceux des pays du Sud. Une des principales raisons
susceptible d’expliquer cette carence en matic¢re de transfert technologique est le manque de
diffusion des connaissances vis-a-vis des décideurs impliqués dans la mise en place des

diverses politiques sectorielles concernées.

Outre 1’aspect institutionnel avec la démonstration des liens historiques et solides associant

différentes équipes de recherche localisées dans des pays particuliérement affectés par 1’usage
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abusif des ressources naturelles et dont le modele d’étude est « la symbiose mycorhizienne »,
cet ouvrage a pour vocation principale de présenter un panorama de la diversité des
¢cosystemes étudiés et des techniques utilisées (ex.: outils statistiques) dans les travaux
menés au sein du réseau SYMETROP sur la symbiose mycorhizienne. Il a pour ambition de
décrire différentes approches susceptibles d’étre développées pour réhabiliter un écosystéme
dans un endroit donné et pour une raison connue (ex. : pollution, baisse de la fertilité des sols,
etc.). Ces €écosystémes sont situés dans les milieu méditerranéen (Algérie, Maroc), tropical

(Burkina Faso, Cameroun, Sénégal) et insulaires (Madagascar, Nouvelle-Calédonie).
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1. INTRODUCTION

Le processus de désertification est défini par la Convention des Nations unies sur la lutte contre la
désertification (CNULD) aux échelles régionales et locales comme « la dégradation des terres
dans les zones arides, semi-arides et subhumides séches par suite de divers facteurs, parmi

lesquels les variations climatiques et les activités humaines ».

La désertification traduit le déclin irréversible ou la destruction du potentiel biologique des
terres et de leur capacité a supporter et a nourrir les populations. Ce processus met en avant la
nécessité d’accroitre le niveau de vie des sociétés les plus vulnérables en pérennisant le
support de leur activité, la fertilité des terres, et en trouvant diverses alternatives qui soulagent
la pression sur les terres. La désertification est indissociable de la question du développement
durable des zones séches. Comme le soulignent les annexes de la Convention, cette notion
s’applique sur tous les continents, principalement vis-a-vis des zones seches dans lesquelles

aridité et sécheresse sont les principales contraintes.

Face a ce constat et afin d’identifier les axes a développer pour permettre a ces écosystemes
de rendre les services attendus et satisfaire les besoins des populations locales, de nombreux
travaux de recherche ont été entrepris pour optimiser la croissance des plantes dans des
environnements ingrats et maitriser certaines composantes du sol susceptibles de contribuer a
la réhabilitation de ces écosystemes dégradés. Parmi les composantes telluriques
particulierement impliquées dans les processus biologiques régissant le fonctionnement des
principaux cycles biogéochimiques et, en conséquence, la fertilit¢ des sols figurent les
champignons mycorhiziens. Ces microorganismes ubiquistes évoluent en association
symbiotique stricte avec diverses plantes hotes et optimisent le développement du végétal via
deux voies principales a savoir (i)une stimulation de la nutrition minérale (plus
particulierement pour le phosphore considéré comme une des principales carences minérales
dans les sols méditerranéens et tropicaux) et (ii) une meilleure tolérance ou résistance de la
plante vis-a-vis de stress biotiques (impacts de microorganismes pathogenes fongiques,
bactériens ou de nématodes phytoparasites) et/ou abiotiques (stress salin, hydrique, métaux
lourds). Les interactions plante/symbiote fongique ont généralement été¢ abordées de manicre
bilatérale en évaluant I’impact d’une souche fongique préalablement sélectionnée pour un
parametre donné (ex. : impact sur la croissance de la plante, impact sur la tolérance ou la

résistance d’une plante a un agent pathogene, etc.). Plus récemment, divers facteurs comme la
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structure de la communauté du cortége mycorhizien associ¢ une plante, les interactions créées
lors de 1’établissement de la symbiose mycorhizienne avec la microflore saprophyte du sol, le
role des champignons mycorhiziens dans 1’évolution spatio-temporelle, la productivité, la
stabilité, la capacit¢ de résilience écosystémique, etc., ont été pris en compte et
particulicrement développés via de nombreux travaux scientifiques. Il est maintenant
parfaitement admis que la symbiose mycorhizienne constitue un ¢lément clé dans le
fonctionnement durable des écosystémes végétaux terrestres et doit étre considérée a juste

titre dans toutes opérations de réhabilitation durable d’écosystémes dégradés.

Ce chapitre vise a présenter le contexte dans lequel évolue cette symbiose fongique et a
synthétiser les connaissances scientifiques acquises sur ce modele biologique afin d’apprécier
les principaux intéréts attendus de la maitrise de ce processus symbiotique pour conserver et

valoriser la biodiversité végétale naturelle terrestre.

2. LE CONTINUUM SOL — PLANTES — MICROORGANISMES

2.1. LE SOL

Le sol est considéré comme la couche superficielle de 1’écorce terrestre située a 1’interface
entre la lithosphére et 1’atmosphere. Il est la conséquence de la transformation de la roche
mere enrichie par des apports organiques et caractérisée par la présence de vie. Il est un

support et une ressource de base pour la plupart des activités humaines.

A une échelle microscopique, le sol constitue un environnement ou interagissent directement
ou indirectement de nombreux microorganismes, entre eux mais aussi avec les composantes
abiotiques du sol (matiére organique, matrice minérale, etc.) et avec les racines des plantes
(Albino et Andrade, 2006). II constitue ainsi un réacteur biologique trés actif ou se

développent des réactions biochimiques abondantes et variées.

La production primaire des plantes, via le turnover de la matiére organique sénescente et les
rhizodépositions d’exsudats, constitue une des principales voies par lesquelles Ie
C atmosphérique alimente le cycle du C dans le sol (Carpenter-Boggs et al., 2000 ; Six et al.,

2006). De nombreux autres composés chimiques et certains xénobiotiques se retrouvent
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¢galement dans les sols et les microorganismes sont fortement impliqués dans leur évolution
(Corgié €t al., 2004 ; Corgi¢ et al., 2006). Ces mécanismes d’origine biotique et abiotique
permettent un retour des éléments chimiques dans le pool de nutriments dissous dans la

solution de sol qui sont alors mobilisables par la plante pour assurer ses besoins.

La structure des communautés microbiennes associées aux racines des plantes est fortement
dépendante de la quantité et de la qualité des exsudats racinaires. La composition de ces
exsudats racinaires est principalement déterminée par les caractéristiques du couvert végétal
en présence : composition spécifique, age de la formation, etc. (Grayston et Campbell, 1996 ;
Coleman et al., 2000 ; Gransee et Wittenmayer, 2000) et des conditions environnementales
(Grayston et Campbell, 1996). L’exsudation racinaire représente la diffusion passive de
solutés racinaires vers la solution du sol. Ces exsudats sont constitués majoritairement de
sucres, d’acides carboxyliques et d’acides aminés et sont plus particulierement présents en

abondance au niveau des extrémités racinaires (Jones, 1998).

La rhizosphére a été définie par Hiltner (1904) comme le volume de sol évoluant sous
influence des racines et caractérisé par une intense activité microbienne résultant de la
diffusion ou de I’exsudation de composés organiques au niveau racinaire (Curl et Truelove,
1986 ; Grayston et al., 1997). Cet ‘effet rhizosphére’ est un processus dynamique résultant
d’interactions entre la plante hdte, le sol, les microorganismes telluriques et différentes
caractéristiques du milieu (climat, pratiques culturales, ...) attribuant a ce compartiment
rhizosphérique des caractéristiques physico-chimiques et biologiques particuli¢res (Yang et

Crowley, 2000 ; Wieland et al., 2001).

Les interactions entre la plante hote et les microorganismes peuvent étre soit facilitatrices, soit
antagonistes pour un indicateur donné (ex. : croissance de la plante) (Souchie et al., 2006 ;
Stinson et al., 2006). Ces deux catégories d’interactions se manifestent également entre les

microorganismes telluriques (Duponnois et Plenchette, 2003 ; Duponnois, 2006).

Parmi les groupes fonctionnels composant la microflore tellurique, certains jouent un role
majeur dans I’amélioration de la croissance et de la survie des plantes en augmentant
notamment la biodisponibilit¢ d’¢léments minéraux qui constitue fréquemment la principale
contrainte au bon développement du végétal. Dans cette perspective, de nombreux
microorganismes telluriques ont été considérés comme des biofertilisants potentiels dans le
cadre d’une agriculture durable a faible apport d’intrants (Rodriguez et Fraga, 1999 ;
Johansson €t al., 2004 ; Matiru et Dakora, 2004 ; Douds €t al., 2005 ; Gentili et Jumpponen,
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2006). 11 s’agit notamment des champignons mycorhiziens qui améliorent la nutrition
hydrique et minérale (Duponnois et al., 2005 ; Lambers et al., 2008) et la protection
phytosanitaire (Leyval et Joner, 2001 ; Joner et Leyval, 2003) des plantes ; des bactéries
fixatrices d’azote qui sont capables de piéger 1’azote atmosphérique et de le rendre accessible
aux plantes (Samba et al., 2002 ; Matiru et Dakora, 2004). Des processus de mobilisation
d’¢léments nutritifs a partir de formes complexes de phosphates organiques et inorganiques
ont également été mis en évidence chez ces microorganismes (Chabot et al., 1996 ; Alikhani
et al., 2006). De nombreuses autres bactéries (notamment les bactéries des genres
Pseudomonas, Bacillus,...) peuvent également solubiliser ces phosphates (Harris et al., 2006 ;
Souchie et al., 2006) et/ou produire des hormones de croissance, des antibiotiques, etc.
(Hamdan et al., 1991 ; Gentili et Jumpponen, 2006). Pour cet effet positif sur la croissance

des plantes, ces bactéries sont nommées Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR).

En revanche, il existe des microorganismes phytopathogenes dans le sol et susceptibles de
réduire fortement la survie et le développement des végétaux (Miller et al., 1997 ; Nyvall,

1999).

2.2. LA SYMBIOSE MYCORHIZIENNE

2.2.1. LES COMPOSANTES DE LA SYMBIOSE MYCORHIZIENNE

Les mycorhizes résultent d’une union durable basée sur des échanges réciproques entre les
racines des végétaux et certains champignons du sol. Elles constituent des composantes
essentielles dans la relation sol-plantes-microorganismes. En effet, certaines especes végétales
ne peuvent croitre normalement sans s’associer a un partenaire fongique (Janos, 1980 ; Gobat
et al., 2003). La diversité végétale est entre 220 000 et 420 000 especes de plantes terrestres
(Scotland et al., 2003). D’aprés I’examen de plus de 10 000 espéces, en majorité des
angiospermes, des structures mycorhiziennes ont été observées chez 86 % d’entre elles

(Brundrett, 2009 ; Tedersoo €t al., 2010).

Le nouvel organe mixte résulte de I’association intime de la plante hote et du champignon
mycorhizien et chaque partenaire optimise son développement griace a cette symbiose. Les
racines de plus de 80 % des especes de plantes vasculaires présentent ou sont susceptibles de

présenter des structures mycorhiziennes au sein de leur systéme racinaire. La présence de
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mycorhizes est donc un phénoméne général chez les plantes a I’exception de quelques
familles comme les Brassicaceae, les Caryophyllaceae, les Cyperaceae, les Juncaceae, les
Chenopodiaceae et les Amaranthaceae qui présentent trés peu d’associations mycorhiziennes
(Strullu, 1991 ; Norman et al., 1995). Leur impact est primordial dans tout ou partie du cycle
de la plante, surtout, mais non exclusivement, pour la nutrition. Le champignon profite des
ressources carbonées synthétisées par la plante via la photosynthése et qui sont indispensables
a son métabolisme et a sa fructification. En retour, les hyphes fongiques améliorent la
nutrition hydrique et minérale de la plante hote grace a I’augmentation du volume de sol
prospecté et a la production de divers enzymes extracellulaires (protéinases, phosphatases,
etc.) susceptibles de mobiliser des ¢léments nutritifs a partir de composés complexes du sol

(Manjunath et al., 1989 ; Leyval et Berthelin, 1993 ; Gobat et al., 2003).

2.2.2. LES PRINCIPAUX TYPES DE SYMBIOSES

D’apres la morphologie de 1’organe résultant de 1’association plante — symbiote fongique,
différents types de mycorhizes sont distingués. Les mycorhizes a arbuscules, les mycorhizes
orchidoides et les ectomycorhizes sont les plus fréquentes et les plus étudiées. Les mycorhizes
a arbuscules sont les plus primitives et les plus répandues dans les écosystemes naturels et
cultivés (Tedersoo et al., 2010). Les mycorhizes a arbuscules seraient a I’origine des autres
types de symbiose mycorhizienne et coincideraient avec celle des végétaux terrestres il y a

450 millions d’années (Wang et Qiu, 2006).

e LES ECTOMYCORHIZES (du grec ektos: a I’extérieur) ou les champignons se
développent essentiellement autour de la racine, en formant un manchon mycélien (le
manteau) a partir duquel se développent des hyphes qui s’insérent entre les cellules
corticales de la racine (réseau de Hartig). Ce type d’association est principalement
représenté chez les essences foresticres des régions tempérées, méditerranéennes et
boréales, mais il a été également décrit chez quelques espéces tropicales de la famille
des Dipterocarpaceae, Euphorbiaceae, Cesalpiniaceae, Myrtaceae et Fagaceae). Les
partenaires fongiques appartiennent aux Basidiomycétes (Boletus, Russula, Laccaria...),
mais aussi aux Ascomyceétes (Tuber, Elaphomyces...).
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e LES ENDOMYCORHIZES (du grec endon : a I’intérieur) sont caractérisées par 1’absence
de manchon mycélien externe et par la pénétration des hyphes fongiques dans les

cellules corticales. On rencontre :

- LES ENDOMYCORHIZES DES ORCHIDEES formées par des Basidiomycetes et LES
ENDOMYCORHIZES DES ERICACEES associ¢es aux Ascomycétes (les Pezizaceae). Dans
ces deux cas, le mycélium forme des pelotons a I’intérieur des cellules du parenchyme
cortical.

- LES ENDOMYCORHIZES DES CISTACEES ou les pénétrations endocellulaires ont une forme
coralloide. Les champignons symbiotiques impliqués appartiennent aux Ascomycetes
hypogés (les Terfeziaceae).

- LES MYCORHIZES A VESICULES ET ARBUSCULES formées par des champignons inférieurs
et qui concernent environ 80 % des especes végétales (Barea et Honrubia, 1993). Ces
associations doivent leur nom aux structures fongiques résultant des hyphes
intracellulaires qui se ramifient intensément a I’intérieur des cellules du cortex racinaire
pour former des structures appelées arbuscules. Ces hyphes peuvent former des vésicules

(Bonfante-Fasolo, 1984).

e LES ECTENDOMYCORHIZES caractérisées a la fois par la présence du manteau mycélien
et le développement d’hyphes inter et intracellulaires. Elles se rencontrent chez les
Arbutacées, les Monotropacées et sont formées par des Basidiomycétes (Cortinarius,

Boletus...) (Mikola, 1948).

2.2.3. LES MYCORHIZES A VESICULES ET ARBUSCULES (fig. 1)

Figure 1. Mycorhize a arbuscules. A : arbuscules. B : spores (Photo Yves Prin)
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2.2.3.1. HISTORIQUE

Selon Morton et al. (1995), ce type de symbiose est apparu il y a 250 millions d’années. La
premicre classification des champignons endomycorhizogenes a été proposée par Gerdemann
et Trappe (1974) basée essentiellement sur les phénotypes des spores. Cingq genres ont été
distingués : Endogone, Glomus, Sclerosystis, Acaulospora et Gigaspora. Ensuite, une révision
de la famille des endogonacées a été réalisée par ces mémes auteurs qui ont caractérisé
44 especes au sein de 7 genres. Parmi elles, beaucoup de taxons ont été redéfinis, 2 genres

(Acaulospora, Gigaspora) et 12 nouvelles espéces ont été décrits.

En 1979, Ames et Schneider mettaient en évidence le nouveau genre Entrophospora dans la
famille des Endogonaceae, avec E. infrequens, espéce qui était préalablement classée dans le
genre Glomus sous le nom de G. infrequens (Hall, 1977). Walker et Sanders (1986) ont
distingué¢ deux genres, Gigaspora et Scutellospora. Enfin, en 1990, Morton et Benny ont
classé les champignons symbiotiques appartenant a I’ordre des Glomales dans deux sous-
ordres, Glomineae et Gigasporineae. Redecker et al. (2000) se sont basés sur des données
phénotypiques et moléculaires pour placer Sclerocystis coremioides dans le genre Glomus,
¢liminant ainsi le genre Sclerocystis. Morton et Redecker (2001) en croisant des données
morphologiques, moléculaires et biochimiques, ont décrit deux autres familles,
Archaeosporaceae et Paraglomaceae. La premiére famille héberge le genre Archaeospora,

avec trois especes et la seconde, le genre Paraglomus, avec aussi deux espéces.

2.2.3.2. TAXONOMIE ACTUELLE

La systématique des champignons mycorhiziens a arbuscules reposait essentiellement sur des
critéres morphologiques des spores (Morton et Benny, 1990), mais cette classification restait
limitée puisqu’elle ne permettait pas de décrire finement cette diversité fongique (Giovanetti
et Gianinazzi-Pearson, 1994). L’impossibilit¢ de multiplier ces symbiotes fongiques en
I’absence de leur partenaire végétal représente une difficulté supplémentaire pour établir une
classification fiable de ces champignons. Grace a I’avénement de techniques de biologie
moléculaire, la classification des champignons mycorhiziens a été significativement revue.
Ces symbiotes fongiques sont actuellement classés dans le phylum des Glomeromycota
(Schiipler et al., 2001) avec quatre ordres, dix familles et approximativement 200 espéces

décrites (Raab et Redecker, 2006) (fig. 2).
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Figure 2. Classification des champignons mycorhizogénes a arbuscule. Selon Schii3ler et al.
(2001) avec corrections de Oehl et Sieverding (2004), Walker et SchiiBler (2004), Sieverding
et Oehl (2006), Spain et al. (2006), Walker et al. (2007a, b) et Palenzuela et al. (2008).

GLOMEROMYCOTA

Glomeromycetes

Archaeosporales

Ambisporaceae
Ambispora

Archaeosporaceae
Archaeospora
Intraspora

Geosiphonaceae
Geosiphon

Diversisporales

— Acaulosporaceae
Acauiospora
Kuklospora
Acauiospora

— Diversisporaceae
Diversispora
Ofospora

— Entrophosporaceae
Enfrophospora

— Gigasporaceae
Gigaspora
Scutellospora

— Pacisporaceae
Pacispora.

2.2.4. LES ECTOMYCORHIZES (fig. 3)

Glomerales  Paraglomerales

Glomeraceae Paraglomaceae
Glomus Faraglomus

Figure 3. Ectomycorhize. A : coupe transversale. B : morphotype d’ectomycorhize (Photo

Yves Prin).

Les ectomycorhizes sont détectées chez 2 % des especes, en majorité des arbres d’intérét et

sont dominantes dans les foréts boréales, tempérées (ex. Pinaceae, Fagaceae) et tropicales

(ex. Caesalpinioideae, Dipterocarpaceae).

La présence des ectomycorhizes chez les

Sarcolaenaceae, une famille de plantes ectomycorhizogenes proche des Dipterocarpaceae et
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native de Madagascar permet d’estimer 1’origine de la symbiose ectomycorhizienne chez les
Dipterocarpaceae a 1’époque du supercontinent Gondwana, et le statut ectomycorhizien de
Pakaraimaea dipterocarpacea (Dipterocarpaceae ancestrale) évalue cette origine a environ
135 millions d’années (Dayanandan et al., 1999 ; Ducousso €t al., 2004 ; Moyersoen, 2006).

2.2.4.1. LE PARTENAIRE PLANTES

Il est généralement estimé que 6 000 especes de plantes terrestres présentent un statut
ectotrophe (Taylor et Alexander, 2005 ; Tedersoo et al., 2010). Les espéces de plantes
ectotrophes sont des gymnospermes et surtout des angiospermes. Les arbres sont
majoritairement impliqués dans cette symbiose qui intéresse également des arbustes, des
lianes et des herbacées. Les arbres sont représentés principalement dans les familles ou sous-
familles des Betulaceae, Caesalpinioideae, Dipterocarpaceae, Fagaceae, Myrtaceae,
Papilionoideae et Pinaceae. En général, les arbres ectotrophes dominent la strate arborée des
foréts boréales et tempérées de 1’hémisphere nord, des foréts tempérées et subtropicales de
I’hémisphere sud, des foréts a Dipterocarpaceae en Asie du Sud-Est et a Caesalpinioideae

(tribu des Ambherstieae) en Afrique tropicale.

Les arbres ectotrophes sont fréquemment associés avec des symbiotes endomycorhizogénes
et/ou plus rarement avec des symbiotes formant des ectendomycorhizes, en particulier chez
les Ericaceae. Par exemple, chez le genre Eucalyptus, Helianthemum et Quercus, les
mycorhizes a arbuscules sont dominantes sur les jeunes semis alors que les ectomycorhizes
sont principalement détectées chez les arbres adultes (Dos Santos et al., 2001 ; Egerton-

Warburton et Allen, 2001).

2.2.4.2. LE PARTENAIRE FONGIQUE

La diversité des champignons ectomycorhiziens est estimée entre 20 000 a 25 000 especes
(0,5 a 0,7% de la diversité fongique totale). Ces symbiotes fongiques appartiennent

majoritairement a des Basidiomycetes et Ascomycétes et plus rarement a des
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Gloméromyceétes (Taylor et Alexander, 2005 ; Tedersoo et al., 2010). La diversité des
champignons ectomycorhiziens serait moins importante dans les régions tropicales que dans
les régions tempérées (Tedersoo et Nara, 2010). Toutefois, ce constat serait sous-estimé, car
les enquétes restent encore relativement rares et de nombreuses espeéces fongiques n’ont pas

encore ¢té identifiées dans les régions tropicales (Riviére et al., 2007 ; Peay et al., 2009).

Les Ascomyceétes sont fréquemment observés chez les champignons hypogés, au contraire des
Basidiomycétes qui sont épigés. Certains champignons épigés (ex. russules, chanterelles,
bolets, agarics) ou hypogés (ex. truffes) sont comestibles. Des espéces fongiques telles que
Laccaria laccata, Thelephora terrestris, Pisolithus tinctorius, etc. sont largement présentes

dans les écosystémes forestiers des régions tempérées et tropicales.

2.2.5. EFFET « MYCORHIZOSPHERE »

La symbiose ectomycorhizienne a généralement été étudiée suivant une approche binomiale
en prenant principalement en compte les interactions trophiques et le dialogue moléculaire
entre les deux partenaires de 1’association symbiotique. Plus récemment, ce phénomene
symbiotique a été €largi a son environnement et il a été démontré que le développement de la
symbiose mycorhizienne et plus particulicrement celui du mycélium extramatriciel,
influencait significativement la stabilité structurale des sols (Caravaca et al., 2002 ; Kisa et
al., 2007). L’établissement de la symbiose mycorhizienne matérialise de nouveaux
compartiments biologiques dans la rhizosphére. En modifiant la physiologie de la plante et en
conséquence la qualité et quantité¢ des exsudats racinaires, I’établissement de la symbiose
mycorhizienne induit des modifications significatives dans la structure des communautés
bactériennes au voisinage de ces racines mycorhizes. Le terme « mycorhizosphére » a été
proposé pour caractériser ce volume de sol sous influence des mycorhizes (Rambelli, 1973 ;
Linderman, 1988). Des études ont montré qu’environ 10 a 20 % du carbone fixé au niveau du
végétal sont transférés aux symbiotes fongiques, représentant ainsi une source significative
d’énergie dans ce compartiment. Cette source de carbone jouera un réle crucial dans la
dynamique de nombreux microorganismes associés a cette mycorhizosphére (Johnson et al.,
2002). Par ailleurs, le mycélium extramatriciel peut s’étendre jusqu’a plusieurs centimétres de

la racine (Rhodes et Gerdemann, 1975). Outre leur rdle dans le prélévement des nutriments,
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ces hyphes favorisent la formation d’agrégats dans le sol, notamment par leur exsudation. De
par leurs activités physiologiques, ces hyphes vont conditionner [’apparition d’un
compartiment microbien présentant des caractéristiques spécifiques (diversité génétique et
fonctionnelle, abondance) nommé « mycosphére » ou « hyphosphére » (Rambelli, 1973 ;

Linderman, 1988).

2.2.6. ROLE ECOLOGIQUE DES CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS DANS LES AGROSYSTEMES

La symbiose mycorhizienne favorise le prélévement et le transport vers la plante des éléments
minéraux nutritifs trés peu mobiles dans le sol comme le phosphore (Duponnois et al., 2005 ;
Lambers et al., 2008). En fonction du pH du sol, cet élément se retrouve en grande partie
immobilisé par le fer, I’aluminium ou le calcium sous des formes difficilement accessibles par
les plantes (Hinsinger, 2001). L’exploration du volume du sol par le mycélium extramatriciel
et sa capacité a mobiliser des éléments nutritifs & partir des minéraux primaires favorisent la
nutrition phosphatée des plantes (Manjunath et al., 1989 ; Landeweert et al., 2001). Cette
amélioration de la nutrition minérale des plantes concerne ¢également d’autres
macroéléments (N, K) et oligoéléments (B, Br, Cl, Cu, Cr, Cs, Co, Fe, Mo, Mn, Ni, Si, Zn)
(Duponnois et Ba, 1999 ; He et Nara, 2007). Ces associations mycorhiziennes jouent
¢galement un rdle significatif dans la décomposition et la minéralisation de la matiére
organique tellurique et mobilisent les nutriments au bénéfice de la plante hote (Gobat et al.,

2003 ; Lambers €t al., 2008).

L’amélioration de la nutrition hydrique des plantes grace a la symbiose mycorhizienne a
¢galement été déterminée et cet effet « mycorhize » est attribué a une meilleure utilisation de
I’eau par la plante en raison du volume de sol exploré par les hyphes mycéliens (Garbaye,

2000 ; Auge, 2001).

De nombreux résultats de recherche attribuent a la symbiose mycorhizienne un effet
bioprotecteur via une réduction de I’effet pathogéne de certains agents phytoparasites
(Duponnois et Cadet, 1994 ; St-Arnaud et al., 1997) et une meilleure tolérance des plantes
mycorhizées aux stress induits par les éléments traces métalliques ou par les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (Leyval et Joner, 2001 ; Joner et Leyval, 2003). Parralélement, une
nette amélioration de la structure du sol a souvent été observée en présence des mycorhizes.

Le vaste réseau d’hyphes extramatriciels et leur capacité a produire des molécules agrégeantes
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comme la glycoprotéine nommée glomaline, dans le cas de la symbiose mycorhizienne a
arbuscules, permet une meilleure stabilisation du sol par la formation d’agrégats beaucoup

plus stables (Rillig et Steinberg, 2002 ; Lovelock et al., 2004 ; Rillig et Mummey, 2006).

Les associations mycorhiziennes jouent un role clef dans le fonctionnement et la stabilité des
¢cosystemes terrestres en intervenant fortement dans les mécanismes régissant 1’évolution
spatio-temporelle des écosystemes. En effet, la présence de plantes supportant déja des
structures mycorhiziennes a été décrite comme un moyen trés efficace pour assurer la
régénération de I’espece végétale en facilitant notamment I’infection des jeunes plants et en
conséquence leur survie, dans des conditions du milieu souvent hostiles (Simard et Durall,
2004). Les champignons mycorhiziens favorisent la coexistence entre plusieurs especes
végétales, améliorant ainsi la productivité et la biodiversité végétales dans ces écosystemes
(van der Heijden et al., 1998 a, b ; Gobat et al., 2003 ; Hart et al., 2003 ; Silvertown, 2004 ;
Sanon et al., 2006 ; Kisa et al., 2007). Certains auteurs ont montré qu’il existait un transfert
de métabolites via des ponts mycéliens créé par le réseau d’hyphes connectant plusieurs
plantes de la méme et/ou d’espéces différentes (Robinson et Fitter, 1999 ; Gobat et al., 2003 ;
Yao et al., 2003 ; Simard et Durall, 2004). Par ailleurs, les associations mycorhiziennes sont
fortement impliquées dans la dynamique des successions végétales. En début de succession,
marquées par une pauvreté du sol en propagules mycorhiziennes, ce sont les especes végétales
qui dépendent peu de cette symbiose qui s’installeront. Par la suite, avec 1’enrichissement du
sol en structures mycorhiziennes et son appauvrissement en ¢léments nutritifs, les espéces
présentant une mycotrophie plus importante leur succéderont avec une forte corrélation
positive entre les biodiversités fongique et végétale (Reeves et al., 1979 ; Janos, 1980 ; van

der Heijden et al., 1998 a ; Hart et al., 2003).

2.2.7. INTERACTIONS BIOLOGIQUES DANS LA RHIZOSPHERE

2.2.7.1. CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS A  ARBUSCULES ET CHAMPIGNONS

ECTOMYCORHIZIENS

Certaines espeéces végétales ont la propriété de contracter des relations symbiotiques avec les
deux types de symbioses fongiques (champignons mycorhiziens a arbuscules et
ectomycorhiziens). Il s’agit notamment des genres Acacia d’origine australienne, Casuarina,
Eucalyptus, Populus et Quercus (Brundrett et al., 1996 ; Chen et al., 2000 ; Founoune €t al.,
2001 ; He et al., 2003 ; Ramanankierana et al., 2007).

32

Sommaire



Lors de I’établissement du cortége mycorhizien, les champignons mycorhiziens a arbuscules
s’installent précocement et sont suivis par les symbiotes ectomycorhiziens (Selosse €t al.,
2006). Ducousso et al. (1991) ont montré que la double inoculation chez Acacia holosericea
réduisait de 39 % le taux d’ectomycorhization par Pisolithus sp. en présence de Glomus
mosseae. Chen et al. (2000) ont, au contraire, observé une augmentation du taux
d’ectomycorhization chez Eucalyptus globulus et E. urophylla inoculés par un champignon
ectomycorhizien du genre Laccaria en présence des champignons mycorhiziens a arbuscules
Glomus invermaium, Acaulospora laevis ou Scutellospora calospora. Founoune et al. (2001)
ont montré que la double inoculation améliorait le développement de A. holosericea,
comparée a la croissance des plants inoculés par 1’un ou 1’autre des symbiotes. Michelsen et
al. (1998) ont conclu que les champignons mycorhiziens a arbuscules et ectomycorhiziens
prospectaient des pools distincts de nutriments du sol, suggérant ainsi une exploration et un
prélévement plus performants des ressources par la symbiose tripartite (plante, champignons

endo- et ectomycorhizien).

2.2.7.2. CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS ET COMMUNAUTES BACTERIENNES

En affectant qualitativement et quantitativement 1’exsudation racinaire et en induisant 1’effet
« mycorhizosphére », la compétition pour les nutriments entre les différents protagonistes de
la rhizosphére (Ravnskov et al., 1999), I’exsudation par le symbiote fongique de composés
inhibiteurs ou stimulateurs pour certains microorganismes telluriques (Ames et al., 1984), et
en agissant sur la structure du sol (Andrade et al., 1998), les champignons mycorhiziens
induisent une pression sélective sur certains agents microbiens susceptibles de favoriser la
croissance de la plante créant ainsi un complexe trophique associant la plante hoéte, les

symbiotes fongiques et certaines composantes de la microflore tellurique.

En retour, certaines bactéries du sol peuvent agir sur la relation plante-champignons
mycorhiziens notamment au niveau de (i) la réceptivité de la racine (Meyer et Linderman,
1986), (ii) la reconnaissance entre la racine et le champignon (Garbaye et Duponnois, 1992),
(iii) la croissance saprophytique du champignon (Budi et al., 1999 ; Duponnois et Plenchette,
2003) et (iv) la germination des propagules fongiques (Mosse, 1959 ; Ross, 1980 ; Budi et al.,
1999).

33

Sommaire



2.2.7.3. CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS ET BACTERIES FIXATRICES D’AZOTE

Au niveau de la symbiose fixatrice d’azote, la plante parvient, grace aux bactéries, a convertir
I’azote diatomique en une forme assimilable et en retour les bactéries recoivent de la plante
les photosynthétats nécessaires a leur développement (Dommergues €t al., 1999). Dans les
zones tropicale et méditerranéenne, les carences en phosphore dans les sols constituent le
principal facteur limitant 1’établissement de la symbiose fixatrice d’azote (Badji et al., 1988).
La symbiose mycorhizienne, connue pour sa capacité a améliorer la nutrition phosphatée de la
plante, assure ainsi un apport de phosphore nécessaire au fonctionnement de la symbiose
fixatrice d’azote (Badji et al., 1988). L’augmentation de 1’absorption du phosphore par le
champignon mycorhizien améliore également le fonctionnement de la nitrogénase, enzyme
active dans la nodulation, permettant ainsi une fixation d’azote plus importante. En
contrepartie, cette absorption accrue d’azote permet un meilleur développement du

champignon via une meilleure croissance racinaire.

Cornet et Diem (1982) ont montré que la double inoculation Glomus mosseae-Rhizobium chez
Acacia holosericea et chez A. raddiana a amélioré la croissance, la nodulation et les teneurs
en phosphore et en azote des parties aériennes des plantes. Des effets similaires ont été
obtenus par de la Cruz et al. (1988) chez A. mangium et A. auriculiformis inoculés avec une
souche de Rhizobium et quatre souches de champignons mycorhiziens a arbuscules (Glomus
fasciculatus, Gigaspora margarita, Scutellospora persica et Sclerocystis clavispora).
Duponnois et al. (2002) ont montré que la double inoculation Pisolithus sp. et
Bradyrhizobium sp. a amélioré la croissance de quatre provenances d’A. mangium en
conditions controlées. En revanche, aucune différence significative n’avait été enregistrée
apres transplantation au champ entre les plants doublement inoculés et ceux inoculés avec

I’un ou I’autre des symbiotes (champignon ectomycorhizien ou rhizobium).

2.2.8. GESTION DURABLE DU POTENTIEL INFECTIEUX MYCORHIZOGENE DES SOLS POUR UNE

MEILLEURE VALORISATION DES RESSOURCES NATURELLES

Le Potentiel Infectieux Mycorhizogéne (PIM) d’un sol représente la diversité et I’abondance
des propagules fongiques infecticuses présentes dans ce sol sous forme de spores, de
mycélium et de fragments de racines portant des structures mycorhiziennes (Plenchette et al.,

1989). Cependant, les activités anthropiques courantes ne permettent souvent pas de maintenir
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ce PIM a un niveau satisfaisant dans les sols : la déforestation favorisant la dégradation
(physique, chimique et biologique) des sols, 1’application des intrants agricoles (engrais,
pesticides, herbicides, ...), les travaux culturaux (labour, défrichage, feux de brousse, ...), les
itinéraires techniques (monoculture en continu, ...) réduisent de facon drastique le
développement des champignons mycorhiziens dans les sols (Mosse, 1986 ; Jasper et al.,
1991 ; Hamel, 1996) compromettant ainsi la survie et la croissance des plantes qui en

dépendent (Sylvia, 1990).

Une gestion appropriée de la biodiversit¢ microbienne tellurique, des champignons
mycorhiziens notamment, pourra concourir aussi bien a ’amélioration de la performance des
plantes vis-a-vis des stress environnementaux qu’au maintien de la fertilit¢ des sols et la
capacité de résilience des écosystémes terrestres vis-a-vis de stress environnementaux (ex. :

changements climatiques) (Barea et Jeffries, 1995 ; Requena et al., 2001).

La restauration d’'un PIM susceptible de donner au sol sa capacité a assurer les services
attendus (productivité, augmentation de la capacité de résilience d’un écosystéme, etc.) peut
étre atteinte en adoptant deux principales stratégies a savoir: (i) la gestion du potentiel
mycorhizien endogéne au travers d’espéces végétales hypermycotrophes (plantes nurses,
plantes de couverture) capables de promouvoir la multiplication in Situ des propagules
mycorhiziennes (Duponnois et al., 2011) et dans le cas des sols fortement perturbés et
dégradés, (ii) I’inoculation préalable en masse des plants par des symbiotes fongiques
sélectionnés avant leur transplantation au champ ou mycorhization controlée (Duponnois et

al., 2005, 2007) (fig. 4).

3. CONCLUSION

Les régions tropicales sont assujetties a une dégradation accélérée de leurs ressources
naturelles. Les sols fragilisés par un rapide déclin de leur fertilité avec en particulier de faibles
teneurs en matiére organique et en ¢léments minéraux (N et P en particulier), des pH acides,
des capacités trés élevées de fixation et de rétention du phosphore le rendant ainsi
indisponibles aux plantes, ne peuvent plus assurer leur role dans les proccus biologiques
régissant la stabilité et la capacité de résilience des écosystemes et agrosystémes (Piéri, 1989 ;
Sanchez et al., 2003 ; Zapata et Roy, 2004 ; Cardoso et Kuyper, 2006 ; Swift et Shepherd,

2007). Dans ce contexte, la symbiose mycorhizienne apparait comme un outil biologique

35

Sommaire



Sommaire

performant dans le cadre d’une ingénierie écologique mise en ceuvre pour optimiser la
gestion durable des terres (Bethlenfalvay et Schiiepp, 1994 ; Johansson et al., 2004 ; Cardoso
et Kuyper, 2006 ; Gentili et Jumpponen, 2006).

Figure 4. Schématisation des stratégies d’ingénierie écologique basée sur la gestion du
potentiel infectieux mycorhizogeéne en fonction des conditions de dégradation des sols et en
particulier de la structure (diversité et abondance) des communautés de champignons

mycorhiziens. (D’apreés Duponnois R., figure non publiée)
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1. INTRODUCTION

La plupart des arbres forestiers puisent I'eau et les éléments minéraux du sol par
l'intermédiaire de champignons telluriques associés a leur systéme racinaire. Cette association
de type symbiotique, appelée mycorhize, contribue a la nutrition minérale et hydrique des
plantes et a la protection phytosanitaire des racines. En retour, le champignon recoit les

photosynthétats nécessaires a sa croissance et a son développement.

Deux principaux types d'association mycorhizienne ont été décrits en fonction de leurs
caractéristiques morphologiques : les endomycorhizes et les ectomycorhizes. Les
endomycorhizes sont les plus répandues et s’associent avec environ 80 % des végétaux
terrestres (Fortin et al., 2008), elles se rencontrent essentiellement chez les plantes cultivées et
chez la plupart des arbres tropicaux. Quant aux ectomycorhizes, elles sont fréquentes et tres
répandues dans les foréts et régions boisées des zones tempérées froides et des régions
boréales (Alexander, 2006). Néanmoins, une minorité d’arbres tropicaux treés importants sur le
plan écologique et économique tels que les Dipterocarpaceae, les Fagaceae, des

Caesalpinioideae et des Myrtaceae forme des ectomycorhizes.

En Afrique tropicale, les études sur la symbiose mycorhizienne et sa prise en compte dans les
itinéraires techniques de productions agricoles ou de productions de plants de reboisement
restent limitées. Au Burkina Faso, les premiéres études sur la symbiose mycorhizienne datent
des années 1989 avec Afzelia africana et Pisolithus tinctorius (Sary, 1989). Mais quelques
années apres, a la faveur de la réhabilitation du laboratoire de microbiologie de I’Inera/DPF
(ancien Irbet), des travaux ont été conduits sur les deux types de symbioses. Parmi les études

sur la symbiose endomycorhizienne, on peut citer entre autres :

—la diversit¢é des Glomales associées a quelques Acacia australiens introduits au
Burkina Faso (Ba et al., 1996a) ;

—D’effet de D’inoculation des souches de champignons endomycorhiziens sur la
croissance, la nutrition et la résistance au stress hydrique de quelques espéces
fruitieres sauvages ou domestiquées de 1’ Afrique tropicale (Ziziphus mauritiana,
Balanites aegyptiaca, Parkia biglobosa, Balanites aegyptiaca, ..) (Guissou et al.,
1998 ; Guissou et al., 2001 ; Ba et al., 2001) ;
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—la réponse a I’inoculation du Karité (Vitellaria paradoxa) et de Faidherbia albida en
présence ou non de fertilisants ou de phosphate naturel (Ba et Guissou, 1996 ; Ba

et al., 1996b ; Dianda et al., 2009).

Le Burkina Faso étant un pays tropical sec avec des pluviométries de 400 mm au nord a
1 100 mm au sud-ouest, les essences a ectomycorhizes sont trés peu abondantes et confinées
au sud et sud-ouest ou on rencontre quelques formations forestiéres et des reliques de foréts
guinéennes le long des cours d’eau. Les premiers travaux sur ce type de symbiose ont
identifié les essences a ectomycorhizes et les champignons mycorhiziens putatifs qui leur sont
associés (Sanon et al., 1997 ; Sanon, 1999). Ces travaux ont également permis de constituer
une collection de culture pure, essentiellement des champignons du genre Scleroderma. Ces
derniers qui apparaissent comme de bons candidats pour la mycorhization contrdlée compte
tenu de leur facilité relative de mise en culture et de leur précocité, ont fait I’objet de quelques
¢tudes plus approfondies (Sanon et al., 1997 ; Ba et al., 1999, 2002 ; Sanon et al., 2002 ;
Sanon €t al., 2009 a, b).

2. LES PARTENAIRES DE LA SYMBIOSE ECTOMYCORHIZIENNE AU BURKINA FASO

2.1. QUELQUES TRAITS DU CLIMAT ET DE LA VEGETATION DU BURKINA
Le Burkina Faso est situé¢ au coeur de 1'Afrique occidentale entre les latitudes 9° 20' et 15° 05'
et les longitudes 2° 03’ et 5° 20'. C'est un pays plat a relief peu accidenté, notamment dans sa

moitié Nord et il s’étend sur 274 000 km2.

Le climat est caractérisé par l'alternance de deux saisons : une saison séche et une saison des
pluies. La saison seéche varie de 8 &4 9 mois au nord a 5-6 mois au sud-ouest. Quant a la saison
pluvieuse, elle s'é¢tend de mai a octobre au sud, sud-ouest et de juin-juillet a septembre au

nord.

Les précipitations sont irrégulierement réparties dans l'espace et dans le temps. La
pluviométrie moyenne annuelle décroit du sud-ouest (1 100 mm) au nord (moins de 400 mm).
Les précipitations sont concentrées pendant [’unique saison des pluies avec un maximum au
mois d'aolt. Depuis la sécheresse des années 1973-1974, les isohyetes initiaux ont perdu entre

100 et 200 mm (Kessler et Geerling, 1994).
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En fonction de ces principaux éléments du climat, en particulier la pluviométrie, le pays est
subdivisé en trois régions climatiques. La zone soudanienne occupe tout le Sud du pays avec
environ 6 mois de pluies et une pluviométrie supérieure a 900 mm ; la zone soudano-
sahélienne, située au centre, occupe la moitié¢ du pays avec 4-5 mois de pluies a pluviométrie
comprise entre 900 et 600 mm ; la zone sahélienne, au nord avec environ 2-3 mois de pluies et

une pluviométrie annuelle de moins de 600 mm.

Du point de vue de la végétation, le pays appartient a la vaste région phytogéographique
soudano-zambézienne de 1'Afrique qui s'é¢tend du Sénégal a 'ouest a la Namibie au sud en

passant par la Somalie (Laclaveére, 1993).

La végétation est caractérisée par la prédominance de formations mixtes ligneuses et
herbacées a couvert peu fermé (steppes, savanes, foréts claires). Les formations végétales
naturelles occupent 60 % du territoire (FAO, 1987). On rencontre au sud des foréts-galeries
(1 %) et des foréts claires (1 %), au nord des brousses tigrées (1 %) et la steppe (4 %) et enfin

des savanes arborées et arbustives (53 %) dans le reste du pays.

Les essences ectomycorhiziennes sont des espéces de zones plus humides. Leur répartition
s’étend dans la zone soudanienne, en particulier le Sud-Ouest du pays, le Sud et I’Est. Cette
zone est caractérisée par des pluviométries de 900 a 1 100 mm de nos jours et des savanes
boisées, des foréts claires et des galeries forestiéres constituées d'espéces guinéennes
sempervirentes. Dans beaucoup de foréts claires domine 1'espéce Anogeissus leiocarpus avec
d'autres especes telles que Pterocarpus erinaceus, Burkea africana, Afzelia africana, Albizia
chevalieri et surtout Isoberlinia doka et Detarium microcarpum. La présence de l'espece
Isoberlinia doka en peuplements monospécifiques ou associée a lIsoberlinia dalzellii

caractérise également cette zone.

2.2. LES ESSENCES A ECTOMYCORHIZES ET LEURS SYMBIONTES

Différentes espeéces végétales tropicales réputées ectomycorhiziennes ont été signalées dans la
littérature. Par rapport a ces données, un inventaire a d’abord été effectué sur le terrain dans la
zone soudanienne. Il a permis d’identifier 7 espéces ectomycorhiziennes réparties en

3 familles et 5 genres (tabl. 1).
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Tableau 1. Espéces a ectomycorhizes inventoriées au Burkina Faso.

Famille ou sous-famille Genres Espéces Statut symbiotique®
Caesalpiniodeae Afzelia africana ECM

Berlinia grandiflora ECM

Isoberlinia doka ECM

Isoberlinia dalziellii ECM
Dipterocarpaceae Monotes kerstingii ECM & MA
Phyllanthaceae Uapaca guineensis ECM & MA

Uapaca somon ECM & MA

Sanon et al. (1997). * ECM : Ectomycorhizienne ; MA : Endomycorhizienne a arbuscules. Cette liste n’est certainement pas

exhaustive.

L’¢évaluation du statut mycorhizien de ces especes a été effectuée sur des racines de jeunes
plants, d’arbres adultes et de régénération naturelle. Des endomycorhizes a arbuscules n’ont
pas été observées sur des racines de Isoberlinia spp. Certains travaux ont signalé la présence
de mycorhizes a arbuscules au niveau de A. africana (Thoen et Ducousso, 1989) ; cependant
nous n’avons pas trouvé ce type de symbiose sur les différents échantillons analysés. Pour

B. grandiflora, la présence ou non d’endomycorhizes n’a pas été évaluée.

Des sites renfermant ces essences a ectomycorhizes ont été identifiés essentiellement au Sud-
ouest du pays et dans une moindre mesure au sud et a 1’est. Ces sites peuvent étre regroupés

comme suit (tabl. 2).

Les sites a U. guineensis et B. grandiflora, et le site a A. africana du Sud-Ouest sont situés
dans des galeries forestiéres. Hormis le site a Isoberlinia spp et M. kerstingii du Sud-Ouest

qui a été identifié en 2000 et prospecté, tous les autres sites ont été prospectés en 1994, 1995,

2000, 2005 et 2006.
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Tableau 2. Les sites prospectés avec les plantes hotes dominantes.

Régions Nombre de sites Plantes hotes dominantes
Sud-Ouest 3 U. guineensis et B. grandiflora
2 Isoberlinia spp
1 A. africana
1 I. dalziellii et M. Kerstingii
1 Isoberlinia spp et M. kerstingii
1 M. kerstingii
1 U. somon et I soberlinia spp
Sud 2 |. doka
1 A. africana
1 |. doka et A. africana
Est 2 |. doka
1 A. africana
: |. doka et A. africana

Les sites du Sud et de I’Est ont été prospectés en 2000 et les champignons recherchés et

fréquents étaient essentiellement des Sclérodermes.

Excepté les sites des galeries forestiéres, les autres especes sont rencontrées dans les foréts

claires et les savanes.

Les missions de prospections ont été effectuées en saison pluvieuse, période de fructification
des champignons, en particulier en juin, juillet et aolit. Au cours de ces prospections, tous les
champignons réputés mycorhiziens et fructifiant & proximité de ces essences sont récoltés. Ils
sont soigneusement nettoyés et photographiés, puis décrits morphologiquement avec des
détails du chapeau, stipe et couleur apres coupe, ... Ils sont transportés au laboratoire pour
isolement en culture pure et/ou séchés a I’étuve ventilée a 50 °C et conservés en herbier au

laboratoire de microbiologie de I’Inera/DPF.
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Les différentes prospections ont permis de récolter des champignons appartenant a 8 ordres et

18 genres toutes plantes hotes confondues (tabl. 3). Les genres les plus représentés sont les

Russula, Bolettelus, Leccinum, Amanita et Scleroderma. Des tentatives d’isolement en culture

pure a partir des différents carpophores récoltés ont permis d’isoler essentiellement les

especes du genre Scleroderma (Sanon et al., 1997 ; Sanon, 1999). Le statut mycorhizien de

ces isolats a été confirmé in vitro vis-a-vis de certaines plantes hotes.

Tableau 3. Les genres de champignons ectomycorhiziens (identifiés par leur morphologie) des

formations forestieres du Burkina Faso.

Ordres Genres Nombre d’espéces
Aphylophorales Coltricia (1)
Agaricales Amanita (®)
Amanitopsis 3)
Inocybe (2)
Boletales Boletus (3)
Boletellus 9
Chalciporus 3)
Leccinum ®)
Phylloporus (1)
Strobilomyces 2)
Tuboseata (1)
Xerocomus 4
Cantharellales Cantharéllus 3)
Gautierales Austrogautiera (1)
Hymenogastrales Sclerogaster (1
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Russulales Lactarius 4)
Russula (18)
Sclerodermatales Scleroderma (6)

Sanon et al. (1997), Sanon (1999), Sanon (2007), Ducousso (comm. personnelle).

Une analyse de la diversité génétique des différentes espéces de Scleroderma et des essais de

mycorhization contrdlée en pépiniere ont ensuite été¢ conduits.

2.3. LE GENRE SCLERODERMA

Le genre Scleroderma est un gastéromycéte de la famille des Sclerodermataceae. C’est un
genre trés répandu en zone tropicale et tempérée et un symbionte de beaucoup de familles de
plantes tropicales et tempérées de grande importance économique telles que Pinaceae,
Myrtaceae, Fagaceae, Dipterocarpacea et la sous-famille Caesalpiniodeae (Munyanziza et

Kuyper, 1995 ; Sims et al., 1997).

En fonction des caractéristiques morphologiques des carpophores, des spores et du mycélium
en culture, plus de 25 espéces ont été décrites (Sims et al., 1995 ; Sims et al., 1997 ; Guzman
et al., 2004). Néanmoins, certaines espéces restent indéterminées en particulier en Afrique
tropicale et en Asie (Sanon et al., 1997 ; David et David, 1998 ; Sims et al., 1999). Une clé
révisée de détermination des espéces du genre Scleroderma a été élaborée par Sims et
al. (1995). Cette clé est basée essentiellement sur les caractéristiques des spores et du
péridium. Ainsi, les Scleroderma appartiennent a trois morphotypes ou sections en fonction
de la morphologic de leurs spores : la section Aculeatispora avec des spores épineuses ou
verruqueuses ; la section Sclerangium a spores sub-réticulaires et la section Scleroderma avec

des spores totalement couvertes de réticulum.

2.3.1. DIVERSITE MORPHOLOGIQUE
Au cours de nos prospections dans les formations forestiéres renfermant les essences a
ectomycorhizes au sud-ouest, sud et est du Burkina, les Sclérodermes ont été les plus

fréquemment rencontrés. Ils fructifient abondamment surtout en début de saison pluvieuse
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(juin-début juillet) et sont presque absents lorsque les pluies sont bien installées et

abondantes.

Les carpophores récoltés de 1994 a 1997 et en 2000 ont été décrits morphologiquement. Ils
sont tous sphériques ou subsphériques et contractés a la base pour former ou non une structure
en forme de tige (fig. 1). La face externe du péridium peut étre aréolée, lisse, ou en forme
d'écaille. La couleur et I’ornementation des péridiums et spores ont permis d’identifier
6 espéces morphologiques appartenant aux sections Aculeatispora et Scleroderma et un

nouveau groupe non encore décrit dans la littérature (tabl. 4 ; fig. 2).

2.3.2. MISE EN CULTURE

Une partie des carpophores fraichement récoltés est utilisée pour les isolements en culture.
Les isolements de mycélium végétatif sont effectués sur des carpophores fermes selon la
technique décrite par Ba (1990). Sur une paillasse ou une table désinfectée a I’alcool et a
proximité d’une flamme, les carpophores sont débarrassés des particules de sol avec un
pinceau et du coton imbibé d'alcool (96 %) puis fractionnés en deux. A l'aide d'un scalpel
flambé, des fragments de carpophores sont prélevés dans la partie interne du péridium et
déposés sur milieu gélos¢ MNM (CaCl,, 2H,0, 0,05 g; NaCl, 0,025 g; KH,PO4, 0,5 g ;
(NH4),HPO4, 0,25g; MgSO4, 7H,O, 0,15g; FeCls (1%), 1,2ml; Thiamine HCI
(50 mg/500 ml), 1 ml ; Extrait de Malt, 3 g ; Glucose, 10 g ; H,O distillée, qsp 11; pH 5,5 ;
Agar, 15 g) (Marx, 1969) en boites de Petri, puis incubés a 30 °C dans une étuve. Des
repiquages successifs sur milieu MNM gélosé contenant de I’antibiotique (streptomycine a
300 ppm dans MNM) ont permis d'¢liminer les contaminants bactériens et d'obtenir des
cultures pures de mycéliums ectomycorhiziens dicaryotiques. Ces cultures sont maintenues

par repiquage sur le milieu MNM gélosé une fois par mois.

Figure 1. Carpophores de S verrucosum
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Tableau 4. Description des carpophores et basidiospores des espéces de Scleroderma.

Espéces Couleur des Diamétres des  Ornementation des Sections
carpophores spores (1Lm) spores

Scleroderma Brun-noir 7-9 réticulé Scleroderma

dictyosporum

Scleroderma verrucosum Brun 5-9 Verruqueus, Aculeatispora
1-2 pm

Scleroderma spl Brun-rosatre 9-13 épineux, Aculeatispora
2-3 um

Scleroderma sp2 Brun 5-7 - Nouveau

Scleroderma sp3 Brun 5-10 Tres petites épines Aculeatispora

Scleroderma sp4 Jaunatre 7-9 - Nouveau

Sanon et al. (2009a).

Figure 2. Basidiospores de Scleroderma spp. Observées au microscope photonique (G.100x).

(a) S dictyosporum;

(¢) Scleroderma sp3 ; (f) Scleroderma sp4. Echelle : 10 p

(b) S verrucosum;

(c) Scleroderma

v

m.

spl ;

(d) Scleroderma sp?2 ;

67




Les isolements ont permis de mettre en culture une vingtaine d’isolats dont au moins un isolat

par espece morphologique ou morphotype. La liste des isolats disponibles et des carpophores

en collection est présentée dans le tableau 5. Le mycélium est de couleur blanche a beige.

Tableau 5. Liste de la collection de carpophores et de cultures des espéces de Scleroderma

avec les années de récoltes, les plantes hotes et les origines géographiques. « IR » se réfeére

aux cultures et « SD, SV, SP1, SP2, SP3 ou SP4 » se référent aux carpophores.

Espéces/Références Période de Plantes hétes Origines/Provinces
récolte

Scleroderma dictyosporum
IR109
IR215

1994 A. africana S-O (Houet)
1R250

1994 |. doka, I. dalzelii S-O (Houet)
IR412

1996 |. doka S-O (Comoé)
IR602

1996 U. guineensis S-O (Houet)
SD-2871

1996 M. kerstingii, |. dalzi€llii 1. doka, S-O (Como¢)
SD-3601 I. dalzielii

1997 S-O (Comoé)
SD-2872 U. guineensis

1997 S-O (Comogé)
SD-6871 |. doka

1997 S-O (Houet)
SD-4901 M. kerstingii, |. dalziellii

1997 S-O (Comoé)

U. somon

2000 S-O (Comogé)
Scleroderma verrucosum
IR256
IR500 1996 |. doka, |. dalziellii S-O (Comoé)
IR600 1994 U. somon S-O (Comoé)
IR114 1996 M. kerstingii, |. dalziellii S-O (Comoé)
IR110 2000 A. africana S (Nahouri)
IR118 2000 A. africana S (Nahouri)
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1R261 2000 A. africana S (Nahouri)
SV-3871 2000 |. doka S (Nahouri)
SV-5871 1997 U. guineensis S-0 (Comoé)
SV-2871 1997 |. doka S-O (Comogé)
SV-5872 1997 |. doka, . dalziellii S-0 (Comog)
SV-2873 1997 |. doka S-O (Houet)
SV-1801 1997 M. kerstingii, I. dalziellii S-O (Comoé)
SV-2802 2000 A. africana S (Nahouri)
SV-1803 2000 |. doka S (Nahouri)
SV-1804 2000 A. africana S (Nahouri)
SV-1902 2000 A. africana E (Tapoa)
SV-2811 2000 A. africana E (Tapoa)
SV-5602 2000 |. doka S (Nahouri)

2000 U. guineensis S-O (Houet)
Scleroderma spl

U. guineensis S-O (Houet)

IR406 1994
[R409 1095 U. guineensis S-O (Houet)
[RAL0 1996 U. guineensis S-O (Houet)
SP1-4871 1997 U- guineensis >0 (Houed
Scleroderma sp2
IR100 1994 A. africana S-O (Houet)
IR510 1996 U. somon S-O (Comoé)
IR134 2000 A. africana S-O (Houet)
IR263 2000 . doka, I. dalzidllii S-O (Comoé)
SP2-1802 2000 A. africana, |. doka S (Nahouri)
SP2-2801 2000 |. doka S (Nahouri)
SP2-1806 2000 A. africana, |. doka E (Tapoa)
SP2-2803 2000 |. doka S (Sissili)
SP2-2901 2000 |. doka E (Tapoa)
SP2-4902 2000 U. somon S-0 (Comoé)
SP2-2902 2000 |. doka S-O (Comogé)
SP2-7901 2000 I. doka, I. dalziellii, A. africana, S-0 (Comoé)
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U. somon, M. kerstingii

SP2-3901 2000 M. kerstingii S-0 (Comoé)
SP2-1901 2000 A. africana E (Tapoa)
SP2-5601 2000 U. guineensis S-O (Houet)
Scleroderma sp3

IR252 1996 U. somon S-O (Comogé)
Scleroderma sp4

IR408 1995 U. guineensis S-O (Houet)
IR265 2000 |. doka S-O (Houet)
SP3-2903 2000 |. doka S-O (Houet)

Sanon et al. (2009a). S-O = Sud-Ouest ; S = Sud ; E = Est.

2.3.3. STATUT SYMBIOTIQUE DES ISOLATS

Les différents isolats en culture ont été ensuite testés pour confirmer leur statut mycorhizien
vis-a-vis de quelques plantes hotes. Les premiers isolats obtenus ont été testés sur A. africana,
A. quanzensis, |. doka, I. dalziellii et Brachystegia speciformis (tabl. 6). La synthése a été
réalisée suivant la méthode décrite par Sanon et al. (1997, 2002). Elle s’effectue en conditions
semi-axéniques dans des minirhizotrons qui sont des parallélépipedes plats transparents en
polystyréne (20 x 8 x 2,5 cm) ouvrables sur une face (Riedacker, 1974). Ils sont inclinés en
expérimentation de 30° a 45 °C du co6té de la face ouvrable permettant 1’étude du systéme

racinaire.

Les mycorhizes obtenues ont fait I’objet de coupe et observation au microscope photonique.
La présence du manteau et du réseau de Hartig permet de confirmer le statut mycorhizien de
ces isolats de Scleroderma vis-a-vis des plantes hotes testées (Sanon et al., 1997 ; Sanon et
al., 2002).

2.3.4. DIVERSITE GENETIQUE DES SCLERODERMA RECOLTES AU BURKINA FASO

Des différences inter- et intraspécifiques dans la capacité mycorhizogeéne ou la stimulation de
croissance des plantes hotes ont ¢ét¢é mises en évidence chez les champignons
ectomycorhiziens au cours de différents travaux réalisés au laboratoire, en pépiniére et au

champ (Malajczuk et al., 1990 ; Lei et al., 1990 ; Le Tacon €t al., 1992 ; Thomson €t al.,
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1994 ; Ba et al., 1999, 2002 ; Diédhiou €t al., 2005). Afin de vérifier si le gain de croissance
des plantes hotes résulte des symbiotes inoculés, il est indispensable d'apprécier la persistance
de ceux-ci. En absence de fructification, I'étude de la persistance du mycosymbionte implique
qu'il soit possible de l'identifier a partir des mycorhizes formées in Situ. Pourtant,
l'identification des champignons ectomycorhiziens sur les racines est assez délicate, ceci étant
da a des caractéristiques morphologiques et structurales peu variables (Agerer, 1987 ; Gardes
etal., 1991 ; Sanon, 1999 ; Sanon et al., 2002). Pour remédier a ces difficultés, les techniques
de biologie moléculaire sont de plus en plus utilisées pour permettre l'identification de
champignons ectomycorhiziens a partir de carpophores, de mycélium en culture et de

mycorhizes.

Tableau 6. Infectivité de certains isolats fongiques vis-a-vis de A. africana (A.a.),
A. quanzensis (A. g.), |. doka (1. do.), I. dalzi€llii (1. da.) et Brachystegia speciformis (B. s.).

Isolats/espéces Plantes hotes Plantes testées
d’origine
A a A q. . do. l. da. B.s.

IR109 S dictyosporum A. africana + + + + +
IR406 Scleroderma spl U. guineensis + + + + +
IR408 Scleroderma sp2 U. guineensis + + + + +
IR500 S verrucosum U. somon + + + + +
ORS 7731 S dictyosporum* A. africana + + + + +

Sanon et al. (1997). (+) = présence du manteau et du réseau de Hartig, (*) Isolat provenant du Sénégal.

Aussi, bien que les caractéristiques morphologiques permettent 1’identification d’un nombre
assez important d’espéces du genre Scleroderma, les outils moléculaires offrent plus de
précisions dans 1’identification des champignons ectomycorhiziens (Hansen et al., 2002 ;

Riviére et al., 2007 ; Tedersoo €t al., 2007).

Différentes études ont montré que 1’amplification génique in vitro (PCR) suivie de 1’étude du
Polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP), le séquencage de 1’espace

interne transcrit (ITS) et de ’espace intergénique (IGS) sont parmi les outils les plus
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importants d’analyse de la variabilité inter et intraspécifique des symbiontes fongiques (Liang
et al., 2004 ; Matsushita et al., 2005 ; Ruiz-Diez et al., 2006 ; Sica et al., 2007). Les espaces
de I’ADN ribosomal (ITS et IGS) sont connus pour étre variables au niveau inter et
intraspécifiques et utilisés comme marqueurs pour différencier plusieurs espéces ou isolats de
champignons ectomycorhiziens (Karen et al., 1997 ; Peter et al., 2001 ; Horton, 2002 ; Gomes
etal., 2002).

Pour évaluer la diversité inter et intraspécifique des Sclérodermes récoltés au Burkina Faso,
les régions ITS et IGS1 ont été amplifiées et digérées par deux enzymes de restriction Hinfl et
Mbol. Des isolats et des carpophores indiqués dans le tableau 5 ont fait I’objet de cette étude.
L’ADN a été extrait des isolats et des carpophores suivant les méthodes décrites par Grube et
al. (1995) et Martin et al. (1997) ou le kit DNeasy suivant les instructions du fabricant.
L’utilisation de 1’'une ou 1’autre méthode est fonction du rendement de 1’extraction d’ADN.
Les amorces universelles ITS1/ITS4 et CNL12/5SA sont utilisées respectivement pour ’'ITS
et I’'IGS1. Les conditions d’amplification, de digestion et d’électrophorese sont décrites par

Sanon et al. (2009a).

Parmi les six espeéces morphologiques identifiées ci-dessus (tabl. 4 et5), ’analyse du
polymorphisme de longueur des fragments de restriction montre que chaque région, digérée
par les deux enzymes de restriction, révele 8 ribotypes communs notés, A, B, C, D, E, F, G et
H avec 1 a 3 ribotypes au sein de chaque espéce morphologique (tabl. 7). Les figures 3 et 4
(Sanon et al., 2009a) représentent la région ITS digérée par Mbol et Hinfl respectivement.
Deux ribotypes ont été identifiés au sein du morphotype S dictyosporum (A, B), trois pour
S verrucosum (C, D, E), un pour Sclerodermaspl (F) et deux pour Sclerodermasp2 (G, H).
Certains ribotypes sont plus représentés que d’autres, cas du ribotype A de S. dictyosporum, C
de S verrucosum et H de Scleroderma sp2. Cependant, aucune corrélation n’est établie entre
I’origine (plante hote) des espéces et les ribotypes observés. Les profils RFLP de
Scleroderma sp3 et Scleroderma sp4 sont identiques a ceux du ribotype D de S verrucosum et
A de S dictyosporum respectivement. Ceci suggere que ces deux espeéces sont plutdt des

morphotypes de S. verrucosumet S dictyosporum.

Les six espéces morphologiques identifiées doivent étre regroupées en 4 especes a ’issue de

cette analyse : S. dictyosporum, S. verrucosum, Sclerodermaspl et Scleroderma sp2.
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Figure 3. Gel agarose de I'ITS digéré par Mbol. (M) Marqueur 100 pb ladder. Bandes (1) et
(2) <cleroderma dictyosporum; bandes (3), (4) et (5) Scleroderma verrucosum ; bande (6)

Scleroderma spl et bandes (7) et (8) Scleroderma sp2.

Figure 4. Gel agarose de I'ITS digéré par Hinfl. (M) Marqueur 100 pb ladder. Bandes (1) et
(2) Scleroderma dictyosporum; bandes (3), (4) et (5) Scleroderma verrucosum ; bande (6)

Sclerodermasp1 et bandes (7) et (8) Scleroderma sp2.

73

Sommaire



Tableau 7. Taille des fragments de restriction (en paires de bases) des régions ITS et IGS1

digérées par les enzymes de restriction Mbol et Hinfl. Les carpophores sont notés « SD, SV,

SP1, SP2, SP3 ou SP4 » et les isolats « IR ». La liste des échantillons analysés figure dans le

tableau 5. Les fragments inférieurs a 50 pb ne sont pas représentés sur le tableau.

Sommaire

Espéces ITS IGS1 Riboty-
pes

Hinfl Mbol Hinfl Mbol
S. dictyosporum
(4IR et 4SD)

174, 127, 113, 87, 60 208, 159, 135, 119 143,135,128 228,153, 86 A
(1IR et 1SD)

287, 240 218, 198, 167 160, 151,82 280, 240

B

S. verrucosum
(5IR et 10SV)

311, 246, 93 171,162,153, 119 182,167,119 238,151, 54 C
(IR)

285, 146, 110, 66 254, 146, 124, 98, 77 182, 147,63 228,178 D
(28V)

264, 114,104, 94 208, 159, 135,92 182,139,119 238,210 E
Scleroderma spl
(tous les échantillons) 322, 149, 110, 66 241,153, 140, 119, 102 286, 143 228, 196, 54 F
Scleroderma sp2
(1SP2 et 2IR) 331,294, 87 284,227,91 232,143, 88 228, 153 G
(10SP2 et 2IR) 206, 186, 99 152, 137, 113, 106 173,139, 124 231,209 H
Scleroderma sp3
(1IR) 285, 146, 110, 66 254, 146, 124,98, 77 182, 147, 63 228,178 D
Scleroderma sp4
(2IR et 1SP4) 174,127,113, 87,60 208, 159, 135,119 143,135,128 228, 153, 86 A

Sanon et al. (2009).
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Excepté le ribotype G de Scleroderma sp2, au moins deux ribotypes par espece ont fait I’objet

du séquencage de T’ITS incluant les espéces morphologiques Sclerodermasp3 et

Scleroderma sp4. Ainsi, les séquences ITS ont été obtenues a partir de 9 carpophores et

16 isolats en culture. Elles ont été¢ soumises a la base de données GenBank et les séquences

similaires ont été identifiées a I’aide de 1’algorithme Blastn.

Les séquences des Scleroderma du Burkina montrent une faible similarité avec d’autres

Scleroderma dans GenBank. Sept génotypes différents ont été identifiés pour I’ensemble des

25 échantillons analysés et les 25 séquences ont ét¢ déposées dans GenBank (tabl. 8).

Tableau 8. Carpophores et isolats de Scleroderma séquencés avec les numéros d’accession

dans GenBank et les pourcentages d’homologies avec des séquences de références. Les isolats

sont notés « IR » et les carpophores « SD, SV, SP1, SP2, SP3 ou SP4 ».

Sommaire

Espéces/Ribotypes/ | N° Pourcentage d’homologies avec des souches de référence dans GenBank
Références d’accession

dans

GenBank
S. dictyosporum
Ribotype A
IR109 FJ840442 S areolatum voucher JIMP0080 (EU819438) (496/583, 85 %)
IR250 FJ840444 S areolatum voucher JIMP0080 (EU819438) (475/563, 84 %)
1R412 FJ84044 S areolatum voucher RT00036 (EU819518) (439/513, 85 %)
IR602 FJ840447 S areolatum voucher JIMP0080 (EU819438) (499/587, 85 %)
IR408 FJ840445 S areolatum voucher RT00036 (EU819518) (439/513, 85 %)
ORS7731 FJ840448 S areolatum voucher RT00036 (EU819518) (547/665, 82 %)
Ribotype B
IR215 FI840443 S bovista voucher RT00034 (EU81951) (423/503, 84 %)
SD-4901 FJ840449 S areolatum voucher JMP0080 (EU819438) (378/438, 86 %)
S. verrucosum
Ribotype C
IR256 FJ840454 S cepa voucher SOC541 (DQ453694) (545/615, 88 %)
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IR114 FJ840451 S cepa voucher SOC541 (DQ453694) (579/654, 88 %)

IR110 FJ840450 S cepa voucher SOC541 (DQ453694) (584/661, 88 %)

IR118 F1840452 S cepa voucher SOC541 (DQ453694) (583/661, 88 %)

SV1803 FJ840458 S cepa voucher SOC541 (DQ453694) (586/665, 88 %)

SV2802 FJ840460 S cepa voucher SOC541 (DQ453694) (589/665, 88 %)

SV5602 FJ840461 S cepa voucher SOC541 (DQ453694) (545/614, 88 %)
Ribotype D

IR500 F1840455 Sclerodermataceae sp. TU103614 (AM412304) (544/613, 88 %)
IR600 FJ840456 Sclerodermataceae sp. TU103614 (AM412304) (541/611, 88 %)
IR252 F1840453 Sclerodermataceae sp. TU103614 (AM412304) (570/642, 88 %)
Ribotype E

SV1801 FJ840457 S verrucosum strain VERSCLE-4 (AJ629886) (488/546, 89 %)
SV1804 FJ840459 S verrucosum strain VERSCLE-4 (AJ629886) (489/546, 89 %)
Scleroderma spl

Ribotype F

1IR406 FJ840462 S cepa voucher SOC541 (DQ453694) (551/630, 87 %)

IR410 FJ840463 S cepa voucher SOC541 (DQ453694) (530/602, 88 %)
Scleroderma sp2

Ribotype H

SSP2-1806 FI840464 S bovista strain : Nara ScB84e3 (AB211267) (577/618, 83 %)
SSP2-2803 FJ840465 S bovista strain : Nara_ ScB84e3 (AB211267) (498/592, 84 %)
SSP2-3901 FJ840466 S bovista strain : Nara_ScB84e3 (AB211267) (484/585, 82 %)

Sanon et al. (2009a).

Les séquences ont été alignées, a I’aide du logiciel Gendoc (Nicholas et Nicholas, 1997), avec

d’autres séquences de Scleroderma, Pisolithus et Astraeus de GenBank et aussi Rizopogon
occidentalis MF8RT11-3 (Peay et al., 2009) comme outgroup.
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L’arbre phylogénétique, méthode de Neighbor-joining, construit (logiciel MEGA, Kumar et
al., 2004) a partir de ces séquences permet de distinguer 3 branches différentes (fig. 5). La
branche 1 regroupe les espéces morphologiques S verrucosum et Sclerodermaspl, la
branche 2 rassemble les morphotypes de S dictyosporum et la 3°branche regroupe le
morphotype Scleroderma sp2. Pour chaque branche, les ribotypes sont supportés par de fortes
valeurs de bootstrap suggérant que les ribotypes identifiés au sein de chaque espéce
morphologique peuvent étre considérés comme des especes phylogénétiques différentes
comme dans le cas des espéces de Pisolithus (Martin et al., 2002). Ainsi, les échantillons
identifiés comme S. verrucosum regroupent 3 espéces, ceux identifiés comme S dictyosporum

regroupent deux especes et une espéce séquencée pour Scleroderma sp2 (fig. 5).

Figure 5. Arbre phylogénétique, méthode Neighbor-joining, basé sur les séquences ITS des
especes de Scleroderma, Astraeus et Pisolithus. Rhizopogon occidentalis est utilisé comme
outgroup. Les valeurs numériques sur les branches sont des valeurs de bootstrap pour

1 000 reproductions. (Sanon €t al., 2009a).
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Scleroderma spl, plus proche de S verrucosum que de toute autre espéce, duquel il différe
par quelques délétions et insertions au niveau de I’ITS2, appartiendrait au morphotype
S verrucosum (espéce 4). Les deux espéces morphologiques Scleroderma sp3 (IR252) et
Scleroderma sp4 (IR408) sont supportées par des valeurs de bootstrap €levées (100 %) avec
I’espéce 2 des morphotypes S. verrucosum et S dictyosporum respectivement (fig. 5). Ceci
confirme les résultats obtenus par PCR/RFLP et montre que Sclerodermasp3 (IR252) et
Scleroderma sp4 (IR408) sont respectivement des morphotypes de S verrucosum et

S. dictyosporum.

Scleroderma sp2 est génétiquement éloigné des autres especes analysées, mais reste regroupé
avec le genre Scleroderma. La morphologie des spores de cette espéce suggére qu’il pourrait
s’agir d’une nouvelle espéce spécifique a I’ Afrique. Cependant, des études complémentaires
s’averent nécessaires sur un nombre plus important d’échantillons et aussi sur le séquencage

du second ribotype de cette espece.

3. MYCORHIZATION CONTROLEE DE AFZELIA SPP.

La technique qui consiste a associer une souche de champignon mycorhizien bien définie et
compatible avec la plante hote dans des conditions contrdlées et a évaluer ’effet de ce
champignon sur la croissance de 1’hote est appelée « mycorhization controlée ». Elle permet
la sélection de champignons compatibles et efficaces pour la production de plants pour le
reboisement. Les critéres de sélection des meilleures souches sont entre autres l'aptitude a la
mycorhization des jeunes plants, l'effet bénéfique sur la croissance des plants inoculés et la
teneur en ¢léments minéraux des différents organes des plants, en particulier le phosphore.
Cette meilleure nutrition traduit une efficacit¢ dans l'absorption de ces €léments par le
champignon associé. Aussi, la longueur du réseau extramatriciel développé dans le sol par le
mycosymbionte ou la proportion d'hyphes métaboliquement actifs dans le sol associée aux
autres parameétres, sont également indiquées par certains auteurs comme pouvant caractériser

l'efficacité du champignon (Jones €t al., 1990 ; Hamel et al., 1990).

Cette technique est trés largement utilisée en zone tempérée (France, Espagne, USA,

Canada, ...) (Le Tacon et al., 1992). En revanche, elle a fait 1'objet de trés peu d'études sur les
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arbres tropicaux, en particulier en Afrique. Néanmoins, ces derniéres années, il y a un regain

d’intérét pour 1’é¢tude de la mycorhization controlée de quelques essences locales.

Au Burkina Faso, les travaux sur la mycorhization contrdlée ont principalement porté sur les
especes du genre Scleroderma compte tenu des critéres évoqués précédemment et la plante
hote A. africana, I’une des especes a ectomycorhizes la plus importante au Burkina Faso et

aussi A. quanzensis, une espece de 1’ Afrique de 1’Est.

3.1. PRODUCTION D’INOCULUM

Essentiellement deux types d’inoculum sont utilisés pour les essais de mycorhization
contrdlée et de production de plants pour le reboisement : 1’inoculum solide constitué de
mycélium de champignons en culture et 1’inoculum spores pour les champignons qui en

produisent suffisamment telles les espéces des genres Scleroderma et Pisolithus.

L’inoculum solide a été utilisé au cours de deux expériences sur A. africana et A. quanzensis

en pépinicre.

L’inoculum solide est produit sur un substrat composé de tourbe et de vermiculite suivant la
méthode décrite par Duponnois et Garbaye (1991). Le mycélium végétatif est repiqué sur
milieu gélos¢ MNM (Marx, 1969) et incubé a 30 °C pendant deux a trois semaines. Des
bocaux de 800 ml sont remplis @ moiti¢ avec un mélange de tourbe et de vermiculite (1/4 ;
v/v) et autoclavés a 120 °C pendant 20 min. Apres refroidissement, 300 ml de milieu liquide
MNM sont additionnés au contenu des bocaux qui sont de nouveau autoclavés. Une dizaine
d'implants fongiques de mycélium végétatif de chaque souche sont repiqués dans chaque
bocal. Les bocaux inoculés sont hermétiquement fermés et incubés a I'é¢tuve a 30 °C. Ils sont
agités régulicrement au fur et a mesure que le champignon colonise le substrat afin

d'améliorer la croissance du mycélium.

3.2. METHODE D’INOCULATION

La mycorhization controlée de ces deux espeéces a été conduite sur un substrat (sol de

Sangalkam, Sénégal) exempt de propagules ectomycorhiziens et dont quelques
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caractéristiques physico-chimiques sont : argile (5,4 %), limon (5,8 %), sable (88,8), pH eau
(6,03), C total (0,39 %), N total (0,027 %), MO total (0,68 %), C/N 14, P total (41,92 %),
P assimilable, Bray 1 (2,15 %). Le substrat est tamisé et mélangé a I'inoculum (10 : 1, v/v). Le

mélange est distribué¢ dans des sachets en polyéthyléne de 2 litres et arrosé a I'eau de robinet.

Les graines pré-germées y sont repiquées a raison de 2 graines par gaine. Dix jours apres

repiquage des graines, le nombre de plantules est réduit a une par gaine.

Pour A. africana, deux provenances ont €té inoculées ou non avec deux isolats de
S dictyosporum (IR109 et IR408), un isolat de S verrucosum (IR406) et un isolat de
Telephora sp (ORSXMO002) (Sanon, 1999 ; Diédhiou et al., 2004) issu de mycorhize au
Sénégal (Ba et Thoen, 1990). Les deux provenances de A. africana sont : Nazinga au Burkina
Faso (AaBF) et Diatock au Sénégal (AaSN). Le dispositif expérimental est de type factoriel
(2 provenances x (4 champignons + 1 témoin)) et les traitements, répétés chacun 10 fois ont
été disposés en randomisation simple sous un abri grillagé non étanche dans les conditions
climatiques de Dakar (température moyenne journaliére 25-30 °C, photopériode environ
12 h). L'arrosage a été effectué une fois par jour avec 1’eau du robinet. L’expérience a duré

4 mois.

Quant a A. quanzensis, une provenance de 1’Afrique de 1I’Est dont les graines ont été fournies
par Kenya Forestry Seed Center (Nairobi, Kenya) a été testée. Les deux meilleurs isolats
identifiés dans le cadre de [D’expérimentation précédente ont ¢été  utilisés :
S dictyosporum IR408 et Telephora sp. ORSXMO002. Le dispositif est une randomisation
simple avec 3 traitements et 10 répétitions par traitement. Les conditions expérimentales sont

identiques a celles ci-dessus et I’essai a duré également 4 mois.

3.3. PARAMETRES MESURES

Différents paramétres ont souvent ¢été utilisés pour évaluer Ieffet de 1’inoculation
mycorhizienne sur la croissance des plantes hotes. Il s’agit essentiellement des paramétres de
croissance et de nutrition et aussi de la longueur du réseau extramatriciel développé dans le

sol par le mycélium du champignon.
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Ces différents paramétres ont été mesurés au cours des expérimentations de mycorhization

controlée ci-dessus citées.

3.3.1. CROISSANCE ET NUTRITION DES DEUX PROVENANCES DE A. AFRICANA

Dans cette étude, les deux provenances different dans leur réponse a I’inoculation avec les
4 souches fongiques. Le taux de mycorhization varie a peu preés dans les mémes proportions
pour les deux provenances, 32 % a 69 % pour AaBF et 22 % a 64 % pour AaSN (tabl. 9).
Pour la provenance du Burkina Faso (AaBF), les meilleurs taux de mycorhization ont été
obtenus avec S dictyosporum, IR109 (69 %) et IR408 (64 %). Telephora sp. ORSXM002
mycorhize moyennement AaBF avec un taux de 46 %. S verrucosum IR406 présente un taux
plus faible de 32 %. Les isolats IR408 et IR406 donnent les taux de mycorhization les plus
faibles (22 % et 32 %) avec la provenance A. africana du Sénégal.

La croissance de AaSN n’est pas améliorée par I’inoculation malgré des taux de
mycorhization de 58 % et 64 % avec IR109 et ORSXMO002 respectivement, alors que celle de
AaBF est améliorée par 1’inoculation avec IR408 et ORSXMO002 (tabl. 9). L’augmentation de
croissance observée pour cette provenance peut étre attribuée au développement du systéme
racinaire qui est reflété par la biomasse totale des plants inoculés. Ces résultats confirment
ceux obtenus par Ba (1990) sur I’effet positif de I’inoculation avec ORSXMO002 sur la
croissance d’une provenance de A. africana (provenance Bayottes) di a une augmentation de
la biomasse racinaire. Ils sont également en accord avec ceux obtenus par Diédhiou et
al. (2005) sur une provenance sénégalaise de A. africana inoculée pendant 7 mois en

pépiniére avec différents champignons mycorhiziens dont IR408 et ORSXMO002.

La dépendance mycorhizienne des deux provenances de A. africana est relativement faible
0,15 % a 32 % comparativement aux valeurs obtenues avec les especes tropicales introduites
en Afrique de I’Ouest telles I’hybride Eucalyptus urophylla x E. kirtonia et Acacia mangium
(Garbaye et al., 1988 ; Duponnois et Ba, 1999). Néanmoins, la comparaison est difficile
compte tenu des conditions de culture différentes. Une dépendance mycorhizienne d’au plus
30 % a également été obtenue avec une autre provenance de A. africana inoculée avec
différents isolats de Scleroderma, un isolat de Pisolithus et Telephora sp. ORSXMO002 aprés
7 mois de culture (Diédhiou €t al., 2005).

81



Sommaire

Tableau 9. Effet de I’inoculation avec différents isolats de champignons ectomycorhiziens sur

les paramétres de croissance des plants de deux provenances de A. africana.

Provenances de Hauteur | Biomasse | Biomasse | Biomasse | Taux  de | Longueur | Dépendance
A. africana/Isolats aérienne | racinaire | totale my- mycorhi-
inoculés corhization | U 1€s€au | zienne
extra-
matriciel

AaBF
IR109 41,97b |498a 2,83 abc | 7,81 ab 69,00 a 2,00 a 21,25 ab
IR406 44,96 520 a 2,53 be 7,73 ab 32,00 abc | 2,47 a 20,43 ab
IR408 2 571 a 3,29 ab 9,00 a 64,00 a 1,81 a 31,66 a
ORSXMO002 :;78 512a 398 a 9,10a 46,00 ab 1,66 a 32,24 a
Témoin 42775b 4,39 a 1,76 ¢ 6,15b 0,00 ¢ - -

38,98 b
AaSN
IR109 427 a 2,07 be 6,34 b 58,00 ab 2,81 a 0,15b
IR406 46,85 423 a 2,71 abc | 6,95 ab 38,00 ab 1,95a 8,92 ab
IR408 ab 4,86 a 2,17 be 7,03 ab | 22,00 bc 2,62 a 9,95 ab
ORSXM002 P80 Usp6a |292abe |818ab | 64000 | 195a | 2261ab
Témoin 52.40 2 4,62 a 1,73 ¢ 6,33 b 0,00 ¢ - -

52,78 a

52,60 a

Baetal. (1999).

Un des principaux effets de la mycorhization est d’améliorer la concentration en P des plantes
hotes. En comparant les traitements témoins et ceux inoculés, I’augmentation de la
concentration en P, N, Mg et Ca des plants pour certaines souches n’est pas liée avec la
stimulation de la croissance des plants en termes de biomasse produite, sauf pour IR408
inoculée a la provenance AaBF pour la teneur en P (tabl. 10). Seule la concentration en K des
feuilles est plus élevée au niveau des plants inoculés par rapport aux témoins, mais sans lien

avec la stimulation de croissance des plants. Ceci suggere que ces ¢léments minéraux ne sont
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pas des facteurs limitants pour la croissance de ces deux provenances. Ainsi, le taux élevé de
la mycorhization pour certaines souches ne se traduit pas forcément par une concentration
¢levée en ¢léments minéraux des feuilles des plants inoculés, il n’y a aucun lien évident entre

le niveau de colonisation des plants inoculés et le potentiel pour les plants d’en bénéficier.

L’efficacité des isolats et espéces testés n’est également pas liée au réseau extramatriciel
développé dans le sol (tabl. 9). Par conséquent, la sélection de souches efficaces ne peut se
faire sur la base du taux de mycorhization et de la longueur du réseau extramatriciel méme si

ces critéres ont été utilisés par d’autres auteurs (Thomson et al., 1994 ; Jones et al., 1990).

En conclusion, deux espeéces fongiques S dictyosporumIR408 et le Telephora
sp.ORSXMO002 semblent étre les especes les plus appropriées pour améliorer la croissance des

plants de A. africana.

Tableau 10. Effet de 1’inoculation avec différents isolats de champignons ectomycorhiziens

sur la nutrition minérale des plants de deux provenances de A. africana.

Provenances de | N (%) P (%) K (%) Mg (%) Ca (%)
A. africana/lsolats

inoculés

AaBF

IR109 1,96 d 0,11 be 1,41 cde 0,65 ab 2,13 be
IR406 2,33 ab 0,09 ¢ 2,12a 0,65 a 2,65 ab
IR408 1,94 d 0,14 a 1,66 bc 0,56 abc 1,77 ¢
ORSXMO002 1,85d 0,10 be 1,45 cd 0,58 abc 1,99 c
Témoin 2,02 cd 0,10 be 1,02 ¢ 0,50 ¢ 2,00 c
AaSN

IR109 2,03 cd 0,13 ab 1,55 ¢ 0,55 abc 1,82 ¢
IR406 2,28 abc 0,10 be 2,05 ab 0,62 abc 2,65a
IR408 2,54 abc 0,11 be 2,11a 0,64 ab 3,09a
ORSXMO002 2,08 bed 0,12 abc 1,80 abc 0,57 abc 1,76 ¢
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Témoin 1,90d 0,10 be 1,13 de 0,53 be 2,20 be

Baetal. (1999).

3.3.2. CROISSANCE ET NUTRITION DE A. QUANZENSIS

A la suite de I’étude précédente sur ’inoculation des deux provenances de A. africana, les

deux isolats prometteurs identifiés ont été testé sur A. quanzensis (Ba et al., 2002).

A.quanzensis répond différemment a I’inoculation avec les deux isolats.
Telephora sp. ORSXMO002 colonise bien le systéme racinaire des plants inoculés et stimule la
biomasse racinaire par rapport a S dictyosporum IR408 (tabl. 11). Le taux de mycorhization
obtenu avec ORSXMO002 (66,40 %) est similaire a celui obtenu avec la provenance
sénégalaise de A. africana (64 %) (Ba et al., 1999). Par contre, pour IR408, ce taux est trés
faible (19,40 %). La stimulation de la biomasse racinaire par ORSXMO002 n’est pas reflétée au
niveau de la biomasse totale des plants qui n’est stimulée par aucune souche. Pourtant, cette
souche a stimulé la biomasse totale de A. africana dans les mémes conditions. Par conséquent,
la dépendance mycorhizienne de A. quanzensis vis-a-vis de ces deux espéces n’excéde pas
16 %, ce qui est assez faible comparativement a A. africana (Ba et al., 1999). Ces données
suggerent que 1’origine différente des souches et de la plante hote pourrait avoir une influence

dans la réponse a I’inoculation de A. quanzensis par rapport a A. africana.

Comme dans le cas des deux provenances de A. africana, seule la teneur en K des parties
aériennes est plus importante chez les plants inoculés avec les deux espéces (tabl. 12).
Néanmoins, cette teneur n’est pas significativement différente entre les deux espeéces malgré

un taux de mycorhization et un réseau extramatriciel plus importants pour les plants inoculés

avec ORSXMO002.

Tableau 11. Effet de I’inoculation avec IR408 et ORSXMO002 sur les paramétres de croissance
des plants de A. quanzensis.
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A. quanzensig/Isolats | Hauteur | Biomasse | Biomasse | Biomasse | Taux  de | Dépendance
inoculés aérienne | racinaire | totale my- mycorhi-
corhization | zienne

IR408 69,86b | 8,84 a 2,26 a 11,10 a 19,40 b 3,50 a
ORSXMO002 68,22 9,14 a 3,60b 12,75 a 66,40 a 16,00 a
ab
Témoin 8,80 a 191 a 10,71 a 0,00 c -
64,28 a

Baetal. (2002).

Tableau 12. Effet de I’inoculation avec IR408 et ORSXMO002 sur la nutrition minérale des

plants de A. quanzensis.

A. quanzensis/Isolats | N (%) P (%) K (%) Mg (%) Ca (%)
inoculés

IR408 2,09 a 0,13a 1,63b 0,58 a 1,66 ab
ORSXMO002 2,14 a 0,14 a 1,56 b 0,58 a 1,56 a
Témoin 2,15a 0,12 a 0,81 a 0,59 a 1,86 b

Baetal. (2002).

4. CONCLUSION

Ces travaux nous ont permis d’identifier pour la premicre fois les champignons
ectomycorhiziens associés a sept plantes hdtes au sud-ouest, sud et est du Burkina Faso
(A. africana, B. grandiflora, I.doka, I.dalzeillii, M. kerstingii, U. guineensis, U. somon).
Tous les champignons récoltés appartiennent & des genres ectomycorhiziens déja identifiés et
certains ont été identifiés au niveau spécifique. Une diversité insoupgonnée des champignons
ectomycorhiziens (environ 78 especes morphologiques) a pu étre mise en évidence malgré les
conditions géoclimatiques des régions prospectées et la fluctuation de la fructification de ces

champignons d’une année a I’autre en zone peu humide.
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Notre inventaire a révélé une abondance relative des espéces des genres Russula, Bolettelus,
Leccinum, Amanita et Scleroderma. Pour ce dernier genre, 6 espéces ont été identifiées en
fonction des caractéristiques morphologiques des carpophores et des spores. Ce sont
essentiellement ces espéces du genre Scleroderma que nous avons pu maintenir en culture.
Elles sont peu spécifiques, car elles ont été fréquemment rencontrées sous pratiquement toutes
les plantes hotes. Leur facilité d'isolement en culture pure fait d'eux des candidats potentiels

pour des tests de mycorhization contrdlée d’ou un intérét particulier pour ce genre.

La capacit¢é mycorhizogéne des isolats représentatifs des espéces morphologiques de
Scleroderma identifiées a été mise en évidence vis-a-vis de certaines plantes hotes
(A. africana, A. quanzensis, Isoberlinia doka, |. dalziellii et Brachystegia speciformis). Ces
résultats ont montré que les Sclérodermes sont peu spécifiques et peuvent &tre considérés
comme des champignons précoces capables de mycorhizer les jeunes plants d'une large

gamme d'hétes et de se maintenir sur les pieds adultes.

L'é¢tude de la diversité génétique des différents isolats et des carpophores des especes
morphologiques de Scleroderma par amplification génique des régions ITS et IGS1 et leur
digestion par les enzymes Hinfl et Mbol ont révélé un a trois ribotypes au niveau des espéces
morphologiques identifi¢es. Le séquencage de la région ITS des ribotypes a montré que les
Sclérodermes récoltés au Burkina Faso appartiennent a au moins 7 espéces phylogénétiques :
4 espéces pour le morphotype S verrucosum, 2 pour S. dictyosporum et une espéce pour le
seul ribotype séquencé de Scleroderma sp2.

La morphologie particuliére des spores de Sclerodermasp2 et sa position sur 1’arbre
phylogénétique par rapport aux autres espéces de Scleroderma suggerent une nouvelle espéce
spécifique a I’Afrique, en particulier a I’Afrique de I’Ouest. Cependant, des études plus

approfondies sont nécessaires pour confirmer ou infirmer cette hypothése.

Enfin, nous avons testé l'efficacité de 4 isolats fongiques, S. dictyosporumIR109 et IR408 ;
S verrucosum IR406 et Telephora sp. ORSXMO002, sur la croissance et la nutrition minérale
des plants de deux provenances d'A. africana en pépiniére. Nous avons montré que
l'inoculation induisait une stimulation plus ou moins importante de la croissance des plants
(0,17 % a 48 % de gain de biomasse) et une amélioration de la nutrition minérale, surtout en
potassium. L'utilisation de deux provenances d'A. africana a permis de mettre en évidence
l'influence forte du fond génétique de la plante hote sur I'effet bénéfique de la mycorhization.

La dépendance mycorhizienne indique que la provenance sénégalaise est moins dépendante
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des mycorhizes pour sa croissance que la provenance burkinabé. L'utilisation de souche
efficace pour I'amélioration de la croissance des plants d'A. africana peut étre orientée vers les
isolats S dictyosporumIR408 et Telephora sp. ORSXMO002 pour les deux provenances.

Cependant, ces isolats devront étre auparavant testés dans d'autres conditions édaphiques.

Ces deux isolats testés sur une autre espéce d’Afzelia (A. quanzensis) de I’ Afrique de I’Est ont
montré un effet peu significatif par rapport a A. africana suggérant que ’origine de la plante
héte par rapport aux isolats fongiques testés peut avoir une influence dans la réponse a

I’inoculation.

La mycorhization contrélée d'A. africana en pépiniére a montré que les Sclérodermes étaient
de bons candidats pour des programmes de mycorhization contrdlée. Notre expérimentation a
été effectuée sur un sol sableux non représentatif des conditions de foréts a A. africana en
Afrique de I'Ouest. Toute sélection de souche devra donc étre complétée par des essais

réalisés dans des conditions variées et respectant les conditions locales de plantations.

Notre étude nous aura permis d'apporter notre contribution a la connaissance des

champignons ectomycorhiziens tropicaux et en particulier, le genre Scleroderma.
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1. INTRODUCTION

Au Burkina Faso, la forte croissance démographique et la pression fonci¢re ont entrainé la
surexploitation des ressources naturelles (terres, foréts, ...) obligeant les producteurs a
adopter des techniques culturales peu respectueuses de ’environnement. De ce fait, ces
systémes d’exploitation inappropriés engendrent la baisse continue de la fertilité¢ des sols et
des services écosystémiques rendus. La tendance régressive des productions agricoles suite a
la baisse de la capacité productive des sols menace 1’atteinte des Objectifs du millénaire pour

le dével oppement (OMD) dont la sécurité alimentaire et la réduction de la pauvreté.

Diverses technologies de conservation des eaux et des sols ont été expérimentées par les
producteurs pour s’adapter aux changements globaux. Dans la zone sahélienne, ces
technologies sont entre autres les demi-lunes, les cordons pierreux (Zougmor¢ et al., 2004), le
zai (Traoré et al., 2003), le tapis herbacé et le scarifiage motorisé (Sangaré, 2002), ainsi que
les apports de fertilisants organiques ou minéraux (Bationo et al., 1986 ; Bationo et
Mowunye, 1991). Dans la zone soudanienne, les technologies les plus utilisées pour s’adapter
a la baisse de la fertilité des sols sont les jacheres naturelles ou améliorées ou de 1égumineuses
(Bilgo, 2005). L’application de ces techniques est inéluctablement conditionnée par les
conditions socio-économiques des utilisateurs. Suite aux difficultés rencontrées dans la
diffusion de certaines techniques d’amélioration de la fertilit¢ des sols, la recherche
scientifique a ét¢ mise a contribution pour la mise au point et la diffusion de techniques
biologiques de fertilisation plus facile d’application, plus écologique et avec des effets
durables. Les perspectives de recherche sont donc de plus en plus orientées vers I’introduction
d’espéces améliorantes locales et/ou exotiques susceptibles de permettre la restauration de la
fertilit¢ des sols (Guissou, 1994). En outre, il est bien établi que 1’utilisation d’inocula
mycorhiziens est une alternative innovante qui permet d’améliorer durablement le statut
organo-minéral des sols et la production agricole et forestiére (Duponnois et al., 2001a ;
Johansson €t al., 2004 ; Smith et Read, 2008). Ainsi, ‘pouvoir continuer a produire de la
biomasse végétal e de maniére a ne pas compromettre I’ intégrité environnemental e et la santé
publique’ constitue un challenge pour notre décennie (Tilman et al., 2002) auquel I’utilisation
harmonieuse des microorganismes symbiotiques du sol devrait nous aider a aboutir

(SBSTTA, 2001).
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Le concept de résilience écologique fait référence a la capacité d’un écosystéme a supporter
diverses perturbations et adopter différentes stratégies pour recouvrer certaines de ses
propriétés originelles (fonctions, structure, composition, etc.) (Peterson et al., 1998). La
capacité d’une espéce végétale a tolérer un stress d’origine biotique ou abiotique est fortement
dépendante du degré d’établissement et de fonctionnement des relations symbiotiques entre le
champignon et la plante hote (Barea et al., 1997). A 1’échelle de la communauté végétale, il
est aussi admis que les peuplements plurispécifiques présentent une plus grande capacité
d’adaptation et/ou de recouvrement face aux adversités biotiques et abiotiques (Peterson et

al., 1998 ; Kennedy et al., 2002).

Les champignons mycorhiziens jouent un role majeur dans 1I’évolution spatio-temporelle des
écosystémes végétaux terrestres (Kisa et al., 2007 ; Sanon et al., 2010, 2011). Outre leur
impact direct sur la croissance de la plante via principalement une amélioration de la nutrition
minérale de la plante hote, il a ét€ aussi démontré que la structure du couvert végétal ainsi que
son développement étaient intimement liés a 1’établissement de la symbiose mycorhizienne
(van der Heijden et al., 1998 ; Sanon et al., 2010). I1 est aussi parfaitement démontré que la
symbiose mycorhizienne conditionne le fonctionnement microbien des sols en exercant une
pression sélective sur les microorganismes saprophytes du sol tant au niveau de leur diversité
génétique que de leur diversité fonctionnelle (Frey-Klett et al., 2005) afin de constituer un
complexe trophique associant le symbiote fongique, la microflore mycorhizosphérique et la

plante.

Jusqu’a un temps tres récent, la plupart des résultats obtenus sur I’écologie des symbioses
mycorhiziennes étaient issus d’études réalisées en milieu tempéré notamment. Des résultats
similaires étaient peu disponibles en ce qui concerne les régions sahéliennes, le Burkina Faso
en particulier, malgré les possibilités de valorisation de cette ressource microbienne pour
réhabiliter et optimiser la productivité des écosystémes terrestres. La mise en ceuvre d’un
certain nombre de projets de recherche en collaboration entre ’IRD (Institut de recherche
pour le développement) et les institutions locales de recherches agricoles et
environnementales comme I’Inera (Institut de 1’environnement et de recherches agricoles), est
venue a point nommé renforcer le stock de connaissances scientifiques disponibles. Les
études réalisées ont abordé divers aspects du fonctionnement de la symbiose mycorhizienne
(fig. 1), a savoir les interactions trophiques avec la microflore associée, 1’incidence sur le
développement des plantes hotes, les interférences dans les interactions ‘plante-plante’ et les

conséquences qui en découlent en termes de coexistence entre espéces végétales, ...
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Figure 1: Représentation schématique des principaux axes de recherche développés au
Burkina Faso sur les symbioses mychoriziennes en collaboration entre I’'IRD et certaines

équipes de recherche de I’Inera.
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Le principal objectif de cet article est de présenter les principaux résultats issus des
expérimentations réalisées au Burkina Faso en collaboration entre I’'IRD et des équipes de
I’Inera sur la gestion du potentiel mycorhizien des sols et ses implications en termes
d’amélioration de la fertilit¢ des sols, d’optimisation des performances des formations

foresticres et de promotion de la biodiversité végétale.
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2. ROLE ECOLOGIQUE DES MYCORHIZES DANS LES AGRO-ECOSYSTEMES

Bien que des interactions de type parasitaire aient, dans certaines conditions, été rapportées
concernant les partenaires mycorhiziens (Johnson et al., 1997 ; Klironomos, 2003 ; Purin et
Rillig, 2008), les champignons mycorhiziens sont généralement décrits comme des
composantes essentielles des systémes sol-plantes. Représentant une interface clef entre les
plantes hotes et les (macro- et micro-) nutriments du sol, les avantages de la symbiose
mycorhizienne comportent également un accroissement de la résistance végétale face aux
pathogenes et autres stress environnementaux (c.-a-d. les pollutions organiques et métalliques,
la salinité, P’acidité, ...) et une amélioration de la nutrition hydrique des plantes hotes en
échange de photosynthétats (St-Arnaud et al., 1997 ; Joner et Leyval, 2003 ; Lambers €t al.,
2008 ; Smith et Read, 2008). Des interactions synergiques ont ¢été décrites entre le
développement des symbiotes mycorhiziens et celui d’autres microorganismes, é¢galement
importants par leur réle dans I’amélioration de la croissance des plantes et communément
appelés Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR). Parmi les microorganismes dits
PGPR, on peut citer ceux impliqués dans les cycles des nutriments (bactéries fixatrices
d’azote, pseudomonads fluorescents, bactéries solubilisatrices des phosphates, ... (Founoune
et al., 2002 ; André et al., 2005 ; Duponnois €t al., 2005 ; Ramanankierana et al., 2006) qui
améliorent substantiellement le gain en poids des plantes, et donc susceptibles, en association
avec les champignons mycorhiziens, de pérenniser la productivité végétale (Johansson et al.,
2004). De plus, le réseau d’hyphes mycorhiziens qui se développe dans le sol améliore
significativement la structure du sol par la formation d’agrégats plus stables (Rillig et
Mummey, 2006) et influence profondément la composition et la dynamique des communautés
végétales (van der Heijden et al., 1998 ; Simard et Durall, 2004 ; Kisa et al., 2007 ; Sanon €t
al., 2011 ; Klironomos et al., 2011). A cet égard, il a été rapporté que ce réseau d’hyphes
faciliterait 1’établissement de plantules de méme espece ou d’espéces différentes sous un arbre
mature en homogénéisant I’accés aux nutriments (Simard et Durall, 2004 ; Smith et Read,
2008) ou pourrait promouvoir la diversité¢ végétale entre especes dominantes et celles moins
compétitives (Kisa et al., 2007). D’une maniére générale, les symbioses mycorhiziennes
constituent des agents biologiques de promotion de biodiversité et de productivité dans les
communautés végétales (van der Heijden et al., 1998 ; Hart et al., 2003 ; Klironomos €t al.,
2011), ceci, bien entendu, en relation avec la dépendance mycorhizienne et la position dans la
hiérarchie locale des espéces végétales (Hart et al., 2003 ; Urcelay et Diaz, 2003). Enfin, la

contribution des symbioses mycorhiziennes dans la séquestration au niveau du sol du carbone
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et des nutriments est également un sujet en plein débat (Rygiewicz et Andersen, 1994 ;

Wilson et al., 2009).

La dégradation du couvert végétal est généralement le premier symptome visible de la
désertification, mais cet état de dégradation est souvent accompagné ou précédé de
perturbations profondes des propriétés physicochimiques et biologiques du sol (Requena et
al., 2001 ; Cardoso et Kuyper, 2006 ; Siddiqui et Pichtel, 2008). Or, ces propriétés
déterminent largement la qualité et la fertilité, donc la capacité productive du sol. Il résulte
ainsi de cette dégradation du sol, une réduction drastique du potentiel mycorhizien a tel point
que dans de nombreuses situations, il devient nécessaire d’‘aider’ les plantes a faire face a
I’adversité de la nature. Une des alternatives qui se veut efficiente, peu onéreuse et

respectueuse de I’environnement est la mycorhization controlée.

La mycorhization contrélée est un ensemble de techniques (culture, sélection, multiplication,
incorporation au sol et suivi écologique du symbiote fongique) qui a pour objectif la
production de plants ‘biologiquement améliorés’ par optimisation de 1’établissement de la
symbiose (Garbaye, 1991). Il s’agit ainsi de provoquer la symbiose entre un jeune plant et un
champignon d’une souche particuliére sélectionnée pour ses performances intrinséques et sa

synergie vis-a-vis de I’espéce végétale considérée.

3. MYCORHIZATION CONTROLEE ET CONSEQUENCES SUR LA DIVERSITE FONCTIONNELLE DE

LA MICROFLORE NATIVE DU SOL

La microflore du sol joue un role majeur dans les processus biologiques régissant les cycles
biogéochimiques, favorisant ainsi le retour des éléments nutritifs dans le pool des nutriments
biodisponibles nécessaires au développement des plantes. En affectant (1) la quantité et la
qualité des composés carbonés produits par la plante et transportés dans la mycorhizosphére
qui est le volume de sol influencé par la mycorhize (Andrade et al., 1997), (2) la compétition
pour les nutriments entre les différents microorganismes rhizosphériques (Ravnskov et al.,
1999), (3) ’exsudation mycorhizienne de composés inhibiteurs ou stimulateurs pour les
bactéries (Ames et al., 1984), et (4) la structure du sol (Andrade et al., 1998 ; Rillig et
Mummey, 2006), les champignons mycorhiziens impactent considérablement sur les
communautés bactériennes du sol. La diversité des capacités cataboliques développée par les

microorganismes hétérotrophes du sol représente un indicateur clef de la diversité
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fonctionnelle microbienne et une approche simple pour mesurer cette diversité est d’évaluer le
nombre de substrat organiques susceptibles d’étre dégradés par les communautés

microbiennes des sols (Degens et Harris, 1997 ; Graham et Haynes, 2005).

Dans leur expérimentation, Duponnois et al. (2005) ont cultivé Acacia holosericea, une
espece végétale a croissance rapide d’origine australienne, dans des gaines en polyéthyléne
(0,5 1) contenant du sol stérilis¢ de Gampéla (20 km a I’est de Ouagadougou, Burkina Faso)
en appliquant 4 traitements (plant Témoin, sol amendé avec du phosphate naturel de Kodjari,
sol inoculé¢ avec le champignon endomycorhizien Glomus intraradices, combinaison
amendement phosphaté + inoculation endomycorhizienne). Aprés 4 mois de culture, une
partie des plants a été récoltée pour les mesures et analyses et les plants restants ont été
transférés dans des pots (20 1) contenant le méme sol utilis¢ précédemment, mais non stérilisé.
Les plants ont été cultivés pendant 12 mois. A la récolte, des échantillons de sol ont été
prélevés pour 1’établissement des profils cataboliques. Les résultats obtenus a I’issue de
I’analyse de co-inertie révelent une meilleure métabolisation de 1’acide a-kétoglutarique
lorsque les plants étaient préalablement inoculés, suggérant que la mycorhization contrélée de
A. holosericea aurait favorisé une sélection ou une prolifération de bactéries susceptibles de
cataboliser ce substrat organique. Pour le traitement témoin, les microorganismes ont
préférentiellement catabolisé d’autres substrats dont la phenylalanine entre autres. Ainsi, les
microorganismes ayant la capacit¢ de cataboliser 1’acide kétoglutarique auront une
compétitivité plus élevée en situation de forte présence de propagules mycorhiziennes. En
outre, la production et la libération de cet acide notamment par ces microorganismes devraient
contribuer a altérer et/ou solubiliser les minéraux et donc libérer dans le sol du phosphore

soluble et assimilable pour les plantes (Drever et Vance, 1994).

Par ailleurs, dans une autre expérimentation de mycorhization contrdlée, Sanon (2004) et
Sanon et al. (2006) ont réalisé un essai portant sur la plante exotique Gmelina arborea avec
3 traitements appliqués sur sol stérilisé : Témoin (non inoculé et/ou non fertilis¢), Inoculé et
Fertilisé (+ NPK). A la récolte (4 mois) d’une partie des plants pour les mesures et analyses,
le reste des plants a été transféré dans des pots (50 1) contenant le méme sol de culture, mais
non stérilisé. Un 4° traitement a été mis en place et a consisté a laisser le pot contenant le sol
non stérilis€ sans plantation d’arbre afin de permettre a la strate herbacée issue de la
germination du stock de graines endogenes de croitre sans influence de I’arbre. Dans ce cas
¢galement, ces auteurs ont observé que la mycorhization contrdlée stimulait significativement

la réponse de la communauté microbienne du sol en faveur des acides carboxyliques d’une
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manicre générale en comparaison du traitement Témoin. Cependant, la richesse (nombre de
substrats utilisés) et 1’équitabilit¢ (uniformité dans 1’utilisation des substrats) cataboliques

n’ont pas été significativement affectées (tabl. 1).

En outre, Dabiré (2007) a réalisé une étude sur différents sols du Burkina Faso et ses résultats
ont clairement démontré qu’il existait une corrélation positive significative entre le PIMs, des
sols et I’activité catabolique induite par le groupe des hydrates de carbones et celui des acides
carboxyliques (R* > 0,60), indiquant que les sols plus riches en propagules mycorhiziennes
infectives ont le mieux réagi avec ces substrats. Le méme auteur a également observé une
corrélation significative entre le PIMsy et le cumul de ’activité induite par ’ensemble des
substrats (R* >0,60). En plus de ces premiéres observations, Dabiré et al. (2007) ont
¢galement testé 1’effet du nombre de propagules mycorhiziennes sur la diversité fonctionnelle
de la microflore tellurique dans des sols stérilisés ou non. Les résultats obtenus ont montré
que la richesse et I’équitabilité cataboliques étaient positivement corrélées au nombre de
propagules de Glomus intraradices inoculées dans le sol stérilisé. Ceci est d’autant
écologiquement pertinent qu’il est bien établi qu’une diversité et une équitabilité cataboliques
plus importantes dans un sol traduiraient une résistance face aux stress et perturbations et
conduiraient a une meilleure résilience (Degens et al., 2001). En revanche, la corrélation était
négative pour le sol non stérilisé (Dabiré et al., 2007). A cet effet, il a été préalablement
rapporté que 1’inoculation de G. intraradices dans un sol non stérilisé pouvait réduire la
diversité catabolique microbienne en inhibant la prolifération de certains types de
microorganismes (exemple : ‘r-strategists’) fortement impliqués dans 1’activité microbienne
du sol (Vazquez et al., 2000). Dabiré et al. (2007) ont par ailleurs observé que ces indicateurs
(richesse et équitabilit¢ cataboliques) du fonctionnement du compartiment
mycorhizosphérique avaient des valeurs largement plus importantes lorsque le sol était
stérilisé et inoculé par le champignon mycorhizien a arbuscules (MA) en comparaison des cas

ou (1) le sol était stérilisé et (2) le sol non stérilisé était sans inoculation (Dabiré et al., 2007).

Une autre ¢tude portant sur 1’évaluation de I’effet de la mycorhization contrdlée de
A. holosericea sur le développement de cette espéce végétale aprés 4 années de culture au
champ (aprés une phase de culture en serre pour I’obtention de plants a transférer in situ) et
sur la microflore endémique du sol a également été conduite a la station de recherche agricole

de I’Inera a Kamboinsé (12 km au nord de Ouagadougou).
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Tableau 1 : Paramétres de croissance des plants de Gmelina arborea fertilisés (+ NPK) ou inoculés par Glomus intraradices aprés 4 mois de
culture dans du sol stérilisé ; et parameétres de croissance, niveau de colonisation racinaire par les champignons MA, teneurs en P et N des plants
de G. arborea transplantés dans le sol non stérilisé, richesse et équitabilité cataboliques, biomasses et indices de diversité de la strate herbacée

sous-jacente (adapté de Sanon et al., 2006).

Pots non plantés par Témoin Plants fertilisés Plants inoculés par
G. arborea G. intraradices
(+ NPK)
Biomasse aérienne (mg de matiére seche) 876 a 1540 b 1573 b
Biomasse racinaire (mg de matiére séche) 330 a 760 b 890 b
oty S s et
Hauteur (cm) 226 a 265,1 a 2404 a
Biomasse totale aérienne (g de maticre se¢che, MS) 1570 a 2695 b 2425 b
Biomasse totale racinaire (g de MS) 520 a 750 b 710 a
Colonisation racinaire par les champignons MA (%) 323 a 25,6 a 69,3 b
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Teneur en P des feuilles (mg/plant)

Teneur en N des feuilles (mg/plant)

Richesse catabolique

Equitabilité catabolique

Richesse spécifique de la strate herbacée sous-jacente
Indice de diversité de Simpson-Yule de la strate herbacée
Biomasse totale aérienne de la strate herbacée (mg de MS)

Biomasse totale racinaire de la strate herbacée (mg de MS)

24,8 a

12,7 a

7.8 ¢

3,46 b

659 c

18,2 ¢

1,78 a
16,6 a
28,3 ab
15,40
3,0 ab
1,62 a
12,1 ab

2,8 ab

3,56b
30,1b
30,8 b
15,4b
28a

1,69 a
1,64 a

0,5a

Sommaire

3,55b
27,2 ab
28,1 ab
14,4 ab
5,7 bc
3,16b
16,8 b

3,6 b

' les valeurs de la méme ligne indexées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p < 0,05).
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Sangar¢ (2007) et Bilgo et al. (2011) ont observé que, comparé au Témoin non inoculé,
I’inoculation de G.intraradices conduisait préférenticllement a une métabolisation plus
importante des acides carboxyliques alors que les acides aminés 1’étaient moins, suggérant
une modification profonde de la capacité d’utilisation des substrats par les communautés
microbiennes post-inoculation. En outre, ces mémes auteurs ont observé des valeurs de
diversité¢ et d’équitabilité cataboliques, ainsi que le quotient respiratoire (QCO;) plus
importants pour le traitement mycorhizé comparativement au traitement Témoin (tabl. 2).
Concernant la méme expérimentation, Bilgo et al. (2011) ont observé une nette augmentation
de I’activité microbienne totale (mesurée par 1’hydrolyse de la fluorescéine di-acétate) et
I’activité de la phosphatase alcaline dans les sols prélevés sous A. holosecicea inoculé avec
G. intraradices en comparaison au traitement Témoin (fig. 2). Du reste, aucune différence
significative n’a été mise en évidence lorsqu’on compare les activités de la phosphatase acide
et de la deshydrogénase. Il ressort de cette étude que la mycorhization préalable des plants
tend a limiter D’effet négatif de la plantation de A.holosericea sur le fonctionnement
biologique du sol (nos analyses montrent en effet que les plants du traitement Témoin
modifient profondément 1’activité fonctionnelle de la microflore tellurique en comparaison
des sols sans plantation de A. holosericea), voire ramener le fonctionnement du sol a sa
situation d’avant perturbation (c.-a-d. la plantation de I’espéce exotique). En effet, pour
certains indicateurs mesurés, les situations de ‘site non planté’ et de ‘A. holosericea inoculé’

se rapprochent le plus (tabl. 2).

Figure 2 : Activit¢ phosphatase alcaline mesurée dans les sols de culture de Acacia

holosericea au champ (adaptée de Bilgo et al., 2011)
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4. GESTION DU POTENTIEL MYCORHIZIEN ET PERFORMANCE DES ESPECES VEGETALES

I1 est clairement établi que la symbiose mycorhizienne améliorait la croissance de la plante
hoéte aussi bien en conditions contrlées qu’au champ. Ainsi, Sanon et al. (2006) ont observé
que I’inoculation préalable a significativement amélioré la croissance des plantes dans du sol
stérilis¢ comparé au témoin (hauteur: + 50 % ; biomasse aérienne: + 80 % ; biomasse
racinaire : + 169 %) (tabl. 1). Cette stimulation de la croissance des plantes est également
rapportée lorsque les plants sont transférés dans du sol non stérilis€¢ et cultivés pendant
12 mois (hauteur : + 6 % ; biomasse des tiges: +26 % ; biomasse des feuilles: +95 % ;
biomasse racinaire : + 37 %). L’effet bénéfique de I’apport massif de propagules pourrait, en
partie, résulter du meilleur développement du réseau d’hyphes mycorhiziens (augmentation
de la longueur des hyphes mycorhiziens suite a I’inoculation : +200 % ; tabl. 2, Bilgo et
al., 2011) qui accroitrait considérablement la mobilisation et I’accés aux nutriments pour la
plante (Smith et Read, 2008). De ce fait, concomitamment a la meilleure croissance végétale,
des disponibilités plus importantes en nutriments sont mesurées dans les biomasses des
plantes inoculées ou dans le sol ayant servi a la culture de la plante inoculée. Ainsi, Sanon et
al. (2006) ont observé 12 mois apres la transplantation dans les pots contenant du sol non
stérilisé, des teneurs en P et N significativement plus élevées dans les feuilles des plants
inoculés comparativement aux plants non préalablement inoculés (P : +99 % ; N : + 64 %)
(tabl. 1). Concernant 1’étude sur la mycorhization contrélée de Acacia holosericea, en plus
des teneurs en P et N plus ¢levées dans les biomasses foliaires des plants inoculés et cultivés
pendant 4 années au champ, des teneurs plus élevées de P sont également observées dans les
sols de culture des plants inoculés comparativement a ceux qui ne 1’ont pas été préalablement

(P soluble : + 152 %) (tabl. 2, Bilgo et al., 2011).

Aprés 4 mois de culture dans du sol stérilisé, Duponnois et al. (2005) ont noté que la
mycorhization des plants augmentait la biomasse des plants de A. holosericea (x 1,78 et
x 2,23 pour les biomasses aériennes et racinaires respectivement) pendant que I’amendement
par du phosphate naturel n’avait pas eu d’effet. Aprés 12 mois de culture dans du sol non
stérilisé, la croissance des plants mycorhizés était meilleure que celle des plants amendés par
du phosphate naturel et des plants témoins. Lorsque I’inoculation mycorhizienne et
I’amendement au phosphate naturel étaient combinés, la croissance des plants était encore
meilleure que celle des plants des traitements pris isolément (x 1,45 environ pour chaque
traitement pris isolément). Ici également, les teneurs en P et N des feuilles étaient

significativement plus élevées pour les plantes mycorhizées comparativement aux témoins,
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mais le traitement combiné (inoculé + phosphate naturel) a eu les teneurs les plus élevées. De
plus, la mycorhization préalable des plants a significativement stimulé les colonies de

Pseudomonas fluorescents en comparaison des témoins (Duponnois et al., 2005).

I1 est important de noter que la stimulation de croissance des plants générée par 1’inoculation
mycorhizienne est similaire a 1’effet obtenu lorsque les plants sont préalablement fertilisés
(apport d’engrais minéraux), suggérant ainsi que les inocula mycorhiziens peuvent constituer

des candidats sérieux pour la fertilisation des plantes (biofertilisants).

De ces trois études (Duponnois €t al., 2005 ; Sanon et al., 2006 et Bilgo et al., 2011), il
ressort clairement que le champignon mycorhizien Glomus intraradices préalablement
inoculé dans du sol stérilisé pouvait se maintenir dans un sol non stérilisé¢ (présence de la
microflore native) et faire perdurer son activité bénéfique vis-a-vis de la plante hote. Ce
résultat trouve tout son intérét dans le fait de la non-nécessité de multiplier les apports de
propagules aux plants et répond ainsi & un souci économique majeur dans un contexte de
faibles revenus économiques des producteurs sahéliens. En outre, aprés les 5 années de
culture de la 1égumineuse A. holosericea préalablement inoculée et cultivée au champ (site de
Kamboinsé¢), Sangaré et al. (2009) ont observé un ‘effet fertilisant’ des sols suite a une remise
en culture (Zea mays L.) des parcelles inoculées. Les résultats ont montré une amélioration
significative du taux de carbone (+ 15 %) et d’azote (+ 22 %) dans les sols. De plus, un
impact positif sur la croissance du mais (+ 12 %), les rendements en grains (+ 15 %) et en

paille (+ 17 %) du mais par rapport aux témoins a été noté (fig. 3, Sangaré et al., 2009).

Les résultats de Dabiré (2007) ont montré que I’inoculation avec G. intraradices a entrainé
une augmentation du nombre de nodules, du poids sec des nodules, de la matiére seche
aérienne et racinaire du niébé (Vigna unguculata Walp.) pour tous les sols utilisés lors de son
étude. De plus, Dabiré et al. (2007) indiquent également que, quel que soit le type de sol
(stérilisé ou non), un effet positif de I’inoculation mycorhizienne est observé sur le
développement de la plante hote (Sorghum bicolor L.) et cet effet positif est corrélé au
nombre de propagules infectives de champignon MA inoculé. Ces résultats suggerent ainsi
que ’effet de I’inoculation avec le champignon MA serait fonction du potentiel mycorhizien
du sol de culture (Sylvia, 1990 ; Duponnois €t al., 2001b). En outre, il a été observé de cette
étude que I’inoculation de G. intraradices induisait un meilleur développement du sorgho

lorsque le sol de culture était préalablement stérilisé comparativement au sol non stérilisé.
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Tableau 2 : Paramétres de croissance des plants de Acacia holosericea fertilisés (+ NPK) ou inoculés par Glomus intraradices aprés 4 mois de
culture dans du sol stérilisé ; et parametres de croissance, niveau de colonisation racinaire par les champignons MA, teneurs en nutriments des
plants et des sols, et diversité fonctionnelle microbienne des sols (adapté de Bilgo et al., 2011).

Strate herbacée Témoin Plants fertilisés Plants inoculés par
avoisinante (+ NPK) G. intraradices

Biomasse aérienne (mg de maticre seche) 856 a 1356 b 1298 b

Biomasse racinaire (mg de maticre séche) 321a 552,3b 543,2b

helicet kil SN

Hauteur (m) 3,51a 4,62 b 443 Db

Diamétre (cm) 5,67 a 8,77b 8,23 b

Biomasse totale aérienne (kg de matiere seche, MS) 891 a 28,54 b 21,17 b

Biomasse totale racinaire (kg de MS) 0,15a 1,8b 1,7b

Colonisation racinaire par les champignons MA (%) 25,8 a 21,6 a 453b

Longueur des hyphes dans le sol de culture (m g sol) 1,3a 1.9 a 2,1a 39b

Teneur en P des feuilles (g/plant) 0,11a 0,36 b 0,26 b

Teneur en N des feuilles (g/plant) 3,50 a 7,5b 6,61b

Equitabilité catabolique des sols de culture 179 a 20,4 b 22,7 be 229c¢
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Teneur en N dans le sol de culture (%) 0,058 b
Teneur en C total dans le sol de culture (%) 0,676 b
Teneur en P soluble dans le sol de culture (mg kg™) 6,9 a
Biomasse microbienne (ug C g™ sol) 378,0c
qCO; (ug C-CO, g’ MBC h'™) 0,10 a
CBM : COT (%) 559¢

0,041 a
0,577 a
8,4a
190,9 b
0,17 a
331b

0,051 b
0,682 b
6,8 a
240,5b
0,13 a
3,53b

Sommaire

0,050 b
0,669 b
17,41
108,8 a
0,33b
1,63 a

@' les valeurs de la méme ligne indexées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p < 0,05).

CBM : C de la biomasse microbienne, COT : C organique total.
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Dans ce cas de figure, le résultat obtenu traduit toute la complexité de I’inoculation
mycorhizienne dans du sol non stérilisé¢ et souligne que les interactions entre la microflore
native du sol et la souche fongique apportée en masse pourraient éventuellement aboutir a une
réduction de D’effet stimulant sur la croissance de la plante hote inhérent a 1’inoculum
mycorhizien (Duponnois et al., 2005). Il faut également noter qu’un effet positif significatif
sur la croissance de la plante est observé des 1’apport de 3 propagules mycorhiziennes,
indiquant que Glomus intraradices est un inocula mycorhizien trés compétitif vis-a-vis de la
microflore native, comme cela a été préalablement noté (Duponnois et al., 2005 ; Sanon et al.,

2006 ; Kisa et al., 2007).

Figure 3 : Rendements en mati¢re végétale séche et en grains du mais aprés culture dans des
parcelles ou a été cultivé Acacia holosericea avec différents traitements (T = Témoin, M

= Inoculé avec Glomus intraradices, F = Fertilisé au NPK) (d’aprés Sangaré et al., 2009).

aMS @ Grains

Rendements (t'ha)

Traitements
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5. POTENTIEL MYCORHIZIEN ET BIODIVERSITE VEGETALE : ROLE DES MYCORHIZES DANS

LES MECANISMES REGISSANT LA COEXISTENCE ENTRE ESPECES VEGETALES

La restauration et la préservation de la biodiversité¢ (‘la diversité de la vie sur terre’)
constituent des priorités majeures dans 1’¢laboration des stratégies de lutte contre la pauvreté
et de développement durable au niveau planétaire. En effet, la diversité biologique est
assujettie actuellement a des changements drastiques sans précédent conduisant a une
réduction, voire une dégradation de la richesse biologique terrestre entre autres. Pourtant, il
est clairement établi que les pays du Sud souffrent le plus de cette perte de la biodiversité, car
leur suivie en dépend la plupart du temps (Millenium Ecosystem Assessment, 2005). La
diversité biologique participe ainsi, directement ou indirectement, sous différentes formes au

bien-étre de la planéte et en particulier de ’homme.

Le terme ‘coexistence’ a été utilisé par les écologues pour décrire une association équilibrée
d’espéces dans une communauté biotique (Hart et al., 2003). En ce qui concerne les
communautés végétales, les interactions entre espéces peuvent &tre positives, négatives ou

neutres (Chesson, 2000 ; Bais et al., 2002 ; Ouahmane €t al., 2006 ; Brooker €t al., 2008).

Différents processus permettent de réguler et de maintenir la biodiversité végétale, a savoir
(1) la compétition entre plantes voisines (Grace et Tilman, 1990), (2) la répartition spatiale et
temporelle des ressources nutritives (Tilman, 1982), (3) les perturbations édaphiques créant
des nouvelles zones ou « patches » pour la colonisation par les plantes (Huston, 1979), et

(4) les interactions avec les autres organismes constituant les écosystémes (Bever et al.,

1997 ; Sanon et al., 2010).

En se focalisant sur la composante biotique, il ressort que la dynamique de la flore épigée est
liée au développement des organismes vivant dans le sol. En effet, un des parametres
fondamentaux de la composition et de 1’activité des communautés microbiennes du sol est
principalement déterminé par les caractéristiques de la strate végétale (composition et age de
la formation végétale) qui interviennent par la qualité et la quantité des exsudats racinaires et
des résidus végétaux retournés au sol (Grayston et al., 2001), ces facteurs s’ajoutant aux
caractéristiques physico-chimiques, a ’humidité du sol, etc. (Stotzky, 1997). En retour, les
microorganismes du sol, les champignons mycorhiziens entre autres, interviendraient
fortement dans le déterminisme de la composition et de la dynamique des communautés

végétales (van der Heijden et al., 1998 ; Wardle, 2002 ; Sanon et al., 2010, 2011).
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Dans le cas des régions sahéliennes et soudano-sahéliennes ou la faible pluviométrie ne
permet pas le développement d’une strate foresticre dense, la compétition interspécifique pour
I’acceés a la lumicre a une importance relativement réduite. Les phénomenes de coexistence
sont donc principalement régis au niveau du sol (acces aux ressources nutritives, interférences
allélopathiques, ...) en impliquant les organismes qui y vivent. Ainsi, une meilleure
compréhension de ces mécanismes est d’une importance cruciale dans toutes les opérations
visant a restaurer et a revégétaliser des milieux dégradés, et ainsi conserver la diversité des

ressources naturelles des écosysteémes terrestres.

En Afrique au sud du Sahara, I’espéce végétale exotique Gmelina arborea a largement été
utilisée lors des programmes de reboisement (Ouédraogo, 1995). Or cette espéce végétale a
croissance rapide est susceptible d’entrainer des impacts écologiques négatifs notamment sur
la flore indigene. En effet, le développement des herbacées annuelles adjacentes aux plants de
G. arborea est fortement inhibé. Il est rapporté dans la littérature que certaines espeéces
végétales, les especes exotiques en particulier, ont la capacité de produire et de libérer dans le
biotope des substances allélopathiques, entravant ainsi le développement des plantes voisines
(Ridenour et Callaway, 2001 ; Bais et al., 2002). Ces composés secondaires (acides
phénoliques, flavonoides, terpénoides et alcaloides) se retrouvent ainsi dans 1’environnement
via quatre principaux mécanismes : I’exsudation racinaire, la lixiviation des pluviolessivats, la

volatilisation et la décomposition de la liticre.

Dans leur expérimentation, Sanon et al. (2006) ont évalué Iimpact de la mycorhization
contrélée de G. arborea sur la structuration de la strate herbacée sous-jacente. Aprés 12 mois
de culture dans le sol non stérilis¢ de Gampéla des plants préalablement traités, ces auteurs
ont observé que les biomasses aériennes et racinaires des herbacées spontanées sous-jacentes
suivaient 1’ordre suivant : Non planté >> Plants inoculés > Plants témoins > Plants fertilisés
(tabl. 1). Plus particulicrement, ils ont noté que 1I’effet négatif sur le développement des
herbacées est corrélé a la croissance racinaire de I’arbre. En outre, la richesse spécifique et
I’indice de diversit¢ de Simpson-Yule des herbacées étaient significativement plus élevés
dans les pots contenant les plants mycorhizés comparativement aux plants témoins et fertilisés
(tabl. 1). Ces résultats corroborent ceux préalablement obtenus et qui sous-tendent que les
champignons mycorhiziens étaient susceptibles de promouvoir la coexistence entre especes
végétales (Janos, 1980 ; van der Heidjen et al., 1998) en constatant que 1’augmentation des
propagules mycorhiziennes dans le sol, et par voie de conséquence la longueur des hyphes,

conduisaient a une plus grande diversité végétale et a une productivité plus élevée de
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I’écosystéme (van der Heijden et al., 1998). Dans ce cas précis, les auteurs ont suggéré que
I’effet positif pourrait résulter de la présence d’un réseau mycélien bien développé qui
assurerait une uniformisation a 1’accés aux ressources nutritives entre les espéces végétales
dominantes (G. arborea) et celles qui le sont moins (herbacées annuelles) (Wirsel, 2004). Les
microorganismes peuvent aussi agir sur les substances all¢lopathiques, en les inactivant ou en
les dégradant. Les champignons MA et la microflore mycorhizosphérique qui leur est
associée pourraient ainsi, par les mécanismes précités, protéger les herbacées des substances

toxiques libérées par les ligneux exotiques (Pellissier et Souto, 1999 ; Blum et al., 2000).

En revanche, Sangaré (2007) au cours de son expérimentation sur Acacia holosericea
transplanté in Situ a la station expérimentale de Kamboinsé n’a pas observé cet effet
promoteur de la diversité herbacée sous-jacente dii a la mycorhization controlée de la ligneuse
exotique. Les tests statistiques qu’il a réalisés n’ont pas révélé de différence significative de
diversité herbacée entre les différents traitements (Témoin, Inoculé, Fertilis¢; p <0,05).
Toutefois, il a observé une meilleure production herbacée sous les plants de A. holosericea
témoins. La production herbacée n’était pas différente pour les plants mycorhizés et fertilisés.
Lorsqu’il a comparé cette production de biomasse herbacée en fonction de la distance au tronc
de I’arbre (50, 100 et 150 cm), la méme tendance (50 cm > 100 cm > 150 cm) était observée

pour les trois traitements.

6. CONCLUSION

Les travaux de recherche réalisés au Burkina Faso, en mettant en place diverses approches
expérimentales (in Situ et en conditions controlées) et méthodes d’analyse, ont permis de
passer en revue différents aspects de I’écologie des symbioses mycorhiziennes. Ces
investigations ont abouti a une meilleure compréhension des interactions entre les especes
végétales et leur cortége microbien rhizosphérique (en particulier les champignons
mycorhiziens et leur microflore mycorhizosphérique) dans un écosystéme sahélien pour une

meilleure gestion et une valorisation de la diversité des ressources naturelles.
Divers constats peuvent étre relevés.

= La symbiose mycorhizienne intervient largement pour déterminer les diversités
structurelles et fonctionnelles de la microflore mycorhizosphérique, quand on sait la

fonction majeure dévolue a cette microflore dans la régulation des cycles
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biogéochimiques des nutriments. Cette modification des capacités métaboliques des
communautés bactériennes peut, in fine, étre percue comme bénéfique surtout que des
groupes fonctionnels a intérét écologique avéré sont souvent stimulés (bactéries
fixatrices d’azote, pseudomonads fluorescents, bactéries solubilisant les
phosphates, ...). Cela dénote encore une fois la nécessité d’une gestion harmonieuse
du potentiel mycorhizien des sols dans la perspective d’une agriculture durable a
faible apport d’intrants agrochimiques. En outre, nos résultats montrent que la
symbiose mycorhizienne permettrait d’atténuer les perturbations induites dans les
communautés microbiennes telluriques suite a la plantation d’espéces végétales
exotiques et ceci, en restaurant une microflore semblable a la situation précédant la
plantation de I’espéce exotique.

La mycorhization controlée des espéces végétales améliore substantiellement leur
croissance (biomasses foliaire, racinaire, des tiges ; rendement en grains, ...) et cette
amélioration de la croissance végétale peut justement €tre imputable a une meilleure
nutrition minérale, entre autres. Cette observation est justifiée par une teneur plus
¢levée en nutriments dans les biomasses des plants mycorhizés. De plus, nos résultats
indiquent que les effets de la mycorhization peuvent perdurer dans le temps et surtout
en conditions de sol non stérilis¢. Par exemple, des meilleurs rendements de mais ont
¢té obtenus sur des parcelles ayant préalablement porté des plants de Acacia
holosericea inoculés et remis en culture. Le choix du symbiote mycorhizien a
inoculer revét donc une importance capitale afin d’optimiser les bénéfices de la
mycorhization. Efficience et compétitivité vis-a-vis de la microflore native, entre
autres, seront donc les qualités a rechercher chez I’inoculum mycorhizien.

Les ligneux exotiques a croissance rapide peuvent avoir des effets antagonistes sur la
strate herbacée sous-jacente. Nous avons observé que cet effet négatif était modifié
lorsque ces arbres étaient préalablement inoculés par des champignons mycorhiziens,
mettant ainsi en évidence un des nombreux mécanismes d’action des communautés
microbiennes dans les processus favorables a la coexistence des espéces végétales.
Ces résultats soulignent ainsi I’importance des réseaux d’hyphes mycorhiziens dans
les interactions microbiennes au niveau du sol et dans les ‘dialogues’ plante-plante

régissant la structuration des communautés végétales.
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Les pépiniéristes privés ou les services forestiers évaluent rarement le statut mycorhizien des
plants forestiers malgré les bénéfices potentiels de 1’inoculation contrdlée sur la croissance
des plants en pépiniére comme en plantation. La sensibilisation des pépiniéristes est a
encourager d’autant que les techniques de mycorhization contrélée permettent d’obtenir des
plants équilibrés, vigoureux et sains en réduisant notamment les traitements phytosanitaires et

les fertilisants.

Ensuite, les techniques de production de plants en pépini¢re sont a optimiser en apportant
I’associé fongique approprié lorsqu’il est absent, tout en économisant 1’utilisation d’intrants
agrochimiques. Le choix du partenaire fongique adapté a I’essence et aux conditions
pédoclimatiques est primordial pour la réussite des plantations des essences indigénes ou
introduites. Le probléme de la spécificité peut se poser lorsqu’on introduit par exemple des
essences en dehors de leur aire d’origine. On pourra envisager, dans le cas ou les symbiotes
indigénes ne sont pas compatibles avec la plante introduite, de nous orienter vers le choix de
champignons ayant coévolué avec la plante dans 1’aire d’origine de celle-ci en n’occultant pas
le soin de réaliser un suivi écologique du matériel biologique introduit (inoculum fongique).
Toutefois, la production d’inoculum commercialisé reste encore un des obstacles majeurs
pour la diffusion de la technique de mycorhization controlée. Des procédés de fabrication
d’inoculum mycorhizien sont a promouvoir puisque la demande en produits ligneux va

croissant dans les pays sahéliens notamment.

Enfin, une plus grande attention sera a accorder, dans les programmes de recherche a venir,
aux inoculations multiples avec des champignons mycorhiziens (inocula endo- et
ectomycorhiziens) et des rhizobims dans la mesure ou la plupart des légumineuses forestiéres

exotiques ou indigeénes hébergent concomitamment ces microorganismes symbiotiques.
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TROPICAUX

EXEMPLES D’ETUDES REALISEES AU CAMEROUN

124



INTRODUCTION GENERALE

Située en Afrique centrale, la République du Cameroun s'étend du golfe de Guinée jusqu'au
lac Tchad, entre le 2° et le 13° N et le 9° et le 16° E. Les diversités de ses paysages naturels et
de ses populations s'expliquent par son emplacement dans la zone intertropicale, a la charnicre
de 1'Afrique occidentale et de I'Afrique centrale. De forme triangulaire, il s‘étend de Campo
sur I'océan Atlantique a Massabi sur les bords du lac Tchad, et de Mouloundou sur la Sangha
a Akwaya dans la province du Sud-Ouest. C’est I'un des plus petits Etats de 1'Afrique centrale,
mais de taille moyenne (475 000 km?). En 2010, on estime a 19 000 000 d’habitants Ila
population du Cameroun représentant 230 ethnies.
A l'exception des chaines plissées, le Cameroun posséde tous les grands types de relief du
continent africain : plaines, cuvettes, massifs volcaniques et plateaux. Ces derniers sont
prépondérants et occupent les 2/3 du territoire camerounais. Les ¢léments du relief se divisent
en deux catégories : les hautes terres, constituées de plateaux et de massifs dans le Sud et
Nord-Ouest, et les basses terres, régions de faible altitude situées a l'intérieur du pays ou en
bordure de mer (Plateau sud-camerounais).
Les roches formées au cours d’¢res géologiques différentes (roches cristallines, volcaniques et
sédimentaires) et les sols du Cameroun sont trés variés, notamment :
— les sols ferralitiques de couleur rouge qui s’étendent sur les 2/3 du pays, de I’Adamaoua
a la frontiere sud et correspondent aux régions de climat équatorial (Zones
agroécologiques III, IV et V),
— les sols rouge foncé plus ou moins fertiles mais peu profonds, qui s'étendent de
I'’Adamaoua a la plaine du Tchad formés dans les régions de climat soudanien,
— les sols des régions marécageuses ou inondées généralement trés fertiles, qui sont des
argiles noires des vallées de la Bénoué¢ et du Logone,
— les sols jaunes formés de roches volcaniques et d'alluvions qui couvrent les Hauts
Plateaux de I'Ouest, le littoral du bassin de Douala et la cote du Rio del Rey.
Le Cameroun connait deux types de climats: le climat équatorial qui domine le Sud-
Cameroun a trois nuances [guinéen trés humide ou camerounien a deux saisons sur les
massifs, les hauts plateaux de 1'Ouest et les régions de Douala et du mont Cameroun, guinéen
trés humide, guinéen ou équatorial classique avec deux saisons humides et deux saisons
séches d'inégale durée, présent sur le plateau sud-camerounais et guinéen de transition au pied
de I'Adamaoua : la petite saison séche disparait progressivement ; la saison des pluies dure 6 a

8 mois (région de Yoko, nord de Bafia)] et le climat tropical dans les plaines du Nord et le
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plateau de 1'Adamaoua, ou les pluies diminuent progressivement et la saison séche s'allonge et
dure 5mois a Ngaoundéré, 9 mois a Kousséri. Les températures, trés modérées dans
I'Adamaoua, s'élevent dans les cuvettes et les plaines. Seuls les massifs de la région jouissent
de climats plus tempérés (les monts Mandara). Le climat tropical présente au Cameroun deux
nuances, tropical humide ou soudanien dans I'Adamaoua et la cuvette de la Bénoué et tropical
sec ou sahélien des plaines du Diamaré, du Mayo-Danai, du Logone et Chari.

On retrouve au Cameroun les deux principaux paysages naturels de I'Afrique au sud du
Sahara. Ces paysages correspondent aux deux types de climat : la forét dense humide (climat
équatorial et sols argileux) qui couvre tout le Sud-Cameroun, et les savanes (climat tropical),
de I'Adamaoua aux plaines du Tchad, qui s'appauvrissent avec les pluies.

Ces diversités écosystémiques donnent lieu a une biodiversité prodigieuse des organismes du
sol mal connus, notamment les champignons mycorhiziens. Plusieurs institutions nationales
générent des données sur les mycorhizes et leurs associations, notamment 1’Institut de
recherche agricole pour le développement (Irad), les universités de Yaoundé I, Buéa, Dschang

et Ngaoundéré dont les principaux acquis sur le sujet sont présentés dans ce chapitre.
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ROLES-CLES DES CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS POUR LA GESTION DURABLE

DE LA FORET CAMEROUNAISE

par Onguene N. A', Bechem E. E. ', Nwaga D.%, Nana W L.

'nstitut de recherche agricole pour le développement. B.P 2067. Yaoundé. Cameroun.
*Université de Yaoundé I. B.P 812. Yaoundé. Cameroun.

1. INTRODUCTION

Le Cameroun est de forme triangulaire et contient une multitude variable de ressources
foresticres. Il est couvert par deux grands écosystémes forestiers : la forét dense humide et ses
variantes entre le 2° et le 6° paralléle de latitude Nord et la forét séche au-dela. Dans la partie
australe du pays, on distingue les formations forestieres suivantes : forét dense de basse
altitude, forét submontagnarde (900-1 500 m), forét montagnarde (1 500 m), forét
marécageuse et les mangroves qui couvrent environ 16 876 000 hectares. En incluant toutes
les foréts du domaine national, la superficie foresticre du Cameroun avoisine
46 600 000 hectares (Anonyme, 2008a). La forét camerounaise est trés riche. On dénombre
environ 300 espéces de plantes par hectare (Anonyme, 2008a). Dix essences seulement sont
parmi les plus exploitées, respectivement, I’Ayous, le Sapelli, le Tali, I’Azobé, 1’Iroko,
1’Okan, le Fraké, le Movingui, le Kossipo, le Padouk rouge (Anonyme 2008b). Cependant, ce
couvert forestier connait une évolution décroissante a cause d’un taux net de déforestation de
1990 a 2000 d’environ 0,14 a 1 % selon les sources (FAO, 2007). Les principaux facteurs de
déforestation sont les agricultures (responsables de plus de 80 % des pertes du couvert végétal
au Cameroun (CARPE, 2005), I’exploitation illégale des foréts pour la production du bois
d’ceuvre, dans le secteur informel, et tout récemment 1’exploitation mini¢re (Anonyme,
2008a). Cette dégradation de 1’habitat forestier camerounais et ses conséquences sur la perte
de la diversité biologique ont recu une faible attention, surtout sur les composants, les
processus et les interactions de la biodiversité des sols qui assument des roles essentiels dans
la régulation, la structure et le fonctionnement des foréts humides, notamment les associations

mycorhiziennes.

128

Sommaire



2. STATUT MYCOTROPHIQUE D’ESSENCES FORESTIERES EN FORET HUMIDE CAMEROUNAISE

Presque toutes les espéces d’arbres des foréts tropicales humides forment des associations
mycorhiziennes. Sans elles, il leur serait impossible de survivre. La connaissance de la
diversité et dynamique des associations arbres-champignons mycorhiziens soumises a divers
modes d’utilisation des terres forestiéres est, par conséquent, un pré-requis en gestion durable
des foréts.

Les écosystemes forestiers camerounais renferment les représentants des deux types majeurs
d’associations mycorhiziennes, a savoir, mycorhizes arbusculaires et ectomycorhizes.
Historiquement, les premiéres investigations sur les champignons mycorhiziens de la forét
camerounaise remontent vers le milieu des années 1980 dans le parc national de Korup
(PNK), au Sud-Ouest camerounais (Newbery et al., 1988). Puis, elles ont été poursuivies en
forét de Bipindi-Lolodorf-Akom II (BLA), au Sud-Cameroun dans les années 1990 (Onguene,
2000 ; Tsamo, 2005). Au milieu des années 2000, elles ont porté sur une liane a haute valeur
nutritionnelle et économique, Gnetumspp, a travers 25 localités du Cameroun (Bechem,
2004). Tout récemment, une étude sur les associations ectomycorhiziennes a été entreprise en
forét du Sud-Est-Cameroun, dans les peuplements de Gilbertiodendron dewevrei (Ba et al.,
comm. pers.).

Les premiers résultats en forét humide camerounaise montrent que le statut mycorhizien de
plus de 300 essences a été évalué, avec une prédominance des associations mycorhiziennes
arbusculaires. Ainsi, au moins 232 especes d’arbres forment toujours des mycorhizes
arbusculaires (environ 82 %) appartenant au moins a une quarantaine de familles de
phanérogames ; 45 essences appartenant uniquement a deux familles, Césalpiniacées et
Phyllanthacées, et trois espeéces de la liane Gnetum forment des ectomycorhizes (environ
16 %) ; six essences forment a la fois des ectomycorhizes et des mycorhizes arbusculaires ;
quatre especes d’arbres ne sont pas mycotrophiques (tabl. 1), en forét de Korup.

La forét humide du Cameroun apparait donc comme partitionnée en deux selon le type
d’associations mycorhiziennes : la forét mycorhizienne arbusculaire au sein de laquelle des
ilots de foréts ectomycorhiziennes, de tailles et de composition floristiques variées, ou domine
la canopée en formant des peuplements aux caractéristiques fongiques particuliéres, inapercus
par les botanistes et les forestiers lors d’inventaires. Pourtant, ces deux types forestiers sont
trés différents sur le plan de la structure floristique et de la composition fongique. Leur

fonctionnement semble aussi varié en raison de niches de régénération différentes (Onguene,
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2000). I1 apparait d’ailleurs que la maintenance des peuplements forestiers ectomycorhiziens
avec des arbres a tous les stades de développement serait liée a des réseaux mycéliens des
champignons ectomycorhiziens entre les jeunes plants et les arbres adultes conspécifiques ou
différents (Onguene et Kuyper, 2001).

En fonction de I’espece ou du genre dominant, trois types de peuplements forestiers
ectomycorhiziens existent actuellement au Cameroun : les peuplements oligodominants a
césalpiniacées mixtes, les peuplements monodominants a Gilbertiodendron dewevrel et les

peuplements a Uapaca souvent notés au bord de cours d’eau, mais observés aussi sur terre

ferme (Onguene, 2000).

Tableau 1 : Statut mycotrophique des essences des foréts camerounaises (Bechem et
Alexander, 2011 ; Newberry et al., 1988 ; Onguene et Kuyper, 2001 ; Onguene et Kuyper,
2002 ; Onguene et Onana, non publié ; Tenku et al., non publié).

Essences mycorhiziennes arbusculaires (82 %)

Antrocaryon klaineanum Pierre ; Trichoscypha acuminata Engl. ; Enantia chlorantha Oliv. ;
Hexalobus crispiflorus A.Rich. ; Tabaernaemontana crassa Benth. ; Alstonia boonei De
Wild.

Picralima nitida (Staf.) Th. & H. Dur ; Aucoumea klaineana Pierre ; Canarium schweinfurthii
Engl. ; Dacryodes edulis; D. klaineana (Pierre) Lam ; D. macrophylla; Santiria trimera
(Oliv.) Aubr. ; Amphimas ferrugineus Harms ; A. pterocarpoides Harms ; Baikiaea insignis
Benth. ; Cynometra hankei Harms ; C. sanagaensis Aubr ; Daniella ogea Roffe ; D. pynaertii
De Wild ; Detarium macrocarpum Pellegr. ; Dialium pachyphyllum Harms ; D. spp. Harms ;
Erythrophloeum ivorense A. Chev.; Gossweilerodendron balsamiferum (Vermoesen)
Harms ; Guibourtia tessmannii (Harms) J. Léonard ; Hymenostegia afzelii (Oliv.) Harms ;
H. bakeriana Hucth. & Dalz. ; Oxystigma buchholzii Harms ; O. mannii (Baill.) Harms ;
Pachyelasma tessmannii (Harms); Plagiosiphon longitibus (Harms) J. Léonard ;
P. multijugus (Harms) J. Léonard ; P. sp. ; Scorodophloeus zenkeri Harms ; Talbotiella batesi
Baker ; Garcinia kola Heckel. ; Garcinia lucida Vesque ; Terminalia superba Engl. & Diel. ;
Diospyros iturensis (Giirke) R. Let. & F. White ; Dispyros spp. Hiern ; Caloncoba glauca
(P. Beauv.) Gilg. ; Garcinia staudtii Engl. ; Sacoglottis gabonensis (Baill.) Urb. ; Irvingia
gabonensis (Aubry-Lec. ex O’Rorke) baill. ; Hypodaphnis zenkeri (Engl.) Stapf ; Anthocleista
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schweinfurthii Gilg ; Warneckea memecyloides (Benth.) Jag. Fel.; Entandrophragma
angolense (Welw.) C. DC ; E. candollei Harms ; E. cylindricum (Sprague) Sprague ; E. utile
(Dawe & Sprague) Sprague ; Guarea cedrata (A. Chev.) Pellegr. ; Khaya ivorensis A. Chev ;
Lovoa trichilioides Harms ; Trichilia heudolotii (Planch ex Oliv.; Calpocalyx dinklagei
Harms ; Cyclodiscus gabonensis Harms ; Newtonia duparquetiana (Baill.) Keay ; Parkia
bicolor A. Chev. ; Pentaclethra macrophylla Benth. ; Piptadeniastrum africanum (Hook.f)
Brenan ; Musanga cecropioides R.Br.ex tedlie ; Milicia exelsa (Welw.) C.C. Berg ; Moringa
oleifera; Coelocaryon preussi Warb. ; Pycnanthus angolensis (Welw.) Warb. ; Staudtia
kamerunensis Warb. ; Lophira alata Banks ex Gaertn.f ; Coula edulis Baill. ; Ongokea gore
(Hua) Pierre ; Srombosia grandiflora Hook.f.ex.Benth. ; S tetranda Engl. ; Panda oleosa
Pierre; Pterocarpus soyauxii Taub.; P.mildbraedii Harms; Amanoa strobilacea
Muell.Arg. ; Dichostermma glaucescens Pierre ; Klaineanthus gaboniae Pierre ex Prain ;
Macaranga spinosa Muell. Arg; Poga oleosa Pierre ; Prunus africana Kalkman ; Hallea
ciliata Aubr. & Pellegr. ; Nauclea diderrichii (De Wild. & Th. Dur.) Merill ; Pausynistalia
johimbe (K. Schumm) Pierre ; Fagara heitzii Aubr. & Pellegr. ; Allophyllus schweinfurthii
Gilg. ; Blighia welwitschii (Hiern) Radlk.; Deinbollia pycnophylla Gilg. Ex Radlk. ;
Erioceolum macrocarpum Gilg. Ex Radlk. ; Aningeria robusta Aubr. & Pellgr. ; Autranella
congolensis (De Wild.) A. Chev. ; Baillonella toxisperma Pierre ; Chrysophyllum sp. Linn. ;
Gambeya africana (Bak.) Pierre; Lecomptedoxa klaineana (Pierre ex Engl.);
Omphalocarpum procerum P. Beauv. ; Oubangia alata Bak. F. ; Theobroma cacao L. ; Cola
verticillata (Thonn.) Stapf ex A.; Eribroma oblonga (Mast.) Bod. ; Pterygota macrocarpa
K. ; Grewia coriacea Mast. ; Celtis spp Linn. ; Trema orientalis (Linn.) Blume ; Vitex sp. ;
Ceiba pentandra; Ricinidodendron heudelotii ; Ficus mucuso; F.exasperate; Persea
Americana; Triplochyton scleroxylon; Spathodea campanulata; Cordial platyrthyrsa;
Mangiferaindica L. Leonardoxa africana Aubr.

131

Sommaire



Essences et lianes ectomycorhiziennes (16 %)

Afzelia bipindensis Harms ; A. Pachyloba Harms ; Angylocalyx oligophyllus; A. pynaertii ;
Anthonotha fragans (Bak. f.) Exell & Hillcoat; A.lamprophylla (Harms) J. Léonard ;
A. macrophylla P. de Beauvois; A.cladantha (Harms) J. Léonard; Anthonotha sp.
Aphanocalyx ; margininervatus (J.) Léonard ; Baikiaea insignis; Baphia capparidifolia;
Berlinia auriculata; B.bracteosa Benth.; B.crabiana Bak. f.; B.confusa Hoyle ;
Berlinia. sp. ; Brachystegia cynometroides Harms ; B. eurycoma Harms ; B. zenkeri Harms ;
Calpocalyx dinklagei ; Dialiumsp.; Didelotia africana Baill.; D.letouzeyi Pellegr. ;
Gilbertiodendron Brachystegiodes (Harms.) J. Léonard; G.demonstrans; G. dewevrei
J. Léonard ; G. demonstrans  J. Léonard ; G. ogoouense  (Pell.) J. Léonard ;
Gilbertiodendron sp. ; Julbernadia seretii (De Wild.) Troupin; Microberlinia bisulcata
A. Chev. ; Monopetalanthus letestui Pellegr. M. microphyllus Harms : Monopetalanthus sp.
nov.; Paraberlinia bifoliolata Pellegr.; Tetraberlinia bifoliolata (Harms) Hauman ;
T. moreliana Aubr. ; Toubaouate brevipaniculata (J. Léonard) Aubr. & Pellegr. ; Uapaca
acuminata (Hutch.) Pax & K.Hoffin; U.guinensis Muell. Arg.; U.staudtii Pax ;
U.vanhouttei De Wild.; Gnetum africanum Welw.; Gnetum bulchholzianum Engl. ;

Gnetum sp.

Essences a double statut mycorhizien, ectomycorhiennes et arbusculaires

Hymenostegia afzelii; Uapaca staudtii ; Antidesma laciniatum; Baphia laurifolia;

Leptonychia pallida ; Soyauxia gabonensis

Essences non mycorhiziennes

Lasianthus batangensis ; Trichoscypha preussii ; Memecylon zenkeri ; Hypodaphnis zenkeri
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3. DIVERSITE ECTOMYCORHIZIENNE

Les peuplements forestiers ectomycorhiziens (ECM) constituent 1’unique habitat de la
diversité des carpophores de champignons ECM tropicaux. Dans trois sites, plus d’une
centaine d’espéces de champignons ectomycorhiziens ont été identifiées par morpho-anatomie
incluant la plupart des familles et genres ECM et des espéces réputées rares sous les tropiques
telles que les Cortinaires (Photo 1), les Inocybe (Photo 2) et Paxillus. Les résultats récents en
forét du Sud-Est-Cameroun ont permis d’identifier neuf familles de champignons ECM
(Amanitaceae (Photo 3), Botryosphaeriaceae, Cantharellaceaec (Photo 4), Clavulinaceae,
Russulaceae (Photo 5), Thelephoraceae/Tomentellaceae, Tricholomataceae et Xylariaceae)
avec une prédominance de ceux de la famille des Russulaceae, confirmant les observations
antérieures (tabl. 2). Parmi ces especes de champignons forestiers sauvages, la plupart des
especes de la famille de Cantharellaceae (Chanterelles) et une espéce de lactaires (Lactarius
gymnocar pus) sont consommeées par les populations locales (Dijk et al., 2003).

Cependant, il existe encore de nombreuses zones des foréts camerounaises dont la diversité
des associations mycorhiziennes est mal connue, notamment, les écosystémes secs du Grand-
Nord-Cameroun, les savanes montagneuses des Hauts Plateaux de 1’Ouest avec leurs foréts
sacrées, les foréts de basse altitude de I’Est et du Sud-Cameroun, sites de futurs grands
travaux tels que les industries minieres et hydroélectriques. Une menace sérieuse pese donc
sur ces groupes fonctionnels de microorganismes essentiels a la fertilisation des sols forestiers

et indispensables a la mitigation du changement climatique.

4. ECTOMYCORHIZES DES ARBRES

Les ectomycorhizes résultent de relations mutualistes entre un petit nombre d’essences
foresticres (tabl. 1) et une gamme vari¢e de champignons Asco- et Basidiomyceétes (tabl. 2).

L’association est bénéfique aux deux partenaires : ¢’est une symbiose. Le champignon fournit
a I’arbre de 1’eau, du phosphore et d’autres ¢léments minéraux essentiels. L arbre, a son tour,
lui fait profiter des hydrates de carbone qu’il synthétise, permettant au champignon de se
développer a I’intérieur et I’extérieur de la racine, formant ainsi un manteau protecteur de la
racine (Photos 6 a4 9). En dépit des généralisations relatives aux ordres, familles et genres, seul
un petit nombre d’espéces ectomycorhiziennes a été étudié jusqu’ici, en zones tempérées et

tropicales. Peu de données morphologiques, anatomiques et génétiques existent sur les
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ectomycorhizes des foréts humide et seche du Cameroun. Cette information est essentielle

pour la sylviculture d’especes d’arbres locales, en raison de leur forte interdépendance.

Tableau 2 : Abondance relative des espeéces de champignons ectomycorhiziens de la forét de

Bipindi-Lolodorf- Akom II au Sud-Cameroun.

Familles Genres Richesse spécifique
Amanitaceae Amanita 30
Boletaceae Boletus 4
Boletellus 1
Chalciporus 1
Gyrodon 1
Gyropus 2
Leccinum 1
Phlebopus 2
Phylloporus 1
Pulveroboletus 2
Rubinoboletus 1
Strobilomyces 4
Tubosaeta 3
Tylopus 1
Cantharellaceae Cantharellus 10
Craterellus 2
Clavulinaceae Clavulina 1
Cortinariaceae Cortinarius 3
Inocybe 8
Gomphaceae Gomphus 1
Hymenochaetaceae Coltricia 1
Russulaceae Russula 30
Lactarius 11
Paxillaceae Paxillus 2
Sclerodermataceae cleroderma 2
Total 125
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Des descriptions et identifications morpho-anatomiques ont ét¢ menées sur 11 especes
d’arbres appartenant aux familles de Césalpiniacées et Phyllanthacées, et deux especes de
Gnetum (Tsamo, 2005 ; Bechem, 2004). Les ectomycorhizes de Gnetum sont de couleur jaune
d’or et blanc avec un manteau plectenchymateux sans cystides (Bechem et Alexander, 2011) ;
chez les especes d’arbres, elles sont de couleur variable (blanc, brun, brun noir, noir, marron)
avec une morphologie (a I’exception de la texture) et anatomie peu variables, et généralement
un manteau prosenchymateux en surface lisse ou nanti de nombreuses rhizomorphes, des
hyphes émanentes, des cystides (Photos 7 @ 9). Le champignon jaune d’or de Gnetum a
toujours été observé uniquement associé a la liane et jamais aux essences foresticres, ce qui
suggere une forte spécificité. Par conséquent, il apparait nécessaire de le réintroduire dans les

substrats de régénération destinés a la domestication de la liane.

Figure 1. Ectomycorhizes de quelques essences forestieres et de Gnetum.

Photo 1. Photo 3. Photo 4. Photo 5. Russule
Cortinarius Amanite Cantharellus camerounaise
diobensis zingii camerounais rufopunctatus

Photo 6. Photo 7. Photo 8. Photo 9.
Gnetumerhiza Ectomycorhizes Ectomycorhizes Ectomycorhizes sur
sSinnamariense sur racines avec des racines de

d’Afzelia rhizomorphes Gilbertiodendron
bipindensis abondants dewevrei
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6. ECTOMYCORHIZES DE LA LIANE GNETUM

Le Gnetum est une liane pérenne qui a toujours abondé en forét humide du Cameroun. Mais,
en raison de DI’exploitation accrue du stock naturel, accentuée par la dégradation de son
habitat, les especes de Gnetum sont menacées de disparition au Cameroun. Les feuilles de
Gnetum, riches en protéines et sels minéraux, sont trés prisées comme légumes-feuilles. Plus
d’un millier de tonnes de feuilles de Gnetum sont collectées annuellement des foréts
camerounaises pour une valeur marchande estimée a plus de 2 milliards de FCFA (Bokwe et
Ngatoum, 1994). Cependant, il n’existe pas encore de techniques appropriées de production a
grande échelle pouvant soutenir 1’approvisionnement durable des marchés en raison du
manque de connaissances sur les exigences en régénération artificielle des lianes de Gnetum.
Aussi, une étude a-t-elle été conduite dans 25 localités du Cameroun pour déterminer le statut
mycotrophique de la liane Gnetum dans une optique d’améliorer les efforts de domestication
(Bechem, 2004).

Apparemment, il n’existe pas de Gnetum dans les régions du Nord, Ouest et Nord-Ouest-
Cameroun. Les lianes de Gnetum sont rencontrées dans une grande variété de sols
ferralitiques, acides, pauvres en C total, N, et P, et d’écosystémes, notamment, en forét
primaire non perturbée, forét secondaire, cacaoyeres, champs vivriers d’arachides, de manioc
et de banane et en pépinicres (Onguene, 2000 ; Bechem et Alexander, 2011). Deux types
ectomycorhiziens sont morphologiquement distincts sur les racines de Gnetum, les types
jaune et blanc (tabl. 3). Le type ectomycorhizien jaune est quantitativement prédominant et a
¢été identifié comme Scleroderma sinnamariense. La distribution verticale des racines
ectomycorhiziennes de Gnetum montre qu’elles se trouvent dans les 10 premiers cm alors que
le mycélium extramatriciel peut étre observé jusqu’a 30 cm de profondeur. L’utilisation des
sols a Gnetum montre qu’apres seulement trois mois, les sols d’une forét a césalpiniacées et
de plants de Gnetum provoquent une colonisation ectomycorhizienne jaune alors que les sols
de la césalpiniacée Monopetalanthus ectomycorhizienne n’entrainent pas de colonisation,
mettant un accent sur la spécificité entre le champignon jaune et les racines de Gnetum. Les

sols provenant d’autres €cosystémes provoquent la colonisation ECM plus tard. Aussi, tout
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programme de domestication de la liane devrait considérer ce symbionte, ainsi que les

programmes de reforestation en cours ou a venir au Cameroun et en Afrique.

Tableau 3 : Carte de distribution des espéces de Gnetum au Cameroun et leur statut

mycotrophique (Bechem, 2004).

Sites de collecte dans certaines Types ectomycorhiziens et taux de colonisation
régions au Cameroun ectomycorhizienne (%)
Régions Sites
Ovoa abang Jaune (80) et blanc (20)
Minkoameyos Jaune (60) et blanc (20)
Nkol owondo Jaune (80) et blanc (15)
Nkolbisson Jaune (90) et (10)
Centre Okola Jaune (100)
Mefomo Jaune (100)
Ngoumou Jaune (100)
Mfou Jaune (100)
Nlong Jaune (90) et blanc (10)
Mengang Jaune (40)
Est Kobi Jaune (60) et blanc (10)
Littoral Pouma Jaune (100)
Mbanga pongo Jaune (60) et blanc (30)
Ebimimbang Jaune (75) et blanc (20)
Sud Ebom Jaune (100)
Nyangong Jaune (100)
Kumba Jaune (100) et blanc (90)
Sud-Ouest | Limbe Jaune (100) et blanc (100)
Mode mallam Jaune (60) et blanc (10)

7. DYNAMIQUE MYCORHIZIENNE EN FONCTION DES MODES D’UTILISATION DES TERRES
Il est clairement établi que les modes d’utilisation des terres ont une influence variable sur les

propagules mycorhiziennes infectieuses. Les résultats en forét humide du Cameroun montrent

que I’exploitation agricole augmente le potentiel mycorhizien infectieux des CMA (Nombre
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de spores et TCM), alors que I’exploitation forestiere réduit le nombre de propagules
mycorhiziennes infectieuses de maniére drastique (tableau 4). Mais, en utilisant un inoculum
a base de sol de la rhizosphére d’une graminée, Paspalum conjugatum, les plants de
Movingui, Sipo et Fraké réagissent différemment a I’inoculation mycorhizienne en raison de
I’espéce d’arbre et du potentiel mycorhizien infectieux (Onguene et Kuyper, 2005).
Cependant, lorsqu’une légumineuse comme le Padouk et I’ Azobe est exposée a I’inoculum de
sa rhizosphére, I’effet de I’inoculation mycorhizienne dépend fortement de la présence de
champignons mycorhiziens indigénes de sa propre rhizosphere. Du reste, la réponse des
essences locales telles que le Gilbertiodendron a I’inoculation ectomycorhizienne reste a
étudier.

En conclusion, les foréts ectomycorhiziennes camerounaises méritent une attention de
conservation particuliére en raison de leur forte vulnérabilité en cas d’exploitation agricole,
forestiére et voire miniére. Il est aussi urgent de connaitre la diversité mycorhizienne des
foréts du Cameroun afin de disposer des outils biologiques permettant d’assurer la

régénération d’essences locales apres exploitation.

Tableau 4 : Variation des propagules mycorhiziennes en fonction des modes d’utilisation des

terres en zone forestiére du Cameroun.

Modes d’utilisation Propagules mycorhiziennes Propagules mycorhiziennes
des terres arbusculaires ectomycorhiziennes
Nombre de Colonisation Carpophores Colonisation
spores/g sol | mycorhizienne (%) ECM mycorhizienne (%)
Vieille forét 12¢ 30c 30 54
primaire
Peuplement ECM nd nd 125 31
Forét secondaire 21b 34c 12 8
Piste foresticre 8c 18d 2 0
Parc-a-bois Sc 14d 0 0
Champ avant 21b 49b 0 0
brilis
Champ apres brilis 39a 28¢ 0 0
Jachere a 38a 62a 0 0
Chromolaena
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Jachére a nd nd 1 2
Chromolaena avec
Gnetum

nd : non déterminé.
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1. INTRODUCTION

Les mycorhizes sont des associations symbiotiques qui favorisent la croissance et le
développement des plantes. Parmi les symbioses végétales, les mycorhizes a arbuscules sont
les plus abondantes et les plus importantes sur les plans écologique et économique (Schiiller
et al., 2001). Leurs roles dans 1’amélioration de la production agricole ont été largement
démontrés. Environ 80 % des plantes supérieures sont associées aux champignons
mycorhiziens a arbuscules (CMA) qui assurent la stabilité écologique du milieu (Harley et
Smith, 1983 ; Strullu, 1991). Ces champignons appartiennent a un groupe monophylétique
(Glomeromycetes) constitué de quatre ordres (Archaeosporales, Diversisporales,
Paraglomerales, Glomerales) et huit familles (Schiifler et al., 2001). On dénombre
aujourd’hui plus de 150 espéces dans ce groupe de champignons (Selosse et Le Tacon, 1998).
Leur large distribution géographique se caractérise par une importante variabilité décelable au
sein de la biologie de leur population, de la spécificité écologique et de I’activité symbiotique
(Giovannetti et Gianinazzi-Pearson, 1994). Ces champignons sont capables d’influencer la
biodiversité des espéces végétales (Van der Heijden et al., 1998), de contribuer a la lutte
contre les pathogénes et pestes (Newsham et al., 1994), d’améliorer la nutrition des plantes
dans les environnements pollués (Hildebrandt et al., 1999) et de stabiliser les agrégats des sols
a travers la libération de la glomaline (Wright et Upadhyaya, 1998). Malgré leur importance,
ces associations symbiotiques sont non exploitées et presque ignorées des agriculteurs
camerounais. Pourtant, elles sont une condition de la fertilit¢ et de la biodisponibilit¢ du
phosphore dans le sol. Le but principal de I’utilisation de ces microorganismes est la
réduction de I’emploi des fertilisants inorganiques. Cette derniére permettrait en effet de
réduire les dépenses jusqu’a 70 % pour les fertilisants phosphatés et de 30 a 40 % pour
I’azote, le potassium et les oligo-éléments (Johnson et Menge, 1982). Malheureusement, la
plupart des contraintes environnementales et des pratiques culturales non adaptées réduisent
leur nombre et leurs activités dans les sols, modifiant ainsi tout le statut mycorhizien du sol
(Giovannetti et Gianinazzi-Pearson, 1994). Le Cameroun qui renferme la diversité végétale la
plus grande des écosystémes de la sous-région et des foréts parmi les plus riches du continent
abritant plus de 8 000 especes de plantes, regorge d’un potentiel d’espéces de CMA riche et
trés diversifié (Ngonkeu, 2003). De nombreuses études confirment I’exploitation massive des
ressources naturelles au Cameroun (Onguene, 2000). La politique gouvernementale vise a
pérenniser et développer ces zones écologiques. Raison pour laquelle, de 1992 a 2002 et

méme bien avant, le Cameroun s’est doté d’un ensemble d’instruments juridiques, politiques
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et institutionnels qui régulent au mieux la conservation des ressources biologiques. Ainsi, la
préservation des CMA est essentielle dans toutes tentatives de leur utilisation dans la
conservation de I’environnement (Allen, 1991), dans la biotechnologie (Mulongoy €t al.,
1992) et en agriculture durable (Bethlenfalvay et Linderman, 1992). Pour atteindre ces
objectifs, une approche multidisciplinaire est ainsi nécessaire pour identifier les especes de

CMA, leurs fonctions et caractériser leurs capacités symbiotiques.

2. DIVERSITE MORPHOLOGIQUE DES CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS A ARBUSCULES

Les premicres descriptions de la diversit¢ des CMA ¢étaient basées sur les caracteres
morphologiques des spores (couleur, forme, taille, ornementations). Ces critéres ont abouti a
la classification des CMA en six genres (Morton et Benny, 1990). Ainsi, la majorité des
informations sur la diversit¢ des CMA provenaient des régions tempérées. Il y a seulement
quelques années que des tentatives d’exploration ont démarré dans les zones tropicales
(Gianinazzi-Pearson et Diem, 1982). Les premieres données enregistrées en Afrique tropicale

ont été obtenues au Nigeria, en Cote d’Ivoire et au Sénégal.

Au Cameroun, les études sur la diversité des CMA ont débuté dans les plantations de
Terminalia de la forét secondaire humide décidue de Mbalmayo (Mason et al., 1992). Les
caractéres morphologique et anatomique ont permis de recenser 17 espéces de CMA avec 14
appartenant aux genres Acaulospora, Glomus et Scutellospora (Il s’agit de: Glomus
etunicatum, Glomus macrocarpum, Glomus occultum, Glomus geosporum, Glomus
rubiforme, Glomus clavisporum, Acaulospora scrobiculata, Acaulospora spinosa,
Acaulospora laevis, Acaulospora mellea, Acaulospora morrowae, Scutellospora pellucida et

Scutellospora coralloidea.

La présence d’au moins 17 especes de CMA décrites indique que la forét de Mbalmayo est
semblable a d’autres écosystemes naturels des régions tropicales (Sieverding, 1989). Cette
richesse spécifique est probablement le reflet de la richesse floristique du couvert végétal
—plus de 200 especes (la plupart associées au CMA) ont ét¢ inventoriées dans cette forét
étudiée (Mason et al., 1988). Ces auteurs ont également montré que les pratiques d’agriculture
mécanique conduisaient a la réduction du nombre des propagules de 27-55 % dans les sols en

fonction du degré de perturbation. Ces résultats ont été confirmés par Musoko et al. (1994)
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qui ont ensuite montré I’importante représentation du genre Glomus dans cette forét

secondaire semi-décidue.

Les structures caractéristiques plus larges des propagules de CMA (couleur, forme et taille
des sporocarpes ; couleur, nombre, €paisseur et types d’ornementation des membranes
sporales ; structures des hyphes associées ; forme et type d’occlusions), ont permis de décrire
un nombre plus important d’espéces de CMA (Ngonkeu et Nwaga, 1998 ; Onguene, 2000 ;
Ngonkeu, 2003). Ces espéces appartiennent a cinq genres bien distincts (Glomus,
Sclerocystis, Acaulospora, Gigaspora, Scutellospora) et proviennent des cing zones agro-

écologiques du Cameroun (fig. 1 et tabl. 1).

Figure 1. Estimation du nombre d’isolats de CMA dans les différentes zones agroécologiques

du Cameroun sur la base de 50 échantillons par zone.
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Ces résultats montrent des particularités au niveau des spores entre les isolats appartenant a la
méme espéce (cas de Gigaspora margarita) ou a des especes différentes (fig. 2). Des

différences de structures anatomiques de colonisation racinaire ont été observées chez le mais
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inoculé par différentes especes de CMA (fig. 3). Les espéces appartenant a la famille de
Gigasporaceae ont été distinguées avec précision a 1’aide des structures de la membrane des

spores et des cellules auxiliaires.

Tableau 1. Espéces de champignons mycorhiziens a arbuscules identifiés a I’aide des critéres
morphologiques dans 5 zones agroécologiques du Cameroun (Ngonkeu, 2003).

Genres et especes Zones Plantes hotes Nombre d’isolats
Acaul ospora appendiculata v,V manioc, tabac, Albizia 3
Acaulospora delicata \Y manioc, tabac, Albizia 2
Acaulospora delatata \% Leucena 1
Acaulospora rugosa \ Polyculture 1
Acaul ospora spinosa V Polyculture 1
Glomus aggregatum V, IV, I Polyculture 10
Glomus albidum Vv Crotalaria 4
Glomus claroideum v,V Polyculture 5
Glomus clarum v,V Polyculture 9
Glomus deserticola \Y, Manioc 1
Glomus caledonium Vv Mais 1
Glomus etunicatum v,V Chromoleana, Rinorea 4
Glomus fragilistratum \% Rinorea, Leucena 3
Glomus geosporum V, IV Rinorea 2
Glomusintraradices v,V Polyculture 5
Glomus lamellosum V, IV Crotalaria, Igname 2
Glomus macrocarpum V, IV Polyculture 3
Glomus monosporum Vv Polyculture 5
Glomus manihotis Polyculture

Glomus occultum v, Vv Chromoleana 4
Glomus pansihalos \% Tabac 2
Glomus tortuosum V, IV Polyculture 4
Glomus tenue Vv Polyculture 1
Glomus versiforme Vv Polyculture 10
Gigaspora gigantae [l Arachide 1
Gigaspora margarita I, 1v,Vv Polyculture 4
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Gigaspora rosea \% Arbre 4
Gigaspora ramisporophora \% Polyculture 7
Scutellospora aurigloba v Crotalaria 1
Scutellospora arenicola v Légumineuses 1

Figure 2. Diversité morphologique des CMA des sols du Cameroun.

Scutellospora verrucosa  Entrophospora infrequens Entrophospora colombiana  Glomus manihotis

~ J
%

Scutellospora rosa Scutellospora gregaria  Acaulospora tuberculata Sclerocystis sp.

L’ensemble de ces caractéres a contribué a la détermination de 37 especes de CMA décrites
au Cameroun. La majeure partie de ces espéces est localisée en zones de foréts humides
(Zone IV et V) (fig. 1). Parmi ces espéces, 73 % appartiennent au genre Glomus, 14 % a
Gigaspora, 4 % a Scutellospora, 6 % a Acaulospora et 3 % a Sclerocystis. Les souches
appartenant au genre Sclerocystis n’ont pas été identifiées sur le plan morphologique. Les
cinq zones agroécologiques du Cameroun montrent une représentation importante du genre
Glomus. Cependant, a I’exception de quelques structures telles les hyphes associées aux
spores, les caractéristiques des membranes sporales, les caractéres morphologiques sont peu
stables et sont sujets aux interprétations personnelles. Les aspects moléculaires sont

fondamentaux pour comprendre véritablement la biodiversité¢ des CMA.
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Figure 3. Diversité des structures anatomiques de colonisation des racines par les différentes

especes de CMA.

Inoculum E. colombiana Glomus clarum

Gigaspora margarita E. infrequens
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Glomus manihotis E. colombiana A. tuberculata

3. DIVERSITE MOLECULAIRE DES CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS A ARBUSCULES

La caractérisation de la diversit¢é moléculaire des CMA au Cameroun a porté sur
I’amplification de la Large Sous-Unité ribosomale (LSU) de I’ADNr des spores et des racines
récoltées dans deux sites de la zone agroécologique V (Ngonkeu, 2009). Deux grands groupes
phylogénétiques bien distincts appartenant a trois familles différentes (Gigasporaceae,
Glomaceae et Acaulosporaceae) ont été obtenus. Cing especes principales ont été décrites
(Glomus manihotis, Acaulospora spinosa, Entrophospora infrequens, Gigaspora margarita et
Scutellospora nigra). Parmi ces espéces, Gigaspora margarita était trés représentée dans les
sols acides de la Zone V. Ces résultats montrent que certaines souches de CMA présentant des
structures morphologiques et anatomiques différentes peuvent appartenir a la méme espéce.
C’est le cas des genres Gigaspora et Entrophospora qui ont présenté respectivement 13 et
5 morphotypes différents aprés évaluation morphologique. Par contre, 1’analyse moléculaire
de ces morphotypes révéele qu’il s’agit de Gigaspora margarita pour le premier cas et de
Entrophosphora infrequens et Entrophospora colombiana pour le deuxiéme.
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4. DIVERSITE FONCTIONNELLE DES CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS A ARBUSCULES

L’activité symbiotique des CMA est variable en fonction de la spécificité fonctionnelle de
chaque souche. Ceci nécessite une sélection préalable des souches en fonction des objectifs de
recherche visés. Ainsi, une souche peut étre spécialisée a une fonction donnée ou étre
généraliste. Au préalable, il est nécessaire de déterminer le meilleur parametre mycorhizien
(germination, colonisation racinaire, production d’enzymes, les métabolites secondaires)

indispensable a la composition d’un bon inoculum.

4.1. DIVERSITE DE LA TOLERANCE DES CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS A ARBUSCULES A AL
ET MN

Presque tous les sols des zones forestieres du Cameroun sont acides (75 a 95 %) et présentent

une toxicité aluminique ou manganique (Ambassa-kiki et al., 2002).

Jusqu’a une certaine époque, le développement des variétés de plantes adaptées aux sols
acides ne prenait pas en compte I’apport des CMA dans les programmes de sélection
variétale. C’est pourquoi deux expérimentations ont ét¢ menées dans le but d’évaluer la
contribution des CMA dans la tolérance a I’acidité et la toxicité des variétés de mais. La
premicre a permis de présélectionner en boite de Petri les souches tolérantes aux conditions
acides a différentes doses de Al et Mn, tandis que la seconde a contribué¢ a ‘évaluer les
performances des souches présélectionnées sur la croissance, le développement et le degré
d’adaptation a la toxicit¢ Al du mais sur substrat acide en serre. Les souches
Archaeospora sp. (M1), Gigaspora margarita (M2) et Acaulospora tuberculata (M3) ont
montré les meilleurs taux moyens de germination et de la croissance mycélienne dans le
milieu de culture (fig. 4). L’inoculation du mélange de ces trois meilleures souches a deux
variétés contrastées de mais (ATP : variétés tolérantes aux sols acides et CAM : variété
sensible) a permis de tirer deux enseignements (fig.5): 1) ’apport des CMA permet
incontestablement d’améliorer la croissance du mais sur sol a différentes concentrations en Al
méme chez la variété tolérante a I’acidité ; 2) les CMA permettent a la variété sensible de

tolérer 1’acidité a la concentration élevée en Al (400 um).
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Figure 4. Taux moyens de germination des spores de mycorhizes sur gélose a différentes
concentrations moyennes en Al et Mn aprés 10 jours d'incubation a 30°C. (A) : Al (0-50-100-
200-400-800 pM) et B) : Mn (0-50-100-200-400-800 uM).
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4.2. DIVERSITE DE L’INFECTIVITE DES RACINES DE L’OIGNON PAR CINQ ISOLATS DE CMA

Un essai a ét¢ mis en place en serre dans le but de déterminer la meilleure composition
d’inoculum pour la production de 1’oignon en champ. Le taux de colonisation racinaire a été
le parametre retenu et évalué a différents stades de croissance de la plante (15, 30, 60 et
90 jours apres semis en serre) inoculée avec 5 especes différentes de CMA (Glomus hor,
Glomus intraradices, Glomus aggregatum, Glomus clarum, Gigaspora margarita). Une
variabilité¢ du taux de colonisation a été observé a différents stades de croissance et deux
groupes d’especes se distinguent avec des taux de colonisation significativement différents :
le 1" groupe étant constitué de Glomus clarum, Glomus intraradices et Glomus aggregatum
avec des taux de colonisation d’environ 70 % (fig. 6). Le 2° groupe est constitué¢ de Glomus
hoi et Gigaspora margarita avec des taux de colonisation racinaire allant de 42 a 46 %. In
fine, plusieurs inocula peuvent étre produits a partir de ces résultats. Un inoculum est
composé de chaque groupe de CMA pris individuellement ou de la combinaison des CMA

issus de chaque groupe (Adamou, 2003).
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Figure 5. Effet des CMA sur la croissance et le développement racinaire de deux variétés
contrastées de mais (ATP : variété tolérante ; Cam : variété sensible) a différentes doses d’Al
(a:0puM, b :200 uM, c : 400 uM) en pépinicre sur sol stérilisé.

Lespots 1, 3,5, 7,9, 11 = plants non mycorhizés et 2, 4, 6, 8, 10, 12 = plants mycorhizés.

Lalls Cam ATP Cam ATP | Cam

4.3. COLONISATIONS RACINAIRES ET PRODUCTION DE GLOMALINE DANS LES SYSTEMES
CULTURAUX

Une ¢étude des marqueurs biochimiques du fonctionnement des CMA a été menée dans
différents systemes de cultures (forét, jachere et champ en zone de foréts humides) en zone de
forét humide du Cameroun. Cette étude visait a évaluer la quantité du carbone dans chaque
systéme et apprécier la stabilité¢ de la structure du sol. La quantité totale de la glomaline (TG)
libérée dans le sol par les CMA a été¢ mesurée dans chaque systéme. Une variation importante
de TG a été observée. Cette variation était fonction des systémes de cultures et
proportionnelle au taux de colonisation racinaire des especes végétales peuplant chaque
systtme. Les données obtenues pourraient permettre de confirmer le choix du taux de
colonisation racinaire comme meilleur indicateur de I’activité des mycorhizes dans le sol.
Cette hypothéese est vérifiée par la glomaline totale (TG) qui montre une corrélation positive

et significative avec le taux de colonisation racinaire (fig. 7) (Fokom, comm. pers.).

150

Sommaire



Sommaire

Figure 6. Diversité de I’infectivité des racines de 1’oignon par cinq especes de champignons

mycorhiziens arbusculaires (Adamou, 2003).
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5. CONCLUSION

Une partie de la diversité spécifique des CMA a été décrite avec une forte représentation du
genre Glomus. Une mycothéque riche de plus de 207 isolats constitués est en conservation au
Cameroun parmi lesquels 37 ont été identifiés grace aux criteres morphologiques.
L’exploitation de moins de 10 % de cette diversité a déja conduit a la production des inocula
spécifiques et multifonctionnels adaptés aux différentes zones agroécologiques. C’est ainsi
que depuis une dizaine d’années, 5 souches de biofertilisants ont été produites et exploitées
dans un systeme de lutte intégrée pour la protection des cultures contre les stress biotiques et

abiotiques et I’amélioration de la production agricole au Cameroun.
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Figure 7. Variations de la teneur en glomaline totale dans trois systemes d’utilisation de terre

(forét, jachere et champ) de la zone forestiere humide du Sud-Cameroun (Fokom, 2011).
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1. INTRODUCTION

Les mycorhizes sont des associations symbiotiques multifonctionnelles entre les champignons
du sol et les racines de la plupart des plantes. Les fonctions multiples des CMA incluent : la
mobilisation des nutriments, la médiation des réponses au stress hydrique et 1’acidification du
sol, les métaux toxiques, les pathogénes, les ravageurs et les interactions avec les autres
organismes bénéfiques du sol, le recyclage du carbone et les effets sur les communautés
végétales (diversité, productivité) (Newsham et al., 1995; Finlay, 2004). Mais ils
interagissent en synergie ou en compétition avec d’autres groupes fonctionnels d’organismes
clés du sol : les vers de terre, les termites et les nématodes, les bactéries fixatrices d’azote, les
pathogenes et les saprophytes microbiens. Une gestion intégrée de la fertilit¢ des sols
tropicaux est donc préconisé¢e (Anonyme, 2005). Les fonctions des CMA peuvent €tre mises a
profit en Afrique subsaharienne ou les rendements agricoles sont les plus bas du monde et le

taux de natalité parmi les plus élevés du monde.

2. QUESTIONS MAJEURES ET HISTORIQUE

Quel rble les biotechnologies du sol faisant intervenir les fonctions multiples des
champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA) peuvent-elles y jouer ? Un inventaire
préliminaire du potentiel des ressources microbiennes bénéfiques pour I’agriculture, 1’¢levage,
la sylviculture et ’environnement a été initi¢ depuis les années 1990 au Cameroun (Nwaga et
al., 2000). C’est dans ce but que nous avons initi¢ des travaux pour mettre en place une
collection de souches de champignons mycorhiziens, bactéries fixatrices d’azote,
solubilisateurs de phosphore, agents de lutte et producteurs d’enzymes industriels (Nwaga et
al., 2010). L’agriculture durable devrait maintenir ou rétablir un optimum de productivité des
sols en utilisant un niveau raisonnable d’intrants de synthése tels que les engrais minéraux.
Au sommet africain tenu a Abuja au Nigeria sur les fertilisants en 2006, I’on recommande le
passage de 8 a 50 kg/ha/an d’apport en nutriments au sol pour atteindre les objectifs du
Millenium pour I’ Afrique en sécurité alimentaire et nourrir sa population avant 2015 (Bationo
et al., 2010). On estime que ces CMA pourraient constituer 20-30 % de la biomasse
microbienne totale du sol. Les plantes mycorhizées ont des avantages beaucoup plus
importants que celles qui ne le sont pas : une augmentation du volume de sol exploré, une

stimulation de I’absorption de 1’eau et des nutriments peu solubles, une meilleure fixation
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symbiotique de 1’azote atmosphérique chez les I€égumineuses, une meilleure préservation des

sols contre la dégradation (Smith et Read, 1997 ; Duhoux et Nicole, 2004).

L’objectif de ce travail est de fournir une synthése a partir d’exemples types de résultats
obtenus dans les sols acides du Cameroun sur la valorisation des fonctions multiples des
champignons mycorhiziens arbusculaires pour la production agricole et les services
environnementaux. Cela, en insistant sur la fertilit¢ des sols pour I’agriculture et la
régénération forestiere, le stress hydrique, 1’acidité des sols, ainsi que la protection des

cultures contre les bio-agresseurs.

3. CARACTERISATION DE LA ZONE D’ETUDE

La zone d’étude est caractérisée par un climat équatorial humide, avec une pluviométrie
bimodale a deux saisons des pluies avec une courte et longue saison séche. La pluviométrie
est de 1500-2 500 mm et les températures moyennes de 22 °C a 26 °C. Les systémes
agricoles y sont diversifiés et hétérogenes ; ils impliquent : agroforéts, jardins de cases,
jachéres aménagées ou non, agriculture itinérante, plantations, et parfois -cultures
permanentes. En majorité, les sols du Cameroun sont lessivés, acides, peu fertiles, pauvres en
matieéres organiques et en nutriments majeurs, riches en aluminium échangeable. Une
importante quantité de P est stockée dans les sols ; et une faible proportion est disponible par
rapport au P total au Cameroun. Dans les oxisols, la teneur élevée en aluminium entraine une
toxicité pour les racines des plantes et les microorganismes bénéfiques, ainsi qu’une réduction
de la disponibilité des nutriments solubles. Ces sols ont une faible capacité d’échange de
cations (1.6-2.4 cmol.kg™), un faible rapport phosphore disponible sur le phosphore total, une
faible capacité au champ, et des risques ¢levés de toxicité en Al et Mn. La faible disponibilité
du phosphore, la toxicité en Al et les déficiences en micronutriments (Mo) pourraient
fortement limiter la production agricole. Dans ces sols, la culture continue sans gestion
appropri¢e de la dégradation et de 1’érosion des terres, et des nutriments est impossible. La
dégradation de la fertilité des sols est considérée comme la contrainte majeure pour la sécurité

alimentaire en Afrique subsaharienne (Bationo et al., 2010).
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4. POTENTIEL INFECTIEUX MYCORHIZIEN DES PALMERAIES SUR SOLS FORESTIERS

Le potentiel infectieux mycorhizien (ou mycorhizogéne) d’un sol est la capacité d’un sol a
permettre la formation et le développement des champignons mycorhiziens (Fortin et al.,
2008). On I’évalue en déterminant le nombre de propagules infectives d’un sol. Ce nombre est
utile pour estimer ’activité symbiotique des CMA du sol ou de I’inoculum. Le nombre de
propagules infectives CMA par g de sol de la rhizosphére des plantations de palmier a huile
en zone de forét est variable ; on note des valeurs de 1 a 49 (tabl.1, Abba, 2006). L’age des
plants a une influence notable sur I’infectivité, car chez les jeunes arbres elle varie de 1 a 22
(moyenne 5) et pour les arbres agés de 4-49 (moyenne 22). Ces résultats peuvent étre
comparés a ceux des caractéristiques du sol tels que la teneur du sol en phosphore disponible
qui est souvent plus élevée chez les jeunes arbres (30 ppp) par rapport a ceux qui sont plus
agés (16 ppm). Dans ces sols, le rapport entre le P disponible et le P total varie de 0,2 & 28 %
avec une moyenne de 6,8 %, ce qui indique qu’il existe des réserves (Abba, 2006). Mais les
pratiques culturales et la gestion des sols pourraient avoir une influence notable sur 1’activité
de ces CMA pour ces palmeraies. Selon Fortin et al. (2008), la gestion des CMA implique
une approche technologique (sélection des souches) et une approche agroécologique (gestion

des souches indigenes).

5. SELECTION DES SOUCHES ET MISE AU POINT D’UN ITINERAIRE D’UTILISATION DES CMA

Plusieurs résultats ont été obtenus sur la valorisation des CMA au Cameroun par 1’approche
technologique. Elle passe par I’extraction et I’isolement des spores, leur culture sur une plante
hoéte et la sélection des souches. L’effet de I’inoculation a été évalué en pépiniéres sur substrat
stérilisé et en champs d’expérimentation, mais aussi au niveau paysan. La mise au point d’un
inoculant a base de spores et de fragments de racines a été réalisée pour la production d’une
fiche et d’itinéraires techniques pour la mycorhization de diverses cultures (Nwaga, 1997 ;
Anonyme, 2008). Un inoculum a base d’isolats locaux de CMA a été mis au point apres
diverses étapes de sélection et d’évaluations (Nwaga, 1997 ; Ngonkeu, 2003 ; Nwaga et al.,
2004 ; Anonyme, 2008). Ce produit est plus recommandé pour les cultures en pépinicres telles
que les cultures maraichéres, fruitieéres, cultures de rente ou essences (Anonyme, 2008). Cet
inoculum souvent adapté est utilisé pour des tests dans les 5 zones agroécologiques du pays.

Dans certaines conditions (faible infectivité des CMA, acidité du sol, feux de brousse, faible
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teneur en nutriments du sol, type de végétation ou type d’utilisation des terres), les CMA sont

rares, absents dans le sol ou peu efficients.

Tableau 1. Influence de 1’age des palmiers sur le potentiel infectieux des champignons
mycorhiziens arbusculaires des sols de la rhizosphére du palmier a huile en zone forestiere du

Cameroun (Nwaga €t al., résultats non publiés).

P assimilable Infectivité

Origine du sol (site) (mg/kg de sol) (propagules/g de sol)

Palmiers Jeunes Agés Jeunes Agés
Bokito (Okole) 48 8 1 12
Okola (Leboudi) 2 5 1 12
Douala (PK 17) 114 50 1 4
Edéa (Missole II) 5 6 22 49
Ebolowa (Nkoemvone) 22 25 2 23
Sangmelima (Ngamal) 24 9 4 7
Ekona (Mbassicam) 1 16 12 37
Limbé (Moliwe) 23 19 1 28

Il est souvent nécessaire d’inoculer, c’est a dire d’apporter au niveau de la rhizosphére une
grande quantité de microbes afin d’assurer une bonne symbiose (fig. 1). Un inoculum solide
produit dans un substrat stérilisé, constitué d’un mélange de spores et de propagules infectives
avec 50 a 1000 spores de CMA pour chaque plante, est introduit au semis ou dans la
rhizosphére de la semence ou du plant selon sa taille ou son importance. L’apport des CMA
aux plants, arbres et arbustes en pépinicre peut étre bénéfique, par exemple réduire les pertes,
améliorer la vigueur, réduire la date semis-floraison et aussi faciliter le choc d’adaptation lors
de la transplantation en champ. Ces biofertilisants a base de CMA, testés en champs depuis
1996 en collaboration avec des structures de recherche nationales, des associations de
producteurs, du Grand Nord, a I’Ouest et au Grand Sud du Cameroun, sont recommandés par
le Comité camerounais de biosciences depuis 2001. Les CMA peuvent augmenter les

rendements de 50 a plus de 200 % selon les cultures et la nature des sols (Nwaga et al., 2010).
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Figure 1. Racine colonisée par un champignon mycorhizien arbusculaire et les structures
caractéristiques (arbuscules, vésicules, cellules auxilliaires et spores extraracinaires) colorées

en bleu.

6. MYCORHIZATION ET AMELIORATION DE LA NUTRITION ET DU RENDEMENT DES CULTURES

L’inoculation en champ des souches sélectionnées de CMA indique qu’ils peuvent étre
équivalents aux engrais minéraux et augmenter la production de biomasse, le rendement et la

qualité des cultures vivrieres tropicales et méme les fruitiers et ligneux.

6.1. MYCORHIZATION ET CROISSANCE DE SOLANUM SCABRUM EN PEPINIERE SUR SOL

STERILISE

Solanum scabrum est un légume-feuille trés apprécié par les populations urbaines et rurales
africaines. Dans le but d’étudier I’effet des mycorhizes en pépiniere sur sol stérile, une
expérimentation a été menée avec deux cultivars (Foumbot et Bamenda) sur Andosol de
Foumbot et Oxisol de Yaoundé. Les résultats obtenus montrent qu’en pépiniere, 1’inoculation
de CMA a 20 spores/g de sol stimule 1’absorption de N et P, la biomasse des deux cultivars
sur les deux types de sol (tabl. 2, Mbouapouognigni, 2006). Sur Andosol, la colonisation
mycorhizienne est deux fois plus importante que sur Oxisol chez les deux cultivars. Mais la
biomasse est 2 a 3 fois plus grande sur Oxisol selon le cultivar. Les plantes absorbent plus de
P sur Oxisol de Yaoundé que sur Andosol de Foumbot. Le phénoméne inverse est observé
pour I’absorption de N. On note une dépendance mycorhizienne relative stable pour la variété
‘Bamenda’ (45% et 46 %) sur les deux sols, elle varie de 36 % (Oxisol) a 65 % (Andosol)

pour la variété ‘Foumbot’ sur les mémes sols. La composition physico-chimique et
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I’infectivit¢ de ces sols indiquent que 1’Oxisol est argileux avec une forte teneur en P

assimilable (34 ppm et infectivité de 7 propagules) par rapport a 1’Andosol limono-argileux

qui a une faible teneur en P assimilable (4 ppm et infectivité 12 propagules) (tabl. 3).

Tableau 2. Effet de la mycorhization de deux variétés de Solanum scabrum (Solanacée,

légume-feuille) en pépinic¢re sur la croissance et la teneur en phosphore et en azote sur les

sites de Yaoundé et Foumbot (Oxisol et Andosol) sur sol stérilisé.

Sommaire

Parametres Traitement Colonisation | Biomasse | Ptotal | N total DMR (%)
racinaire (%) (2) (%) (%)
Site de Yaoundé (Oxisol)
Variété
Bamenda Non 10 12,67 a 0,96 12,76 -
mycorhizé
Mycorhizé 35 32,21b 1,31 16,39 46
Foumbot Non 12 21,85a 0,90 14,35 -
mycorhizé
Mycorhizé 18 38,41b 1,41 19,52 36
Site de Foumbot (Andosol)
Variété
Bamenda Non 8 8,44 a 0,09 12,96 -
mycorhizé
Mycorhizé 65 13,54 b 0,23 23,37 45
Foumbot Non 8 4,19 a 0,06 14,74 -
mycorhizé
Mycorhizé 54 9,57b 0,23 21,96 65
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Tableau 3. Caractéristiques physico-chimiques et infectivité¢ des CMA des sites de Yaoundé et

Foumbot (Oxisol et Andosol).

Parametres Site de Yaoundé Site de Foumbot
Texture (%) 25,18, 57 5,49, 46
(sable, limon, argile)

Type de sol Oxisol (Argileux) Andosol (Limono-argileux)
pH Eau 6,4 5,5

pH KCl 5,6 5,0

M.O. (%) 3,6 11,4

N Total (%) 1,68 5,32

C/N 12,6 12,5

CEC (équ/100 g) 3,85 4,94

P assimilable (mg/kg) 33,6 4,2
Infectivité (propagules/g de sol) 7,2 12,3

Les données suivies de chiffres différents indiquent une différence significative au seuil de

5 %.

6.2. INOCULATION DES CMA ET RENDEMENT DU PALMIER A HUILE

Cet essai est réalisé dans le site de Nkomokui sur Oxisol. L’inoculum de CMA utilisé est
constitué¢ d’un mélange de deux souches, Glomus sp. et Gigaspora. sp., contenant 20 spores/g
de sol. L’inoculation des CMA est effectuée en mélangeant 100 g d’inoculum a 2 kg de terre
au moment du semis des graines prégermées en pépiniere et le rendement est évalué en champ
4 ans et demi apres la mise en terre des plants. Les résultats indiquent un effet significatif de
la mycorhization du palmier a huile pour les parametres du rendement tels que le nombre de

régimes par pied et le poids moyen d’un régime. Les régimes des palmiers mycorhizés
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(14,4/pied) ont un poids moyen de 5,74 kg ; qui est supérieur aux régimes de palmiers
témoins (8,5/pied) qui est de 3,91 kg (tabl. 4). Le nombre moyen de régimes matures est de
6,6 pour les arbres mycorhizés par rapport a 3 pour ceux qui ne le sont pas. Donc, la
mycorhization entraine une précocité¢ de la production. L’inoculation entraine un rendement
en régimes de 11,82 t/ha pour les arbres inoculés par rapport a 4,75 t/ha pour les témoins.
Cela entraine une augmentation de rendement en régimes de 149 % du fait de Ia
mycorhization. On constate également une stimulation de ’infectivit¢é des CMA du fait de

I’inoculation, mais comment interpréter ces résultats longtemps apres 1’inoculation ?

Tableau 4. Effet de I’inoculation par les champignons mycorhiziens arbusculaires sur la
sporulation, D’infectivit¢ et le rendement du palmier a huile (régimes) sur Oxisol de

Nkomokui.

Sommaire

Parameétres Spores/g | Propagules/g | Régimes Poids du Rend. Effet
régime (kg) (t/ha) (%)
/plant
Témoin non 0,83 a 1,03 a 8,5a 391 a 4,75 a -
mycorhizé
Traitement 3,32b 2,13b 14,4 b 5,74 b 11,82 b 149
mycorhizé

Les données suivies de chiffres différents indiquent une différence significative au seuil de

5 %.

6.3 APPORT DES CMA COMBINE A LA MO SUR LE RENDEMENT ET LA COMPOSITION DE LA TOMATE

L’inoculum de CMA est incorporé¢ au sol de la pépiniére de la tomate a raison de 2 kg/100 kg
de substrat a 1’aide d’un produit a 18 spores/g de sol. Puis les plants sont repiqués apres
3 semaines en champ. Les rendements en fruits indiquent que les traitements a base de levure
de bicre (déchets de brasserie) et mycorhizes, mycorhizes et levure produisent respectivement
19,20, 11,83 et 13,73 t/ha contre 8,45 t/ha pour le témoin non inoculé (tabl. 5 ; Mayoh, 2003).
Ceci représente pour le traitement levure + CMA, une augmentation de rendement en fruit de
+ 127 % par rapport au témoin. La mycorhization entraine un effet sur le rendement de
+ 40 % par rapport au témoin. Le traitement a base de levure de biére donne un effet de

+ 63 % par rapport au traitement témoin. Ces résultats obtenus en champ signifient que
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I’apport d’une source de mati¢re organique, la levure de biére, aurait un effet positif sur la

production de tomate ; effet renforcé par I’application des mycorhizes.

Tableau 5. Influence des déchets de brasseries (levure de biere) combinés aux champignons
mycorhiziens sur le rendement et la composition minérale (mg/100 g de matiére séche) de la

tomate sur Oxisol de Yaoundé.

Traitement Rendement | Effet | Ntotal | P total Ca™" Mg™* K" Na*
(t/ha) (%)

Témoin 8,45a - 130 18,1 11,1 0,8 289 8,4

Levure (L) 13,73 ¢ + 63 140 19,5 10,8 0,8 301 8,6

Mycorhize (M) 11,83 b + 40 160 18,4 11,3 0,7 290 8,4

L+M 19,20 d +127 140 19,0 10,9 0,7 300 10,0

T: témoin (plants de tomate non traités dans un sol n’ayant pas regu de levure) ; L : plants de
tomate non traités aux mycorhizes dans un sol retourné avec de la levure ; M : plants de
tomate traités aux mycorhizes dans un sol exempt de levure ; L + M : plants de tomate traités
aux mycorhizes dans un sol retourné avec de la levure. Les données suivies de chiffres

différents indiquent une différence significative au seuil de 5 %.

6.4. CMA ET SELECTION POUR L’ABSORPTION DE L’AZOTE CHEZ LE MAIS

Une alternative vise a utiliser les variétés de mais sélectionnées qui non seulement, s’adaptent
a une faible fertilit¢ du sol en azote, mais aussi forment une symbiose bénéfique avec les
CMA. Pour comprendre le role des CMA dans la nutrition azotée du mais, une sélection
variétale du mais a ét¢ combinée aux propriétés des CMA en pépinicre. Les résultats obtenus
sur substrat stérilisé indiquent qu’a faible dose (3,33 g/plant), les deux variétés Shaba et TZL
de mais ont les mémes capacités de colonisation mycorhizienne (47 a 48 %), mais a forte dose
(16,67 g/plant), la variété TZL possede des capacités plus €élevées (83 %) par rapport & Shaba
(57 %) (tabl. 6). Le calcul de I’azote absorbé montre que la variét¢ TZL mycorhizée est moins
efficace a faible dose (101 contre 129 mg/plante), mais plus efficace a forte dose (585 contre
514 mg/plante). Les résultats obtenus montrent que ces deux variétés de mais possédent un
comportement contrasté pour 1’absorption de 1’azote : a faible teneur en azote, mycorhizé ou

non, la meilleure variété est TZL ; a forte teneur en azote, mycorhizé ou non, c’est la variété
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Shaba. Les variétés retenues au terme de notre travail pourront étre croisées en champ afin de

produire des hybrides ayant une grande capacité¢ a s’adapter aux sols pauvres en azote et

produisant des rendements élevés avec peu d’azote. L’identification des marqueurs

biochimiques associés a cette capacit¢ est nécessaire pour clarifier le mécanisme

d’intervention des mycorhizes liées a cette contrainte de production. La mycorhization semble

réduire pour tous les traitements la teneur en chlorophylle, cela stimulerait-il la

photosynthese ?

Tableau 6. Effet des CMA sur la croissance et I’efficacité d’utilisation de 1’azote chez le mais,
60 jours aprés le semis sur substrat stérilisé (Nana et al., non publié). N apporté = dose faible :
0,33 g/plante et dose forte : 1,66 g/plante au semis sur du sable fin.

Variétés TZL COMP1 SYN W-1-F2 SHABA
Dose d’azote Dose faible Dose forte Dose faible Dose forte
Parameétres NM M NM M NM M NM M
Colonisation racinaire (%) | 0 48 0 83 0 47 0 57
Taille (cm) 26,9fg | 41,4ab | 49,1a 45,1ab | 31,9def | 43,6ab | 35,4bc | 43,8ab
Biomasse aérienne (g) 1,8e 3,2de 3,1de 6,2b 2.,4de 4,0cd 4,5¢d 8,8a
Biomasse racinaire (g) | 0,9d 1,9d 3,9ab 4,1ab 1,0d 1,9d 2,1cd 3,0bc
Chlorophylle (%) 17,2bc | 7,7d 24 3a 18,8bc | 18,6bc 9,6d 23,0ab | 17,1bc
Acides aminés 40,8cd | 40,6cd | 51,7¢c 173,0a | 35,7d 32,2d | 75,4b 88,0b
(ng/g de MF)
N total (% MS) 1,54d 3,14c¢ 6,08b 9,43a 1,91d 3,22¢ 3,35¢ 5,84b
N absorbé (mg/plante) | 28 101 189 585 46 129 151 514

NM : non mycorhizé ; M : mycorhizé ; N absorbé calculé sur la base de la biomasse aérienne
et de sa teneur en azote total. Les données suivies de chiffres différents indiquent une

différence significative au seuil de 5 %.
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7. MYCORHIZATION DES CULTURES ET TOLERANCE AU STRESS HYDRIQUE ET A L’ACIDITE

DES SOLS

La mycorhization des cultures entraine une meilleure tolérance au stress hydrique modéré

chez le bananier ou a la toxicité due a 1’aluminium sur oxisol chez le mais.

7.1. MYCORHIZATION DU BANANIER PLANTAIN ET TOLERANCE AU STRESS HYDRIQUE

Le déficit hydrique du sol affecte le nombre de feuilles émises, la surface foliaire et la
biomasse aérienne chez les deux variétés de bananier plantain (fig. 2 ; Kinfack, 2006).
L’analyse des variances révele un effet de la mycorhization et une interaction entre variété et
niveau de stress. Par ailleurs, aucune interaction entre mycorhization et stress hydrique n’a été
décelée. La mycorhization entraine la production d’un nombre de feuilles supérieur a celui
des feuilles des plantes non mycorhizées et ce indépendamment du niveau de stress hydrique
imposé au sol (fig. 2). Lorsqu’on prend en compte le régime d’arrosage, on remarque que le
nombre de feuilles augmente graduellement chez les plantes bien alimentées en eau
(90 % CC) contrairement aux plants séveérement stressés (30 % CC) chez lesquelles on a
observé une réduction de I’émission des feuilles vers le 10°jour suivant ’application du
stress. Néanmoins, I’apparition des feuilles chez les plantes stressées devient nulle entre le 10°
et le 20° jour. La réduction du nombre de feuilles est plus élevée chez la variété Pita 21
(22 %). En effet, la variété locale Elat présente chez les témoins séveérement stressés
(30 % CC), une moyenne de 1,0 feuille contre 0,78 pour la variété Pita 21 (fig. 2). A 60 % de
la CC, Elat émet un nombre de feuilles significativement supérieur (3,56) a celui émis par
Pita 21 (2,67). De fagon globale, du fait du stress hydrique, la réduction du nombre de feuilles
a 90, 60 et 30 % de la CC est de 5,06 ; 3,11 et 0,89 respectivement. La variété locale Elat
tolere mieux la sécheresse que la variété sélectionnée Pita 21. La mycorhization stimule
fortement I’efficacité d’utilisation de I’eau chez le bananier plantain qui produit environ deux
fois plus de biomasse que les plants non mycorhizés avec la méme quantit¢ d’eau (fig. 3 ;

Nwaga et al., 2011).

7.2. MYCORHIZATION DU MAIS ET TOLERANCE A L’ACIDITE DES SOLS

Une série d’expérimentations sont réalisées a Ebolowa sur acide présentant une toxicité
aluminique. L’inoculation de la variété de mais sensible a 1’acidité (CMS 8501) a entrainé une
augmentation de rendement en grain de 59 % supérieur a celui du témoin sur sol a toxicité

aluminique d’Ebolowa (Nwaga €t al., 2004). Alors que I’inoculation de la variété sensible a
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Nombre cumulé de feuilles

J4

I’acidité (ATP S4 SynY) entraine seulement 6 % d’augmentation du rendement par rapport au

témoin. Ces variétés différent également par rapport a leur réponse a la colonisation racinaire,

car I’inoculation permet de passer de 28 % (CMA natifs), a 60 % (CMA sélectionnés) pour la
variété CSM 8501 ; et de 20 % (CMA natifs) a 38 % (CMA sélectionnés) pour la variété ATP

S4 SynY. Donc, la mycorhization stimule la tolérance a la toxicité aluminique de la variété

sensible a I’acidit¢ CMS 8501.

Figure 2. Influence de la mycorhization sur le nombre cumulé de feuilles émises par deux

variétés de bananier plantain (Elat, Pita 21) sous stress hydrique (60 a 30% de capacité au

seeneace Glom/90cc

Glom/60cc

champ).
ELAT
6
rEns
LW,
5 1.
A
b o
N

Nombrede jour de stress

* Glom/30cc

—&— Saut/ 90cc

—#*— Scut/ 60cc

= ampgn = Scut/ 30cc

—D— Tém/90cc

—8— Tém/60cc

Tém /30cc
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Nombre de jour de stress

Figure 3. Influence de la mycorhization sur la croissance du bananier plantain sous stress

hydrique. De gauche a droite: plant mycorhizé a 60 %, non mycorhizé a 30 % et non

mycorhizé a 60 % de la capacité au champ. Noter la chlorose due au stress hydrique.
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8. MYCORHIZATION ET TOLERANCE AUX MALADIES ET RAVAGEURS DES CULTURES

Les maladies des plantes causent des pertes importantes, au Cameroun, chez le cacaoyer par

exemple les pertes varient de 50 a 70 % de cacao marchand (Nwaga, 1988).

8.1. CMA, MALADIES ET RENDEMENT DE LA TOMATE

Nous avons noté une réduction significative de I’évolution de plusieurs maladies (bactériose,
mycose et ‘curly top’) en champ aprés inoculation des CMA par rapport au témoin. Cette
réduction est plus remarquable sur le flétrissement bactérien causé par Ralstonia
solanacearum et le mildiou causé par Phytophthora infestans (tableau 7 ; Mvele et al., 2002).
On obtient I’incidence la plus basse avec 0,8 % pour le traitement mycorhizé contre 12 %
pour les plants témoins et 9,3 a 7,4 % respectivement pour les traitements engrais seul ou
engrais et pesticides. Ces résultats nous amenent a suggérer que les CMA pourraient jouer un
role majeur pour la lutte contre le flétrissement bactérien de la tomate, 1'une des maladies les
plus importantes chez les Solanacées telles que la tomate. La mycorhization entraine aussi une
faible réduction du mildiou (28 a 16 %) ; cette réduction est beaucoup plus importante (28, 4 a
0 %) en présence d’intrants chimiques (engrais et/ou pesticides). Par ailleurs, la
mycorhization des plants de tomate en pépiniére fournit une augmentation de rendement de
115 %, production équivalente a celle de I’utilisation de 1’engrais complet NPKMgS
recommandé pour les cultures maraichéres; mais inférieure a celle obtenue par la
combinaison engrais complet-pesticides (337 %). Ces résultats démontrent que 1’inoculation
des CMA peut constituer un moyen de lutte biologique contre les agents pathogénes

telluriques.

8.2. CMA, PSEUDOMONAS, FLAVONOIDE ET PROTECTION DES PLANTS DE PALMIER A HUILE

Pour diminuer le taux de mortalité des plants et raccourcir le cycle de développement des
plants en pépiniére, le traitement inoculé avec les CMA (Glomussp. et Gigasporasp.) et
traités a la quercétine, un composé phénolique (M 'B'C") et le traitement inoculé par les CMA
et Pseudomonas fluorescens (M'B'C") donnent une meilleure protection contre ces maladies
par rapport au témoin (M'B'C’). La combinaison de la bactérie ou du composé phénolique aux
CMA permet donc de mieux protéger le palmier & huile en pépiniére contre ces maladies
(tabl. 8 ; Ngoumé 2002) car on obtient une réduction des pertes de 42 a 60 % par rapport au

témoin. L’utilisation de 1’inoculum bactérien ou d’un composé phénolique confirme ainsi les
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travaux de Nwaga et al. (2007a) sur la lutte contre les maladies racinaires des plants ; le

composé phénolique pourrait renforcer 1’activité des champignons mycorhiziens.

Tableau 7. Effet des champignons mycorhiziens sur 1’incidence du flétrissement bactérien
(Ralstonia solanacearum), le mildiou (Phytophthora infestans) et le rendement de la tomate
90 JAS sur Oxisol a Ebolowa.

Sommaire

Traitement Flétrissement (%) Mildiou (%) Rendement (t/ha)
Témoin 12,0d 278¢ 32a
Mycorhizes (M) 0.8 a 15,5b 7,0 b
Engrais (NPKMgS) (E) 9,3 cd 35a 7,5b
Engrais + Pesticides (P) 7.4 ¢ 0,0a 14,2d
Mycorhizes + Pesticides 3,7b 0,0a 11.8¢

T : témoin ; M : inoculation mycorhizienne (Glomus clarum et Gigaspora margarita) ; E :
engrais complet N-P-K-Mg-S (12, 14, 19 +5); P : pesticides (Ridomil et Cypercal). Les

données suivies de chiffres différents indiquent une différence significative au seuil de 5 %.

D’autres résultats indiquent que la mycorhization stimule la précocité de la maturation des

gousses, réduit la cercosporiose et la rosette de 1’arachide (Nwaga et al., 2010).

8.3. MYCORHIZATION ET TOLERANCE AUX RAVAGEURS DES CULTURES

Plusieurs observations sur la mycorhization des cultures ont entrainé une meilleure tolérance
aux ravageurs de cultures tels que les insectes (Thrips) du niébé (Vigna unguiculata) dans
trois zones agroécologiques du Cameroun (Ngakou et al., 2008). Une réduction de 31-49 %
des populations d’adultes et de larves est obtenue aprés inoculation du niébé avec une
combinaison de CMA et de rhizobia.

Une étude a porté sur le role potentiel de la symbiose CMA-Striga dans la gestion de cette
plante parasite tueuse de céréales (Lendzemo, 2004). L’inoculation des CMA (Glomus clarum
et Gigaspora margarita) a réduit de fagon significative, le nombre de pousses de Striga fixées

sur les racines et le nombre des plants émergés. L’effet est fonction de la quantité d’inoculum
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de CMA. Cependant, I’inoculation a provoqué la réduction du nombre des plants de Striga (30

a 50 %) et de sa biomasse (40 a 63 %).

Tableau 8. Influence des champignons mycorhiziens combinés aux Pseudomonas et a un

flavonoide sur la réduction de la mortalité des plants de palmier a huile.

Taux de mortalité (%) Réduction (%)

Traitement Site 1 Site 2 Moyenne

M BT CH 6,25 5,00 5,63 60
M'B'C 11,25 6,25 8,75 38
M'BC" 10,00 6,25 8,13 42
M'BC 7,50 5,00 6,25 56
MBC’ 9,37 3,12 6,25 56
M'BC (témoin) 15,62 12,50 14,06 -

Légende : Site 1 : Ngoa Ekelle, Site 2 : Oyomabang. M+ : champignons mycorhiziens, B+ :
Pseudomonas fluorescens, C+: quercétine. Les données suivies de chiffres différents
indiquent une différence significative au seuil de 5 %.

9. DISCUSSION

Plusieurs essais ont été réalisés avec les CMA au Cameroun sur diverses cultures telles que :
céréales, légumineuses, tubercules, fruitiers, cultures de rente, ou cultures maraichéres
(Nwaga et al., 2000 ; Nwaga et al., 2004 ; Nwaga et al., 2007b ; Nwaga et al., 2010). Ils
montrent bien D'intérét de ces micro-organismes bénéfiques pour [’agriculture et la
sylviculture, la conservation de I’environnement et la santé des sols tropicaux. Au Cameroun,
les CMA sélectionnés ont augmenté la productivité chez plus de 12 cultures (arachide,
bananier, igname, mais, mucuna, niébé, palmier a huile, piment, poireau, sorgho, soja, tomate)
de l'ordre de 48 a 478 % seuls ou en combinaison avec d’autres intrants agricoles qui
stimulent leurs effets (Nwaga et al., 2010). Le développement de ces technologies et leur
valorisation pour une éco-agriculture est indispensable en Afrique subsaharienne ou la

productivité est trés faible et les risques d’insécurité alimentaire persistants. Méme s’il y a

170



encore beaucoup a faire, certains travaux ont été réalisés au Cameroun avec les symbioses
mycorhiziennes sur les essences forestiéres (Onguene, 2000), ou Gnetumsp., un produit
forestier non ligneux important, sur la lutte contre le Striga (Lendzemo, 2004) ; la biodiversité
(Ngonkeu, 2003) ou la tolérance du mais aux sols acides (Ngonkeu, 2009) ; la protection
contre la pourriture brune des cabosses du cacaoyer (Tchameni et al., 2011), ou contre les
nématodes du bananier, les insectes ravageurs des cultures (Ngakou et al., 2008), la valeur
alimentaire (Tchameni et al., 2008) ou la conservation des sols (Fokom et al., comm. pers.).
Plus de 300 personnes (paysans, vulgarisateurs, étudiants et chercheurs) ont été formées
depuis 1991 sur I’utilisation des biofertilisants a base de CMA. Certaines cultures telles que
les 1égumineuses, les arbres fruitiers (agrumes, palmiers a huile, essences), les vitroplants ont
une dépendance mycorhizienne élevée et répondent mieux a I’inoculation par les CMA par
rapport aux céréales ou certaines cultures maraichéres qui ont une dépendance mycorhizienne
moyenne. Les produits forestiers non ligneux tels que les fruitiers sauvages (Irvingia
gabonensis, Garciniaspp.), les cultures d’agrocarburants (Jatropha, palmier a huile), les
plantes médicinales (Moringa) ou alimentaires avec une dépendance mycorhizienne élevée
pourraient mieux répondre a la mycorhization. En Afrique subsaharienne et au Cameroun, des
travaux ont donné des résultats significatifs sur I’effet des CMA sur la production agricole et

horticole (Nwaga et al., 2004 ; Ngonkeu, 2009 ; Nwaga et al., 2010).

10. LES OPPORTUNITES D’ APPLICATION ET LES PERSPECTIVES DE VULGARISATION

Les CMA peuvent augmenter 1’efficacité d’utilisation des engrais inorganiques, par exemple
sur Oxisol, de Yaoundé; la mycorhization a entrainé une amélioration significative de
I’approvisionnement en azote et celle de 1’efficacité d’utilisation des nutriments tels que le P
chez une légumineuse de couverture (Jemo et al., 2007). Cela est important pour la gestion
des engrais inorganiques a faible impact sur I’environnement. Ils peuvent stimuler la qualité
des plants ou des essences foresticres, améliorer la qualit¢ des fourrages a base de
légumineuses pour une meilleure alimentation animale, ou pour la couverture des sols de
plantations. Les CMA ont une action durable sur la fertilit¢ du sol ; ils peuvent contribuer a
augmenter les bénéfices des produits forestiers non ligneux, ainsi qu’a stocker le carbone dans

le sol afin de limiter les effets de la dégradation des sols.

La valorisation des fonctions des CMA pourrait dans une approche intégrée, stimuler la

production de plants mieux adaptés aux facteurs écologiques abiotiques défavorables
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(sécheresse, acidité, infertilité des sols), réduire les risques liés aux résidus de pesticides ou
aux métaux lourds dus aux intrants agricoles. Ils permettent de préserver les potentialités de
‘la ressource sol’, réduire le gaspillage de 1’eau, accroitre la productivité en Afrique
subsaharienne. Pour développer ces fonctions bénéfiques des CMA, il faudra sensibiliser
I’opinion, les professionnels des secteurs sur le réle majeur de ces organismes sur les
changements climatiques, la production d’aliments plus sains et de bonne qualité, et surtout
sur leur impact sur I’économie des pays en Afrique subsaharienne. Ce développement dépend
aussi de la formation des paysans, des vulgarisateurs, des techniciens, des étudiants, des
chercheurs et de spécialistes en biologie du sol. La FAO recommande ces technologies, car
elles sont moins cheres, plus efficaces et durables ; elles sont déja adoptées par de nombreux
pays en Europe, en Asie et en Amérique latine. La gestion des ressources microbiennes
pourrait avoir un impact direct sur la sécurité alimentaire en Afrique subsaharienne et les

services environnementaux !
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1. INTRODUCTION

La superficie totale des foréts en Afrique est estimée a 650 millions d’hectares, soit 21,8 % de
la surface totale des terres et 16,8 % du couvert forestier mondial (FAO, 2009). La
distribution des massifs forestiers est variable en Afrique. L’ Afrique du Nord et I’ Afrique de
I’Ouest sont les moins boisées du continent, principalement a cause de I’aridité de ces régions
alors que I’Afrique centrale (ex.: bassin du Congo), trés humide avec pour végétation
dominante la forét ombrophile, couvre 40 % des foréts du continent (fig. 1). L’Afrique de
I’Ouest ne représente que 14,3 % du couvert forestier du continent, en partie localisé dans la

partie cotiere humide.

La zone ouest-africaine regroupe 16 pays: Bénin, Burkina Faso, Cap-Vert, Cote d'Ivoire,
Gambie, Ghana, Guinée, Guinée-Bissau, Liberia, Mali, Mauritanie, Niger, Nigeria, Sénégal,
Sierra Leone et Togo. Elle est située en partie dans la région guinéenne et soudano-
zambézienne au sens de White (1983). On y trouve plusieurs types forestiers dont des foréts
denses ombrophiles sempervirentes, des foréts semi-décidues, des galeries forestiéres, des
foréts claires, des savanes arborées, des steppes a épineux et de la végétation désertique
(Schnell, 1986). La différenciation du couvert végétal résulte des différents climats et des
pratiques anthropiques (ex.: coupes abusives, paturage extensif, agriculture sur brilis,
passages des feux courants). La pression anthropique sur le couvert végétal est trés marquée,
car les populations sont tributaires des produits forestiers pour leur survie. De plus, les
prélévements forestiers ne sont pas compensés par la régénération naturelle et les plantations
foresti¢res. La forte pression démographique entraine donc une réduction du couvert forestier,
une dégradation des ressources en bois d’ceuvre et produits non ligneux, ainsi qu’une perte
importante de la diversité floristique et faunique. Les sols de forét étant caractérisés par la
grande diversité de leurs micro-organismes, la disparition des foréts entraine une baisse
importante de I’activité biologique et de la fertilit¢ des sols. La disparition irréversible de
multiples micro-organismes du sol comprend de nombreuses especes utiles de champignons
et de bactéries. Or la plupart des grands arbres des foréts ouest-africaines sont associés au
niveau de leurs racines a des micro-organismes du sol indispensables a leur croissance et a la
régénération de la forét. Parmi ceux-ci, des champignons du sol développent avec les racines
des arbres des associations symbiotiques appelées mycorhizes, universellement répandues en

particulier dans les foréts tropicales naturelles.
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Fig. 1. Subdivisions phytogéographiques du continent africain ; (1) foréts tropicales humides
de la région guinéo-congolaise (vert fonc¢), (2) foréts claires de la région soudano-guinéenne
(vert clair), (3) savanes boisées de la région soudano-zambézienne (vert pale), (4) steppe

boisée de la région soudano-sahélienne (orange).

2. STATUT MYCORHIZIEN DES FORETS TROPICALES NATURELLES

La majorité des essences forestiéres des régions tempérées et boréales vivent en symbiose
avec des champignons ectomycorhiziens (Smith et Read, 2008). En revanche, dans les régions
tropicales et subtropicales d'Afrique, d'Asie du Sud-Est, d'Australie et d'’Amérique ou la
diversité botanique est trés grande, ce sont les champignons mycorhiziens a arbuscules qui
prédominent (Redhead, 1977 ; Warcup, 1980 ; Hogberg, 1986 ; Malloch et al., 1980 ;
Chalermpongse, 1987 ; Béreau et al., 1997 ; Onguene et Kuyper, 2002 ; Wang et Qiu, 2006).
Les inventaires sur le statut symbiotique des arbres forestiers des régions tropicales indiquent
une nette prédominance des MA (endotrophie) dans 85 % des taxons végétaux par rapport aux
ECM qui représentent approximativement moins de 5 % des arbres (Smith et Read, 2008). En
Thailande, sur 52 arbres examinés 14 sont 8 ECM et 38 présentent des MA (Chalermpongse,
1987). Au Nigeria, Redhead (1968 a) signale que sur 51 especes végétales, 3 seulement sont a
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ECM. Rambelli (1973) observe également une faible fréquence des especes a ECM en Cote
d'Ivoire. En Tanzanie, Hogberg et Nylund (1981) notent que sur 47 especes indigénes
recensées, 40 présentent des MA, 6 des ECM et 1 des ectoendomycorhizes. Au Cameroun,
Newbery et al. (1988) indiquent que sur 55 espéces végétales examinées, 32 possédent des
MA et 23 sont a ECM. Onguene et Kuyper (2002) confirment également cette tendance au
Cameroun. Au Sénégal, Thoen et Ba (1989) ont inventorié¢ seulement 2 essences foresticres
indigenes @ ECM. Cette rareté des arbres a ECM est également observée dans des foréts
séches du Burkina Faso et dans des foréts humides de Guinée (Thoen et Ducousso, 1989 a ;
Sanon et al., 1997 ; Rivic¢re et al., 2007). Dans des foréts néotropicales (ex.: Guyane
frangaise, Guyana, Seychelles), les arbres présentent aussi trés peu d’especes a ECM (Béreau
et al., 1997 ; Henkel et al., 2002 ; Haug et al., 2004 ; Tedersoo et al., 2007). Cependant, il
existe des foréts tropicales ou prédominent les ECM : les foréts claires a Brachystegia,
Isoberlinia et Julbernardia dans le miombo en Afrique de 1’Est, les foréts a Dipterocarpaceae
du Sud-Est asiatique et les foréts a Decymbe corymbosa en Amérique du Sud (de Alwis et
Abeynayake, 1980 ; Hogberg et Nylund, 1981 ; Henkel et al., 2002 ; McGuire, 2007).

Dans les régions tropicales et subtropicales d’Afrique, d’Asie du Sud-Est, d’Australie et
d’ Amérique, l'ectotrophie est présente dans des especes d’arbres, d’arbustes, d’herbacées et de
lianes dans les familles et sous-familles suivantes: Fabaceae/Caesalpinioideae (ex. :
A. africana), Fabaceae/Mimosoideac (ex.: Acacia holosericea), Fabaceae/Papilionoideae
(ex. : Pericopsis angolensis), Myrtaceae (ex.: Eucalyptus camaldulensis), Proteaceae (ex. :
Faurea saligna), Casuarinaceac (ex.: Casuarina equisetifolia), Dipterocarpaceae (ex. :
Monotes kerstingii), Polygonaceae (ex.: Coccoloba uvifera), Nyctaginaceae (ex.: Pisonia
grandis), Lauraceae (ex. : Cinnamomum zeylanicum), Rhamnaceae (ex. : Pomaderris aspera),
Rubiaceae (ex.: Opercularia varia), Fagaceae (ex.: Lithocarpus sundaicus), Sapotaceae
(ex. : Manilkara sp.), Sapindaceae (ex.: Acer campestre), Sterculiaceae (ex. : Lasiopetalum
behrii), Thymelacaceae (ex.: Pimelia spathulata), Apiaceae (ex.: Platysace heterophylla),
Euphorbiaceae (ex.: Poranthera microphylla), Phylanthaceae (ex.: Uapaca guineensis),
Gnetaceaec (ex.: Gnetum africanum), Sarcolacnaceaec (ex.: Sarcolaena multiflora),
Asteropeiaceae (ex. : Asteropeia amblyocarpa) et Pinaceae (ex. : Pinus caribaea) (Mikola,
1970 ; de Alwis et Abeynayake, 1980 ; Warcup, 1980 ; Hogberg et Nylund, 1981 ; Alexander
et Hogberg, 1986 ; Ba et al., 1987 ; Newbery et al., 1988 ; Le Tacon et al., 1989 ; Thoen et
B4, 1989 ; Thoen et Ducousso, 1989a ; Béreau et al., 1997 ; Sanon €t al., 1997 ; Torti et
Coley, 1999 ; Ba et al., 2000 ; Onguene et Kuyper, 2001 ; Henkel et al., 2002 ; Ducousso et
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al., 2004 ; Haug et al., 2004 ; Riviére et al., 2007 ; Tedersoo €t al., 2007 ; Ducousso €t al.,
2008).

3. STATUT ECTOMYCORHIZIEN DES ARBRES NATIFS D’ AFRIQUE TROPICALE

En Afrique tropicale, les ECM sont présentes dans 9 familles ou sous-familles d’arbres :
Caesalpinioideae, Dipterocarpaceae, Phyllanthaceae, Gnetaceae, Papilionoideae, Proteaceae,
Sapotaceae, Asteropeiaceae et Sarcolaenaceae (tabl. 1). Parmi les espéces d'arbres a ECM, les
Caesalpinioideae sont les plus représentées en nombre d’especes. Elles comportent des arbres
a usages multiples qui jouent un réle majeur en foresterie et agroforesterie (Thics, 1995). Ce
sont surtout des essences forestiéres (ex. : Brachystegia, Isoberlinia, Afzelia) a bois d'ceuvre et
de service a forte valeur ajoutée. Dans cette sous-famille, des ECM sont principalement
observées dans la tribu des Amherstieae (14 genres) et des Detarieae (1 genre). C’est aussi le
cas en Asie du Sud-Est et en Amérique tropicale ou les arbres a ECM sont trouvés dans la
tribu des Ambherstieae (Chalermpongse, 1987 ; Henkel et al., 2002). Par contre, dans la tribu
des Caesalpinicae, des Cassicae et des Cercidieae, seules trois especes d’arbres,
Erythrophleum succirubrum (Caesalpinicae), Cassia garrettiana (Cassicae) et Bauhinia
malabarica (Cercidicac) endémiques de Thailande, possédent des ECM (Chalermpongse,
1987).

Des especes d’arbres a ECM possédent aussi des MA et (ou) des nodules. Quelques
Ambhersticae (ex.: Gilbertiodendron dewevrei, Anthonotha fragans et Tetraberlinia
bifoliolata) et Detaricae (ex. : Afzelia bipendensis et A. pachyloba) présentent les deux types
de mycorhizes. Toutefois, la majorit¢ des Detaricae est colonisée par des champignons
mycorhiziens a arbuscules (Newbery et al., 1988 ; Onguene et Kuyper, 2001). La nodulation
des Caesalpinioideae concerne environ 23 % des espéces examinées (Allen et Allen, 1981 ; de
Faria et al., 1989). Elle est quasiment absente chez les espéces a ECM appartenant aux
Ambherstieae, Detaricae et Cercidieae. Elle semble cependant plus fréquente chez les
Caesalpinicae et les Cassieae ou prédominent les MA. Autrement dit, chez les
Caesalpinioideae, la nodulation coexiste exclusivement avec des MA sauf chez ’espece
ectotrophe, Afzelia quanzensis (Hogberg et Nylund, 1981) dont la nodulation n'a pas été
cependant confirmée par des études plus récentes (Munyanziza et Kuyper, 1995 ; Ba et al.,
2002). Le statut symbiotique de la Papilionoideac Pericopsis angolensis différe selon le lieu
d’échantillonnage des racines. L arbre possede des ECM en Zambie (Alexander et Hogberg,

1986 ; Hogberg et Piearce, 1986), des nodules au Zimbabwe (Corby, 1974), des MA et des
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nodules en Tanzanie (Hogberg, 1982). Les trois types de symbiose (nodules, MA et ECM) ne
semblent pas coexister sur P.angolensis comme sur les Mimosoideac (ex.: Acacia
holosericea) et Casuarinaceae (ex. : Casuarina equisetifolia) introduites en Afrique tropicale
(Warcup, 1980 ; Reddell et al., 1986 ; Ba et al., 1987 ; Le Tacon et al., 1989 ; Ba et al.,
1994). Pour ce qui est des autres familles d’arbres a ECM (Dipterocarpaceae, Phyllanthaceae
et Sapotaceae), c’est bien la coexistence des deux types de mycorhize qui semblent prévaloir
dans la plupart des cas. Il en est de méme pour 1’arbuste F. saligna (Proteaceae) et la liane
G. africanum (Gnetaceae). La plupart des Sarcolaecnaceac et des Asteropeiaceae, deux

familles endémiques de Madagascar, posseédent les deux types de mycorhize.

Tableau 1. Statut symbiotique et distribution géographique de quelques espéces d’arbres,

d’arbustes, d’herbacées et de lianes natives d’Afrique tropicale. Mycorhizes a arbuscules®,

ectomycorhizes®.

Groupe taxonomique Nodule MA® ECM® Pays
Asteropeiaceae

Asteropeia amblyocarpa Tul. * - nd + Madagascar™ ™™
A. densiflora Baker ° - + Madagascar™ ™™
A. micraster Hallier f. * - + Madagascar’
A. multifolia Thou * - + + Madagascar™
A. rhopal oides (Baker) Baill. " - nd + Madagascar™ ™™
Dipterocarpaceae

Marquesia macroura Gilg. ~ - - + Zambie'’

M. acuminata (Gilg) R. E. Fr. " - + + Zambie"
Monotes africana (Welw.) Adc. - - + Zambie"!

M. elegans Gilg. * - - + Zambie''

M. elegans Gilg. * - - + Tanzanie'*

M. kerstingii Gilg. ~ - - + Burkina Faso™*'

Fabaceae
Caesalpinioideae

Detarieae
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Afzelia africana Sm.
Afzelia africana Sm.
Afzelia africana Sm.
Afzelia africana Sm.
Afzelia africana Sm.
A. bella Harms ~

A. bella Harms ~

A. bella Harms ~

A. bella Harms *

A bipendensis Harms
A. bipendensis Harms
A. bipendensis Harms
A. bracteata T. Vogel. *
A. pachyloba Harms *
A. quanzensis Welw.
A. quanzensis Welw.
A. quanzensis Welw.

A. quanzensis Welw.

Ambherstieae

Anthonotha cladantha (Harms) Léon.

A. crassifolia (Baill.) Léon. "

A. fragans (Bak. f.) Exell & Hillc. "
A. fragans (Bak. f.) Exell & Hillc. "
A. lamprophylla (Harms) Léon.

A. macrophylla P. Beauv. "

A. macrophylla P. Beauv. "
Aphanaocal yx margininervatus Léon.
A. cynometroides Oliver ~

Berlinia bracteosa Benth. *

B. confusa Hoyle "

B. crabiana Bak. f. *

B. grandiflora (Vahl) Hutch. & Dalziel *

+ 4+ + + + + + + + o+ + o+ + + o+ o+

+ 4+ + + + + + + + 4+ o+ o+

Ghana!
. )
Nigeria
r 7 3
Sénégal
., 4
Guinée
Burkina Faso™ %!
RD Congo6
Nigeria®
., 16
Guinée
22
Cameroun
Cameroun’
Cameroun®
Cameroun®’
., 4
Guinée
Cameroun’*®
Tanzanie’
Tanzanie'®

Zimbabwe?®

Kenya20

Cameroun’
Guinée®
Cameroun”®
Cameroun®
Cameroun’
Cameroun’
Cameroun®
Cameroun’
Cameroun®
Cameroun’
Cameroun®

Cameroun’

. 31
Burkina Faso
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Berliniasp.

Berliniasp.

Brachystegia allenii Burtt Davy & Hutch®

Brachystegia bohemi Taub. *
Brachystegia bohemi Taub. *
. bussei Harms. *

. bussei Harms. *

. cynometroides Harms

. eurycoma Harms.

. eurycoma Harms.

. eurycoma Harms.

. floribunda Benth. *

. floribunda Benth. *
.glaberrimaR. E. Fr. *
.glaberrimaR. E. Fr. "

. longifolia Benth. ~
. longifolia Benth. *
. longifolia Benth.
manga De Wild.
. microphylla Harms *

. microphylla Harms *

T T U 0 U U W W W W W ww w W

B. spiciformis Benth. ~
B. spiciformis Benth. *
B. spiciformis Benth. "

B. taxifolia Harms ~

B. utilis Burtt Davy & Hatch
B. wangermeeana De Wild.

B. zenzeri Harms

Cryptosepalum tetraphyllum (Hook.

f.) Benth. "
Didelotia africana Baill.

. laurentii (De Wild.) Louis & Hoyle "

. nigerica Hoyle & A. Jones -

+ 4+ + + 4+ + + + 4+ + + + + + + + 4+ + + 4+ o+ + 4+ o+ + o+ o+

Sommaire

Cameroun’
Cameroun®
Zambie"
Tanzanie''
Zambie
Tanzanie'!

Zambie"
Cameroun®?
Tanzanie'?
Cameroun®
Nigeria®
Zambie'!
Zambie"
Zambie'?
Zambie"
RD Congo®
Zambie'!
Tanzanie'*
Zambie"
Zambie"®
Tanzanie'" '
Zambie
Nigeria®’
Zambie'!
Tanzanie’
Zambie"®
Zambie"
Zambie"
Zambie"
Cameroun®

. .16
Guinée

7,8
Cameroun”
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Didelotia africana Baill. *

D. letouzeyi Pellegr. *

D. letouzeyi Pellegr. *
Gilbertiodendron brachystegioides
(Harms) J. Leonard ’

G. demontrans (Baill.) Léon. ~

G. dewevrei (De Wild.) *

G. dewevrei (De Wild.) "

G. dewevrei (De Wild.) *

G. limba (Scott Elliot) J. Leonard "

G. ogoonense (Pell.)
Gilbertiodendron sp. *
Gilbertiodendronsp. 1 *
Gilbertiodendron sp. 2 *

Isoberlinia angolensis (Benth. Hogle
et Brenan) "

Isoberlinia angolensis (Benth. Hogle
et Brenan) )

|. dalziellii Craib. & Stapf.

|. doka Craib. & Stapf.

Julbernardia  globiflora  (Benth.)
Troupin ’

Julbernardia  globiflora  (Benth.)
Troupin ~

J. paniculata (Benth.) Troupin *

J. paniculata (Benth.) Troupin *

J. seretii (De Wild.) Troupin *

J. seretii (De Wild.) Troupin "

J. seretii (De Wild.) Troupin ~

M. bisulcata A. Chev.

M. bisulcata A. Chev.

Monopetal anthus microphyllus Harms ~

M. letestui Pellegr. "

+ 4+ + + + o+ o+ o+ o+ o+ + 4+ o+ o+

- +

_|_

+

+ 4+ + + + 4+ o+ o+ o+

20
Cameroun
8
Cameroun
20
Cameroun

7,8
Cameroun”

Cameroun’
RD Congo15
Cameroun”®
RD Congo"’

Guinée'®

Cameroun’
Cameroun’
Cameroun®
Cameroun®

Zambie’

Zambie'?

. 5
Burkina Faso

Burkina Faso’

. 14
Tanzanie

.13
Zambie

Zambie'!

Zambie'!

RD Congo”’ 8

8
Cameroun”

RD Congo"’

Cameroun’

20
Cameroun

8
Cameroun”

Cameroun®
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Sommaire

Monopetalanthus sp. " - - + RD Congo®
Monopetalanthus sp. nov. - - + RD Congo®
Monopetalanthus sp. - + + Cameroun®
Paraberlinia bifoliolata Pellegr. * - - + Cameroun®
Paramacrolobium coeruleum (Taub.) - - + RD Congo'®
Léon

Paramacrolobium coeruleum (Taub.) - - + Guinée'®
Léon "

P. flagrans (Bak.) Out. " - - + RD Congo®
Pelligriniodendron diphylum (Harms) - - + Guinée'®
J. Léonard

Tetraberlinia bifoliolata  (Harms.) - - + Cameroun”®
Hauman

Tetraberlinia bifoliolata (Harms.) - + + Cameroun®’
Hauman ~

T. moreliana Aubr. " - - + Cameroun’
T. moreliana Aubr. " - - + Cameroun®
Toubaouate brevipaniculata - - + Cameroun®
(J. Léonard) Aubr. & Pellegr. )

Papilionoideae

Sophoraceae

Pericopsis angolensis (Bak.) van - - + Zambie"
Meeuween

Pericopsis angolensis (Bak.) van - - + Zambie''
Meeuween -

Pericopsis angolensis (Bak.) van + - - Zimbabwe”®
Meeuween

Pericopsis angolensis (Bak.) van + - - Tanzanie'*
Meeuween -

Phyllanthaceae

Uapaca acuminata (Hutch.) Pax & K. - - + Cameroun®
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Hoffn

U. benguelensis Miill. Arg. - + Zambie"
U. bojeri Baillon " + + Madagascar®”*°
U. chevalieri Beille ~ - + Guinée*

U. ferruginea Baill. + + Madagascar™
U. guineensis Miill. Arg. + + Sénégal’

U. guineensis Miill. Arg. + + Guinée*
U. guineensis Miill. Arg. + + Burkina Faso’
U. guineensis Miill. Arg. " - + Cameroun®
U. kirkinia Miill. Arg. " - + Tanzanie''
U. kirkinia Miill. Arg. " + + Zambie'*
U. kirkinia Miill. Arg. - + Zambie"’
U. littoralis Denis * + + Madagascar’
U. nitida Miill. Arg. - + Zambie''
U. nitida Miill. Arg. - + Zambie"
U. pilosa Hutch. " - + Zambie"
U. robynsii De Wild. " - + Zambie"
U. sansibarica Pax. " - - Zambie'
U. somon Aub. Linn. * + + Burkina Faso’
U. staudtii Pax. " + + Cameroun’
U. staudtii Pax. " + + Cameroun’
U. thouarsii Baill. & Denis " + + Madagascar™
U. togoensis Pax. " - + Nigeria®®
U. vanhouttei De Wild. " - + Cameroun®
Gnetaceae

Gnetum africanum Welw. = - + RD Congo™
Gnetum africanum Welw. - + Cameroun®*
G. buchholzianum Engl. ™ - + Cameroun®
Gnetum sp. " - + + Cameroun®

Proteaceae
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Faurea saligna Harv.”™ - - + Zambie"
Sapotaceae

Manilkara sp. - + + RD Congo"’
Sarcolaenaceae

Leptolaena paucifolia Thouars * - + + Madagascar
L. multiflora Thouars - + + Madagascar
Leptolaenasp. 1 ° - + + Madagascar™
Leptolaenasp. 2 - + + Madagascar™”
Sarcolaena eriophora Thou. * - + + Madagascar’”

S grandifolia Thou. " - + + Madagascar
S multiflora Thouars * - + + Madagascar™
S. oblongifolia F. Gérard * - nd + Madagascar™ ™™
Schizolaena elongata Lowry - + + Madagascar’”

S exinvolucrata Lowry - + + Madagascar’
Schizolaena sp. * - + + Madagascar™
S microphylla H. Perrier " - nd + Madagascar*™™™*
Xyloolaena humbertii Cavaco ~ - nd + Madagascar*™*™™*

+ Présence ; - absence ; nd, non déterminé ; Arbre ~ ; Liane = ; Arbuste . (Source : ! Jenik et
Mensah, 1967 ; 2 Redhead, 1968a ; * Thoen et Ba, 1989 ; * Thoen et Ducousso, 1989 a;
> Sanon et al., 1997 ; % Fassi et Fontana, 1962 ; ! Newbery et al., 1988 ; 8 Onguene et Kuyper,
2001 ; ° Hogberg et Nylund, 1981 ; '* Munyanziza et Kuyper, 1995 ; '' Alexander et Hogberg,
1986 ; ' Redhead, 1979 ; Hogberg et Piearce, 1986 ; 14 Hogberg, 1982 ; 15 Peyronnel et
Fassi, 1957 ; 16 Riviere et al., 2007 ; 17 Fassi et Fontana, 1961 ; 18 Peyronel et Fassi, 1960 ;
¥ Torti et Coley, 1999 ; 20 Moyersoen et Fitter, 1999 ; I Ducousso et al., 2004 ; 22 Alexander,
1987 ; » Fassi, 1957 ; * Tambe Bechem et Alexander, 2009 ; » Onguene, 2000 ; 26 Corby,
1974 ; ¥’ Redhead, 1968b ; *® Redhead, 1974 ; * Ramanankierana et al., 2007 ; ** Martin et
al., 1998 ; *' Sanon et al., 2009 ; ** Ducousso et al., 2008).

On estime qu’il y a 90 espéces d’arbres dont le statut ectomycorhizien est avéré parmi les
353 especes potentiellement ectotrophes, ce qui est trés peu par rapport au nombre d’arbres

des régions tropicales, mais élevé si on le compare au nombre d’especes ectrotrophes des
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régions tempérées (tabl. 1 et 2). Le statut ectomycorhizien n’ayant été¢ examiné que sur 25 %
d’espéces d’arbres, beaucoup reste encore a faire en maticre de simples observations. Au vu
des données récentes de la littérature, les inventaires ne seraient pas exhaustifs et les arbres a
ECM ne se limiteraient pas aux seules familles déja connues. En effet, la découverte récente
de deux nouvelles familles d’arbres (Sarcolaenaceae et Asteropeiaceae) et de deux nouveaux
genres a ECM dans la sous-famille des Caesalpinioideac (Cryptosepalum et
Pelligriniodendron), respectivement 8 Madagascar et en Guinée forestiére, doit nous amener a
reconsidérer une opinion largement répandue selon laquelle I’ectotrophie des arbres tropicaux
est rare et spécifique (Ba et al., 2000 ; Riviére et al., 2007 ; Ducousso €t al., 2008). En effet,
non seulement le statut ectomycorhizien des arbres reste peu connu dans les foréts tropicales
ou la diversité en especes végétales est beaucoup plus riche que dans les foréts tempérées,
mais aussi les champignons ectomycorhiziens associés aux arbres tropicaux présentent une

grande diversité tout a fait comparable a ce que I’on peut observer dans les foréts tempérées.

Tableau 2. Fréquence des espéces d’arbres, d’arbustes, d’herbacées et de lianes a ECM

natives d’Afrique tropicale.

Groupes Genres Nbre total Nbre total Espeéces
taxonomiques d’espéces d’espéces examinées

examinées (%)

Asteropeia 8 4 50
Asteropeiaceae
Marquesia 4 2 50
Dipterocarpaceae
Monotes * 36 3 8
Fabaceae
Caesalpinioideae
Detarieae Afzelia* 7 6 86
Ambherstieae Anthonota * 30 5 16
Aphanocalyx 3 1 33
Berlinia * 18 3 17
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Papilionoideae

Phyllanthaceae

(Gnetaceae

Proteaceae

Sapotaceae

Sarcolaenaceae

Brachystegia
Cryptosepalum *
Didelotia
Gilbertiodendron *
Isoberlinia *
Julbernardia
Microberlinia
Monopetalanthus
Paramacrolobium *
Pelligriniodendron *
Tetraberlinia
Toubaouate
Pericopsis

Uapaca *

Gnetum

Faurea

Manilkara

Leptolaena

Sarcolaena
Schizolaena

Xyloolaena

36

11

12

28

11

20

[\

50

18

20

13

11
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36

21

60

27

100

25

100

100

66

100

33

22

100

5,5

10

33

66

42,8

20
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TOTAL 353 91 25,4

*Genres ayant au moins une espéce a ectomycorhize en Afrique de 1’Ouest (Source :

récapitulatif du tableau 1).

4. DISTRIBUTION PHYTOGEOGRAPHIQUE DES ARBRES ECTOTROPHES EN AFRIQUE

TROPICALE

En Afrique tropicale, les arbres ectotrophes sont distribués principalement dans la région
guinéo-congolaise et dans une moindre mesure dans les régions zambézienne et soudanienne
au sens de White (1983). La région guin€o-congolaise comporte des foréts denses
ombrophiles sempervirentes ou semi-sempervirentes et des galeries forestieres (Schnell,
1986). Dans les foréts ombrophiles sempervirentes de basse altitude, les Caesalpinioideae a
ECM peuvent constituer des groupements floristiques dominants (Schnell, 1986). C'est le cas
des foréts a Gilbertiodendron dewevrei, Julbernardia seretii et Brachystegia laurentii qui
constituent 96 % de la strate supérieure du massif forestier congolais. C'est dans cette région

que se trouve d’ailleurs le plus grand nombre de Caesalpinioideae 8 ECM (Thoen, 1993).

La région zambézienne est dominée par des groupements herbeux xériques et des foréts
claires (Schnell, 1986). Les foréts claires sont dominées par des Caesalpinioideae
arborescentes ectotrophes dont le comportement est souvent grégaire. Au sud de 1'équateur
(domaine zambézien), les foréts claires du miombo sont plus diversifiées et constituent de
vastes massifs forestiers dominés par plusieurs espéces du genre Brachystegia, Isoberlinia,
Julbernardia, Afzelia, Uapaca, Monotes et Marguesia (Schnell, 1986). Au nord de 1'équateur
(domaine soudanien), les foréts claires sont moins diversifiées et forment des ilots restreints et
parfois épars dans les savanes. Elles sont dominées par des essences comme |soberlinia,
Monotes et Uapaca, et couvrent environ 12 % de la surface du continent. Dans d'autres
régions du monde, les foréts claires existent notamment en Asie du Sud-Est et sont dominées
par des Dipterocarpaceae ectotrophes qui manifestent un grégarisme comparable a celui des
Caesalpinioideae ectotrophes des foréts claires d'Afrique tropicale (de Alwis et Abeynayake,

1980 ; Hogberg et Nylund, 1981).
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Des arbres a ECM sont observés sporadiquement dans les zones de transition des régions
phytogéographiques. Par exemple, en Afrique de I’Ouest, A. africana et U. guineensis sont
des especes de transition entre la zone guinéo-congolaise et la zone soudanienne (Thoen et
B4, 1989). Les ECM sont absentes de la zone sahélienne ou dominent les arbres possédant des

MA.

5. MONODOMINANCE DES ARBRES ECTOTROPHES EN AFRIQUE TROPICALE

Dans les écosystémes forestiers, il semble que la diversité des champignons mycorhiziens ne
refléte pas la diversité des types de mycorhizes chez les plantes (Malloch et al., 1980 ; Allen
et al., 1995). En effet, 'endotrophie, avec environ 200 espéces de champignons, est répandue
dans des foréts tropicales trés diversifiées alors que I'ectotrophie, avec plus de 20 000 especes
de champignons, se rencontre plutdt dans des foréts tempérées et boréales relativement
pauvres en especes (Allen et al., 1995). Cela suggere que le type de mycorhize pourrait
réguler la diversité des espéces végétales. Dans une expérience en pot ou 1’on controle la
composition de la microflore du sol, il a ét¢ démontré que la structure de la communauté des
Glomales détermine celle d’une douzaine d’espéces végétales calcicoles (van der Heijden et
al., 1998). La distribution des deux types de mycorhizes pourrait également suivre le niveau
de fertilit¢ des sols (Malloch et al., 1980 ; Janos, 1983 ; Hogberg, 1986). L'ectotrophie
prédominerait dans les sols riches en matic¢re organique et l'endotrophie serait fréquente dans
les sols pauvres (Allen et al., 1995). Cette hypothese repose sur I’aptitude des champignons
ectomycorhiziens a utiliser des formes d’azote et de phosphore organiques inaccessibles aux
champignons mycorhiziens a arbuscules (Abuzinadah et Read, 1986 ; Read et Perez-Moreno,
2003 ; Courty et al., 2005). Elle n’est, cependant, pas toujours vérifiée car des champignons
ectomycorhiziens sont parfois présents indifféremment dans des sols riches en azote minéral
ou organique (Brearley et al., 2005). En effet, les ECM ne différent pas des MA par leur
capacité a utiliser différentes sources d’azote organique ou minéral marqué au "N (Hogberg
et Alexander, 1995). Dans des foréts néotropicales de Guyana, les ECM ne participent pas
directement a la décomposition de la matiére organique, mais contribuent significativement a
la régénération des semis de 1’espéce dominante, D. corymbosa, probablement par le biais des
réseaux ectomycorhiziens (Mayor et Henkel, 2005 ; McGuire, 2007). Dans des foréts du Sud-
Est asiatique, les Dipterocarpaceae 8 ECM poussent sur des sols pourtant pauvres en maticre

organique. C’est aussi le cas des Caesalpinioideae africaines (ex.: Brachystegiaspp.,
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Julbernardia spp.) qui dominent en nombre d'individus, mais aussi en surface boisée dans les
foréts claires du miombo en Afrique de I’Est (Backéus et al., 2006). En Afrique de I’Ouest,
A. africana se développe sur des sols pauvres en matiére organique, alors que U. guineensis
qui posseéde les deux types de symbiose mycorhizienne croit dans des sols hydromorphes
riches en litiere peu décomposée (Thoen et Ba, 1989). De plus, la proportion des MA et des
ECM sur des Caesalpinioideae est similaire dans différents horizons (organique, minéral,
litiere) d’un méme sol (Moyersoen et al., 1998). La dominance des ECM ne serait donc pas
liée a la matiére organique du sol des foréts tropicales (Moyersoen et al., 2001). Une autre
hypothése suggere que les Caesalpinioideae auraient un avantage comparatif grice a une
production massive de grosses graines riches en réserves qui faciliteraient 1’établissement des
plantules en sous-bois (Alexander et Lee, 2005). En plus des réseaux ectomycorhiziens que
les plantules établissent avec les adultes, les réserves cotylédonnaires leur conféreraient une
aptitude a régénérer en sous-bois ou la lumicre et les ressources nutritives seraient limitantes
pour des espéces a petites graines (Torti et al., 2001 ; Green et Newbery, 2001 ; Mayor et
Henkel, 2005; McGuire, 2007). C’est le cas notamment de la Caesalpinioideae,
Gilbertiodendron dewevrei, endémique dans le bassin du Congo. En Afrique centrale, cet
arbre a ECM constitue des groupements floristiques homogeénes souvent dominants dans les
foréts ombrophiles sempervirentes (Schnell, 1986). Il constitue des peuplements
monospécifiques qui peuvent occuper localement jusqu’a 90 % de la strate arborescente sur
des centaines d’hectares du massif forestier congolais (Hart et al., 1989 ; Hart, 1995). Les
foréts a G. dewevrel sont entourées de plusieurs types de foréts mixtes comportant des
especes d'arbres et de grands arbustes a MA. G. dewevrei, communément appelé « ekobem »
au Cameroun, est un arbre qui peut atteindre 30 & 40 m de hauteur. Il a un tempérament
d’essence d’ombre, produisant des graines lourdes, ne pouvant régénérer que dans la
pénombre des foréts denses et humides. G. dewevrei constitue a lui seul des foréts de trés
grande surface dans la région congolaise centrale et qui s’étend dans 1’est du Gabon et dans le
sud-est du Cameroun sur de grandes distances en suivant les vallées (Aubréville, 1957). Les
déterminants de la monospécificité des peuplements a G. dewevrel sont encore peu connus
(Hart, 1995 ; Gross €t al., 2000 ; Haug et al., 2004). Plusieurs hypothéses ont été proposées
pour expliquer la monospécificité des peuplements purs a G. dewevrei. Les cimes de cet arbre
sont densément feuillues et le sous-bois est sombre. La régénération a partir des graines, en
dépit de la faible luminosité, est plus abondante que les rejets de souches. L’environnement de
sous-bois (ex.: faible luminosité, litiere foliaire épaisse, carence des sols en azote et

phosphore minéral) limiterait la concurrence des espéces végétales héliophiles et exigeantes
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en nutriments (Torti et al., 2001). G. dewevrei posséde aussi des graines lourdes (4 a 5 cm de
diamétre, 18 a 26 g en poids sec) qui, du fait de ses réserves, s’enracinerait plus facilement a
travers la litiere épaisse (5 a 13 cm) que les arbres a petites graines. De plus, en période de
fructification intense, la production massive des graines lourdes couvrirait les besoins des
prédateurs tout en maintenant une abondante régénération (Blacke et Fay, 1997 ; Hart, 1995).
On peut concevoir, en effet, que G. dewevrei, a graines lourdes, a régénération abondante, peu
exigeantes en nutriments, se développant dans des sous-bois sombres, puisse s’établir et
limiter la concurrence des essences héliophiles. Dans la pénombre du sous-bois, les plantules
de G. dewevrei sont colonisées par des champignons ectomycorhiziens (Torti et Coley, 1999).
Elles se nourriraient d’abord de leurs cotylédons qui persistent jusqu’a 4 semaines. Une fois
ces derniers épuisés de leurs réserves, les plantules deviendraient alors tributaires des
nutriments du sol, donc des ECM pour leur croissance. Pour s’alimenter en nutriments, les
plantules, grace aux ECM, pourraient avoir acces aussi bien aux formes d’azote, de carbone et
de phosphore organiques que minérales (Courty et al., 2005). Toutefois, Mayor et
Henkel (2005) ont montré que les ECM de Dicymbe Corymbosa, une autre Caesalpinioideae
monospécifique dans les Guyanes, ne mobiliseraient pas les formes organiques des éléments
issus de la litiére. On peut donc émettre 1’hypothése que les plantules de G. dewevrei, pour
avoir acces au carbone dans la pénombre des foréts, se connecteraient aux réseaux

ectomycorhiziens des arbres meres. Cette hypothése reste a vérifier.

6. DIVERSITE DES CHAMPIGNONS ECTOMYCORHIZIENS ET DES ECTOMYCORHIZES

D’aprés des données de la littérature (Buyck et al., 1996), la découverte des premiers
champignons potentiellement ectomycorhiziens en Afrique tropicale date des travaux de
Hennings (1895). 11 existe deux flores de référence sur les champignons d’Afrique tropicale :
la Flore illustrée des champignons d’ Afrique centrale (17 fascicules) qui fait suite a la Flore
iconographigue des champignons du Congo (17 fascicules). Les travaux de Beeli (1935) sur
les amanites, de Heinemann (1954, 1959, 1966) sur les bolets, les chanterelles et les
tricholomes, de Corner et Heinemann (1967) sur les Thelephora et les clavaires, de
Heim (1955) sur les lactaires, de Dissing et Lange (1963, 1964) sur les sclérodermes et de
Buyck (1993) sur les russules, sont a la base des deux flores fongiques. La plupart des
champignons ectomycorhiziens ont été récoltés au voisinage de Gilbertiodendron spp.,

Brachystegia spp. et Julbernardia spp. (Buyck, 1993). Les ECM ont été décrites un peu plus
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tard sur Gilbertiodendron dewevrei et Gnetum africanum (Fassi, 1957 ; Peyronel et Fassi,
1957). C’est d’ailleurs sur G. africanum, espece lianescente d’un grand intérét alimentaire,
qu’un lien formel a été établi pour la premicére fois en Afrique tropicale entre des ECM jaune

vif et un champignon ectomycorhizien, Scleroderma sp. (Fassi, 1957).

Les champignons d'Afrique de 1'Ouest ont fait I'objet de beaucoup moins d'attention que ceux
d’Afrique centrale méme si quelques relevés mycologiques €taient disponibles (Heim, 1955).
Il n’existe pas de flore ouest-africaine équivalente a celle des champignons d’Afrique
centrale. Depuis 1985, des inventaires mycologiques ont été effectués au voisinage des arbres
a ECM dans des foréts du Sénégal, de Guinée et du Burkina Faso (Ba, 1986 ; Thoen et Ba,
1987, 1989 ; Thoen et Ducousso, 1989a, b ; Sanon et al., 1997 ; B4 et al., 2000 ; Riviére et
al., 2007 ; Sanon et al., 2009 ; Diédhiou et al., 2010).

6.1. DIVERSITE DES CHAMPIGNONS ECTOMYCORHIZIENS

Les champignons ectomycorhiziens sont relativement bien connus dans les foréts tempérées
et boré¢ales (Smith et Read, 2008). Par contre, on dispose de beaucoup moins d’informations

sur les champignons ectomycorhiziens en Afrique tropicale.

En Afrique de I’Ouest, des genres ont été recherchés (ex.: Russula, Lactarius, Amanita,
Boletus, Cantharellus, Scleroderma), en particulier ceux qui sont connus pour &tre
ectomycorhiziens en région tempérée et dans d'autres régions tropicales (Trappe, 1962 ;
Watling et Lee, 1995 ; Yokota et al., 1996). Il est apparu que le nombre de champignons
récoltés ¢tait tout a fait remarquable en Afrique de 1’Ouest. Nous avons identifié
158 sporophores appartenant a des champignons différents et fructifiant au voisinage des
17 plantes hotes inventoriées (tabl. 3 et4). Les sporophores appartiennent a 8 ordres et a
24 genres. La majorité des sporophores a été récoltée en Guinée forestiere. La description
morphologique des champignons de Guinée forestiére est en accord avec les résultats de
I’analyse phylogénétique de la région ML5/ML6 de la grande sous-unit¢ de 1’ADN
mitochondrial (fig. 2). L’arbre phylogénétique comporte six clades (Cortinariales et
Hymenochaetales ne sont pas représentés) dans lesquels se trouvent les sporophores décrits
macroscopiquement. Les genres les plus représentés sont les Russula (33 espéces), Amanita
(29 especes) et Lactarius (19 espéces). Ces trois genres représentent a eux seuls plus de la

moitié des especes récoltées sous les arbres ectotrophes. Le genre Russula comporte le plus
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grand nombre d’especes décrites en Afrique de 1’Ouest et certaines d’entre elles ont été
¢galement décrites en Afrique de I’Est et du Centre (Buyck et al., 1996). De plus, les russules
africaines sont différentes des russules européennes. En considérant le nombre d’especes
décrites en Afrique et les caractéres primitifs d’un grand nombre d’entre elles, Buyck (1993)

suggere que les russules seraient d’origine africaine.

Fig. 2. Arbre phylogénétique de maximum de vraissemblance des séquences
mitochondriales ML5/ML6 des champignons récoltés en Guinée forestiere. Les bootstraps

supérieurs a 50 % sont représentés (Source : Riviere et al., 2007).
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Les champignons récoltés sont généralement épigés, mais il en existe aussi qui sont hypogés

comme ceux qui ont été signalés pour la premiére fois en Afrique tropicale (Thoen et Ba,
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1987, 1989 ; Sanon et al., 1997). Il s'agit des genres Austrogautiera et Elasmomyces
fructifiant uniquement sous U. guineensis, alors que le genre Sclerogaster est commun aux
Caesalpinioideae, Dipterocarpaceae et Phyllanthaceae. Cing espéces de champignons hypogés
ont été récoltées au total, ce qui laisse penser qu’ils sont sans doute mieux représentés en
Afrique tropicale qu’on ne I’admettait auparavant (Thoen et Ducousso, 1989a). Cependant, de
nombreux champignons restent encore indéterminés en raison du peu d’ouvrages en
mycologie sur les champignons ouest-africains. La plupart des champignons constituent sans
doute de nouvelles especes et nécessitent de nouvelles récoltes afin de compléter les
descriptions. Trois nouvelles espéces ont été formellement identifiées en Guinée forestiere
(Ba et al., 2000 ; Riviere et al., 2007). 11 s’agit de Russula sect. nov. Archaeinasp. (C53),
Russula sp. nov. aff. Sesenagula (C366) et Lactarius sect. Plinthogali sp. nov. (C13).

Tableau 3. Liste des sporophores et des ectomycorhizes récoltés au Burkina Faso, en Guinée

et au Sénégal.

Ordre, Espéce N° Herb.  N° acc. des séq. BF GF GFD SE
ML5/ML6
Amanitales
Amanita annulatovaginata Beeli C72 AM117709 - + - -
A. cf. annulatovaginata Beeli C7659 - - - + -
A. baccata (Fr.) Gillet C7956 - - - + -
A. crassiconus Bas C7976 - - - + +
A. cf. crassiconus Bas C7664 - + - - -
A. cf. fulvopulverulenta Beeli C7957 - - - + -
A. aff. griseofloccosa C19 - - + - -
A. hemibapha (Berk. & Br.) Sacc. CIR25, - + - - +
C7658
A. cf. lanosa Bas C49 AM117686 - + - -
A. cf. lanosula Bas C7905 - - - + .
A. aff. rubescens (Pers: Fr.) S. C7487, - - + - +
Gray Cl12
Amanita sp. 1 CIR67 - + - - -
Amanita sp. 2 CIR26 - + - - -
Amanita sp. 3 C601 = AM117697 - + - -
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Amanita sp.
Amanita sp.
Amanita sp.
Amanita sp.

Amanita sp.

O 0 9 N »n b~

Amanita sp.
Amanita sp. 10
Amanita sp. 11
Amanita sp. 12
Amanita sp. 13
Amanita sp. 14
Amanitasp. 15
Amanitasp. 16
Amanitasp. 17
Amanita sp. 18

Amanitasp. 19

Boletales

Austrogautiera sp.*

Boletellus cf. lepidospora Gilb.
Boletellussp. 1
Boletellus sp. 2
Boletellus sp. 3
Boletellus sp. 4
Boletellussp. 5
Boletellus sp. 6
Boletussp. 1

Boletus sp. 2

Boletus sp.

Boletussp. 3

Boletus sp. 4
Boletussp. 5
Champignon bolétoide
Champignon bolétoide

E19
C342
C294
C314
C322
C352
C378
C288
C315
C291
C173
C7907
C7897
C7644
C7648
C7672
C7674

CIR29,
C7700
C7989
CIR19
CIR48
CIRS2
CIR53
CIR65
C7518
C39
C364
C661
C510
C332
C170
E160
E2

AM117668
AMI117651
AM117657
AM117659
AM117669
AM117682
AM117647
AM117658
AM117648
AM117636

AM117683
AM117675
AMI117701
AM117689
AM117635
AM117625
AM117622
AM117627

+ + o+ o+ o+ 4+ o+ o+

+

+ + o+ o+ o+ 4+ o+ o+
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Champignon bolétoide
Chalciporus sp.

Gyrodon cupreus Heinem

G. intermedius (Pat.) Sing.
Gyroporus microsporus (Sing.) &
Grinl.) Heinem. & Rammeloo var.
congolensis (Heinem.) Heinem. &
Rammeloo

Leccinumssp. 1

Leccinum sp. 2

Leccinumssp. 3

Leccinum sp. 4

Leccinumsp. 5

Mucilopilus sp.

Porphyrellus niger Heinem. &
Gooss

Porphyrellus sp.

Pulveroboletus aff. Tritinensis
Heinem.

P. ravendlii (Berk. & Curt.) Murr.
Scleroderma dictyosporum Pat.

S. verrucosum Pers.

Scleroderma sp. 1
Scleroderma sp. 2

Scleroderma sp. 3

Scleroderma sp. 4

Scleroderma sp. 5

Sclerodermasp. 6

E319
C365
C7460
C7579
C7613

C573
=E223
C32
=E32
C570
C59
C7990
C7964
C7875

C7969
C7461

C7977
CIR215,
C7906,
C7510
CIR501,
C7921,
C7508
CIR406
CIR100
C156
=E119
C157
=E17
C302
C22

AM117628
AMI117676

AM117726

AM117665

AM117693
AM117696

AJ509787

AJ509788

AMI117611

AMI117612

AM117653
AM117643
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Slerodermasp. 7
Slerodermasp. 8
Sclerodermataceac
Sclerodermataceae
Sclerodermataceae
Sclerodermataceae
Sclerodermataceae
Sclerodermataceae
Sclerodermataceae
Sclerogaster sp. 1 *
Sclerogaster sp. 2 *
Sclerogaster sp. 3 *
Strobilomyces costatispora
(Beeli) Gilb.

S aff. echinatus

S luteolus Heinem.
Strobilomyces sp. 1
Srobilomyces sp. 2

Strobilomyces sp. 3
Tubosaeta brunneosetosa (Sing.)
+ Horak

Tylopilus cf. tenuis Heinem.

Tylopilus sp.
Xerocomus aff. hypoxanthus
Singer

X. spinulosus Heinem. & Goos.

X. subspinulosus Heinem.

X. aff. subspinulosus Heinem.
Xerocomus sp. 1

Xerocomus sp. 2

=E22
C109
C296
E9
E124
E137
Ebl
Ea3
Eal
Eb2
CIR34
C7958
C7660
C7506

C61
C7892
CIR40

C363
=ES53
C7896

CIR17a,

Cl6
C7893,
C7462,
C7891
C7908

C24,
C7491
C7514
CIR66,
C7489,
C7965

C40

C358
C7895

AM117605
AM117634
AM117633
AM117723
AM117618
AJ509791
AJ509803
AJ509799
AJ509793

AM117674

AMI117614

AMI117672

+ + o+ o+ o+
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Xerocomus sp. 3

Cantharellales
Cantharellus congolensis Beeli

C. pseudofriesii Heinem.

C. rufopunctatus (Beeli) Heinem.

Cortinariales

Inocybe sp. 1

Inocybe sp. 2

Inocybe sp. 3

Inocybe sp. 4

Inocybe sp. 5

Inocybe sp. 6
Champignon cortinarioide

Champignon cortinarioide

Hymenochaetales
Coltricia cinnamomea  (Pers.)
Murr.

Russulales

Elasmomyces sp.*

Lactarius annulatoangustifolius
L. cf. brunnescens

L. cf. caperatus Heim & Goos.

Lactarius gymnocar pus Heinem.

L. goossensiae

L. hispidus

L. melanogalus

L. pelliculatus

L. sect. Plinthogali sp. nov.

C7974

C7879
CIR28,
C7962,
C7654
C7971

CIR10
CIR11
C7961
C7978
C7657
C7561
Ea2
Ec4

C7859

C7652
C360
C63
C8065
CIR23,
C842,
C7966,
C7605
C320
C151
C350
C62
C13

AJ509800
AJ509797

AM117673
AM117699

AMI117717

AM117608
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L. aff. pulchrispermus
L. ruvubuensis

L. zenkeri P. Henn.
Lactariussp. 1
Lactarius sp. 2
Lactariussp. 3

Lactariussp. 4

Lactariussp. 5
Lactariussp. 6

Lactariussp. 7

Russula annulata Heinem.

R. aff. annulata Heinem.
R cellulata

R. congoana

R. discopus

R. liberiensis

R. meleagris

R. parasitica

R. aff. parasitica
R. aff. pruinata

R. cf. radicans

Russula sect. nov. Archaeina sp.

Russula sp. nov. aff. sesenagula

Russula sp. 1
Russula sp.
Russula sp.
Russula sp.
Russula sp.
Russula sp.

Russula sp.

(o I )Y, B S VS B N

Russula sp.

Russula sp. 9

=E13
C158
C305
C7618
CIR64
CIR68
C19%4
C703
=E25
C7968
C7662
C7606
CIR46
C189
C373
Cl4 =
E20
C293
C183
C292
C2
C728
C312
Cs1
Cs3
C366
CIR14
CIR62
C597
C357
Cl1
C621
C372
C7=
El121
C353

AM117613
AM117654

AM117640
AM117706

AM117639
AMI117681
AM117609

AM117650
AM117638
AM117648
AM117652
AMI117708
AM117708
AM117690
AM117691
AM117677

AM117695
AMI117671
AM117606
AM117698
AM117680
AM117713

AMI117670

+ + + + o+ 4+ o+ o+ 4+
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Russula sp. 10

Russula sp. 11

Russula sp. 12
Russula sp. 13
Russula sp. 14
Russula sp. 15
Russula sp. 16
Russula sp. 17
Russula sp. 18
Russula sp. 19
Russula sp. 20

Champignon russuloide

Thelephorales
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Tomentella/Thelephora
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide
Champignon théléphoroide

C6
C334 =
E334
C7988
C7970
C7519
C7581
C7633
C7509
C7507
C7580
C7670
E18

E21
E42
EO01
E128
E51
E138
E130
E139
E134
E148
E55
E82
C30
Ec3
Exm
Eb5
Ec5
Eb4
Ea5
Eb3
Ec2

AMI117704
AM117667

AM117623

AM117624
AM117629
AM117722
AMI117615
AM117630
AMI117618
AMI117616
AM117620
AMI117617
AMI117621
AMI117631
AM117632
AM117655
AJ509796
AJ509789
AJ509790
AJ509798
AJ509794
AJ509802
AJ509792
AJ509795

+ + o+ o+

+

+ + + o+

+

+ + + + + + o+ o+

203

Sommaire



Champignon théléphoroide Ea4 AJ509801 - - - +
Tricholomatales

Tricholoma sp. 1 C331 AM117666 - + - -

Tricholoma sp. 2 C327 AM117662 - + - -

Tricholoma sp. 3 C572 AM117694 - + - -

Champignon tricholomatoide C324a AMI117661 - + - -

Champignon tricholomatoide C369 AMI117678 - + - -

Champignon tricholomatoide C323 AM117660 - + - -

Champignon tricholomatoide C328 AM117663 - + - -

Total = 193 taxons 27 100 33 58

(+) Présence ; (-) absence. BF = Burkina Faso; GF = Guinée foresticre ; GDF = Guinée
Fouta-Djalon; SE =Sénégal. C =sporophore; E =ectomycorhize; (*) Champignons
hypogés. (Source : Thoen et Ba, 1989 ; Thoen et Ducousso, 1989a ; Sanon et al., 1997 ; Ba et
al., 2000 ; Diédhiou et al., 2004 ; Riviere et al., 2007).

Tableau 4. Diversité des sporophores associés aux arbres natifs d’Afrique de 1’Ouest (Burkina

Faso, Guinée et Sénégal).

Basidiomycéte
Ordre Famille Genre Espece
Amanitales Amanitaceae Amanita 29
Boletales Boletaceae Austrogautiera 1
Boletellus 7
Boletus 6
Chalciporus 1
Gyrodon 2
Gyroporus 1
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Leccinum 5

Mucilopilus 1

Porphyrellus 2

Pulveroboletus 2

Scleroderma 11

Sclerogaster 3

Strobilomyces 6

Tubosaeta 1

Tylopilus 2

Xerocomus 7

Cantharellales Cantharellaceae Cantharellus 3

Cortinariales Inocybaceae Inocybe 6

Hymenochaetales Hymenochetaceae Coltricia 1
Russulales Russulaceae Russula 33
Lactarius 19

Elasmomyces 1

Thelephorales Thelephoraceae Thelephora/Tomentella 1

Tricholomatales Tricholomataceae Tricholoma 7
Total 158

(Source : Thoen et Ba, 1989 ; Thoen et Ducousso, 1989a ; Sanon €t al., 1997 ; Ba et al.,
2000 ; Riviére et al., 2007 ; Sanon et al., 2009)
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Les communautés de champignons ectomycorhiziens ont d’abord été¢ décrites et étudiées sur
la base d’inventaires de sporophores dans les régions tempérées et tropicales (Molina et al.,
1992 ; Thoen et Ba, 1989 ; Sanon et al., 1997 ; Sanon et al., 2009). L’avantage de cette
approche réside dans la simplicité d’échantillonnage sans trop perturber le milieu et dans
I’identification de I’espece fongique a partir de la description des sporophores. Elle a,
cependant, 1’inconvénient de nécessiter plusieurs récoltes dans 1’année et d’une année a une
autre pour prendre en compte les champignons qui ne fructifient pas réguliérement. Par
exemple, en Afrique de I’Ouest, des champignons comme les sclérodermes fructifient pendant
toute la saison des pluies alors que C. cinnamomea fructifie uniquement en fin de saison des
pluies (Thoen et Ba, 1989 ; Sanon et al., 1997). Il existe donc une phénologie dans la
fructification de certains champignons sous un climat caractérisé¢ par une saison des pluies
trés courte et une irrégularité des précipitations dans le temps et dans I'espace. Une bonne
connaissance de la dynamique d'apparition des sporophores devrait permettre d'améliorer les
conditions de récolte des sporophores dont l'intégrité¢ est nécessaire pour l'identification et
l'isolement. La production de sporophores est un processus encore mal compris qui dépend du
cumul des précipitations et de 1’age des peuplements forestiers (Fleming, 1985 ; Lilleskov et
Bruns, 2003). L’abondance en espéces fongiques récoltées dans les différents sites serait a
relier avec le type forestier (ex. : forét sempervirente), le nombre d’arbres a ectomycorhizes et
le climat (ex.: cumul et répartition des précipitations, durée de la saison des pluies). La
Guinée foresticre est, en effet, plus riche en espeéces fongiques que tous les autres sites
forestiers. Il faut tout de méme rester prudent dans 1’interprétation des relevés mycologiques,
car les surfaces prospectées et le nombre de jours passés sur le terrain sont différents selon les
sites. A cet égard, il est a noter que le nombre d’espéces récoltées dans le Fouta-Djalon est
probablement sous-estimé, car les récoltes ont été réalisées pendant une dizaine de jours

(Thoen et Ducousso, 1989a).

Les champignons récoltés fructifient exclusivement sous les arbres a ECM (Thoen et Ba
1987, 1989 ; Thoen et Ducousso, 1989a ; Sanon €t al., 1997 ; B4 et al., 2000 ; Riviére €t al.,
2007). On peut donc considérer comme probable le caractere ectomycorhizien de ces
champignons. On a également observé des variations dans le spectre d’hdtes des champignons
ectomycorhiziens (tabl. 5). Par exemple, R annulata présente un spectre d’hotes trés large
alors que X. hypoxanthus a un spectre limit¢é a U. guineensis. Entre ces deux situations

extrémes existent des niveaux intermédiaires de spécificité.
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Tableau 5. Champignons communs aux arbres ectotrophes du Burkina Faso, de Guinée et du

Sénégal.

Espéces fongiques Plantes hotes Pays
Amanita crassiconus Bas Aa, Uc GFD, SE
Amanita hemibapha (Berk. & Br.) Sacc. Aa, |da, Ido, Us BF, SE
Cantharellus pseudofriesii Heinem. Aa, Ac, lda, Ido, Mk, Ug, Us BF, GFD, SE
Coltricia cinnamomea (Pers.) Murr. Aa, Am, Ct, Ida, Ido, Ug, U sp. BF, GF, SE

Lactarius gymnocarpus Heim

Russula annulata Heim

Aa, Ac, Ida, I1do, Mk, Ug, Uh, Us
Ab, Af, Am, Ct, GI, Pc, Uc, Ue, Ug, Uh

BF, GF, GFD, SE
BF, GF, GFD, SE

Russula discopus Heim Ug, Uh GF, GFD, SE
Scleroderma dictyosporum Pat. Aa, Abr, Ac, Ida, Ido, Mk, Ug, Us BF, GFD, SE
Scleroderma verrucosum Pers. Aa, Abr, Ac, Ida, Ido, Mk, Ug, Us BF, GFD, SE
Tubosaeta brunneosetosa (Sing.) Horak Aa, Ida, Ido, GI, Pc, Uh, Ug BF, GF, GFD, SE
Xerocomus hypoxanthus Singer Ug GF, SE
Xerocomus subspinulosus Heinem. Aa, Ac, Ida, Ido, Ug BF, GFD, SE

BF = Burkina Faso ; GF = Guinée foresti¢re ; GDF = Guinée, Fouta-Djalon ; SE = Sénégal ;
Aa = Afzelia africana; Ab = Afzelia bella; Abr = Afzelia bracteata; Ac = Anthonotha
crassifolia ; Af = Anthonotha fragans ; Am = Anthonotha macrophylla ; Ct = Crysptosepalum
tetraphyllum; Gl = Gilbertiodendron limba ; Ida = Isoberlinia dalzéllii ; 1do = Isoberlinia
doka; Mk = Monotes kerstingii; Pc = Paramacrolobium coeruleum; Uc = Uapaca
chevalieri ; Ue= Uapaca esculenta ; Ug = Uapaca guineensis ; Uh = Uapaca heudelottii ; Us

= Uapaca somon ; U sp. = Uapaca sp.

(Source : Thoen et Ba, 1989 ; Thoen et Ducousso, 1989a ; Sanon et al., 1997 ; Ba et al.,
2000 ; Riviére et al., 2007)

Des observations de terrain ont permis d’établir dans certains cas un lien formel entre le pied
des sporophores et les ECM sous-jacentes grace en particulier a la couleur du mycélium
(Thoen et Ba, 1989). Citons, par exemple, les ECM jaune vif de U.guineensis et le
champignon hypogé Austrogautiera sp. L’observation a été facilitée par la proximité des
sporophores hypogés avec les ECM dans la motte de terre prélevée sous U. guineensis en
forét marécageuse. Par contre, il n'a pas été possible d'établir des connexions similaires entre
des sporophores épigés et des ECM d'A. africana dont les racines sont situées plus en
profondeur (Thoen et Ba, 1989 ; Sanon et al., 1997 ; Sanon et al., 2009). Des tests

macrochimiques sur le mycélium peuvent aussi constituer un outil pour relier les ECM et les
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sporophores. Par exemple, des ECM et des sporophores de S dictyosporum bleuissent
spécifiquement sous l'action de 1'acide sulfurique a 95 % (B4, 1990). L'odeur caractéristique
des sclérodermes est la méme que celle des ECM mais, dans ce cas, on ne peut pas distinguer
les différentes especes de sclérodermes. Cette approche de terrain est certes importante, mais
souvent subjective et empirique pour confirmer le statut symbiotique des champignons. Elle
est a compléter soit par des synthéses mycorhiziennes, soit par [’utilisation d’outils
moléculaires pour relier les sporophores aux ECM. Des synthéses mycorhiziennes ont, en
effet, permis de confirmer le statut symbiotique de certains champignons. Cependant, la
majorité des champignons (ex. : russules, lactaires, amanites), pour n’en citer que quelques-
uns, n’est pas cultivable. De plus, certains champignons comme les Thelephoraceae fructifient
peu ou pas. Par conséquent, une étude des communautés de champignons ectomycorhiziens

est incompléte si elle est basée uniquement sur la description des sporophores.

La plupart des champignons récoltés en Afrique de 1’Ouest présentent une grande distribution
en Afrique tropicale (tabl. 6). Par exemple, S dictyosporum et S. verrucosum sont répertoriés
dans toutes les régions phytogéographiques et dans tous les types forestiers, quel que soit le
niveau des précipitations. Ils ont aussi une distribution pantropicale dans des foréts tropicales
d’Asie du Sud-Est (Watling, 1993 ; Watling et Lee, 1995 ; Yokota et al., 1996 ; Sims et al.,
1999 ; Sanon et al., 2009). Des familles de champignons ectomycorhiziens des régions
tempérées sont, par contre, moins représentées en Afrique tropicale. C’est le cas des
Tricholomatales représentés par le genre Tricholoma et des Cortinariales par les genres
Inocybe et Cortinarius (Thoen et Ba, 1989 ; Onguene, 2000 ; Riviére et al., 2007). Les deux

ordres seraient adaptés aux climats froids (Buyck et al., 1996).

Tableau 6. Distribution africaine, habitats et plantes hdtes de quelques champignons

ectomycorhiziens récoltés au Burkina Faso, en Guinée et au Sénégal.

Especes fongiques Types forestiers, plantes hotes Pays
Amanita annulatovaginata Beeli Forét sempervirente ? Cameroun
Amanita crassiconus Bas Forét sempervirente, forét claire ? Nigeria
Amanita rubescens (Pers. : Fr.) S. F. Gray Forét sempervirente ? Cameroun
Cantharellus congolensis Beeli Forét sempervirente, Macrolobium sp. RDC, Cameroun
Cantharellus rufopunctatus (Beeli) Heinem. Forét sempervirente, Gilbertiodendron RDC
dewevrei
Cantharellus pseudofriesii Heinem. Forét sempervirente, Macrolobium sp. RDC
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Coltricia cinnamomea (Pers.) Murr.

Gyrodon cupreus Heinem.

Gyroporus microsporus (Sing. & Grinl.)
Heinem & Rammeloo var. congolensis
Lactarius annulatoangustifolius Beeli
Lactarius pulchrispermus Beeli

Lactarius gymnocarpus Heim

Lactarius zenkeri P. Henn.
Porphyrellus niger Heinem. & Goos.

Russula annulata Heim

Russula discopus Heim

Russula liberiensis Sing.
Russula pseudopurpurea Buyck
Scleroderma dictyosporum Pat.

Scleroder ma verrucosum Pers.

Strobilomyces costatispora (Beeli) Gilb.
Srobilomyces echinatus Beeli
Srobilomyces luteolus Heinem.
Tubosaete brunneosetosa (Singer) Horak

Xerocomus spinulosus Heinem. & Goos.

Xerocomus subspinulosus Heinem.

Forét décidue ?

Forét claire ?

Forét sempervirente, Macrolobium sp.,
Forét claire, Brachystegia sp.
Forét sempervirente ?

Forét sempervirente ?

Forét sempervirente, forét claire ?

Forét sempervirente ?
Forét sempervirente, Macrolobium sp.

Forét sempervirente, forét claire ?

Forét sempervirente ?

Forét sempervirente ?

Forét sempervirente ?
Forét semi-décidue, forét claire ?

Forét semi-décidue, forét claire ?

Forét sempervirente, Macrolobium sp.
Forét sempervirente ?
Forét sempervirente ?

Forét sempervirente, forét claire,
Paramacrolobium sp.,
Brachystegia spp., Marquesia
macroura, Uapaca guineensis,
Gilbertiodendron dewevrei
Forét sempervirente ?

Forét sempervirente ?

Sommaire

Burundi, Kenya,
Sierra Leone,
Afrique du Sud,
Zambie
Ethiopie, Kenya,
Malawi, Ouganda
Burundi, Zambie,
RDC, Cameroun
Cameroun
Cameroun
Cameroun, RDC,
Tanzanie, Cote
d’Ivoire
Cameroun
RDC
Guinée, RDC,
Tanzanie
Cameroun
Cameroun, Liberia
Cameroun
Ghana, RDC
Ghana, Sierra
Leone, RDC,
Cameroun, RCA,
Afrique du Sud,
Zimbabwe
RDC
Cameroun
RDC

Cameroun, Liberia

RDC
RDC, Tanzanie

(?) Plantes hotes non signalées dans les pays de récolte ; RDC, République démocratique du

Congo ; RCA, République centrafricaine.
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(Source : Thoen et B4, 1989 ; Thoen et Ducousso, 1989a ; Buyck et al., 1996 ; Ba et al.,
2000 ; Onguene, 2000)

6.2. DIVERSITE DES ECTOMYCORHIZES

L’inventaire des ECM est une approche qui permet aussi d’accéder a la composition des
communautés fongiques (Agerer, 1991). En Afrique tropicale, les premiers morphotypes
ectomycorhiziens ont été décrits sur Gilbertiodendron dewevrei et Gnetum africanum dans
des foréts sempervirentes de la République démocratique du Congo (Fassi, 1957, 1960).
Plusieurs morphotypes ectomycorhiziens ont ensuite été décrits sur Brachystegia laurentii,
Afzelia bella, Anthonotha macrophylla, Paramacrolobium spp. et Julbernardia seretii (Fassi
et Fontana 1961, 1962). Jenik et Mensah (1967) ont décrit pour la premiére fois sur Afzelia
africana deux morphotypes différenciés par la couleur du manteau fongique. Hogberg et
Nylund (1981) puis Alexander et Hogberg (1986) ont également décrit plusieurs morphotypes
sur des Caesalpinioideae et Dipterocarpaceae africaines. Les morphotypes ont été caractérisés
par un manteau fongique relativement épais qui les différencie des ECM de zones tempérées.
Ces auteurs suggerent que l'importance du manteau fongique confére aux champignons une
plus grande aptitude a stocker des nutriments et a protéger les racines contre la dessiccation en
saison seche. Des observations effectuées au Sénégal et en Guinée révelent également une
grande diversité de morphotypes sur A. africana et Uapaca guineensis (Thoen et Ba, 1989 ;
Thoen et Ducousso, 1989a). Une description anatomique de 23 morphotypes
ectomycorhiziens sur U. guineensis et A. africana montre que le diamétre moyen des ECM et
I’épaisseur du manteau fongique sont sensiblement identiques chez les deux arbres (tabl. 7).
C’est pourquoi le pourcentage de surface occupée par le manteau fongique par rapport a la
surface des ECM est comparable en moyenne chez les deux espéces. La profondeur de
pénétration du réseau de Hartig est a peu preés la méme chez les deux arbres. Les cellules
épidermiques forment ainsi une assise palissadique dont le contenu est riche en composés
phénoliques notamment chez U. guineensis (Thoen et Ba, 1989). La plupart des ECM
posseédent des cordons mycéliens dont le réle serait important dans le transfert de I'eau et des
minéraux (Horton et al., 1999 ; He et al., 2004). La morphologie et la structure des ECM
d’A. africana et de U. guineensis sont trés proches de celles des ECM des régions tempérées
(Garbaye et al., 1986 ; Thoen et B4, 1989).
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Basée uniquement sur des caractéres morphologiques, I’identification des ECM reste tres

aléatoire d’autant que la couleur du manteau peut changer en fonction de 1’dge de la plante

hote ou de I’environnement (Thoen et Ba, 1989 ; Ba et al., 1991 ; Wurzburger et al., 2001).

Pour identifier la composante fongique des ECM, on peut relier les profils RFLP de I’ITS des

ECM a ceux des sporophores (fig. 3).

Figure 3. Profils RFLP communs des ITS de sporophores et d’ectomycorhizes digérés par les

enzymes de restriction Taq I et Hinf I ; puits 1 et 6, Russula sect. Archaeinae sp. nov. C53 ;

puits 2 et 7, ectomycorhizes E53 ; puits 3 et 8, Lactarius sect. Plinthogali sp. nov. C13;

puits 4 et 9, ectomycorhizes E13 ; M = marqueur de poids moléculaire (Source : Ba et al.,

2000).

Tableau 7. Description des morphotypes ectomycorhiziens d’Afzelia africana et de Uapaca

——
— ey
el
—
—
—— =

guineensis.

Ectomycorhizes A. africana (n = 10) U. guineensis (n = 13)
Diamétre des ectomycorhizes (m) 236-466 390-640
Moyenne (m) 328 488

Ecart-type (m) 88 79

Coefficient de variation (%) 27 16

Epaisseur du manteau fongique (m) 14-85 18-80

Moyenne (m) 50 47

Ecart-type (m) 24 16

Coefficient de variation (%) 48 34
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Surface du manteau fongique (en % de la 20-65 17-54
surface de I’ectomycorhize)

Moyenne (%) 50 35
Ecart-type (%) 14 9
Coefficient de variation (%) 28 26
Profondeur du réseau de Hartig (m) 18-30 15-68
Diameétre de racines (m) 166-314 304-550
Moyenne (m) 226 393
Ecart-type (m) 51 70
Coefficient de variation (%) 22 18
Nombre de couches de cellules corticales 2-3 4-5
Nombre de poles de xyléme 2 34

(Source : Thoen et Ba, 1989)

Sur les 193 taxons identifiés en Afrique de I’Ouest, seulement 12 ont été communs aux ECM
et sporophores (tabl. 3). La plupart des ECM ne formeraient pas de sporophores (cas des
Thelephoraceae) et ces derniers (cas des Amanitaceae) en majorité ne seraient pas reliés aux
ECM. Les Thelephoraceae sont les champignons les plus représentés parmi les ECM non
reliées aux sporophores, ce qui signifie qu’ils fructifient peu ou pas. Nous avons d’ailleurs
récolté jusqu’ici un seul sporophore de Thelephoraceae bien que des inventaires
mycologiques réalisés au Bénin montrent qu’on peut trouver plusieurs espéces de sporophores
de Thelephoraceaec (Tomentella furcata, T. capitata, T. africana et T. brunneocystidia) au
voisinage d’arbres potentiellement ectomycorhiziens (Yorou et Agerer, 2007 ; Yorou €t al.,
2007 ; Yorou et Agerer, 2008). Les Thelephoraceae investiraient davantage dans la croissance
végétative que dans la reproduction sexuée. Les Amanitaceae, les plus représentées parmi les
sporophores, sont absentes sur les racines de la plante hote a I’exception d’une espece. Ces
champignons investiraient plus dans la reproduction sexuée que dans la reproduction par voie
végétative. Quoi qu’il en soit, la diversité des sporophores ne refléte pas la diversité des ECM
dans des foréts tropicales humides et séches d’Afrique. Ce résultat est en accord avec les
¢tudes de diversité sur les communautés de champignons ectomycorhiziens dans les régions

tempérées et dans des foréts du Sud-Est asiatiques (Gardes et Bruns, 1996 ; Peay et al., 2009).

Outre les études de diversité, I’inventaire des ECM permet d’étudier la spécificité des taxons
fongiques en vérifiant dans quelle mesure les arbres meéres et plantules de différentes especes
peuvent partager un cortége ectomycorhizien commun et échanger des nutriments via des

réseaux ectomycorhiziens dans un écosystéme forestier. Dans cette optique, Diédhiou et
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al. (2010) ont analysé la diversit¢ des ECM de cinq arbres (A. fragans, A. macrophylla,
C. tetraphyllum, P. coeruleum et U. esculenta) et de leurs plantules vivant en communauté
dans une parcelle de 1600 m® de la forét humide de Ziama en Guinée forestiére (fig. 4).
L’objectif principal de cette étude visait a montrer que les arbres et leurs jeunes plantules
partageaient le méme cortége mycorhizien et échangeraient des nutriments (C et N).
L’analyse de la région ITS de I’ADNTr nucléaire de 293 ECM a permis de distinguer 39 taxons
appartenant a sept groupes fongiques (tabl.8 et9). Sur ces 39 taxons, 19 sont des
champignons a hotes multiples (champignons dits généralistes), identifiés au moins sur deux
especes de plantes, 9 sont des champignons a héte simple (champignons dits spécialistes au
moins deux fois), et 11 sont des singletons (champignons dits spécialistes rencontrés une
seule fois). Les champignons a hotes multiples sont plus abondants (89 %) que les
champignons a hote simple (7 %) et les singletons (4 %) réunis (fig.5). Parmi les
champignons a hotes multiples, le taxon Russulaceae #16 représente a lui seul 47 % des ECM
analysées alors que les autres especes fongiques ne dépassent guére 7 %. De plus, ce
champignon et d’autres a hotes multiples sont répertoriés au moins sur 3 espéces d’arbres et
leurs jeunes plants vivant dans le méme voisinage, ce qui suggere que ces derniers établiraient
des réseaux ectomycorhiziens entre les différentes espeéces d’arbres et leurs jeunes plants.
Cependant, on ne peut pas exclure 1’existence de plusieurs genets chez ces champignons.
L’utilisation de marqueurs moléculaires intraspécifiques, comme les microsatellites plus
discriminants que le séquengage de I'ITS, devrait le confirmer. Par ailleurs, 1’abondance de
certains champignons ne refléte pas leur statut d’hote simple ou multiple. Basidiomycota #3,
par exemple, est peu abondant (2 %), alors qu’il colonise toutes les especes de plantes hotes.
En considérant les champignons de tous les groupes confondus et pour chaque espéce de
plante hote, les analyses de raréfaction révelent que les jeunes plants ont une diversité plus
grande que les arbres, sauf pour Uapaca esculenta (fig. 6 et 7). L’analyse factorielle des
correspondances montre que les Boletaceae, Clavulinacea et Thelephoraceae tendent a
s’associer de préférence avec A.fragans, alors que les Russulaceae ne montrent pas de
préférence (fig. 8). En considérant uniquement les champignons a hotes multiples et en
combinant les 5 espéces de plantes, il apparait que les jeunes plants ont une plus grande
diversité de champignons comparés aux arbres. Par contre, si on considére uniquement les
champignons a hote simple, les arbres présentent une plus grande diversité de champignons
que les jeunes plants. On pourrait donc considérer la forét de Ziama comme une « nursery »
ou les jeunes plants auraient tendance a favoriser leurs associations avec des champignons a

hotes multiples de manicre a profiter du plus grand nombre d’espeéces d’arbres. Les arbres a
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leur tour favoriseraient plus les champignons a héte simple, afin de supporter un nombre
raisonnable de jeunes plants. Cela suggere également une spécialisation des plantes avec
I’age : champignons généralistes au stade de jeune plant et champignons spécialistes au stade
arbre. L’existence de réseaux ectomycorhiziens suggere également des transferts potentiels de
C et de N des arbres vers des jeunes plants dans la pénombre des foréts. Or cette hypothése
n’a pas ¢été¢ vérifice dans le cadre de cette étude. En effet, I’absence de différence entre
delta °C et "N des arbres et jeunes plants suggére 1’absence de transfert de C et N via les
réseaux ectomycorhiziens. Néanmoins, ces résultats doivent €tre interprétés avec prudence,
car la variabilité des signatures isotopiques est si forte que les éventuels faibles flux de

nutriments n’auraient pas été détectés.

Tableau 8. Nombre de racines échantillonnées, d’ectomycorhizes (ECM) analysées, et de
séquences ITS obtenues des arbres (a) et des jeunes plants (p) des cinq espéces d’arbres
(Anthonotha fragrans, A. macrophylla, Cryptosepalum tetraphyllum, Paramacrolobium

coeruleum, et Uapaca esculenta).

A. A. C. P. u.

fragrans macrophylla tetraphyllum coguleum esculenta

a p a p a p a p a p
Nombre d’individus 1 24 3 37 2 33 3 30 3 24
échantillonnés

Nombre de racines 30 34 30 37 30 46 30 41 30 32
prélevées

Nombre d’ECM analysées 34 36 31 39 33 49 32 43 30 35
Nombre d’ECM séquencées 32 30 21 27 22 40 26 38 25 32

Nombre de séquences ITS 32 31 22 28 22 41 26 41 28 32

obtenues

Nombre de taxons identifiés & 10 8 10 6 13 7 15 11 8
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Nombre de taxons apres 7,4 8,7 8,0 8,4 6,0 9,0 6,6 10,1 94 69

raréfaction a 22

(Source : Diédhiou et al., 2010)
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Figure 4. Positions des cinq espéces d’arbres (carré) et de leurs jeunes plants (cercle) ;
A. macrophylla (jaune), U.esculenta (vert), A.fragans (gris), P.coeruleum (bleu),
C. tetraphyllum (rouge), et sur 16 parcelles de 100 m* (A a P) dans la forét de Ziama en
Guinée forestiere. Les carrés barrés représentent les arbres sur lesquels les ectomycorhizes ont
¢été échantillonnées. La distribution spatiale des ectomycorhizes a été analysée seulement dans

4 de ces parcelles (B, G, L et O) (Source : Diédhiou et al., 2010).
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Tableau 9. Taxons fongiques identifiés des ectomycorhizes prélevées dans la forét de Ziama
en Guinée foresticre. Le résultat du BLAST indique le taxon le plus proche du champignon

dont la séquence d’ADN a été analysée.

Taxon Ne Résultat du Plantes Arbres Jeunes
d’accession BLAST dans hotes plants
dans Genbank
Genbank

Basidiomycota #1 AM113461 Basidiomycota Am, Ct + +

Basidiomycota #2 AM113462 Basidiomycota Ue + -

Basidiomycota #3 AM113463 Basidiomycota Af, Am, Ct, + +

Pc, Ue
Boletaceae #1 AM113453  Xerocomus Af, Am, + +
Pc, Ue

Boletaceae #2 AM113454 Boletaceae Af, Pc + +

Boletaceae #3 AM113455 Leccinum Af + -

Clavulinaceae #1 AM113459 Clavulina Af, Ct - +

Clavulinaceae #2 AM113460 Clavulinaceae Af - +

Russulaceae #1 AM113427 Russula Am, Ct, + +

Pc, Ue

Russulaceae #2 AM113428 Russulales Af, Pc + -

Russulaceae #3 AM113429 Russula Ct + -

Russulaceae #4 AM113430 Russula Am, Pc - +

Russulaceae #5 AM113431 Russulales Am, Ct, Pc + +

Russulaceae #6 AM113432 Russulales Ue + -

Russulaceae #7 AM113433 Russula Pc + -
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Russulaceae #8

Russulaceae #9

Russulaceae #10
Russulaceae #11
Russulaceae #12
Russulaceae #13
Russulaceae #14

Russulaceae #15

Russulaceae #16

Sclerodermataceae #1

Sclerodermataceae #2

Thelephoraceae #1
Thelephoraceae #2
Thelephoraceae #3
Thelephoraceae #4
Thelephoraceae #5

Thelephoraceae #6

Thelephoraceae #7

Thelephoraceae #8

AM113434

AM113435

AM113436

AM113437

AM113438

AM113439

AM113440

AM113441

AM113442

AM113464

AM113465

AM113443

AM113444

AM113445

AM113446

AM113447

AM113448

AM113449

AM113450

Russulales
Russulales
Lactarius

Russulales
Russulales
Russulales
Russulales

Lactarius

Russulales

Scleroderma

Scleroderma

Tomentella
Tomentella
Thelephoraceae
Thelephoraceae
Tomentella

Thelephoraceae

Thelephoraceae

Thelephoraceae

Ue
Ue
Pc
Ue
Pc, Ue
Ue

Af, Am, Ct,
Pc, Ue

Af, Am, Ct,
Pc, Ue

Am, Ct,
Ue

Af, Am, Ct,
Pc, Ue

Af

Am, Pc
Ct, Pc
Ct

Ct

Af, Am, Ct,
Pc, Ue

Af

Af, Am

218

Sommaire



Sommaire

Thelephoraceae #9 AM113451 Tomentella Pc - +

Thelephoraceae #10 AM113452 Thelephora Af, Am, Ct, + +
Pc, Ue

Tricholomataceae #1 =~ AM113456  Tricholomataceae Ue + -

Tricholomataceaec #2 ~ AM113457  Tricholoma Pc - +

Tricholomataceae #3 ~ AM113458 Mycena Am + -

(+) Présence ; (-) absence ; Anthonotha fragrans (Af), Anthonotha macrophylla (Am),
Cryptosepalum  tetraphyllum (Ct), Paramacrolobium coeruleum(Pc), et Uapaca
esculenta (Ue). (Source : Diédhiou et al., 2010)

Figure 5. Abondance des taxons fongiques a hotes multiples (valeurs au-dessus de zéro), des
taxons fongiques a hote simple et des singletons (valeurs en dessous de zéro) sur les arbres et
les jeunes plants seuls ou en commun. Pour des raisons de commodité, le taxon le plus

abondant, Russulaceae #16 (47 %), n’est pas représenté. (Source : Diédhiou et al., 2010)

8 = ECM des arbres
= ECM des jeunes plants
WIS ECM arbres et jeunes plants
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Taxons fongiques

1, Théléphoroide #6 ; 2, Théléphoroide #10 ; 3, Sclérodermatoide #2 ; 4, Russuloide #1 ; 5, Russuloide #15 ;
6, Théléphoroide #8 ; 7, Bolétoide #1 ; 8, Bolétoide #2; 9, Théléphoroide #3 ; 10, Basidiomycota #3 ;
11, Cantharelloide #1 ; 12,  Sclérodermatoide #1 ; 13, Russuloide #5; 14, Russuloide #13 ;
15, Basidiomycota #1 ; 16, Russuloide #3 ; 17, Russuloide #8 ; 18, Théléphoroide #1 ; 19, Théléphoroide #9 ;
20, Basidiomycota #2 ; 21, Bolétoide #3 ; 22, Russuloide #2 ; 23, Russuloide #4 ; 24, Russuloide #7 ;
25, Russuloide #11 ; 26, Russuloide #14 ; 27, Théléphoroide #2 ; 28, Cantharelloide #2 ; 29, Russuloide #6 ;
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30, Russuloide #9 ; 31, Russuloide #10 ; 32, Russuloide #12 ; 33, Théléphoroide #4 ; 34, Théléphoroide #5 ;
35, Théléphoroide #7 ; 36, Trichlolomatoide #1 ; 37, Trichlolomatoide #2 ; 38, Trichlolomatoide #3.

Figure 6. Courbes d’accumulation des taxons fongiques et leurs intervalles de confiance a

95 % (pointillé) des ectomycorhizes prélevées des arbres. (Source : Diédhiou €t al., 2010)
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Figure 7. Courbes d’accumulation des taxons fongiques et leurs intervalles de confiance a

95 % (pointillé¢) des ectomycorhizes prélevées des jeunes plants. (Source : Diédhiou et al.,

2010)
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Figure 8. Analyse factorielle des correspondances entre les taxons fongiques (cercle plein), les

adultes et jeunes plants (carré¢) des 5 plantes hotes; les axes F1 et F2 représentent

respectivement 54,4 % et 24 % de la variabilité. Afa, A. fragans adulte ; Afp, A. fragans jeune

plant ; Ama, A. macrophylla adulte ; Amp, A. macrophylla jeune plant ; Cta, C. tetraphyllum

adulte ; Ctp, C. tetraphyllum jeune plant ; Pca, P. coeruleum adulte ; Pcp, P. coeruleum jeune

plant ; Uea, U. esculenta adulte ; Uep, U. esculenta jeune plant. (Source : Diédhiou et al.,

2010)

0,5

7. CONCLUSION

Autres basidiomycetes

Clavulinaceae®

g Uea o Afp
Trichlolomataceag
[
Sclerodermataceae o Cp Boletaceae ®
a Ama
Russulaceae 4
o Amp
Uep o
O Pca a Pcp
Ctao
Thelephoraceae

o Afa

0,5
F1 (54,36 %)

Nous avons révélé une richesse et une diversité de champignons ectomycorhiziens et d’ECM

tout a fait exceptionnelles et jusqu’ici insoupgonnées au voisinage de plus de six essences

forestieres a ECM en mélange dans des foréts d’Afrique de 1’Ouest. Il est difficile de trouver

plus de diversité végétale a ECM en zone tempérée. De nombreux champignons sont encore

indéterminés et pourraient étre de nouvelles espéces. Contrairement a une opinion trés
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répandue, la richesse spécifique et la diversit¢ des communautés de champignons
ectomycorhiziens en Afrique de I’Ouest sont comparables a celles des foréts tempérées.
Comme dans les foréts tempérées, les sporophores sont de mauvais marqueurs de la diversité
réelle des ECM. Encore, comme dans les foréts tempérées, les groupes dominants des
champignons ectomycorhiziens sont les mémes, avec par exemple une prépondérance des
Russulaceae et Thelephoraceae dans les foréts tropicales seches et humides d’Afrique de
I’Ouest. Les fréquences d’occurrence des champignons a hotes multiples sur les différents
arbres et leurs jeunes plants suggérent des connexions entre générations via des réseaux
ectomycorhiziens. Ces derniers pourraient jouer un role important non seulement comme
source d’inoculum pour les jeunes plants en régénération naturelle, mais aussi dans les

transferts de nutriments des arbres vers les plantules dans la pénombre de la forét.
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1. INTRODUCTION

La salinisation des terres est un probléme environnemental majeur et croissant,
particuliérement dans les zones arides et semi-arides du monde. Environ 800 millions
d'hectares de terres a travers le monde sont affectées par le sel (Munns, 2005). Au Sénégal,
6 % des terres, principalement dans les zones cotieres, sont affectées par le phénoméne de
salinisation (Barbiero et al., 2004). Les changements climatiques, notamment le déficit
pluviométrique de ces dernic¢res années, ont contribué¢ a accentuer les effets de la salinité en
aval des quatre principaux bassins versants du territoire, a savoir le Sénégal, le Sine, le

Saloum et la Casamance (Zeng, 2003).

Le phénomene de salinisation des sols est un facteur de désertification. Il provoque une
dégradation des propriétés biologiques, chimiques et physiques des sols (Qadir et Schubert,
2002). Cette dégradation des propriétés des sols a pour conséquence la diminution de leur
fertilité, qui entraine une réduction des rendements des cultures et I’abandon des terres, et
parfois la disparition du couvert végétal naturel remplacé par d'immenses étendues de zones
salées (ou Tannes) (Boivin et Job, 1988). Ainsi, l'offre de services provenant des foréts
naturelles devient insuffisante pour satisfaire la demande, accentuant alors la pauvreté en

milieu rural.

La remise en état de vastes zones de terres salines a travers le monde semble difficile en
raison de contraintes économiques et climatiques. Cependant, l'utilisation de plantes
tolérantes au sel se présente comme une approche intégrée et appropriée de gestion des terres
salées (Singh, 2009). La réintroduction de plantes autochtones, associées a une bonne gestion
des communautés de symbiotes microbiens, est un outil biotechnologique efficace pour la
reconstitution des écosystémes dégradés (Dommergues, 1995 ; Requena et al., 2001 ; Thrall
et al., 2005). Ces associations symbiotiques sont d'une importance capitale pour l'agriculture
(Saxena et al., 2006 ; Yang et al., 2009 ; Zahran, 1999). Les études menées sur les Acacia ont
montré que ces especes produisent non seulement du fourrage pour le bétail et du bois de
chauffage, mais ont également I'avantage supplémentaire d'apporter de 1'engrais naturel au sol
grace a l'association symbiotique avec des rhizobiums compatibles et des champignons
mycorhiziens (Allen et Allen, 1981 ; Dommergues, 1995). Les rhizobiums d’Acacia spp. ont
une tolérance au sel plus élevée que celle de la plupart des rhizobiums (Fall et al., 2008 ;

Odee et al., 1997 ; Zhang et al., 1991). Les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA)

236

Sommaire



ont également été observés dans des environnements salins ou ils améliorent la tolérance au

sel des plants en début de croissance (Juniper et Abbott, 1993 ; Ruiz-Lozano et Azcon, 2000).

Dans les basses vallées du Sine et du Saloum, la salinisation a eu pour conséquence de fortes
pressions sur les terres cultivables et la disparition de la végétation sur de grandes superficies.
Cependant, au sein de ces écosystémes particuliers se développent de grandes plaines a
graminées dominées par des especes de Sporobolussp. et de Leptochloa fusca, souvent
associées a des ilots d’A. seyal (fig. 1). Cette légumineuse tropicale, hautement fixatrice
d’azote (Ndoye et al., 1995), s’associe également a des champignons mycorhiziens (Manga et
al., 2007) et pourrait jouer un important role dans le cycle de I'azote. De plus, A. seyal est une
espece modérément tolérante au sel (Fall et al., 2009). Ces adaptations naturelles font qu'elle
est potentiellement utile pour des applications écologiques, en maticre d'agroforesterie,

d'aménagement paysager ou de réhabilitation des écosystémes dégradés.

Figure 1: Un arbre d’Acacia seyal dans une tanne entouré de graminées (Sporobolus sp.)

dans les basses vallées du Sine (Foundiougne-région de Fatick). © D. Diouf

L'inoculation avec des souches de rhizobiums tolérantes pourrait améliorer la tolérance au sel
de leurs hotes (Zou et al., 1995). Les champignons MA permettent de réduire les pertes de
rendement des cultures dans des sols salins (Al-Karaki, 2006). Cet effet serait di a une
absorption accrue de nutriments a faible mobilité, tels que P, Fe, Cu et Zn (Colla et al., 2008 ;
Garg et Manchanda, 2008), et une diminution de 1'absorption de Na (Al-Karaki, 2000 ; Giri et
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al., 2007). En outre, les champignons MA peuvent améliorer les processus physiologiques
tels que la capacité d'absorption d'eau des plantes en augmentant la conductivité hydraulique
des racines et en ajustant favorablement I'équilibre osmotique et la teneur en hydrates de
carbone (Palmieri et Swatzell, 2004 ; Sheng et al., 2008 ; Smith et Read, 1997). Pour faire
face aux problémes osmotiques induits par la contrainte saline, les plantes s’adaptent par la
synthése de novo des solutés organiques compatibles agissant comme osmolytes. Parmi eux,
la proline sert en tant que puits de stockage de carbone et d'azote et réservoir de radicaux
libres. Il stabilise les structures subcellulaires (membranes et protéines) et tamponne le
potentiel redox cellulaire en conditions de stress salin (Garg et Manchanda, 2009 ; Yokota,

2003).

Des résultats positifs ont été obtenus par la co-inoculation d'acacias avec les CMA et les
rhizobiums en conditions controlées (André et al., 2003 ; Diouf et al., 2005 ; Hatimi, 1999 ;
Weber et al., 2005). Toutefois, peu de travaux de recherche ont porté sur les effets des
combinaisons des rhizobia et des champignons mycorhiziens sur la croissance des acacias
sahéliens en conditions de stress salin. En outre, il existe peu d'informations sur les effets de
la salinité¢ sur l'efficience de la fixation d'azote et I'absorption de P, et des accumulations
d’osmoprotectants des légumineuses inoculées avec des CMA et/ou des rhizobiums. Une
croissance efficiente des plantes en conditions de stress salin nécessite a la fois une tolérance
au sel et un apport suffisant de nutriments tels que N et P, par une meilleure fixation de
l'azote et une absorption efficace de P. Par conséquent, les recherches en biochimie et de
réactions physiologiques des plantes inoculées sont nécessaires pour améliorer la
performance de la plante hote dans un environnement dégradé (Al-Karaki et al., 2004 ; Giri

et al., 2003).

L'objectif de la présente étude était de déterminer les effets de trois niveaux de salinité sous
forme de concentrations croissantes de solutions de chlorure de sodium (NaCl) sur I'efficacité
de l'inoculation microbienne des plants d’A. seyal avec des souches Mesorhizobium sp. et/ou
un cocktail de CMA du genre Glomus. Nous déterminerons 1’effet de 1'inoculation
microbienne sur la croissance, l'absorption des éléments nutritifs minéraux, et la stratégie de
tolérance au stress osmotique de plants d’A. seyal cultivés en serre sous contrainte saline

pendant 4 mois sur un sol non désinfecté.

238

Sommaire



2. MATERIEL ET METHODES

2.1. MATERIEL VEGETAL ET CONDITIONS DE CULTURE DES PLANTS

Les graines d’A. seyal ont été fournies par 1'Institut sénégalais de recherches agricoles/Centre
national de la recherche forestiére (Isra/CNRF). La scarification, la stérilisation superficielle
et la germination des graines ont été réalisées comme décrit plus haut. Les plants d’A. seyal
ont été repiqués individuellement dans des sacs en plastique contenant 1 kg de sol sableux
(sol de Sangalkam) pauvre en azote et en phosphore. Ce sol est tres riche en rhizobiums, mais
avec un faible potentiel mycorhizien (Duponnois €t al., 2002). Les caractéristiques physico-
chimiques de ce sol sont les suivantes : pH (H2O) 6,5 ; argile (3,6 %) ; limon fin (7,4 %) ;
limon grossier (25,4 %) ; sable fin (36,6 %) ; sable grossier (21,55 %) ; C total (0,54 %) ;
azote total (0,06 %) ; C/N, 8,5 ; P total (39 ppm), et Olsen P (4,8 ppm) (Olsen et al., 1954).
Les plants cultivés en serre en lumicre naturelle (30 °C le jour, 25 °C la nuit, avec une

photopériode de 14 h) ont été régulierement arrosés a l'eau distillée.

2.2. PRODUCTION D’INOCULUM DE CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS ARBUSCULAIRES ET DE

RHIZOBIUM

Trois isolats de champignons mycorhiziens a arbuscules Glomus intraradices, G. mosseae et
G. verruculosum ont été propagés en serre sur des racines de plants de mais (Zea mays)
cultivés sur un substrat TerraGreen (argile calcinée) pendant 12 semaines (Plenchette et al.,
1989). Les plants de mais ont ensuite été récoltés et les racines ont été délicatement lavées et
coupées en morceaux de 0,5 cm (contenant environ 250 vésicules/cm). Les quatre souches de
Mesorhizobium sp. (ORS 3324, ORS 3356, ORS 3359 et ORS 3365) ont été isolées a partir
de nodules de racines d’A. seyal, comme décrit par Diouf et al. (2007). Ces souches ont été
choisies sur la base des résultats de leur performance symbiotique et de leur tolérance au sel
(Diouf et al., 2008). Les souches ont été cultivées sur milieu YEM pendant 2 jours a 28 °C

sous agitation orbitale dans des flacons en verre.
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2.3. INOCULATION MICROBIENNE ET TRAITEMENTS SALES

Avant le repiquage, un trou de 1 cm de diamétre et 5 cm de profondeur a été préparé dans
chaque pot et rempli avec 1 g de fragments de racines de mais mycorhizées. Des racines de
mais non mycorhizées, préparées comme décrit ci-dessus, ont servi pour les traitements
témoin sans inoculation CMA. Les trous ont été recouverts avec le méme sol sableux non
désinfecté. Les jeunes plants d’A. seyal ont été inoculés au moment du repiquage avec 5 ml
de la suspension des quatre souches (10° cellules bactériennes) ou 5 ml du milieu de culture
sans bactéries dans le cas des traitements témoins. Le méme volume d'inoculum bactérien a
été¢ ajouté dans les traitements combinant ORS 3324, ORS 3356, ORS 3359 et ORS 3365.
Les traitements ont ét¢ définis par une combinaison factorielle de trois niveaux de salinité
(non salé et deux niveaux de salinité) et quatre traitements microbiens [plants témoins non
inoculés (C), inoculés avec Mesorhizobiumsp. (R), inoculés avec CMA (M), inoculés avec
Mesorhizobiumsp. et CMA (RM)]. Les plants ont été disposés en blocs aléatoires complets
avec neuf répétitions par traitement combiné. Les solutions salines 170 mM NaCl et
340 mM NaCl ont des valeurs de conductivité ¢lectrique (CE) de 16,75 uS/cm et
30,40 pS/cm, respectivement. Le témoin non salé (0 mM de NaCl) a été réalisé avec de l'eau
distillée (CE-1,8 uS/cm). Pour augmenter la salinité dans le sol, deux solutions différentes
(170 mM et 340 mM de NaCl) ont été ajoutées aux sacs en plastique. Les solutions salines
ont été appliquées une seule fois au début de l'expérience pour chaque traitement de sel pour
simuler le lessivage du sel de la surface du sol durant la saison des pluies. Pour éviter les
effets du sel sur I’établissement des symbioses rhizobiennes et mycorhiziennes, 'application
de sel a été effectuée trois semaines apres l'inoculation. Afin de minimiser le choc du stress
salin, les semis ont été progressivement exposés au NaCl. La teneur en sel a été incrémentée
de 25 mM par jour jusqu'a ce que les concentrations finales aient été atteintes. Par la suite, les

plants ont été irrigués a l'eau distillée tout au long de 1’expérience.

2.4. EVALUATION DE LA NODULATION, DE LA COLONISATION MYCORHIZIENNE ET DE

L’EFFECTIVITE DES SYMBIOSES RHIZOBIENNES ET MYCORHIZIENNES

Les effets relatifs de 1'inoculation sur la croissance des plants ont ét¢ comparés en mesurant la
hauteur des plants au bout de 4 mois. Les plants ont été récoltés et leur systéme racinaire

soigneusement rincé. Des aliquotes ont été conservés pour I'évaluation de la colonisation par
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les champignons. L’infectivité des rhizobiums a été évaluée par le décompte du nombre de
nodules. Tous les tissus végétaux ont été séchés a I’étuve a 80 °C pendant 72 h pour la
détermination de la biomasse totale (parties aériennes et racines). La colonisation des racines

par des champignons mycorhiziens a ét¢ déterminée sur les mémes plants échantillonnés.

Les racines préalablement prélevées et conservées dans de I’alcool ont été étudiées au
laboratoire. Elles ont été colorées au bleu trypan 0,05 % (v/v) dans lactophénol selon la
méthode de Phillips et Hayman (1970) modifiée. Les racines ont d’abord été rincées
soigneusement a I’eau de robinet, mises dans des tubes a essai contenant une solution de
KOH a 10 % et I’ensemble porté a ébullition dans un bain-marie a 90 °C pendant 1 h. Cette
opération permet de vider les cellules de leur contenu cytoplasmique. Afin de les éclaircir
davantage, les racines ont été rincées et trempées dans de 1’eau de javel diluée au 1/10 (10 ml
d’eau de javel ramenée a 100 ml avec de I’eau déminéralisée) pendant 3 min. Aprés un
ringage a 1’eau courante, elles ont été trempées dans une solution de bleu trypan (0,05 %) et
les tubes placés a nouveau au bain-marie a 90 °C pendant 30 min. Au terme de cette
opération, le colorant a été égoutté et les racines trempées dans de 1’eau de robinet. La
coloration au bleu trypan permet d’observer la colonisation du systéme racinaire des plants

par les champignons MA.

Vingt (20) fragments de racines fines d’environ 1 cm de long sont prélevés a différents
niveaux de chaque échantillon coloré puis monté entre lame et lamelle dans du glycérol. Le
taux d’endomycorhization du systéme racinaire ou fréquence d’infection (F %), ainsi que
I’intensit¢ d’endomycorhization des racines (I %) ont été évalués au microscope optique
(fig. 2), comme décrit par Trouvelot et al.(1986). Le taux de colonisation
endomycorhizienne de chaque fragment a été estimé selon un baréme constitué¢ de six classes
notées de zéro (0) a cinq (5). La fréquence et I’intensité de mycorhization ont été calculées

selon les formules suivantes :

F % = (nombre de fragments mycorhizés/nombre total de fragments observés) x 100

1% = (95n5 + 70n4 + 30n3 + 5n2 + nl)/nombre total de fragments observés
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Figure 2 : Notation de I’infection mycorhizienne (classe 0 a classe 5) selon Trouvelot et al.

(1986).

0 1 2 3 4 5
0% <1% <] 0% < 50% 250% 290%

n5 =nombre de fragments notés 5, n4 =nombre de fragments notés 4, n3 = nombre de fragments notés 3, n2

= nombre de fragments notés 2, nl = nombre de fragments notés 1.

2.5. ANALYSE DES TENEURS MINERALES DES FEUILLES ET DES RACINES

Les teneurs en proline des feuilles ont été mesurées par colorimétrie a 520 nm (Monnevaux et
Nemmar, 1986). Un échantillon de 100 mg de matiére fraiche des feuilles a ét¢ mélangé avec
2 ml de méthanol 40 % (v/v). Le mélange a ensuite été porté au bain-marie a 85 °C pendant
1 h. Apres refroidissement a température ambiante, 1 ml de ninhydrine acide 2,5 % (v/v) dans
de l'acide acétique, 1 ml d'un réactif (constitu¢ de 60 ml d'acide acétique glacial, 16 ml
d'acide phosphorique et 24 ml d'eau) ont été ajoutés a 1 ml du surnageant. Le mélange a
ensuite été chauffé dans un bain d'eau bouillante pendant 30 min, puis refroidi a température
ambiante et extrait avec 5 ml de toluéne. La phase de toluéne a été recueillie et déshydratée
avec du sulfate de sodium anhydre. La densité optique de la phase de toluéne a été mesurée a
520 nm en se servant du toluéne pur comme blanc. La teneur en proline a ét¢ déterminée a
partir d’une gamme étalon en pumole/g de poids de matiére fraiche. Les teneurs en
N (Kjeldhal), P total, K et Na des parties aériennes et des racines ont ét¢ mesurées au

laboratoire LAMA, ISO 9001-2000, Dakar, US IMAGO, IRD, www.lama.ird.sn.
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2.6. ANALYSES STATISTIQUES

Les données métriques des plants, ainsi que le nombre de nodules ont été traités a l'aide du
logiciel SuperANOVA™ (Abacus Concepts, Berkeley, Inc, en Californie, 1989). Les

moyennes obtenues ont été¢ comparées sur la base du test Student-Newman-Keuls (P < 0,05).

3. RESULTATS

3.1. COLONISATION MICROBIENNE DES RACINES DE PLANTS D’A. SEYAL EN CONDITIONS DE

STRESS SALIN

La présente étude a montré une influence positive de l'inoculation microbienne sur la
colonisation des racines par les champignons mycorhiziens a arbuscules et les rhizobiums,
quel que soit le niveau du stress salin (tabl. 1). Toutefois, le taux de nodulation et le niveau de
colonisation des racines varient avec le traitement microbien et la concentration en sel. II est
intéressant de noter que les CMA et les rhizobiums colonisent avec succes les racines

d’A. seyal, méme en présence de NaCl (fig. 3).

Les plus forts taux de mycorhization (fréquence et intensité) et de nodulation ont été observés
sur les racines des plants avec une double inoculation par les CMA et les rhizobiums (RM).
Aucune structure mycorhizienne n’a été enregistrée sur les traitements non inoculés avec les
CMA (C et R). En revanche, une faible nodulation a été observée sur des plants t¢émoins non
inoculés. Contrairement a la salinité, 1'inoculation microbienne a un effet significatif sur la
nodulation, qui augmente 2 fois pour les plants avec les rhizobiums seuls ou les CMA seuls
(R, M) et 2,9 fois pour les plants doublement inoculés (RM), en comparaison aux plants
témoins non inoculés. Il est a noter la corrélation négative entre les niveaux de salinité des
sols et la mycorhization des racines des plants (fréquence et intensité). La colonisation
mycorhizienne des racines décroit avec 1’augmentation du niveau de salinité. Pour les plants
doublement inoculés (RM), la fréquence de mycorhization diminue, passant de 100 % pour
les plants qui poussent sur un milieu dépourvu de NaCl a 70 % pour ceux qui sont cultivés en

présence de NaCl a 340 mM (fig. 4).
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Tableau 1: Effet de l'inoculation microbienne avec Rhizobium et/ou les champignons

mycorhiziens a arbuscules sur la production de biomasse (g/plant) et le nombre de nodules de

plants d’A. seyal cultivés pendant 4 mois sur un sol non désinfecté. Les plants ont été soumis

a0, 170 ou 340 mM NaCl

Traitements Biomasse Biomasse Biomasse totale Nombre de
aérienne racinaire nodules

Dose de NaCl

(mM)
0 0,586 (0,026)Va 0,638 (0,032)a 1,223 (0,047)a 18,4 (1,741) ab
170 0,576 (0,026) a® 0,850 (0,032) b 1,426 (0,046)b 16,7 (1,504) a
340 0,699 (0,024) a 0,699 (0,03) a 1,249 (0,047)a 22,2 (1,793) b

Inoculation
C 0,451 (0,021) a 0,616 (0,031)a 1,067 (0,036)a 9,8 (1,154)a
R 0,578 (0,030) b 0,783 (0,047)b 1,361 (0,066)b 17,8 (1,415) b
M 0,622 (0,028) b 0,732 (0,040) b 1,354 (0,056)b 20,7 (1,057) b
RM 0,632 (0,023) b 0,784 (0,033) b 1,416 (0,035)b 28,1 (2,079) ¢

Signification®

Salinité (S) NS ** *x NS

Inoculation o o s o

(Inoc,)

S x Inoc, * ** ** NS

C, plants témoins non inoculés ; R, plants inoculés avec Mesorhizobium spp. ; M, plants

inoculés avec Glomus spp. ; RM, plants inoculés avec Mesorhizobium spp. et Glomus spp.

) Erreur standard. ® Pour chaque facteur, les valeurs (moyennes de 24 répétitions pour le

traitement inoculation microbienne et 32 répétitions pour le traitement salinité) suivies de la

méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Newman-Keuls. ®'NS,

* **: Non significatif, significatif a P < 0,05, ou a P < 0,001, respectivement.
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Figure 3: Racines mycorhizées de plants d’A. seyal inoculés avec des champignons
mycorhiziens a arbuscules et cultivés pendant 4 mois sur un sol non désinfecté. Les plants ont

¢été soumis a 0,170 ou 340 mM de NaCl.

3.2. L’INOCULATION MICROBIENNE AMELIORE LA CROISSANCE DES PLANTS D’A. SEYAL EN

CONDITIONS DE STRESS SALIN

L’inoculation microbienne améliore la croissance des plants d’A. seyal, quel que soit le
niveau de salinité. Cependant, 1'effet de I'inoculation microbienne sur la croissance des plants
varie en fonction de I'inoculum utilisé. Les poids de matieres seches des racines et des parties
aériennes sont significativement plus élevés chez les plants d’A. seyal inoculés avec les CMA
et les rhizobiums (RM) par rapport aux plants témoins non inoculés (P < 0,05) (tabl. 1). La
double inoculation augmente la production de biomasse, indépendamment du niveau de
salinité. Les taux d'augmentation de la biomasse par apport aux plants témoins non inoculés
sont de 28 % (R), 27 % (M) et 33 % (RM). Contrairement a l'inoculation microbienne, la

contrainte saline appliquée n'a pas d'effet significatif sur la masse de matiére seche produite
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et le nombre de nodules. Par contre, la croissance et la production de biomasse sont

significativement affectées par I’interaction des deux traitements : Inoculation x Salinité.

Figure 4 : Taux (fréquence et intensité) de mycorhization de plants d’A. seyal inoculés avec
des champignons mycorhiziens a arbuscules et cultivés pendant 4 mois sur un sol non

désinfecté. Les plants ont été soumis a 0,170 ou 340mM de NaCl.
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3.3. EFFET DE L'INOCULATION SUR LA NUTRITION MINERALE DES PLANTS EN RELATION

AVEC LA SALINITE

L'inoculation microbienne a une influence positive significative sur la nutrition des plants,
méme pour des niveaux de salinité élevés (P < 0,05) (fig. 5 et 6). A I’exception du Na, les

teneurs en ¢léments minéraux (N, P et K) des plants sont relativement plus €levées dans les
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parties aériennes par rapport aux racines. Les plants inoculés accumulent plus de N, P, K et
Na a la fois dans les racines et les parties aériennes que les plants non inoculés, quel que soit
le niveau de salinit¢. En outre, l'effet de 1’inoculation microbienne sur 1’absorption des
¢léments minéraux est significativement plus élevé en conditions de stress salin qu’en
absence de sel. En présence de NaCl a 340 mM, les plants mycorhizés (M et RM) ont une
teneur en N dans les racines significativement plus élevée que celle des plants non
mycorhizés. Les teneurs en azote des parties aériennes et des racines des plants doublement
inoculés (RM) a 340 mM de NaCl sont respectivement 1,7 fois et 1,6 fois plus élevées que
celles des plants témoins non inoculés. En absence de sel, l'inoculation microbienne a un
léger effet sur la concentration de P dans les parties aériennes et les racines. En revanche, en
conditions de stress salin, l'inoculation microbienne augmente de fagon significative
l'absorption de P. Les traitements mycorhiziens, en particulier, ont un important effet sur
I'absorption de P de plants stressés. A un niveau élevé de NaCl (340 mM), la concentration de
P dans les parties aériennes des plants inoculés par les champignons mycorhziens seuls (M)

augmente de 37 % par rapport a celle des plants témoins non inoculés.

De méme que la teneur en P, I'inoculation microbienne augmente la concentration en K dans
les racines et les parties aériennes des plants en conditions de stress salin. En outre, les plants
mycorhizés (M et RM) accumulent une plus forte concentration de K dans les racines et les
parties aériennes, quel que soit le niveau de salinité. Ainsi, la concentration en K dans les
plants doublement inoculés en présence de 340 mM de NaCl augmente de 71 % et 49 %,
respectivement dans les racines et les parties aériennes par rapport aux mémes organes des
plants témoins. La concentration en Na des racines est supérieure a celle des parties
aériennes, quel que soit le niveau de salinité. En conditions de stress salin, 1’inoculation
microbienne augmente légérement les concentrations en Na. Les champignons MA ont un
effet positif dans I’augmentation de 1’absorption du Na. Les parties aériennes ont un
rapport K/Na plus ¢€levé que les racines, quel que soit le niveau de salinit¢ (données non
présentées). Toutefois, le rapport K/Na des parties aériennes diminue avec l'augmentation de
la salinité des sols. En revanche, le rapport K/Na des racines n'est pas corrélé aux doses de sel

appliquées dans le milieu de culture.
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Figure 5 : Teneur foliaire en N, P, K et Na de plants d’A. seyal inoculés avec des rhizobiums
et/ou des champignons mycorhiziens a arbuscules et cultivés pendant 4 mois sur un sol non
désinfecté. Les plants ont été soumis a 0, 170 ou 340 mM de NaCl. Pour chaque dose de
NaCl, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le

test de Newman-Keuls (P < 0,05).

0/&! l# $ "

3.4. TENEUR EN PROLINE DES FEUILLES EN RAPPORT AVEC LA SALINITE

A D’exception des plants inoculés avec des rhizobiums, les concentrations en proline des
feuilles sont faibles chez les plants cultivés dans des conditions non salines (fig. 7). Chez les
plants inoculés avec des rhizobiums dans des conditions non salines, la teneur en proline des
feuilles atteint 11 pmol/g de maticre fraiche et le niveau de salinit¢é ne modifie pas
significativement sa concentration. En revanche, pour les autres traitements la teneur en
proline foliaire augmente avec le stress salin. La concentration en proline des feuilles est plus
¢levée pour les plants d’A. seyal non inoculés ou inoculés avec des rhizobiums. En présence
de NaCl a 340 mM, les plants colonisés par les CMA (M) accumulent respectivement 8 % et
22 % de proline en moins que les plants témoins non inoculés (C) et les plants inoculés avec

des rhizobiums (R).
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4. DISCUSSION

4.1. COLONISATION MICROBIENNE DES RACINES DE PLANTS D’A. SEYAL EN CONDITIONS DE

STRESS SALIN

Parmi les nombreuses études consacrées a la tolérance au sel des légumineuses, trés peu de
recherches traitent de la réponse des Iégumineuses ligneuses a la double inoculation par des
champignons mycorhiziens et des rhizobiums en conditions de stress salin (Diouf et al.,
2005 ; Hatimi, 1999). La présente étude évalue les aspects physiologiques et biochimiques
liés a la tolérance au sel de plants d’A.seyal inoculés ou non avec des champignons
mycorhiziens a arbuscules et/ou des rhizobiums et soumis a un stress salin. Les plants
inoculés montrent une plus grande tolérance au stress de sel que les plants non inoculés,
comme le montrent ’augmentation de la production de biomasse et I’amélioration de la

nutrition minérale.

Nos résultats montrent une influence positive de 1'inoculation microbienne sur la colonisation
des racines par les CMA et/ou les rhizobiums, quel que soit le niveau de salinité. Dans nos
conditions expérimentales, les CMA et les rhizobiums colonisent avec succes les racines
d’A. seyal, montrant que ces symbiotes microbiens survivent dans des conditions de stress
salin. Le taux de mycorhization (intensité et fréquence) et le nombre de nodules des plants
inoculés ont sensiblement augmenté, méme si les systémes racinaires des plants ont été
soumis a un stress salin. Toutefois, le niveau de colonisation des racines varie avec le
traitement microbien. L'absence de mycorhization des plants témoins non inoculés pourrait
étre due a des facteurs combinés tels que la faible densit¢ de propagules infectieux des
champignons mycorhiziens signalée précédemment dans le sol utilisé (Duponnois €t al.,
2002) et/ou des facteurs environnementaux tels que la présence d’antagonistes des CMA dans

la microflore (Oliveira et al., 1997).
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Figure 6 : Teneur racinaire en N, P, K et Na de plants d’A. seyal inoculés avec des rhizobiums et/ou des champignons mycorhiziens a arbuscules

et cultivés pendant 4 mois sur un sol non désinfecté. Les plants ont été soumis a 0,170 ou 340 mM de NaCl. Pour chaque dose de NacCl, les

valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Newman-Keuls (P< 0,05).
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Figure 7 : Teneur foliaire en proline (umole/g matiére fraiche) de plants d’A. seyal inoculés
avec des rhizobiums et/ou des champignons mycorhiziens a arbuscules et cultivés pendant

4 mois sur un sol non désinfecté. Les plants ont été soumis a 0,170 ou 340 mM de NaCl.
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La mycorhization s'est produite quelle que soit ’intensité¢ du stress salin. Cependant, les
fortes concentrations de NaCl entrainent une réduction de la colonisation mycorhizienne. La
mycorhization a été plus importante en 1’absence de NaCl que dans des conditions de sols
salés (Al-Karaki et al., 2001 ; Aliasgharzadeh et al., 2001). La réduction de la mycorhization
en conditions de stress salin pourrait étre due a un effet direct de NaCl sur les champignons,
probablement par la diminution de leur capacité a germer et a croitre en présence de NaCl
dans la solution du sol (Juniper et Abbott, 2006). Comme pour les plants d’A. auriculiformis
et d’A. mangium inoculés avec des souches de Bradyrhizobiumspp. et de G intraradices
(Diouf et al., 2005), la mycorhization des plants d’A. seyal est plus fortement affectée que la
nodulation par les traitements salés (170 mm et 340 mm). Contrairement a l'inoculation
microbienne, les doses de sel testées n'ont pas d'effet significatif sur la nodulation des plants
(Cordovilla et al., 1999). Il est intéressant de noter que le nombre de nodules a augmenté en
conditions de stress salin chez les plants inoculés, ce qui pourrait expliquer le niveau plus
¢levé de leur fixation d'azote. Il pourrait également s’agir d’une réaction symbiotique a
I’augmentation du sel. Des résultats antérieurs ont montré que l'exposition de plantes de

Cajanus cajan a un stress salin stimulait la formation des nodules. Cependant, la croissance

251

Sommaire



des nodules était affectée et une réduction de la biomasse nodulaire a été notée (Garg et

Manchanda, 2008).

Quelques nodules se sont formés sur les racines des plants témoins non inoculés, indiquant
que le sol contenait des souches autochtones capables de former des nodules sur les racines
d’A. seyal. Cette faible nodulation observée sur les racines des plants témoins non inoculés
pourrait aussi €tre due a des contaminations microbiennes du moment que 1'expérience a été
réalisée sur un sol non désinfecté et en conditions naturelles en serre. D’autant plus que nos
résultats antérieurs ont confirmé la promiscuité de 1’espéce A. seyal. Cependant, la faible
croissance des plants témoins non inoculés a montré que les souches autochtones sont moins
efficaces que les souches de Mesohizobium sp. utilisées comme inoculum dans cette étude.
Des résultats similaires ont été observés avec A. mangium et A. auriculirformis sur le méme
sol (Diouf et al., 2005) et suggérent la nécessité d'inoculer le sol avec des rhizobiums
sélectionnés pour améliorer la tolérance au sel de cette légumineuse ligneuse, largement

répandue au Sahel.

4.2. L INOCULATION MICROBIENNE PEUT AMELIORER LA TOLERANCE AU STRESS SALIN DES

PLANTS D’A. SEYAL

Le poids de mati¢re séche des plants a été utilisé comme critére pour évaluer la tolérance
relative des plantes au sel (Cordovilla et al., 1999). Nos résultats montrent que les effets du
sel sur la croissance et la productivité des plants ne sont pas toujours négatifs. Une dose de
NaCl de 170 mM dans le milieu de culture stimule le développement du poids de maticre
seche des racines des plants. Des résultats similaires ont ét¢ précédemment rapportés
(Anthraper et DuBois, 2003 ; Hussain et al., 1995). En effet, certaines légumineuses
ligneuses telles que Prosopis spp. et Acacia spp., peuvent contracter des relations
symbiotiques avec des rhizobium set fixer l'azote méme en conditions de forte salinité
(Zahran, 1999 ; Zhang et al., 1991). Cela indique que la sensibilité de la symbiose au stress
salin n'est pas un phénomeéne universel (Cordovilla et al., 1999). La présente étude montre
que, dans un sol salin, une inoculation avec des souches de Mesorhizobiumsp. et de
Glomus spp. peut favoriser 1’installation des plants et stimuler leur croissance. En conditions
de stress salin, la biomasse séche totale des plants inoculés augmente significativement

comparativement a celle des plants non inoculés. Ce résultat appuie les conclusions
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précédentes qui démontrent que les plants inoculés avec des CMA et/ou des rhizobiums
croissent mieux en conditions de stress salin que les plants non inoculés (Al-Karaki, 2000 ;
Diouf et al., 2005 ; Giri et al., 2007 ; Serraj, 2002). Nos résultats montrent une relation
synergique en conditions de stress salin entre les rhizobiums et les CMA. En fait, la réaction
d'une plante a une double ou triple inoculation peut conduire a des effets antagonistes ou
synergiques en fonction des souches bactériennes et fongiques utilisées ou du biovar de la
plante hote. Ces effets entrainent des effets dépressifs ou stimulants sur la croissance des
plants. Des effets antagonistes ont été notés chez Dalbergia nigra entre souches de
champignons (Gigaspora sp. et Glomus sp.) et de Bradyrhizobium sp. (Santiago et al., 2002).
Alors que la double inoculation de plants d’A. mangium avec des souches de Bradyrhizobium
sp. et de G. intraradices a stimulé la croissance des plants en cultures aéroponiques (Weber et
al., 2005) et sur sol en pépinic¢re (Diouf et al., 2005). Ces effets antagonistes seraient liés a
une compétition trophique entre les symbiotes pour I’approvisionnement en squelettes

carbonés (Weber et al., 2005).

4.3. EFFET DE L'INOCULATION SUR LA NUTRITION MINERALE DES PLANTS SOUS

CONTRAINTE SALINE

La croissance des plants et I'acquisition des ¢léments minéraux sont stimulées par la double
inoculation au méme titre que la mycorhization et la nodulation des plants. Des résultats
similaires ont été signalés sur des cultivars de soja (Meghvansi et al., 2008) et des plants
d’A. cyanophylla (Hatimi, 1999) inoculés avec des rhizobiums et des CMA. Il semble que le
cocktail de souches de CMA, non seulement améliore la nodulation et la fixation d’azote,
mais pourrait aussi modifier le développement des inoculums bactériens le long du systéme
racinaire, ce qui suggeére que les relations spécifiques peuvent survenir durant le
développement de la symbiose tripartite, aux niveaux physiologiques et moléculaire (André

et al., 2003 ; Garg et Manchanda, 2008).

Les concentrations en ¢léments nutritifs (N, P, Na et K) ont augmenté de fagon significative
dans les organes des plants inoculés par rapport aux plants non inoculés. Une meilleure
assimilation des ¢léments nutritifs (N et P) des plants inoculés peut améliorer leur croissance
en conditions de stress salin et réprimer les effets néfastes du stress salin. Les souches de

bactéries et les champignons mycorhiziens contribuent a la croissance des plants sous stress
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salin par un approvisionnement accru, respectivement en azote et en phosphore. Nos résultats
montrent que les concentrations en N et en P des racines et des parties aériennes sont plus
¢levées chez les plants inoculés par rapport a des plants témoins non inoculés, quel que soit le
niveau du stress salin. L'amélioration de la nodulation et la fixation d’azote par les CMA sont
universellement reconnues. Nos résultats montrent que 1'effet positif de la double inoculation
avec les rhizobiums et les CMA sur la nutrition des plants est plus évident en conditions de

stress salin (Diouf et al., 2005 ; Hatimi, 1999).

Contrairement aux résultats obtenus sur des plants d’A. nilotica inoculés avec des CMA,
Glomus fasciculatum par Giri et al. (2007), la concentration en Na des racines et des parties
aériennes est plus €élevée chez les plants inoculés par rapport aux plants témoins non inoculés.
Les concentrations en Na et K des racines et des parties aériennes augmentent avec les
niveaux de salinité. Des concentrations ¢levées en K dans les parties aériennes et les racines
des plants en conditions de stress salin, pourraient étre bénéfiques pour maintenir un
rapport K/Na élevé et ainsi influencer 1'équilibre ionique du cytoplasme (Founoune et al.,
2002). La littérature rapporte qu'en général, I’augmentation de la concentration de Na dans
les parties aériennes et les racines est due en premier lieu a une augmentation du transport
(Rogers et al., 2003). Toutefois, cette augmentation de concentrations dans les parties
aériennes peut avoir des effets néfastes sur la croissance et la survie des plantes (Barrett-

Lennard, 2003).

4.4. TENEUR EN PROLINE DES FEUILLES EN RAPPORT AVEC LA SALINITE

La présence de NaCl dans le substrat d'enracinement a provoqué une importante
accumulation de proline dans les feuilles, avec cependant une différence en fonction du
traitement microbien. Les valeurs les plus €¢levées ont été enregistrées chez les plants inoculés
avec des rhizobiums. Dans les autres traitements microbiens, 1'augmentation de la teneur en
proline des feuilles est positivement corrélée a la dose de sel appliquée, méme si le stress
salin n’a pas significativement affecté la croissance des plants. Une teneur en proline 20 fois
plus importante a été notée dans les feuilles de plants halophytes de Plantago crassifolia
traités avec 500 mM NaCl (Vicente et al., 2004). La concentration en proline de nombreuses
halophytes a été jugée plus élevée que celle des glycophytes (Ashraf et Harris, 2004). Ces

tendances laissent penser que la proline est impliquée dans la tolérance au sel des plants
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d’A. seyal en assurant un role protecteur des tissus en conditions de stress salin élevé (Jain et
al., 2001 ; Vicente et al., 2004). Cependant, il existe une grande controverse sur
I'accumulation de proline, qui semble étre plus un symptodme de vulnérabilité au stress qu'une
réponse adaptative (Cordovilla et al., 1996), et son utilisation comme critére de sélection pour

la tolérance au sel est remise en cause (Ashraf et Harris, 2004).

En effet, le taux d’accumulation de la proline dans la plante varie en fonction des organes
(Silveira et al., 2001). Des études antéricures ont montré que le taux d'accumulation de la
proline dans les feuilles et les racines n'était pas lié au niveau de tolérance au sel chez les
especes d'acacias australiens et donc ne pouvait pas servir comme indice de tolérance au sel
pour ces especes d'acacias, méme si une corrélation positive a été notée entre le niveau du

stress salin et le taux d'accumulation de proline (Yokota, 2003).
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1. INTRODUCTION

La surexploitation des ressources foresticres résultant d’activités industrielles (industrie
papetiere, etc.) ou de pratiques assurant les besoins des populations locales (ex : bois de
chauffe, bois d’ceuvre, etc.) a abouti a une déforestation significative au cours de ces dernieres
décennies dans les régions tropicales et méditerranéennes (Piéri, 1991). Une des conséquences
de cette paupérisation du couvert forestier est I’accélération de la dégradation des sols et des
processus de désertification qui en découlent et qui entrainent une perte ou une réduction des
propriétés physico-chimiques et biologiques des sols (Requena et al., 2001). Cette
dégradation de la strate épigée contribue significativement au renforcement des processus
d’érosion hydrique et éolienne aboutissant a une baisse de la fertilité tellurique et a des
dysfonctionnements dans le fonctionnement biologique des sols (Garcia et al., 1997). Parmi
les composantes microbiennes particuliérement sensibles a ces dégradations
environnementales figurent les champignons mycorhiziens dont la diversité et 1’abondance
dans le sol diminuent fortement dans de telles conditions (Duponnois et al., 2001 ; Azcon-
Aguilar et al., 2003). Ce constat est d’autant plus pertinent que 1’établissement de la symbiose
mycorhizienne mobilise et facilite le transfert d’éléments nutritifs (N, P) vers la plante,
améliore 1’aggrégation des sols érodés et enfin entraine une meilleure résistance des plantes

aux déficits hydriques (Smith et Read, 1997).

Les champignons mycorhiziens sont présents dans pratiquement tous les écosystémes
terrestres et sont considérés comme des éléments clés dans les processus biologiques régissant
le fonctionnement des principaux cycles biogéochimiques terrestres et 1’évolution spatio-
temporelle du couvert vegetal (van der Hejden et al., 1998 ; Requena et al., 2001 ; Schreiner
et al., 2003). Deux types principaux d’associations mycorhiziennes sont distingués : les
mycorhizes a arbuscules (MA) et les ectomycorhizes (ECM). La symbiose mycorhizienne a
arbuscules est majoritairement présente dans le régne végétal et intéresse les ptéridophytes,
les gymnospermes et les angiospermes (Read et al., 2000). Ces symbiotes fongiques sont
associés a environ 80-90 % des plantes terrestres dans les €écosystemes et agrosystémes
(Brundrett, 2002). Les ectomycorhizes sont observées au niveau des racines d’arbres, arbustes
et parfois d’herbacées péréennes (ex : Helianthemumspp.) et résultent de I’association
d’Homobasidiomycétes avec environ 20 familles de plantes (Smith et Read, 1997). Ces
especes végétales contractent des relations symbiotiques avec une grande diversité de
champignons ectomycorhiziens évaluée entre 4 000 et 6 000 espéces, principalement des

Basidiomycétes et Ascomycétes (Allen et al., 1995 ; Valentine €t al., 2004). La distribution
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des champignons ectomycorhiziens n’est pas uniforme au niveau spatial et temporel en termes
d’abondance et de diversité. Cette répartition hétérogene au sein de 1’écosystéme est un
facteur important a prendre en compte dans les opérations de reboisement, plus
particulicrement lorsque la végation présentant un statut ectotrophe s’est rarérifiée (Marx,
1991) ou lorsque le potentiel ectomycorhizien des sols a subi de profondes dégradations a la
suite d’événements d’origine naturelle (Terwilliger et Pastor, 1999) ou anthropique (Jones €t
al., 2003).

La carence en structures ectomycorhiziennes au sein des racines des arbres est la cause
principale des dysfonctionnements observés dans [’évolution spatio-temporelle des
écosystemes forestiers tant au niveau de la structure et de la productivité¢ du couvert végétal
que de sa capacité de résilience envers divers stress environnementaux. De nombreuses études
ont montré que des champignons ectomycorhiziens spécifiques sont capables d’améliorer la
croissance juvénile de certaines especes forestieres et d’atténuer les effets de la crise de
transplantation (Castellano et Molina, 1989 ; Kropp et Langlois, 1990 ; Marx et al., 1991 ;
Castellano, 1996 ; Roldan et al., 1996 ; Garbaye et Churin, 1997 ; Duponnois et al., 2005,
2007). Comme il est estimé que la symbiose mycorhizienne est présente chez 95 % des
especes végétales au sein d’un couvert végétal non ou peu perturbé et que ce pourcentage sera
uniquement de 1 % dans le cas d’écosystémes perturbés, le potentiel mycorhizien des sols doit
étre rétabli afin de valoriser 1’effet « symbiose » pour améliorer la croissance de la plante hote
et ainsi optimiser la performance d’opérations de reboisement. Une des voies d’action pour
atteindre cet objectif est d’inoculer en masse au substrat de culture des propagules
mycorhiziennes afin d’assurer le transfert en milieu naturel de plants « outillés » (en termes
d’intensité de colonisation des racines par le symbiote fongique) pour supporter la crise de
transplantation et présenter une croissance optimale dans des sols carencés en éléments
nutritifs. Cependant, 1’effet positif sur la croissance de la plante de [’association
mycorhizienne est fonction du ou des symbiotes fongiques inoculés et de la plante hote
(Guelh et al., 1990 ; Ba et al., 2002 ; Duponnois et Plenchette, 2003). Cette variabilité dans la
réponse de la plante a I’inoculation mycorhizienne dépend de plusieurs facteurs comme le
degré de compatibilité entre les deux composantes de la symbiose (plante/symbiote fongique),
la dépendance mycorhizienne de la plante héte, 1’efficacité du champignon en termes d’effet
sur la croissance de la plante en rapport avec les caractéristiques biotiques et abiotiques du
milieu (Garbaye, 1988). Afin d’augmenter la performance des programmes de reboisement, il
est nécessaire que les pépinicres forestieres produisent des plants mycorhizés par des souches

fongiques performantes et adaptées aux conditions écologiques rencontrées au niveau du site
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de plantation. En fonction de ces paramétres pris en considération, différentes méthodes
d’inoculation controlée sont susceptibles d’étre identifiées afin d’optimiser I’effet fongique

sur la croissance de la plante hote.

Le principal objetif de cette contribution est de présenter différentes méthodes basées sur une
production en masse d’inocula fongiques performants et de synthétiser les données
disponibles montrant 1’intérét de recourir a la mycorhization contrélée pour améliorer les

performances d’opérations de reboisement en milieu tropical et méditerranéen.

2. CRITERES DETERMINANT LE CHOIX DU TYPE DE FORMULATION DE L’INOCULUM

FONGIQUE

Les critéres principaux permettant d’identifier le type d’inoculum fongique a utiliser peuvent

étre résumés de la facon suivante :

— le degré de I’'impact de la souche fongique sélectionnée sur la croissance et I’état sanitaire

des especes forestieres utilisées dans les projets de plantation ;

— la capacité des propagules fongiques a conserver leur viabilité apres différents temps de
conservation et maintenir ainsi leur efficacité sur la croissance de la plante au moment de

I’inoculation du substrat ;

—le cofit de la production et de la formulation de I’inoculum fongique qui doit étre compatible

avec les capacités socio-économiques des utilisateurs potentiels.

3. LES SPORES FONGIQUES COMME SOURCE D’INOCULUM MYCORHIZIEN

Les spores collectées a partir de fructifications peuvent étre utilisées comme inoculum naturel
mycorhizien. Cette pratique a été largement développée dans les pépiniéres forestieres
(Castellano, 1994). Cependant, I’inoculation basée sur I’introduction des spores dans le
substrat de culture est particulierement dépendante du symbiote fongique et est limitée a

certains champignons tels que Pisolithus et Scleroderma.
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3.1. INOCULUM DE TYPE « SPORES » ET EFFET SUR LA CROISSANCE DE LA PLANTE HOTE

I1 existe différentes formulations d’inocula fongiques de type « spores ». Quelle que soit la
formulation finale de 1’inoculum, la premiére étape du processus repose sur la collecte de
carpophores soigneusement identifiés et conservés dans des sacs en papier. Ces carpophores
sont ensuite brossés afin d’éliminer les éléments indésirables (fragments de racines, traces de
sol, etc.) puis mis a incuber dans 1’obscurité a 35 °C environ. Le matériel ainsi séché est broyé
dans des sacs en plastique puis tamisé a 200-500 um. Ce produit séché est ensuite mélangé a

différents types de substrat inerte pour aboutir aux formulations suivantes :

— La poudre de spores est mélangée a un sable fin prélablement stérilisé (140 °C, 20 min) au
ratio de 1 pour 100 (m/m). Les supports culturaux sont ensuite remplis par le substrat de
culture amendé par I’inoculum fongique ou I’inoculum fongique est placé dans le trou de

plantation du jeune semis.

— La poudre de spores est incluse dans un support inerte (ex : argile) pour obtenir des granules
qui seront placés dans le trou de plantation de la jeune plantule (de la Cruz et al., 1990).
Turjaman et al. (2005) ont évalué I’effet de différents champignons ectomycorhiziens sur la
croissance de plusieurs especes de diptérocarpacées dans une expérience réalisée en
conditions controlées. Des carpophores prélevés en milieu naturel ont été broyés
manuellement dans des sacs en plastique afin de minimiser la perte de spores et d’éventuelles
contaminations entre les souches fongiques testées (de la Cruz et al., 1990). Les carpophores
broyés ont ensuite été mélangés a une argile pour former des granules au ratio de 1 pour
100 (m/m). L’inoculation a été réalisée 10 jours apres la germination des graines. Un trou a
¢té matérialisé dans chaque pot pour y introduire I’inoculum fongique (0,4 g) a environ 1 cm

en dessous de la surface du sol a proximité de la racine.

— Un autre processus d’inoculation, basé sur l’utilisation de spores ectomycorhiziennes,
repose sur I’enrobage des graines par un mélange de spores et d’un agent collant comme

I’argile (Marx et al., 1984).

Les effets positifs sur la croissance de la plante résultant de 1’inoculation ectomycorhizienne
dans des conditions de pépiniéres forestieres, ont ét¢ fréquemment publiés (tabl. 1). Toutefois,

cette technique souffre de limites qui sont résumées de la fagon suivante :

— difficultés de collecter de grandes quantités de carpophores pour certaines especes

fongiques,
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Tableau 1. Impact de I'inoculation par des spores de champignons ectomycorhiziens sur la croissance de la plante hote en pépinicre.

Sommaire

Ref.(V Souche Plante

A Pisolithusarhizus  Shorea pinanga

A Scleroderma sp. S pinanga

B P. tinctorius Acacia mangium

C Rhizopogon Pinus halepensis
roseolus

C Suilluscollinitus  Pinus halepensis

D Scleroderma Eucalyptus
albidum globulus

D S areolatum E. globulus

D S. cepa E globulus

D S albidum E. urophylla

D S areolatum E. urophylla

D S cepa E. urophylla

E P. tinctorius P. halepensis

E R. roseolus P. halepensis

E Suillus coallinitus P. halepensis

Formulation Inoculum

Granules
Granules
Granules

Suspension sporale

Suspension sporale

Suspension sporale

Suspension sporale
Suspension sporale
Suspension sporale
Suspension sporale
Suspension sporale
Spore suspension
Suspension sporale

Suspension sporale

Effets sur la croissance (%) et l'infection ectomycorhizienne

Hauteur BA® BR® IE (%) @

+46,1® + 66,7 nd® 87
+41,3 + 60,5 nd 86
nd +29.1 +40,7 52
- 30,1 nd nd 48
+27.8 nd nd 75
+32,1 +19,7 +42,5 nd
+17,5 +9,1 +33,5 nd
+30,8 +8,8 +2,0 nd
-3,6 +3,1 -0,7 nd
+7.2 +4.9 +4.,0 nd
+6,3 +13,0 +1,4 nd

+37,1 +44,9 +41,7 55,4

+38,3 + 44,6 +28,6 39,5

+35,1 +28,2 +30,6 28,9

(D Ref. : Référence : A : Turjaman et al. (2005). B : Aggangan et al. (2010). C : Rincon et al. (2007). D : Chen et al. (2006). E : Torres et

Honrubia (1994). ® Biomasse aérienne. ®) Biomasse racinaire. ) Infection ectomycorhizienne. © (valeur moyenne des plants mycorhizés

— valeur moyenne des plants non mycorhizés) x 100) (valeur moyenne des plants mycorhizés). ) nd : non déterminé.

267



— efficacité limitée de ce type d’inoculum fongique due a la germination lente des spores ou la

faible viabilité des spores.

Malgré ces quelques critiques, ce processus d’inoculation est facile a mettre en ceuvre et reste
une technique efficace pour le transport et la conservation des spores pour certains

champignons ectomycorhiziens tels que Pisolithus or Scleroderma.

4. INOCULUM FONGIQUE DE TYPE « VEGETATIF »

Cette formulation d’inoculum requiert des cultures pures de souches de champignons
ectomycorhiziens généralement obtenues a partir de carpophores de champignons
ectomycorhiziens collectés en milieu naturel, mais également en utilisant des racines
ectomycorhizées, des sclérotes, des rhizomorphes et des spores (Molina et Palmer, 1982).
Dans ce chapitre, les techniques visant a obtenir des cultures pures de champignons

ectomycorhiziens seront décrites.

4.1. ISOLEMENT DE SOUCHES FONGIQUES A PARTIR DE CARPOPHORES

Cette procédure est généralement considérée comme la méthode la plus performante pour
obtenir des cultures pures de champignons ectomycorhiziens. Les carpophores sont brossés a
I’aide d’une brosse fine pour éliminer les éléments indésirables susceptibles d’introduire des
contaminants microbiens (fragments de racines, particules de sol, etc.) puis divisés en deux
parties en conditions axéniques dans une hotte a flux laminaire pour faire apparaitre la chair
pilérique du carpophore. Un petit fragment de chair pilérique (5 x 5 x 5 mm environ) est alors
prélevé a I’aide d’un scalpel et placé dans une boite de Petri remplie avec un milieu nutritif
gélosé. Etant donné que les besoins nutritionnels varient en fonction de 1’espéce fongique
isolée, différents milieux nutritifs peuvent étre utilisés (tabl. 2). Les cultures fongiques sont
mises a incuber a 25 °C dans D’obscurité et différents repiquages successifs seront opérés
jusqu’a I’élimination finale de tous contaminants microbiens indésirables. Les souches sont
conservées en pratiquant des repiquages toutes les 6 a 12 semaines en fonction de la souche

fongique cultivée.
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Tableau 2. Composition de milieux nutritifs généralement utilisés dans les procédés

d'isolement et de culture des champignons ectomycorhiziens (d'aprés Brundrett et al., 1996).

Composition Milieux nutritifs
MMN® Pachlewski®” FDAY
Nutriments (mg.l'l)
(NH,),HPO, 250
NH,4CI 500
C4H12N,0g @ 500
KH,PO4 500 1000 500
MgS047H,0 150 500 500
CaCl,2H,O 50 50
NaCl 25
Fe EDTA 20 20
H;BO; 2,8
MnC1,2H,0 3,0
ZnS0O47H,0 2,3
CuCl,2H,0 0,63
Na,Mo42H,0 0,27
Hydrates de C (g.1™")
Maltose 5
Glucose 10 20 20
Malt extract 3
Vitamines (ug.l'l)
Thiamine HCI 0,1 0,1
Agar (g™ 20 20 20
pH
pH ajusté a 5,8 5,4 5,0

' MMN : Modified Menin Norkrans medium (Marx, 1969). ® Pachlewski medium
(Pachlewski et Pachlewski, 1974). ) Ferry et Das (1968). “ Ammonium tartrate.
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4.2. FORMULATION D’INOCULA DE TYPE « VEGETATIF » ET EFFET SUR LA PLANTE HOTE

Ces formulations sont uniquement réalisables avec des souches fongiques capables de se
multiplier rapidement et a grande échelle sur différents substrats de culture. Deux principaux
supports inertes sont utilisés : la production de mycélium sur un mélange tourbe/vermiculite et
la formulation d’inocula ectomycorhizien par inclusion des propagules fongiques dans une

matrice formée par un hydrogel tel que I’alginate de calcium.

4.2.1. INOCULA TOURBE — VERMICULITE (Marx et Bryan, 1975)

Des bocaux en verre (1,6 1) remplis par 1,3 1 d’un mélange tourbe/vermiculite (4:5-1:5, v:v,
pH =5,5) sont autoclavés (120 °C, 20 min). Un mélange basé sur un ratio tourbe/vermiculite
peut également Etre retenu (2:3-1:3), mais des substances gazeuses émises a partir de la tourbe
suite a la désinfection du substrat, peuvent étre toxiques pour le champignon et ralentir son
développement. En conséquence, le mélange (4:5-1:5, v:v) est généralement appliqué. Le
substrat est ensuite humidifié¢ a la capacité au champ avec 600 ml d’une solution nutritive
(tabl. 2). Les bocaux sont obturés par un couvercle percé par un trou de 1 cm de diamétre, lui-
méme bouché par un morceau de coton cardé afin de permettre les échanges gazeux entre le
milieu extérieur et I’intérieur du bocal, mais en évitant I’entrée de contaminants microbiens
indésirables. Les bocaux ainsi congus sont de nouveau autoclavés (120 °C, 20 min). Aprées le
refroidissement du substrat de culture, environ 8 implants prélevés a la périphérie de colonies
fongiques cultivées sur un milieu nutritif dans des boites de Petri, sont introduits dans le bocal
a la surface du substrat en conditions axéniques. En fonction de la souche fongique utilisée, le
mycélium colonise généralement la totalité du substrat aprés 6 a 10 semaines d’incubation a
25 °C a I’obscurité. Pour accélérer la multiplication du champignon, le substrat colonisé apres
1 a 2 semaines de culture, peut étre fragmenté en agitant le bocal et ainsi homogénéiser la
distribution du mycélium au sein du substrat de culture dans chaque bocal. Ce type
d’inoculum fongique ainsi conditionné peut étre conservé pendant environ 6 mois a 4 °C sans

que le symbiote perde sa viabilité et son infectivité.

4.2.2. ENCAPSULATION DES PROPAGULES MYCORHIZIENNES DANS DES BILLES D’ALGINATE
(Mauperin et al., 1987)
Ce processus permettant 1’inclusion de fragments de mycélium dans un gel polymérisé (plus

particuli¢rement 1’alginate de calcium) a été décrit par Dommergues €t al. (1979) et Le Tacon
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et al. (1983, 1985). Ce type de formulation est plus efficace que celle basée sur I’utilisation de
la tourbe/vermiculite (Mortier et al., 1988), car le mycélium est protégé au sein des gels des
différents stress d’origine abiotique (stress hydrique) et biotique (compétition avec d’autres
microorganismes du sol). Avec cette technique, il est également possible de déterminer
précisément la quantité de mycélium apportée au sol, ainsi que le nombre de propagules
viables et efficientes. Différentes méthodes ont été testées pour mesurer la quantité de
mycélium présente dans un substrat type tourbe/vermiculite [(Mesure des teneurs en
ergostérol, Martin et al. (1990) ; Mesure des teneurs en chitine, Vignon et al. (1986)], mais
aucune n’a donné de résultats fiables et reproductifs, car les substances émises par la tourbe

en milieu aqueux interférent avec les mesures colorimétriques.

En utilisant une souche fongique capable de se multiplier en milieu liquide sous agitation, une
suspension mycélienne est produite dans des flacons de type Erlenmeyer ou dans des
fermenteurs remplis par un milieu nutritif liquide approprié. Aprés une durée de culture
dépendante du symbiote fongique utilisé, le mycélium est lavé avec de ’eau distillée afin
d’¢éliminer les résidus de composés nutritifs issus du milieu de culture et finement broyés pour
obtenir une masse homogene de propagules fongiques (quelques articles d’hyphes par
propagule) et enfin resuspendus dans de I’eau distillée. Le contenu en mycélium de
I’inoculum est appréci¢ en mesurant la biomasse fongique seéche par millilitre ou en
dénombrant le nombre de propagules viables (méthode de suspension/dilution et étalement
dans des boites de Petri contenant un milieu nutritif). Puis la suspension de propagules
fongiques est mélangée (1:1, v:v) a une solution contenant 20 g.I"' d’alginate de sodium et
50 g.I'" de poudre de tourbe préalablement stérilisée. La suspension finale est injectée dans un
tube percé par des trous de 2 mm permettant de laisser goutter la suspension dans un bain de
solution de chlorure de calcium (100 g.I'! CaCl,). La présence de chlorure de calcium entraine
la polymérisation de I’alginate de Na sous forme d’alginate de calcium formant ainsi des
billes solides (Mauperin et al., 1987). Ces billes sont immergées pendant 24 h dans le bain de
chlorure de calcium, puis récupérées et lavées a 1’eau du secteur pour éliminer les traces de
chlorure de calcium et enfin conservées dans des bidons a 4 °C. Ce type d’inoculum peut étre
conservé en I’état pendant 9 mois sans présenter une perte de qualité. Ces billes sont

préparées en utilisant 1 a 2 g de mycélium (poids sec) par litre (Mortier et al., 1988).
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4.2.3. ECTOMYCORHIZATION CONTROLEE EN SERRE, PEPINIERE ET EN CONDITIONS DE

PLANTATION

Ces procédures ont pour objectifs de tester différentes souches fongiques pour déterminer leur
compatibilité¢ avec la plante hote retenue et de mesurer I’impact du symbiote fongique sur un
paramétre donné (ex : effet sur la croissance de la plante) afin de sélectionner les souches les
plus performantes susceptibles d’étre utilisées dans les opérations de reboisement. Ces
approches scientifiques et techniques seront illustrées par les résultats obtenus en milieu

tropical avec différentes espéces d’Acacia australiens.

4.2.3.1. SELECTION DE SOUCHES FONGIQUES EFFICIENTES EN CONDITIONS CONTROLEES

De jeunes plantules sont cultivées dans un sol préalablement tamisé et désinfecté ou non a la
chaleur (120 °C, 20 min) ou dans un substrat inerte de type tourbe/vermiculite (1:1, v:v).
Différents types de supports culturaux peuvent étre retenus en fonction de 1’objectif de
I’expérience. L’inoculation ectomycorhizienne est ensuite réalisée en mélangeant I’inoculum
au substrat de culture. Le traitement témoin (sol non inoculé par le symbiote) est réalisé en
mélangeant avec le sol un mélange tourbe/vermiculite humidifié¢ par la solution nutritive
(10/1 ; v:v). De nombreux résultats montrent I’intérét d’inoculer des souches fongiques
performantes quant a leur effet sur la croissance de la plante hote et le potentiel de cette
pratique culturale dans des opérations de reboisement a grande échelle en milieu tropical et
méditerranéen (tabl. 3). Malheureusement force est de constater que cette innovation n’est
réalisée qu’avec un nombre limité de champignons appartenant généralement aux genres
Laccaria, Hebeloma, Paxillus, Pisolithus, Scleroderma, Suillus ou Rhizopogon (Castellano,
1996).

4.2.3.2. INOCULATION CONTROLEE AU CHAMP

Il est maintenant parfaitement admis que I’inoculation mycorhizienne contrélée améliore de
facon significative la croissance d’essences foresticres dans des milieux particuliérement
dégradés. Cependant, la plupart de ces expériences a été réalisée en conditions de serre et peu
de résultats attestent de I'effet durable de I'impact du champignon sur le développement de la

plante hdte en conditions naturelles non contrdlées, plus particulierement en milieu sahélien.
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Tableau 3. Croissance de quelques especes d'Acacia australiens inoculées par différentes souches de champignons ectomycorhiziens (Inoculum
type tourbe/vermiculite) apres 4 mois de culture en conditions contrdlées.

Souches fongiques Espéces d'Acacia Effets sur la croissance (%) et l'infection ectomycorhizienne Références
BAY BR? IEY (%)

Pisolithus albus IR 100 A auriculiformis ~ +42,19 +38,6 45,2 A®
P. albusIR100 A. mangium + 35,9 + 44,1 20,1 A
P. albusIR100 A. platycarpa +43,1 +9.,8 31,6 A
Pisolithus sp. SL2 A. holosericea + 56,7 +10,6 48,3 A
P. albus COI1007 A. holosericea + 55,6 +253 43,8 A
P. albus COI1024 A. holosericea + 50,4 +17,1 10,8 A
Pisolithus sp. COI032 A. holosericea + 54,9 +12,6 15,0 A
P. albusIR100 A. holosericea +57,1 + 48,9 25,2 A
P. tinctorius GEMAS A. holosericea + 57,8 + 14,1 43,1 A
cleroder ma dictyosporum IR109 A. holosericea + 52,9 +21,0 53,4 A
S verrucosum IR500 A. holosericea + 64,4 + 14,1 13,8 A
P. tinctorius GEMAS A. crassicarpa + 77,1 +52,3 49.4 B
P. albus COI1024 A. mangium + 54,5 +52,1 41,7 C
Scleroderma sp. IR408 A. holosericea + 82,1 + 89,6 13,8 D
S dictyosporumIR412 A. holosericea + 72,9 + 82,6 12,5 D

1 . , . 2) 1 - . 3 . .. 4 .,
() Biomasse aérienne. ® Biomasse racinaire. ) Infection ectomycorhizienne.  (valeur moyenne des plants mycorhizés — valeur moyenne des

plants non mycorhizés) x 100)/(valeur moyenne des plants mycorhizés). © A : Duponnois et Plenchette (2003). B : Lesueur et Duponnois (2005).
C : Duponnois et al. (2002). D : Duponnois et al. (2006).
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Des plantations de mycorhization controlée ont été réalisées au Sénégal en utilisant une
espece d'Acacia australien, A. holosericea, et un champignon ectomycorhizien Pisolithus
albus isolat IR100 (Duponnois €t al., 2007). Le développement de cette essence forestiere a
croissance rapide a ét¢é amélioré dans toutes les plantations (fig. 1). Ces résultats suggerent
que dans des sols carencés en phosphore, la présence de symbiotes fongiques compatibles et
efficients constitue un facteur majeur pour assurer le succes de la plantation tant au niveau de
sa productivité que de sa durabilité (Dommergues et al., 1999). Toutefois et pour évaluer
correctement la robustesse de cette technique de mycorhization contrélée, ce type
d'expérience doit étre reproduit dans d'autres conditions environnementales en utilisant

d'autres couples Essence forestiére/symbiote fongique.

Figurel. Croissance de A. holosericea (exprimée en tonne de biomasse ligneuse par hectare
avec une densité de plantation de 1 200 plants a 1'hectare) inoculé ou non par Pisolithus albus

isolat IR100 apres 18 mois de plantations au Sénégal (d'aprés Duponnois et al., 2007).

Plantation ECS8 Plantation EC9

o
o
o
o
o
o

Témoin IR100 Témoin

Plantation EC10

Témoin IR100 Témoin IR100
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5. CONCLUSION

De nombreux travaux ont mis en évidence l'intérét indéniable de valoriser les ressources
fongiques symbiotiques pour améliorer la performance d'opérations de reboisement dans des
milieux hostiles (sols carencés en éléments nutritifs, déficit en eau, etc.). Parallelement, de
nombreuses études ont été entreprises afin de minimiser le colit de production de l'inoculum
fongique considéré comme le principal facteur limitant I'utilisation a grande échelle de la
mycorhization controlée. Toutefois, la majeure partie de ces résultats ont été obtenus en
conditions contrélées et beaucoup reste a faire pour vulgariser cette technique culturale vis-a-
vis des hommes du métier (pépiniéristes) qui, comme en attestent les résultats présentés dans
ce chapitre, pourrait améliorer de maniere significative les performances des opérations de

reboisement et de réhabilitation des zones dégradées en milieu méditerranéen et tropical.
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1. INTRODUCTION

Dans le Nord-Est algérien, les écosystémes forestiers jouent un role socio-économique,
écologique et récréatif de premier ordre (Messaoudene et al., 1996). Cependant, chaque
année, la superficie de ces foréts se réduit sérieusement en raison de nombreux facteurs tels

que la longue saison seche, le surpaturage, les incendies répétés et la surexploitation.

Les services forestiers s’inquictent et s’interrogent quant aux conséquences de cet impact
permanent sur ces écosystémes et soulignent la nécessité de renforcer les programmes de
prévention, de lutte et de reboisement. Actuellement, un intérét particulier est accordé a la
recherche scientifique permettant d’établir des stratégies effectives et de proposer des
solutions & ’aménagement durable de la forét tout en tenant compte des facteurs socio-
¢conomiques et écologiques, ainsi que de la compréhension du processus régulant son

fonctionnement.

Alors que les produits fournis par la forét (bois, liege) sont bien connus, tant sur leurs
propriétés qualitatives que quantitatives, peu d’informations sont disponibles sur les facteurs
qui régissent la croissance des arbres, favorisent la régénération naturelle des foréts et
maintiennent la biodiversité. C’est au niveau de la rhizosphére (zone de sol influencée par les
racines des plantes) qu'est régulé en permanence le délicat équilibre entre les flux de matiere
qui déterminent la pérennité et la production primaire de tout écosystéme forestier. Or, il est
établi qu’au niveau de l'interface sol-plantes, les fines racines absorbantes de 90 % des plantes
terrestres contractent des associations symbiotiques avec certains champignons telluriques et
forment des mycorhizes (Fortin et al., 2008). Ces mycorhizes permettent a la plante de
compenser son immobilité grace au mycélium du champignon, par une augmentation de
I’espace de prospection des racines et de puiser ainsi dans un volume plus grand de sol. La
recherche dans le monde a permis de mettre en lumiere leur role de biofertilisant, de

bioprotecteur et de biorégulateur (Gianinazzi et al., 2010).

En outre, les champignons mycorhiziens ne sont pas les seuls acteurs de la rhizosphére, il
existe aussi des bactéries du sol (Rhizobium, Frankia) respectivement symbiotiques de la
plupart des Fabacées et d’autres angiospermes en dehors des Fabacées (Duhoux et Nicole,
2004). Ces symbioses racinaires jouent par conséquent un role majeur pour le développement
du végétal et présentent une application potentielle dans la restauration et le maintien de la

fertilit¢ des sols (Guerbault, 2009). Elles permettent de pallier les problémes du choc
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transplantation, de mieux résister aux effets drastiques du climat, au manque de nutriments

provenant du sol et aux attaques parasitaires (Dommergues et al., 1999).

L’étude des associations symbiotiques, particulierement des associations mycorhiziennes chez
les arbres forestiers et également chez les arbres fruitiers, devrait donc revétir une importance
capitale dans tous les programmes d’aménagement et de plantations en Algérie. Or, trés peu
de travaux sont disponibles actuellement sur les mycorhizes des espéces ligneuses algériennes
(Nezzar-Hocine et al., 1996 ; Adjoud-Sadadou et Halli-Harrgas., 2000 ; Chafi et Fortas,
1999 ; Meddad-Hamza et al., 2010).

Dans le présent article, nous présentons une étude préliminaire visant a établir le statut
symbiotique des principales essences forestieres spontanées ou introduites dans la wilaya d’El
Tarf (Nord-Est algérien). Paralléelement, un inventaire des macromyceétes se développant sous

ces essences s’est avéré indispensable.

Nous présentons également une étude plus détaillée relative au statut mycorhizien de 1’olivier
cultivé et sa caractérisation en fonction de 1’age des plants, de la variété et des étages
bioclimatiques. Cette étude dans les conditions naturelles constitue pour nous une étape
indispensable avant de procéder a des essais de sélection de souches et d’inoculations

contrdlées en pépinieres.

2. ETAT SYMBIOTIQUE DES PRINCIPALES ESSENCES FORESTIERES SPONTANEES OU

INTRODUITES DANS LE NORD-EST ALGERIEN

2.1. LA ZONE ET LES STATIONS D'ETUDE

Afin de rechercher les symbiotes mycorhiziens et les symbiotes fixateurs d’azote associés aux
principales especes forestiéres et de réaliser I’inventaire fongique, 1’étude s’est déroulée dans
la région d’El Tarf. Il s’agit de la zone située a I’extréme nord-est de 1’ Algérie, elle est limitée
au nord par la mer Méditerranée, par les collines de 1’Atlas tellien au sud et a I’ouest et par la
frontiére tunisienne a 1’est. Une grande partie de cette zone est incluse dans le parc national
d'El-Kala qui couvre pres de 80 000 hectares. C'est une zone a vocation forestiere qui possede
¢galement divers sites humides (lacs et marais) classés sites d’importance internationale par la

convention de Ramsar de 1971.
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Dans cette zone, selon les données de la station météorologique calculées de la ville d’El Kala

pour la période 2000-2010, la pluviométrie moyenne est de 910 mm/an et la température

maximale moyenne autour de 18 °C. Les mois les plus froids sont janvier et février, alors que

juillet et aolt sont les plus chauds. La saison séche dure prés de 4 mois et I’humidité

atmosphérique est comprise entre 69 et 74 %. D’apres le climagramme d’Emberger (1955), la

région d’El Tarf s’étend de 1’étage bioclimatique de végétation subhumide a hiver chaud a

I’étage humide frais (de Belair, 1990). Dans cette zone, ’altitude varie du niveau de la mer

jusqu’a 1202 m. Dix stations y ont été choisies (fig. 1, tabl. 1) et ont concerné des

écosystemes forestiers de plaine, de dune et de montagne, ainsi que les écosystémes rupicoles.

Tableau 1. Localisation et caractéristiques des différentes stations de prélévement

Numéro de la

Description sommaire de la station

station
Sl Maquis de chéne kermes sur dune littorale. Altitude : 20 m, commune de
Ben Mhidi, 2 km aprés I’oued Mafragh.
S2 Reboisement de pin maritime, alt. : 50 m, Righia, commune de
Berrihane
S3 Forét de chéne-liege. Alt. : 50 m, Righia, commune de Berrihane, 18 km
apres le village Righia, en direction d’El-Kala
S4 Forét de chéne-liege. Alt. : 100 m, commune d’El-Koursi, a ’ouest du
lac Mellah
S5 Forét de chéne-licge dégradée. Alt. : 87 m, commune d’El Kala, réserve
naturelle de Braptia, plein sud du lac Mellah
S6 Reboisement a base d’Eucalyptus et Acacia., Alt. : 50 m, commune d’El
Kala
S7 M¢élange d’especes d’introduction. Alt. : 50 m, commune de Souarak,
arboretum du Tonga
S8 Forét mixte de chéne-liege-chéne-zeen. Alt. : 260 m, commune de
Bougous, 500 m aprés le village Bougous

S¢ Forét de chéne-zeen de Ghorra. Alt. : 850 m, Djebel Ghorra, commune
de Bougous, 2 km apres le village Bougous vers la frontiére tunisienne

S10 Rangées brise-vent de diverses espéces de Casuarina

B Oliveraie de Bekkouche Lakhdar

P Pépiniére de Belkheir

G Oliveraie de Bouchegouf

2.2. LES SYMBIOSES DES PRINCIPALES ESPECES FORESTIERES DU NORD-EST ALGERIEN

Afin de rechercher la colonisation mycorhizienne, rhizobienne ou actinorhizienne chez les

arbres ou arbustes de chaque station retenue, des échantillons de racines ont été prélevés a

partir d’une dizaine d’individus de chaque espéce présente dans le peuplement.
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Figure 1 : Localisation des stations d’étude : V stations d’échantillonnage pour les arbres

forestiers, O stations d’échantillonnage pour 1’olivier (échelle : 1/1 000 000).

Une partie de chaque échantillon a été observée directement au stéréomicroscope afin de
rechercher les ectomycorhizes, d’en distinguer les différents morphotypes et d’en déterminer
le taux de colonisation par la méthode des intersections des lignes et des colonnes (Giovanetti
et Mosse, 1980 ; Brundrett et al., 1996). La description des ectomycorhizes a été effectuée
selon les critéres d'Agerer (1987-2002) et Ingleby et al. (1990). Sur D'autre partie de
I’échantillon, la colonisation endomycorhizienne a arbuscules (MA) a été évaluée par la
méthode de Trouvelot et al. (1986) aprés éclaircissement et coloration au noir de Chlorazol ou
au bleu Trypan selon la technique de Phillips et Hayman (1970). Quant a la colonisation par
Rhizobium ou par Frankia, elle a concerné les espéces de Fabacées, de Casuarinacées et Alnus
glutinosa de la famille des Bétulacées. Elle a été estimée par la présence ou I’absence de

nodules racinaires.

Les résultats présentés dans le tableau 2 montrent I’existence de symbioses mutualistes chez
toutes les especes prospectées. Que ce soit les essences principales (chéne-liége, chéne-zeen
et pin maritime), les essences secondaires (chataignier, merisier, laurier...) ou les especes
introduites (eucalyptus, acacia, cypres.), elles sont toutes porteuses soit d’ectomycorhizes, soit
d’endomycorhizes a arbuscules, soit des deux a la fois. Les communautés ectomycorhiziennes

y sont riches et diversifiées.
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Tableau 2. Type de symbioses contractées par les especes forestieres du Nord-Est algérien.
ECM : ectomycorhizes, MA : mycorhizes arbusculaires, R : colonisation rhizobienne, F :
colonisation actinorhizienne, les nombres entre parenthéses indiquent les taux d’infection a
I’automne de I’année 2008

Famille Espéces végétales Type de symbiose et Nombre de
végétale taux d’infection morphotypes
et stations d’échantillonnage (S) ectomycorhiziens
Pinaceae Pinus maritima Lam, S2 ECM (82,12) 10
Pinuspinea L., S8 ECM (64,22) 4
PinusradiataL., S8 ECM (33,35) 2
Cupressaceae Juniperus oxycedrus L., S6 MA (19,22) -
Cupressus sempervirens L., S6 ECM (58,64), 3
MA (29,2)
Taxodiacea TaxodiumdisticumL., S8 MA (26,22) -
Casuarinaceae Casuarina equisetifolia Forst., S1 MA (58,02), F -
C. cunningamiana Migq. MA (50,66), F -
C. obesa Migq. MA (44,35), F -
Fagaceae Quercus suber L., S3, S4, S5, S6 ECM (68,71), 14
_ MA (09,00)
Quercusfaginea L., S4, S7, 9
_ ECM (62,32)
Quercus coccifera L., S1 2
_ ECM (49,13)
Castanea sativa L., S7 7
ECM (50,42),
MA (41,15)
Betulaceae Alnus glutinosa L. Gaertn, S2, S8 ECM (61,43), 8
MA (25,52)
Salicaceae PopulusalbalL., S5 ECM (28,40), 4
_ _ MA (31,86)
Salix pedicellata L., S5 -
_ ) MA (25,03)
Salix babylonica L., S2, S8 -
MA (23,62)
Corylaceae Corylusavellana L., S7 MA (29,24) 8
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Rosaceae CerasusaviumL., S7 MA (44,09)
Crataegus monogyna Jacq., S5 MA (38,64)
Rubus ulmifolius L., S5 MA (58,37)
Lauraceae Laurus nobilisL., S5 MA (63,05)
Oleaceae Fraxinus oxyphylla L., S8 MA (40,42)
Oleaeuropaea L., S1, S5 MA (51,56)
Olea oleaster Link., S1, S5 MA (44,32)
Phillyrea mediaL., S1, S5, S4 MA (65,62)
Anacardiaceae Pistacia lentiscusL., S1, S5 MA (35,39)
Myrtaceae Myrtus communisL., S3, S5 MA (63,54)
Eucalyptus globulus Labill., S6, S8 ECM (36,80),
_ MA (12,96)
Eucalyptus camaldulensis Dehnh, S6
ECM (30,72),
MA (15,06)
Fabaceae CeratoniasiliquaL., S7 MA (35,44)
Calycotome villosa Link. S5 MA (60,00)
Genistaferox L., S6 MA (30,39)
Genista numidica L., S6 MA (29,35)
Cytisustriflorus L’Herit., S6 MA (29,12)
Acacia cyanophylla Benth., S8 MA (68,20), R
Acacia decurrens Willd., S8 MA (72,75),R
Acacia melanoxylon R., S8 MA (61,23),R
Acacia retinoides Willd., S8 MA (42,26),R
Retama monosper ma subsp. bovel MA (08,77), R
Spach (Maire), S1
Cistaceae Cistus monspelliensisL. S2, S3, S5 ECM (09, 75),
o o MA (18,77)
Halimium halimifolium (L) Wilk
MA (42,42)
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Parmi les essences prospectées, le chéne-liege et le pin maritime semblent étres les espéces
présentant le plus grand nombre de morphotypes ectomycorhiziens et leur systéme racinaire
est colonisé a plus de 75 %. Au moins 15 morphotypes différents ont été décrits chez le
chéne-liege (fig. 2), lequel forme également des endomycorhizes arbusculaires (fig. 3a). Ces
derniéres restent toutefois trés peu abondantes et leur taux d’infection ne dépasse guére les
10 %. L’identification morpho-anatomique des ectomycorizes reste une démarche difficile et
ne permet pas 1’identification du champignon partenaire de la mycorhize. L’utilisation de
I’outil moléculaire est par conséquent nécessaire a moins de passer par les longues étapes de
I’isolement du champignon, sa multiplication et la synthése de la mycorhize sur la plante

étudiée.
Figure 2 : Les morphotypes ectomycorhiziens du chéne-li¢ge.

a: ectomycorhize de couleur noir simple ou ramifiée une seule fois,
manteau pseudoparenchymateux dont la surface est granuleuse, munie d'hyphes radiantes de
la méme couleur, hyphes cloisonnées, couche tannifére mince, réseau de Hartig profond.

b : ectomycorhize blanche bleuatre simple a manteau lisse plectenchymateux.

¢ : ectomycorhize jaune clair a brun ocre avec feutrage blanc argenté, pouvant dépasser 1 cm
de longueur, simple ou irrégulierement pennée, présentant des rhizomorphes de la méme
couleur, avec un mycélium extramatriciel trés lache, manteau pseudoparenchymateux et
réseau de Hartig profond jusqu’a I’endoderme, présentant une couche de cellules a tannin de
formes irrégulieres.

d : ectomycorhize de couleur brun clair a foncé avec feutrage blanc argenté, irréguliérement
pennée, trés proche de I’ectomycorhize c.

e : ectomycorhize beige jaunitre, simple, manteau présentant une texture densément
cotonneuse ou laineuse de couleur beige ou blanc créme, ne dépassant pas les 3 mm.

f: ectomycorhize marron foncé presque noire, simple ou monopodiale pennée, manteau
pseudoparenchymateux dont la surface est densément granuleuse avec un mycélium frangeant
en toile d’araignée, réseau de Hartig atteignant les trois lignes des cellules corticales.

g: ectomycorhize jaune clair blanchatre a ocre, irréguliecrement pennée, munie de
rhizomorphes de méme couleur trés abondants, manteau plectenchymateux, le réseau de
Hartig ne pénétre pas au-dela de la premiere couche de cellules corticales.

h : ectomycorhize marron monopodiale ou pyramidale pennée, courte, mycélium frangeant
lache et laineux, manteau épais.

1: ectomycorhize jaune a orangée, 1égérement ramifiée, monopodiale pennée a pyramidale,
légérement cotonneuse et veloutée, manteau plectenchymateux, le réseau de Hartig ne pénétre
pas au-dela de la premiére ligne de cellules corticales, couche tannifére mince.

j : ectomycorhize brun-jaunatre ou ocre, irrégulierement pennée, longue, cotonneuse, munie
de rhizomorphes trés abondants blanchatres de plusieurs centimétres de long, manteau
plectenchymateux, réseau de Hartig profond atteignant I’endoderme.

k: ectomycorhize jaune ocre a orangée, monopodiale pennée a manteau
pseudoparenchymateux.

1 : ectomycorhize beige a brun clair, simple ou monopodiale pennée, avec des extrémités
gonflées et cotonneuses.

m : ectomycorhize marron, simple, monopodiale pennée ou monopodiale pyramidale,
légérement laineuse avec des hyphes extramatricielles marron rougeatre.
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n : ectomycorhize jaunatre a brun foncé avec feutrage jaune citrin a la sortie du sol qui
disparait peu apres, ramifiée une seule fois, mycélium frangeant en feutrage trés dense de
couleur jaune citrin doré, munie de rhizomorphes de couleur claire.
o : ectomycorhize beige jaunitre a ocre souvent simple et parfois monopodiale pennée,
cellules corticales visibles, mycélium frangeant presque inexistant.
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Figure 3 : Fragments racinaires de : (a) Quercus suber colonisé par des mycorhizes
arbusculaires, (b et ¢) de Pinus pinaster et Quercus faginea envahis par des ectomycorhizes.

Dans les peuplements naturels, les espeéces du genre Quercus sont connues pour étre capables
de s’associer avec un nombre considérable d’espéces fongiques. Trappe (1962) en cite 124 et
Garbaye et al. (1986) parlent d’au moins 50 espéces sans compter les formes de fructifications
hypogées comme les Tuber et les Elaphomyces qui seraient trés abondantes. Le chéne-zeen
(Quercus faginea), qui relaic le chéne-liége en altitude a également un systéme racinaire

fortement mycorhizé (fig. 3c) par au moins une dizaine de champignons différents.

Le pin maritime est de loin, I’espéce dont le systeme racinaire est le plus envahi (82 %) par
les champignons ectomycorhiziens (fig. 3b). Deux morphotypes parmi les 10 rencontrés y
prédominent, ils correspondraient d’apres les critéres d’Agerer a I’ectomycorhize du genre
Lactarius et celle de Russula. En faisant le recoupement avec I’inventaire des champignons
dans la pinéde (tabl. 3), Lactarius deliciosa et plusieurs espéces du genre Russula sont

effectivement des champignons tres fréquents dans cet écosystéme.

Parmi les morphotypes ectomycorhiziens observés, la mycorhize de Cenococcum geophilum
(fig. 2a, fig. 4), facilement reconnaissable, est trés majoritaire et omniprésente aussi bien chez
les chénes que chez les pins et autres arbres (chataignier, eucalyptus). Cenococcum geophilum
est un champignon qui a une grande capacité a infecter des arbres d’espéces différentes et
dans des conditions écologiques variées (Le Tacon, 1997). Lorsque le stress hydrique s’établit
(en été), beaucoup de mycorhizes sont détruites, celles de Cenococcum geophilum sont
cependant plus résistantes (Garbaye et Guehl, 1997). Son omniprésence chez la plupart des
especes forestieres étudiées révele des conditions environnementales difficiles. En effet, la

forét méditerranéenne constitue un écosysteme soumis a de fortes contraintes d’origines
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édaphique et climatique, ce qui stimule Cenococcum geophilum a proliférer dans ce type de
milieu. Selon Selosse et Le Tacon (1999), cette espece que 1’on rencontre majoritairement
dans tous les écosystémes naturels a ectomycorhizes de la planéte, contribuerait probablement
universellement, a la survie des arbres forestiers & ectomycorhizes pendant les périodes de

stress hydrique.

Figure 4 : Fragments racinaires de jeunes plants de Quercus suber fortement colonisés par
I’ectomycorhize de Cenococcum geophilum (X 35).

e
_

Les especes forestieres secondaires de la forét de chéne, qu’elles soient spontanées (merisier,
laurier, aulne, peuplier...) ou introduites (noisetier, noyer, eucalyptus...) présentent un taux de
colonisation MA compris entre 25 et 70 % selon les cas (tabl. 2). Ce taux est faible (<20 %)
chez I’aulne glutineux et I’eucalyptus dont les systémes racinaires sont surtout envahis par les
ectomycorhizes. Ce résultat, confirmé par Adjoud-Sadadou et Halli-Harrgas (2000) pour
I’eucalyptus et par Beddiar (1984) pour ’aulne glutineux indique que ces deux espéces qui
sont a la fois endo et ectomycorhiziennes conservent leurs deux symbiotes tout au long de leur
vie, mais avec une prédominance des endomycorhizes a 1’¢tat juvénile et celle des

ectomycorhizes a 1’état adulte. La prospection du systéme racinaire de I’aulne glutineux dans
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les ripisylves au niveau des stations S3, S7 révele la présence de nodules actinorhiziens dont

le diametre peut atteindre plusieurs centimetres.

L’aulne glutineux, seule espéce de son genre en Algérie, forme dans les écosystémes humides
du Nord-Est du pays des peuplements représentant les derniéres stations conservées d’une
végétation euro-sibérienne trés rare en Afrique du Nord. Il est parfaitement mycorhizé et
nodulé, cependant il est fortement menacé par la surexploitation de son bois, le surpaturage et
par les fluctuations du niveau de la nappe phréatique (Beddiar et Mekadem, 2008).
L’exploitation de ses symbiotes mycorhiziens et ses symbiotes actinorhiziens en pépiniére
permettrait d’obtenir des plants de bonne qualité susceptibles d’étre utilisés dans les

reboisements des milieux humides dégradés.

Les acacias ainsi que les casuarinas, bien qu’especes introduites en Algérie, présentent en plus
d’une colonisation endomycorhizienne arbusculaire typique une infection par des bactéries
fixatrices d’azote respectivement par Rhizobium et par Frankia. Cependant, aucune
colonisation par les champignons ectomycorhiziens n’a été détectée. Or, dans leur aire
d’origine, la Tasmanie, la Nouvelle-Z¢lande et I’Indonésie pour les casuarinas et I’ Australie
pour les acacias, ces arbres forment également des ectomycorhizes (Reddel et Warren, 1987 ;
Theodorou et Reddell, 1991 ; Frioni €t al., 1999). L’absence totale de ces structures dans le
Nord-Est algérien est vraisemblablement due a un probléme d’incompatibilité des endophytes

présents dans leur rhizosphere.

Concernant les cistacées, malheurecusement, seules les espéces Cistus monspeliensis et
Halimium halimifolium ont été explorées. Il serait important d’étendre I’exploration aux
autres espéces de cistacées qui sont nombreuses dans la région et qui forment comme le
confirment Comandini et al. (2006), un groupe de plantes connues pour leurs spécifiques
adaptations a la sécheresse estivale et les fréquentes perturbations du milieu comme le feu et
le surpaturage en région méditerranéenne. Une attention particuliere devrait leur étre réservée
vu leur ro6le écologique (coexistence avec d’autres plantes sclérophylles non
ectomycorhiziennes comme les oléastres, les phyllaires, les bruyéres et aussi comme élément
de sous-bois dans les chénaies et pinédes colonisant les clairiéres et les surfaces ouvertes) et
¢galement pour la production de fructifications comestibles : les terfézes appréciées des

populations locales.

La recherche des spores des Glomales par tamisage humide (Gerdemann et Nicolson, 1963)

dans la rhizosphére de Olea oleaster, Olea europeae, Acacia decurrens, Eucalyptus
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camaldulensis et Casuarina equisetifolia a révélé une diversité morphotypique trés
importante. Quelques espéces ont été identifiées telles que Glomus mosseae, G. rubiformeae,
G. intraradices, G. constrictum, G. fasciculatum, G. microagregatum. G. rubiformea, et aussi
des spores de Antrophospora infrequens, de Gigaspora sp., et de Scutellospora sp. Plusieurs
autres morphotypes de spore appartenant au genre Glomus n’ont pu étre identifiés. Ce dernier

semble étre le genre prédominant.

2.3. DIVERSITE DES MACROMYCETES DANS LES PEUPLEMENTS DE CHENE-LIEGE, DE PIN

MARITIME ET DANS LES PLANTATIONS A EUCALYPTUS ET ACACIA

L’inventaire fongique a consist¢ en un ¢échantillonnage exhaustif des champignons a
sporophores épigés ou hémi-épigés. Les champignons lignicoles et saprophytes n’ont pas été
prélevés. La récolte des sporophores a été réalisée en automne, au début de I’hiver et au
printemps de I’année 2007 et en automne et en hiver de 1’année 2008 dans les peuplements de
chéne-liege (fig. 1 : S3, S4, S5, S8), de pin maritime (fig. 1 : S2) et dans les reboisements a
base d’Eucalyptus camaldulensis et Acacia decurrens (fig. 1 : S6). Chaque espéce a été
récoltée, photographi¢e et identifiée grace a des clés et des guides de champignons
(Romagnesi, 1970 ; Lamaison, 1988 ; Lemoine, 1996 ; Polese, 2000 ; Eyssartier €t al., 2004 ;
Courtecuisse et Duhem, 2007).

Le tableau 3 donne un apergu de la diversité spécifique remarquable dans les différents
peuplements et permet de constater que la subéraie demeure 1’écosystéme ou la biodiversité
fongique est la plus importante avec plus de 65 espéces, suivie de la pinéde avec une
cinquantaine d’espeéces et enfin le reboisement d’eucalyptus et acacia dans lequel la
macroflore fongique chute d’environ de moitié. Parmi les différentes especes de champignons
rencontrées, seules quatre espéces (Cortinarus glandicolor, Pisolithus tinctorius, Russula
fellea et Scleroderma geaster) sont communes aux trois types de peuplements, cependant,
plus d’une quarantaine d’especes sont propres a la subéraie, une vingtaine a la pinéde et
seulement sept especes qui sont confinées a la plantation d’eucalyptus et acacia. Comme le
confirme Abourouh (1995), en foréts naturelles, les champignons sont plus abondants et plus

diversifiés que dans les foréts artificielles.
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Cet inventaire n’est pas complet, car il existe un grand nombre d’espéces non identifiées qui
ont été omises. En Algérie, trés peu d’¢études ont concerné les macromycetes de la région et

les anciennes références ne sont pas disponibles. Il est a noter que de nombreux champignons

récoltés ont déja été décrits comme champignons mycorhizogénes par plusieurs auteurs
(Voiry, 1981 ; Molina et Trappe, 1982 ; Orson et Miller, 1987 ; Molina et al., 1992 ;
Abourouh, 1996 ; Smith et Read, 2008).

Tableau 3. Diversité spécifique des champignons épigés et hémi-épigés récoltés durant les

années 2007 et 2008. S : subéraie, P :

pinede, R : reboisements

Champignons récoltés S P R Champignons récoltés S P R
Agaricus arvensis Schaef. - - + Hygrocybe conica (Scop. : Fr.) + - -
A. campestris L. Fr. + - - Kumm -+ -
A. silvaticus Sch. : Fr. + + - H.conicaVar. cloroides - -+
Agrocybe praecox (Pers.) Fay - + - (Malengon) Bon -+ -
Aleuria aurantia (Pers.: Fr.) Fuck. + - + H.nivea(Scop.) + - -
Amanita caesarea (Scop.: Fr.) Pers. + - - Hygrophorus chrysodon (Batch.Fr.) - + +
A. citrina (Schaef. : Fr.) Gray. + - - Fr + - -
A. phalloides (Vaill. Fr.) Link + + - H.coccineus (Schaeff.) - -+
A. pantherina (D.C.: Fr.) Kromb + - - H. marzuolus (Fr.) Bresadola + + -
A. virosa (Fr.) Lam. + - - H. niveus(Wulf. : Fr.) Kov -+ 4+
Armillariamellea (Vahl : Fr.) Kumm + - + Inocybe cookei Bres + + -
Boletus aurantiacus Bull. : Fr. + - - |.geophylla (Sow. ex Fr.) Kumm. + + -
B. badius (Fr.) Fr. + - - |l lilacinaFr. -+ -
B. edulis Bull. : Fr. + - - |. maculata Boud. + - -
B. luridus Sch. : Fr. + - - Laccarialaccata(Scop. : Fr.) Cook. - + -
B. satanas Lenz + - - LactariusblenniusFr. + - -
B. Variegatus Fr ex Swartz + - - L.chrysorrheusFr. + + -
B. Viscidus L. + - - L.ddiciosus(L. ex Fr.) S. F. Gray -+ -
Bovista plumbea Pers. - - + L.pallidusPers. ex Fr. + - +
Calvatia utriformis (Bull. Pers) - + - L.mastoideaFr. -+ 4+
= C. Bovista - + - L.volemusFr. -+ -
Cantharellus aurantiacus Krombh. + + - Lepiotacristada A. Schw. ex Fr. + - +
C. cibariusFr. - + - L.gracilenta + + -
C. xanthopus (Pers.) Duby - + + L.mastoideaFr. + - -
Clathrusruber (Mich.) Pers. + - - Lepistainversa(Scop.) Pat. + - -
Clavaria aurea (Schaeff : Fries) + - - L.nuda (Bull : Fr.) Cook. + - 4+
Quél. + - - L.procera Scop. ex Fr. -+ +
C. ochraceovirens (Jungh.) - + - L.rhacodes Vitt. + - +
C. vermicularis Sw. : Fr. + + - L.rickenii Sing. + - -
Clitocybe dealbata (Sow. Fr.) - + + Lycoperdon depressum Bon. + -
Kummer - + - L.perlatumPers. = L. gemmatum -+ -
C. decembris = dicolor Sing - + - L.piriforme(Schaef.) Pers. -+ -
C. gibba (Pers. : Fr.) Kumm. + -+ Inocybe patouillardii (Bres.) + - -
C. odora (Bull. Fr.) Quel - + - lLlilacinaFr. + - -
C. vibecina (Fr.) Quel + - - |.tigrinaHeim -+ -
Collybia butyracea var. asema + - - Macrolepiota mastoidea (Fr.) Singer - + -
(Fr.Fr.) Quel - + M. procera(Scop. : Fr.) Sing. + - -
C. fusipes (Bull.) Quél - + - Mycenagalericulata (Scop. Fr.) -+ o+
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Coprinus comatus (Mull. : Fr.) Pers. - + - Gray + - 4+
C. disseminatus (Pers. : Fr.) Gray + + + M. wulgaris(Pers. Fr.) Kumm + + +
C. micaceus Bull. : Fr. + + - Otidiaumbrina + - 4+
Cortinarius praestans Cordier + - - Paxillusinvolutus (Batsch : Fr.) Fr. + + -
C. humicolus (Quél.) Maire + - - PhallusimpudicusL. : Pers. + - -
C. glandicolor Fr. + - - Pisolithustinctorius (Scop.) Raush  + - -
C. splendens R. Henry + - - Psalliotaarvensis Schaef. ex Fr. + + +
C. torvusFr. + - - Rhizopogon obtextus (Spreng.) -+ -
Craterellus cornucopioides (L. : Fr) + - - Rausch. -+ -
Pers. - - + Rhodophyllus mammosus (Lin. ex -+ o+
Crucibulum laeve (Huds.) Kam - 4+ 4+ Fr)Quél + + +
Cyathus striatus (Huds. Pers.) + - + Roztescaperata (Pers. ex Fr.) + - -
Entoloma rhodopolium (Fr.) Kumm - + - Karst. -+ -
E. sericeum (Bull. : Fr) Quél. + + - R feleaFr. + + -
Geastrum rufescens Pers. + - - R lepidaFr. + -
G. triplex (Jungh.) - - + R torulosaBres

Hebel oma mesophaeum (Pers. ex
Fr.)

Quél. H. leucosarx Orton

Hydnum umbelicatum Peck
Hygrocybe acutoconica (Clem.)
Singer

H. coccinea (Schaeff. : Fr.) Kummer

Scleroderma citrinum Pers.
= C. wulgare

S geaster (Gmel.) Pers.

S verrucosum (Bull.) Pers.

Tricholomacolumbetta Scaef. ex Fr.

T. saponaceum (Fr.) Kumm
Volvaria gloiocephala (D.C. : Fr.)
Boek. End

Parmi les espéces rencontrées, nombreuses sont également des espéces comestibles de valeur,
abondantes dans la subéraie et la pinéde. Peuvent étre cités Cantharellus cibarius, Craterellus

cornucopioides, Cortinarius praestans, Hydnum umbilicatum, etc. (fig. 5).

Certaines espéces sont trés dangereuses par leur caractére vénéneux telles que Amanita
phalloides, d’autres présentent un grand intérét comme Pisolithus tinctorius, 1’un des
champignons mycorhiziens les plus versatiles, adapté a des conditions difficiles du milieu,
température élevée, pH faible, sol peu fertile et pauvre en mati¢re organique (Marx et Bryan,
1971 ; Momoh et Gbadegesin, 1980). Ses sporophores sont abondants pendant une bonne
partie de I’année renfermant un nombre treés ¢levé de spores. Il est trés abondant dans les

peuplements d’eucalyptus, mais aussi dans la pinede et la subéraie.

Les champignons en Algérie ne rentrent pas beaucoup dans les habitudes alimentaires des
populations. Cependant, avec la médiatisation de I’information et I’accés a la télévision
cablée, ces produits suscitent de plus en plus d’intérét et commencent a étre recherchés par les
populations riveraines des milieux naturels qui les récoltent sans aucun contréle. Un des
objectifs de cet inventaire est de réaliser un atlas des champignons du Nord-Est algérien afin

de faire connaitre ces produits et d’attirer I’attention non seulement sur leur caractére
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symbiotique, sur leurs vertus médicinales et culinaires, mais aussi sur les dangers potentiels

que peuvent présenter certaines especes.

Figure 5 : Quelques champignons fréquents dans le Nord-Est algérien.

(a) Cantharellus cibarius, (b) Craterellus cornucopioides, (c) Cortinarius spraestans,
(d) Macrolepiota procera, (e) Hygrophorus marzuolus, (f) Hydnum umbilicatum, (g) Lepista
nuda, (h) Pisolithus tinctorius, (i) Tricholoma columbetta, (j) Agaricus arvenss,
(k) Macrolepiota mastoidea, (1) Agaricus silvaticus.

Sommaire

La liste des especes fongiques récoltées lors de cette présente investigation n’est qu’indicative
de la richesse de la zone d’¢tude en champignons a sporophore susceptibles de s’associer
symbiotiquement aux arbres forestiers du Nord-Est algérien. Cependant, il faut souligner que
s’il est vrai que la majorit¢ des champignons qui forment des sporophores sont
ectomycorhizogeénes (Smith et Read, 2008), il existe également un grand nombre de
champignons inférieurs (Phycomycétes, zygomycetes) capables de contracter des symbioses

ectomycorhiziennes et qui échappent a notre inventaire.
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Comme le suggerent Guinberteau et Courtecuisse (1997), les champignons, par leur mode de
vie et leurs particularités biologiques, constituent un régne trés difficile d’acces, lorsqu’on
veut en aborder une étude sous I’angle des évaluations quantitatives ou qualitatives. Les
raisons sont multiples, entre autres, les sporophores, seuls témoins de la présence d’une
espeéce donnée, apparaissent d’'une mani¢re fugace dans la plupart des cas, car ils ont une
durée de vie de quelques heures a quelques jours seulement. Selon les mémes auteurs, cette
apparition des sporophores est 1’objet d’une périodicité régie par des cycles biologiques
complétement méconnus (une espéce donnée peut Etre 1’objet de fluctuations considérables
influencées par des cycles non biologiques, incontrdlables et imprévisibles). Quoi qu’il en
soit, il ressort de cette étude préliminaire que les foréts du Nord-Est algérien sont riches en
champignons a sporophores lesquels sont en majorité ectomycorhiziens. Il convient donc
d’essayer d’isoler certains d’entre eux et de les cultiver puis de vérifier leur infectivité et leur
effectivité afin de sélectionner les plus performants. Il sera alors possible d’en produire des
inocula susceptibles d’étre testés pour leur role et leurs actions sur 1’écologie et la physiologie

des différents arbres.

3. LES MYCORHIZES DE L'OLIVIER (OLEA EUROPAEA L.) : ASPECTS ECOLOGIQUES

3.1 LA MYCORHIZATION NATURELLE DE L’OLIVIER DANS LE BASSIN OLEICOLE DE GUELMA

L’olivier est un arbre rustique qui occupe une place importante dans 1’arboriculture fruitiére
algérienne. Actuellement, il est considéré comme un ¢élément majeur de I’économie agricole
du pays. Outre ’olive de table qu’il fournit, son huile est réputée pour ses vertus nutritives et
curatives vu qu’elle est utilisée en consommation directe et aussi en médecine traditionnelle et
en cosmétologie. Cependant, le verger oléicole national en général et le verger guelmois en
particulier, quoique importants par leur surface, offrent des rendements en deca de leurs
aspirations, car les arbres sont vieillissants, souffrants de nombreuses maladies et occupent en

général des terres pauvres et caillouteuses.

La valorisation de l'oléiculture dans la wilaya de Guelma et la mise en place d'un dispositif
adéquat pour la protection, le développement et la promotion du secteur oléicole sont les

objectifs recherchés dans les programmes socio-économiques des pouvoirs publics.
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Dans ce contexte, la présente étude a été effectuée en vue d’apporter une contribution a la
connaissance des relations symbiotiques entre cet arbre et les champignons mycorhizogeénes
de sa rhizosphére : étape préliminaire indispensable a la production de plants mycorhizés

susceptibles d’étre utilisés dans le rajeunissement des vergers.

L’étude a eu lieu dans la wilaya de Guelma pour établir le statut mycorhizien de I’olivier
cultivé et voir comment évolue la symbiose mycorhizienne en fonction des paramétres age

des plants, variétés de I’olivier et des saisons.

Dans cette zone qui limite la région d’El Tarf (voir paragraphe 2.1) par son coté sud-ouest,
trois stations ont été choisies (voir fig. 1, tabl. 1) : un verger centenaire en pleine production,
situé dans la commune de Bekkouche Lakhdar (B), un deuxiéme verger situé¢ dans la
commune de Bouchegouf (G) ou les oliviers sont agés de 6 a 7 ans, ils sont en leur début de
production. La troisiéme station est une pépiniere (P) située dans la commune de Belkheir ou
les plants sont agés de un an. Les trois stations sont cultivées par les variétés Blanquette et
Rougette de I’olivier, greffées sur I’oléastre. Le choix des sites est basé sur la présence de ces
deux variétés qui coexistent en mélange dans ces stations et bénéficient de conditions
¢daphiques et climatiques semblables. C'est-a-dire un climat méditerranéen avec des
précipitations moyennes allant jusqu’a prés de 900 mm/an, des sols de texture limono-

sableuse, basiques, moyennement riches en maticre organique, et pauvres en phosphore.

Les observations des racines colorées de 1’olivier cultivé dans les trois stations du bassin de
Guelma ont montré que ce dernier présentait un systeme racinaire colonisé par des
endomycorhizes arbusculaires typiques produisant beaucoup de vésicules et arbuscules quelle
que soit la station (fig. 6). Le suivi de la colonisation durant une année a permis de noter une
variation significative de I’intensité de la colonisation (M%) en fonction des saisons. En effet,
ces estimations réveélent en moyenne, comme indiqué dans la figure 7, des taux nettement
¢levés au printemps (60,73 %) et en automne (58,27 %), ceux-ci diminuent significativement
en hiver (42,65 %) et deviennent trés faibles en été (17,34 %). Cette dynamique saisonniére
de la colonisation mycorhizienne arbusculaire a été¢ également observée dans la région de
Boghni en Algérie (Khelfan-Goucem, 2001) et en Espagne (Roland-Fajardo et Barea, 1986)
pour D’olivier et pour d’autres especes (Sanders et Fitter, 1992 ; Muthukumar et Udaiyan,

2002).
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Fig. 6 : Racines d’olivier colonisées par des CMA.

Fig. 7 : Evolution saisonniere de l'intensité de la mycorhization dans les systémes racinaires
de I’olivier.
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Boullard (1968) rapporte que 1’abondance des mycorhizes au niveau d’un systéme racinaire
dépend de nombreux facteurs intriqués tels que I’age de 1’espece hote, les propriétés physico-
chimiques des sols et également la position géographique. En effet, I’age des plants semble
exercer un effet sur le taux de mycorhization (M%) puisque les plants de pépinieres sont plus
colonisés que les plants agés, avec un taux de mycorhization dépassant 70 %. Cependant,
I’impact variétal ne semble pas agir. En effet, les variétés Rougette et Blanquette sont
cultivées depuis fort longtemps dans le bassin de Guelma. Elles coexistent dans la plupart des
vergers du nord-est de 1’Algérie et sont soumises aux mémes conditions environnementales
telles que les propriétés physico-chimiques des sols, notamment la teneur en phosphore et le
pH. Par conséquent, il était attendu de trouver des valeurs similaires au niveau des parametres
de mycorhization étudiés : ceux-ci évoluent chez les deux variétés de manicre équivalente au
cours de I’année. Il semble que I’intensité de la mycorhization soit en étroite relation, d'une
part, avec les conditions climatiques qui conditionnent l'activité végétative dépendante de la
photosynthése et, d'autre part, avec le cycle de développement de 1'olivier qui s'effectue en
deux vagues : la vague de printemps qui est la plus importante dans la croissance annuelle et
celle de l'automne (Argenson et al., 1999). La mycorhization semble corrélée a cette
dynamique saisonniere de la croissance puisque les taux les plus élevés s’observent également

au printemps et en automne.

Les populations de champignons MA sont similaires dans les différentes stations étudiées
(Bekkouche Lakhdar, Bouchegouf et pépiniere de Belkheir) et forment une communauté

caractéristique de la rhizosphere oléicole du bassin de Guelma.

Ces spores appartiennent aux genres Glomus, Gigaspora, Scutellospora et Entrophospora. 11

est a noter la nette prédominance du genre Glomus en nombre et en morphotypes (fig. 8, 9).

3.2 LA MYCORHIZATION NATURELLE DE L’OLIVIER EN FONCTION DES ETAGES

BIOCLIMATIQUES DE VEGETATION

L’objectif principal de cette partie de la recherche était de voir si I’olivier qui est présent
¢galement dans les zones semi-arides et arides de I’Est algérien pouvait contracter des
symbioses mycorhiziennes. Pour ce faire, une prospection de la mycorhization en fonction des
¢tages bioclimatiques a été entreprise. Quatre stations ont €été choisies a travers un transect

allant de I’étage humide au nord vers le Saharien au sud. Il s’agit d’une oliveraie dans la
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wilaya de Bejaia (36°43° N, 5°4’ E) qui fait partie de 1’étage humide avec jusqu’a
1 300 mm/an, d’une deuxieéme dans la wilaya de Annaba (Bouchegouf, 36° 20’ N, 7° 43’ E)
située dans 1’étage subhumide avec 960 mm/an, d’une troisieme dans la wilaya de
Tébessa (35° 29’ N, 8° 8’ E) pour 1’étage semi-aride avec 400 mm/an et enfin de I’oliveraie
d’El Oued (33° 30’ N, 6° 7" E) pour I’étage aride avec moins de 100 mm de pluie/an. Ces
stations sont cultivées par les variétés Chemlel et Rougette de I’olivier et les arbres y sont tous
productifs. Ces stations sont également caractérisées par la présence de 1’olivier sauvage ou

oléastre (Olea oleaster) sur de vastes territoires.

Figure 8 : Divers morphotypes de spore de la rhizosphére de Olea europaea.

Cette étude a permis de noter la présence évidente de la colonisation MA aussi bien chez les
variétés Chemlel et Rougette que chez 1’oléastre. L’isolement des spores a permis aussi de
retrouver les trois mémes genres rencontrés dans le bassin de Guelma, a savoir les genres

Glomus, Gigaspora et Entrophospora.

Le tableau 4 montre que Glomus mosseae, G. intraradices, G. constrictum, G. spl et G. sp3
sont les especes présentes dans tous les étages bioclimatiques, mais leur abondance est
variable d’une station a 1’autre. G. intraradices se montre dominant de 1’étage humide au
semi-aride tout comme G. constrictum, alors que Glomus mosseae semble fréquent plutot

dans les étages humide et subhumide. Dans ces mémes stations, ont été retrouvés également
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les genres Entrophospora et Gigaspora. Ce dernier avec Scutellospora sp, domine dans la
station aride d’El Oued. Dans la station semi-aride de Tébessa, on ne note que la présence du

genre Glomus.

La station d’El Oued s’est montrée la plus diversifiée, avec au moins sept morphotypes de
Glomus, une espéce de Gigaspora et une espeéce de Scutellospora. Ce qui conforte les
résultats de Uhlmann et al. (2006) selon lesquels en milieu aride, il peut exister une grande

diversité des CMA contrairement a ce qui est généralement admis.

Ainsi, tous les sols prospectés renferment des spores denses et diversifiées, mais sont-elles
aptes a générer une mycorhization ? Dans ce cas, le potentiel mycorhizogéne qui traduit la
richesse du sol en propagules infectives (spores, mycélium, morceaux de racines colonisées) a
été estimé par la technique du nombre le plus probable (Most Probable Number : MPN)
(Alexander, 1965).

Cette technique adaptée aux champignons MA par Poter (1979) est basée sur 1’utilisation
d’une série de dilutions successives de sol, a raison de 10 pour épuiser progressivement le
milieu et cerner ainsi la dilution limite dans laquelle il n’y aura plus de propagules. Les
dilutions sont préparées en prenant soin de bien mélanger le sol d’origine et le méme sol
stérilisé a 1’autoclave. A I’aide de la table de Cochran (1950), le nombre le plus probable de
propagules présentes dans chaque sol a été calculé. Cette étude a été réalisée sur les sols

rhizosphériques des variétés Chemlel et Rougette de 1’olivier cultivé et sur celui de 1’oléastre.

Dans I’étage humide représenté par la station de Bejaia, le MPN est le plus élevé quel que soit
le sol rhizosphérique utilis¢ (fig. 10). La comparaison des sols rhizosphériques entre eux

montre que le MPN du sol de I’oléastre semble le moins pourvu en propagules infectives.

D’une maniére générale, les MPN de toutes les stations étudiées se sont montrés relativement
moyens a faibles. Ces résultats nous laissent suggérer la nécessité de renforcer les populations
mycorhiziennes existantes par I’introduction d’un inoculum efficace en termes d’amélioration
de la culture oléicole en Algérie. Guerbault (2009) note que les champignons mycorhizogeénes
choisis pour concevoir un inoculum peuvent étre sélectionnés a partir de sols ou prosperent

naturellement la plante, car ils sont sGirement les mieux adaptés.
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Tableau 4. Tableau synthétique présentant la diversité et I’abondance sporale dans les

différentes stations a olivier

+++ : Dominant, ++ : Fréquent, + : Présent

Bejaia Bouchegouf Tébessa El Oued

humide subhumide semi-aride aride
Glomus mosseae ++ ++ +
Glomus intraradices +++ s +++
Entrophospora infrequens ++ + - -
Glomus constrictum +++ +++ ++ +
Glomus spl + ++ + +
Glomus sp2 + T+ _ N
Glomus sp3 + ++ + T
Glomus sp4 - - + T
Gigaspora sp. ++ + - -+
Scutellospora sp. + + - +++
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Figure 9 : Les morphotypes de spores de la rhizosphere de I’olivier dans le bassin de Guelma.

(a, b) Glomus mossea (respectivement sporocarpe et spore ), (¢) Glomusspl1, (d, ¢) Glomus
intraradices (agrégat de spore et spore), (f) Glomus sp2, (g, h) Glomus constrictum (spore et
contenu sporal), (i) Gigaspora sp., ( j, k) Glomussp 3 (spore et sporocarpe), (1) sporocarpe
non identifié, (m, n) Scutellospora sp. (spore et boucle de germination), (o) Entrophospora
infrequens (spore avec saccule).
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Figure 10: Potentiel mycorhizogéne des sols rhizosphériques en fonction des étages

bioclimatiques.
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4. CONCLUSION

L’objectif de ce présent travail était d’apporter une contribution a la connaissance des
relations symbiotiques entre les différentes especes forestieres et leurs symbiotes telluriques
possibles dans le Nord-Est algérien, de réaliser un inventaire fongique et d’étudier 1’écologie

des mycorhizes de I’olivier.

Les résultats de cette étude préliminaire permettent de retenir qu’en milieu naturel, la

mycorhization est une réalité écologique.

Dans le Nord-Est algérien, tous les arbres et arbustes sont mycorhizés. Les ectomycorhizes
qui sont importantes en nombre de morphotypes et en bons colonisateurs des racines méritent
des ¢études plus approfondies afin d’identifier les champignons impliqués. En effet, nos

résultats restent peu rigoureux et nécessitent d’étre renforcés par d’autres études
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complémentaires, 1’outil moléculaire dans ces conditions devient un moyen sir tant sur le

plan rapidité que sur le plan fiabilité.

Chacune des essences forestieres joue un rdle dans 1’équilibre physique et biologique de
I’écosysteme. Cependant, certaines ont un réle supplémentaire, elles contribuent a 1’essor
¢conomique du pays soit par la production de liege, soit par le bois d’ceuvre ou d’énergie ou
de pate a papier, ou encore par son réle de fixateur du sol ou comme brise-vent. Des études
d’écologie et de biotechnologie des symbioses pour chacune d’elles devraient étre entreprises,
car nous pensons que la microflore symbiotique native joue certainement un rdle principal en
maticre de survie des especes vu le climat souvent drastique, le sol souvent squelettique et
I’exploitation souvent abusive, mais, en matiere de rendement, la nécessité de 1’inoculation,

au stade pépiniere, avec des champignons sélectionnés serait un procédé efficace.

L’exploitation du champignon Cenococcum geophilum serait également une voie importante a

explorer.

Des isolements de souches et des inoculations en pépini¢res devraient étre pratiqués, tout en
tenant compte de I’importance de 1’effet synergique qui peut résulter des doubles inoculations

chez les espéces actinorhiziennes ou rhizobiennes.

Il serait ainsi possible de produire des plants de bonne qualité et de réaliser des plantations
réussies pour pallier le probléme de régénérations naturelles (cas du chéne-licge), pour
améliorer la production en biomasse (liége, bois) et pour augmenter la résistance des arbres

indigénes aux agressions biotiques et abiotiques.

Chez D’olivier, les spores de champignons arbusculaires les plus représentées appartiennent au
genre Glomus principalement et au genre Gigaspora secondairement. La colonisation
endomycorhizienne est présente quels que soient I’age et la variété. Elle suit une dynamique

saisonniére qui semble étre corrélée avec la période active de la végétation.

L’inventaire fongique, I’abondance sporale et le calcul du potentiel mycorhizogéne permettent
de conclure que les rhizosphéres de 1’olivier dans le bassin de Guelma sont peuplées par des
communautés de champignons MA denses et diversifiées. Elle forme une communauté

caractéristique dominée surtout par le genre Glomus.

En considérant la distribution des stations selon les étages bioclimatiques de végétation, les

taux de colonisation racinaires sont plus importants dans les stations humide et subhumide. La
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station aride bénéficie de la diversité sporale la plus importante, mais avec le potentiel

mycorhizogene le plus faible.

D’une manicre générale, il ressort de cette étude concernant 1’olivier, 1’existence d’une
communauté mycorhizienne commune aux rhizosphéres ol€icoles de 1’Est algérien dotée d’un
pouvoir mycorhizogeéne relativement moyen a faible, a I’exception de la station humide de
Bejaia. Ce résultat justifie la nécessité de renforcer le complexe mycorhizien existant par un
inoculum sélectionné dans les processus de culture de I’olivier en Algérie afin d’améliorer son

développement.

En ce qui concerne I’inventaire des macromycetes, nous avons dressé une liste de plus d’une
centaine d’especes fongiques se développant sous le chéne-liege, le pin maritime et les
plantations a eucalyptus et acacia. La plupart des especes identifiées ont déja été décrites
comme especes mycorhizogenes. Cependant, cette liste nécessite d’étre complétée car notre
inventaire n’a été réalis¢ que durant deux années, or pour avoir des résultats plus complets, il
est recommandé de répéter 1’opération durant plusieurs années. Arnolds (1995) suggere 7 a
12 années d’observation pour évaluer la mycoflore d’un site donné. Néanmoins, il ressort de
cette étude que nos subéraies et nos pinédes sont trés riches en champignons supérieurs et que
la diversité spécifique des populations naturelles y est trés importante. Les champignons sont
parmi les moins connus des hétres vivants. En Algérie, trés peu d’études leur sont consacrées.
Jones et al. (2003) soulignent que la composition et la diversité des champignons méritent une

attention particuliére vu leur impact potentiel sur le développement des sols forestiers.

I1 est donc important d’intensifier les programmes d’inventaire de la biodiversité fongique sur
plusieurs années afin de répertorier les espéces propres a chaque région et a chaque domaine
d’application. Leur connaissance est un préalable a toute recherche d’application tant dans les
domaines de biotechnologies des mycorhizes que dans les domaines culinaire et

pharmacologique.
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1. INTRODUCTION

En Algérie, ’accroissement démographique nécessite de nombreux aménagements
notamment en matiére d’habitat et de réseaux routiers, pour répondre a des besoins
économiques et sociaux. De ce fait, les carriéres de sable du littoral algérien sont la principale
source d’approvisionnement en sable et selon un rapport officiel élaboré en 2010 par ENG
(Entreprise nationale des granulats), 120 carriéres de sable sont recensées a travers le littoral

algérien. Les dommages liés a cette activité ne sont pas sans conséquences sur 1’écosystéme.

Pour réduire I’ampleur de I’activité extractive sur I’environnement littoral, I’ Algérie comme
de nombreux pays, a encadré ’exploitation des carriéres par une législation rigoureuse,
imposant le réaménagement et la réhabilitation du milieu apres exploitation par la mise en

place d’une couverture végétale sur tout ou une partie de la sablicre.

Les actions de réhabilitation par revégétalisation doivent étre entreprises pour reconstruire
I’écosysteme afin de réduire les impacts de 1’action de I’homme dans le paysage et de limiter
les risques d’érosion (Le Roux, 2002). L’un des problémes majeurs auquel sont confrontés les
aménageurs de ces sites est la pauvreté de leurs sols apreés exploitation. Ce sont
principalement des sols stériles du point de vue organique et biologique (absence d’humus, de
microfaune et de microflore). Ce sont des sols pauvres en éléments nutritifs, en particulier
I’azote qui n’exceéde jamais 0,5 g/kg, de fortes carences en phosphore, une capacité d’échange
en cations tres faible et de fortes contraintes climatiques (Brunel et al., 2007). Dans de telles
situations, la colonisation spontanée d’espéces végétales reste trés limitée. De plus,
I’utilisation de terre de découverte ou D’apport de terre végétale présente de nombreux
inconvénients : pertes d’une partic de ses propriétés biologiques lors du stockage,
prolifération de végétaux exogenes indésirables issus de graines présentes dans le matériau
importé et qui sont les responsables majeurs de I’appauvrissement de la biodiversité (Brunel

etal., 2007).

La recherche de végétaux adaptés a ces contraintes notamment les légumineuses, leur
multiplication et leur réintroduction dans ces milieux sont une alternative efficace. Les
symbioses végétales (rhizobiennes et mycorhiziennes) sont une composante fondamentale de
la stabilité et la durabilité des écosystemes et leur introduction dans les sites dégradés est
primordiale pour réussir l’installation de plants en milieu défavorable. En effet, de

nombreuses études montrent 1I’importance de microorganismes symbiotiques fixateurs d’azote
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(rhizobia) et mycorhiziens sur le développement des plantes et sur le fonctionnement du sol

(Duponnois €t al., 2005a, 2005b).

C’est dans ce contexte qu’une premicre expérience de revégétalisation est menée en 2007 par
notre laboratoire (Laboratoire de biotechnologie des rhizobiums et amélioration des plantes)
en collaboration avec les services des foréts de la willaya de Mostaganem sur une carriere

d’extraction de sable a Sidi Lakhdar (Mostaganem).

2. ESSAI DE REVEGETALISATION DE LA CARRIERE DE SIDI LAKHDAR (MOSTAGANEM)

Cette premicre expérience de revégétalisation est effectuée par I’introduction d’un couple

symbiotique Acacia saligna-Rhyzobium.

Le choix d’Acacia saligna est basé sur sa facult¢ a établir une symbiose tripartite
légumineuse-Rhizobium-mycorhizes qui jouent un role fondamental dans la restauration et la
revégétalisation des sols dégradés (Jeffries et Barea, 2001 ; Le Roux, 2002). Il pousse sur
différents types de sols essentiellement faiblement acides ou calcairo-sableux et tolere les sols

salés et alcalins (Bell, 1999 ; El Euch, 2000 ; Burley, 2004).

Cette espece est la plus utilisée dans les programmes de réhabilitation des parcours et couvre
en Tunisie 72,5 % des superficies des plantations sylvo-pastorales (Zaafouri, 1993). Il est
utilisé pour la restauration des sols, des versants de montagnes et des collines érodées, ainsi
que dans la stabilisation des sables mobiles (Crompton, 1992), pour la fixation des dunes
littorales et continentales (Albouchi et al., 2001). Selon ces auteurs, Acacia saligna est parmi
les essences forestieres les plus employées dans le reboisement des zones arides et semi-arides

vu sa capacité a pousser sur différents sols.

2.1. CARACTERISTIQUES PHYSICOCHIMIQUES DU SOL DE LA SABLIERE

Les analyses physicochimiques du sol de la sabliére destiné a étre revégétalis€ montrent qu’il
s’agit d’un sol a texture sablonneuse, alcalin (51,22 % de calcaire), non sal¢ (CE = 0,06 mS),
faible matiére organique et pauvre en ¢léments nutritifs (Sekkour, 2008). Ce sont des

conditions défavorables qui constituent une contrainte a la végétation et entravent le
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développement de la flore microbienne du sol indispensable pour la croissance et la nutrition

des plantes, d’ou I’intérét de sélectionner des souches performantes.

2.2. CHOIX DE L’ INOCULUM BACTERIEN

Avant son introduction sur le site, nous avons procédé dans un premier temps a la sélection de
18 isolats obtenus a partir de nodules racinaires d’Acacia saligna provenant de dunes du
littoral oranais stabilisées par cette espece. Ces isolats présentent une morphologie
comparable a celle des Rhizobia connus et une bonne résistance a la température jusqu’a
45 °C, a la salinité jusqu’a 5 % et au pH allant de pH4 a pH11. Parmi ces souches, trois sont
sélectionnées : ASB13 (Rhizobium sp.) ASB5 (Sinorhizobium sp.) et ASB7 (non identifiée),
et servent d’inoculum sur la base de leur efficience en conditions contrlées (capacité a
former des nodules et a fixer 1’azote atmosphérique) et de leur résistance aux conditions
extrémes. La croissance des plantes inoculées est plus importante comparée au témoin non
inoculé (fig. 1). C’est la souche ASB13 qui a montré une efficacité trés élevée pour la
croissance et la nutrition azotée des jeunes plants d’A. saligna aprés 4 mois de transplantation

sur site dégradé de la sabliere (fig. 2).

Figure 1 : Effet souche sur le poids sec de la partie aérienne (PA) et la partie racinaire (PR)

des plants d’Acacia saligna inoculés aprés 4 mois de croissance.
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Figure 2 : Transfert des plants sur champs (a) et aspect d’Acacia saligna inoculée par la

souche ASB13 apres 4 mois de transplantation sur champs de la sabliére de Sidi Lakhdar.

Dans I’objectif de favoriser la biodiversité originelle de cette région, 1’introduction d’une
essence forestiére le Pin d’Alep associé a Acacia saligna est tentée. Néanmoins aprés deux
ans, nos observations sur le site révelent I’échec de I'implantation de cette espéce da
essentiellement a 1’absence totale de mycorhizes, d’ou la nécessité d’associer ce troisiéme
partenaire de la symbiose végétale. L’absence de ces champignons dans le site nous a amenés
a introduire un inoculum fongique isolé d’une région limitrophe, la forét de Stidia plage. Ce

travail est mené dans le cadre du projet jeune équipe SYMED associé a I’IRD.

3. DIVERSITE DES CHAMPIGNONS ENDOMYCORHIZIENS DANS LA FORET DE STIDIA PLAGE

(ZONE COTIERE DE L’OUEST ALGERIEN)

Notre choix a porté sur deux essences forestieres présentes dans la forét de Stidia. Il s’agit de
Tetraclinis articulata (Thuya) et Retama monosperma (Rétame) afin de mettre en évidence
I’importance de 1’association mycorhizienne dans I’amélioration de la croissance des arbres
forestiers pour leur utilisation dans la réhabilitation des sols via la revégétalisation du milieu.
Le Thuya joue essentiellement un réle de protection des sols contre 1’érosion hydrique et le

Rétame dans 1’équilibre du milieu naturel et la lutte contre la désertification.
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3.1. METHODOLOGIE UTILISEE
3.1.1. PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS

L’échantillonnage est effectué¢ sur dix parcelles réparties dans la forét de Stidia (fig. 3).
Environ deux kilogrammes de sol rhizosphérique sont prélevés de chaque parcelle autour des
arbres choisis (tabl. 1) sur une profondeur de 20 centimetres. Les dix parcelles sont choisies
en fonction de la structure du couvert forestier et sa structure arbustive et herbacée allant d’un
¢tat trés dégradé (parcelles 1, 2, 10 avec un couvert diffus et absence de régénérations
naturelles) a un état de formation forestiere trés riche (parcelles 5, 6, 7, 8 avec un couvert

végétal dense, abondant et présence de régénérations naturelles).

De la méme maniere et en méme temps, de fines racines secondaires sont prélevées sous le
rétame (Retama monosperma) et le Thuya (Tetraclinis articulata). Les racines sont nettoyées
afin d’¢liminer les particules adhérentes et traitées comme précédemment décrit pour

I’estimation du degré d’infection.

Tableau 1. Relevé botanique et données GPS des parcelles d’expérimentation

°
de pljrcelle Type de végétation Données GPS
Route nationale 1 Pinus pinea 30 765065 E ; 3966032 N ; ALT 122
N1 2 Juniperus thurifera 30 765049 E ; 3966145 N ; ALT 827
3 Pinus pinea 30 765060 E ; 3966239 N ; ALT 78";
4 Juniperus phaaicea 30 765005 E ; 3966250 N ; ALT 75"+
5 Tetraclinis articulata 30 765061 E ; 3966280 N ; ALT 90" ¢
6 Juniperus phomicea 30 765143 E ; 3966371 N ; ALT 79";
7 Tetraclinis articulata 30 765155 E ; 3966458 N ; ALT 90" ¢
8 Tetraclinis articulata 30 765232 E ; 3966552 N ; ALT 91F;
9 Tetraclinis articulata 30 7656522 E ; 3966744 N : ALT 90"
v 10 Tetraclinis articulata 30 660721 E ; 3923530 N : ALT 90" ¢
Stidia plage Retama monosperma
E : Est N : Nord ALT : Altitude au niveau de la mer
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Figure 3 : Vue générale de la forét de Stidia plage et les différents sites de prélévement
a : La forét de Stidia-plage de la wilaya de Mostaganem, b, ¢ : bordures de la forét caractérisées
par un couvert végétal dégradé et d : le milieu de la forét caractérisé par un couvert végétal tres

dense

3.1.2. DETERMINATION DU POTENTIEL MYCORHIZIEN ET EVALUATION DE LA DIVERSITE

FONCTIONNELLE DE LA MICROFLORE ASSOCIEE DANS LES DIFFERENTES PARCELLES

3.1.2.1. PIEGEAGE DES CHAMPIGNONS ENDOMYCORHIZIENS

Afin de déterminer la capacit¢ du sol de la forét de Stidia a initier la formation de
I’association mycorhizienne et d’évaluer sa diversité en champignons endomycorhiziens, nous
avons utilis¢ comme plante mycotrophe le mais (Zea mays) pour le piégeage de ces

champignons (Morton, 1992 ; Walker, 1992).

La mise en évidence de l'infection racinaire est réalisée par la coloration des racines des

plantes prélevées selon la méthode de Phillips et Hayman (1970). Le taux de mycorhization
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des racines est estimé selon la méthode décrite par Trouvelot et al. (1986) qui permet de
calculer deux parameétres de l'infection, a savoir la fréquence de la mycorhization (F%) et

I’intensité de la colonisation du cortex racinaire (M%).

Le substrat utilisé pour le piégeage est composé de dix dilutions de sol de la forét de Stidia
mélangé a une quantité déterminée de sable utilisé comme support et préalablement stérilisé a
140 °C pendant 40 min pour éliminer tout risque de contamination par d’autres
champignons (tabl. 2). Pour déterminer le taux de mycorhization des plants de mais, nous
avons utilisé la méthode décrite par Trouvelot et al. (1986). Cette méthode permet d’apprécier
I’état de la mycorhization et refléte I’importance de I’infection du systéme racinaire par les

champignons endomycorhiziens.

Les graines de mais sont désinfectées avec de I’hypochlorite de sodium a 13 °C pendant
15 min et rincées 10 fois avec de I’eau distillée stérile. Les graines sont ensuite transférées
dans des boites de Petri contenant de I’eau gélosée a 1 %, puis placées dans un incubateur a
I’obscurité et a 28 °C pendant 2 jours. Les graines germées sont transférées dans les pots de
150 ml contenant les sols dilués (tabl. 2) a raison de trois graines par pot avec trois répétitions

et un arrosage quotidien de 5 ml d’eau distillée stérile par pot.

Tableau 2. Les différents substrats utilisés pour le piégeage des champignons mycorhiziens
par le mais

Les dilutions 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Quantité de sol

‘s 0 1 3 5 10 20 40 60 80 100
non stérilisé en g

Quantité de sable

T 100 99 97 95 90 80 60 40 20 0
stérilis€ en g

%
0 1 3 5 10 20 40 60 80 100

100 g de sol non stérilisé

3.1.2.2. EXTRACTION ET DENOMBREMENT DES SPORES

Afin d’évaluer la diversité des champignons endomycorhiziens des différents sols, nous avons

¢galement procédé a une estimation du nombre de spores par la méthode de tamisage humide
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décrite par Gerdermann et Nicolson (1963). L’estimation du nombre de spores est faite par
comptage sous loupe binoculaire, le nombre moyen de spores est exprimé pour 100 g de sol
sec. Une observation au microscope photonique d’un montage d’une suspension sporale entre
lame et lamelle est effectuée pour une identification des espeéces endomycorhiziennes. Cette
identification est basée sur les caractéristiques phénotypiques comme la couleur, la taille, la
forme et la structure de la paroi (Walker, 1983). L’identification des genres se base sur leur
comparaison avec la description de la collection de référence dans 'INVAM (International
Culture  Collection = Of  Arbuscular and  Vesicular =~ Mycorrhizal ~ Fungi)

(http://www.invam.caf.wvu.edu) ou chaque spécimen est photographié

3.1.3. ETUDE DE L’EFFET DE L’ INOCULUM MYCORHIZIEN SUR LA CROISSANCE DE RETAMA

MONOSPERMA ET TETRACLINIS ARTICULATA

Des racines sont récoltées au niveau de la forét de Stidia, découpées en fragments de 1 a 2 cm
de longueur et rincées soigneusement avec de 1’eau distillée. Ces fragments sont mélangés a
une suspension de sol issu du méme lieu de prélevement (1 :10 ; v:v) puis utilisés comme
inoculum. Ces racines présentent un taux de mycorhization important révélé au préalable
selon la méthode de Phillips et Hayman (1970) et peuvent donc étre utilisées comme

inoculum fongique.

Les graines pré-germées de chaque espéce sont mises dans des pots (1 litre) contenant du sol
rhizosphérique de chaque parcelle préalablement tamisé et stérilis¢ a 120 °C pendant 1 h.
Chaque plantule est inoculée aprés une semaine de croissance par 100 ml de la suspension de
sol et racines préparées, a raison de 4 pots de 1 1 pour chaque traitement d’inoculation et trois

plantes par pot (tabl. 3).

Dans le cas de Retama monosperma, fixateur d’azote, un broyat de nodules est également
utilisé apres désinfection des nodules avec 1’hypochlorite de sodium pendant une minute,
suivie d’un ringage répété a I’eau distillée stérile puis 3 a 4 nodules sont écrasés a I’aide d’une
pince stérile dans un Eppendorff dans 1 ml a 1,5 ml d’eau distillée stérile. Douze répétitions
sont effectuées pour chaque traitement d’inoculation. Cet inoculum fongique et bactérien est

considéré comme représentatif de la microflore symbiotique et saprophyte de chaque parcelle.
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Tableau 3. Les différents traitements d’inoculation appliqués pour Retama monosperma et
Tetraclinis articulata

Retama monosperma Tetraclinis articulata
Témoin
Inoculation avec 100 ml de la
suspension de sol et de racines
+ +
Inoculation avec le broyat des
nodules
+ -
Double inoculation
+ -

+ inoculé ; - non inoculé

Les plantes sont réguliérement arrosées avec la solution nutritive sans azote (Broughton et
Dillworth, 1971) et chaque quinzaine avec la suspension sol-racines mycorhizées. Apres trois
mois de culture, les plantes sont dépotées et leur biomasse séche est déterminée. D’autres
racines sont utilisées pour évaluer I’état de la mycorhyzation chez les deux espeéces et la

nodulation chez Retama monosper ma.

4. RESULTATS

4.1. CARACTERISTIQUES PHYSICOCHIMIQUES DES SOLS

La majorité des parcelles présentent une composition granulométrique d’aspect limoneux-
sableux, un pH alcalin variant entre 8,09 et 8,38, une teneur importante en mati¢re organique,
favorisant ainsi toute activité microbienne et la teneur en azote total des sols des 10 parcelles
est satisfaisante et oscille entre 0,053 % et 0,112 %. La concentration en phosphore est faible
pour les parcelles 1, 3, 9 et 10, satisfaisante pour les parcelles 4, 6, 7 et 8 et tres élevée dans

les parcelles 5 et 2 (tabl. 4).
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Tableau 4. Les caractéristiques pédologiques des sols des 10 parcelles

N° de pH Calcaire N P Rapport Calcaire | Carbone Maticre
Parcelle total (%) (mg/Kg) C\N actif organique
1 8.16 24 0,087 76 4,25 2,63 0,37 0,74
2 8,22 10,8 0,059 102 11,52 4 0,68 1,38
3 8,38 2 0,098 21,5 13,16 0 1,29 2,58
4 8,09 2 0,078 38 34,74 0 2,71 5,42
5 8,09 5 0,112 145.,4 12,05 0,88 1,35 2,70
6 8,16 9,60 0,156 51 7,6 1 1,17 2,34
7 8,10 2 0,056 43,7 3,21 0 0,18 0,38
8 8,19 4 0,053 53,7 13,39 0 0,71 1,42
9 8,26 8,40 0,054 37 0 1,38 0 0
10 8,14 18 0,084 12,6 0,71 2,38 0,06 0,12

4.2. TAUX DE MYCORHIZATION DES RACINES DE ZEA MAYS

L’observation microscopique des racines de mais colorées au bleu de Trypan révele la
présence importante de structures mycorhiziennes de type vésicules, ce qui confirme la
mycotrophie des racines de Zea mays. Les dilutions 8, 9 et 10 favorisent ’initiation d’une
symbiose mycorhizienne et les racines présentent un nombre important de vésicules alors
qu’on note leur absence pour les dilutions 1, 2, 3 et 4. Le méme profil est observé quant a la
fréquence de mycorhization et I’intensité de la colonisation du cortex racinaire (tabl. 5). Elles
sont ¢levées pour les dilutions 8, 9 et 10, relativement faibles pour les dilutions 5, 6 et 7 et
nulles pour les quatre premieres dilutions. La fréquence de mycorhization (F%) qui se situe
entre 70 % et 90 % refléte 'importance de I’infection du systéme racinaire et le pourcentage
observé de I’intensité de la colonisation du cortex racinaire (M%) située entre 30 % et 59 %
dans les trois derniéres dilutions indique que les racines révelent un bon établissement de la
mycorhization. Une fréquence (90 %) et une intensité (59 %) maximales sont observées dans
le cas de la dilution 10 qui contient 100 % de sol de la forét de Stidia non stérilisé, ce qui
indique que ce sol peut initier la formation de 1’association mycorhizienne et que les
inoculums naturels présents dans ce sol peuvent former des vésicules et réinfecter les racines

d’autres plantes. Le piégeage des champignons endomycorhiziens des sols de forét par le mais
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et leur utilisation pour I’amélioration des pépiniéres de reboisement sont également rapportés

par Houngnandan et al. (2009).

Tableau 5. Les pourcentages des différents parametres d’infection des plantes mycorhizées de

Zea mays pour chaque dilution du sol

D(ill:l:iooln Fréquence de mycorhization (F%) Inten(siiltléc((l)i tleaxc((l)\l/;)‘:/l: ; ation
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 1,5 0,2
6 46 27,7
7 50 29.5
8 &3 45
9 70 30
10 90 59,1

4.3. TAUX DE MYCORHIZATION DES RACINES DE RETAMA MONOSPERMA ET TETRACLINIS

ARTICULATA

L’observation microscopique des racines du rétame et du thuya récoltées in natura révele la

présence de structures endomycorhiziennes telles les vésicules qui sont de forme sphérique a

ovale (fig. 4). La fréquence de l'infection mycorhizienne varie dans le cas du Thuya entre

85 % a 100 % avec une intensité de colonisation du cortex racinaire de 19 % a 79 %.
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Figure 4 : Mise en évidence de la mycorhization dans les racines de Tetraclinis articulata (a)

et Retama monosperma (b) Gx400

4..4. DENOMBREMENT ET IDENTIFICATION DES SPORES

Le nombre de spores est variable dans les différentes parcelles (fig. 5). Ce sont celles qui sont
caractérisées par la présence d’un couvert végétal dense et un état de formation forestiere tres
riche qui présentent le nombre de spores le plus élevé (parcelles 5 et 6) avec respectivement
475 et 531 spores par 100 grammes de sol. Ce nombre est par contre réduit entre 125 et
121 spores respectivement dans les parcelles 1 et 10 qui bordent la forét et qui sont
caractérisées par un couvert végétal dégradé. Les secteurs dégradés montrent souvent de
faibles densités de propagules mycorrhiziennes (Sieverding, 1991).Ces résultats révelent une
¢étroite relation entre la densité du couvert végétal et le nombre de spores. En effet, selon
Cardoso €t al. (2006), la richesse du sol en spores est en interaction directe avec la densité du

couvert végétal.

Sur le plan phénotypique (fig. 6), toutes les parcelles présentent le méme type de spores. Nos
observations indiquent que la population des champignons endomycorhiziens de la forét de
Stidia est composée de trois genres, Glomus, Acaulospora et Scutellospora. Cette
identification est basée sur la comparaison de ces résultats avec la description de la culture de

référence dans 'INVAM, basée sur les caractéristiques morphologiques.

327

Sommaire



Figure 5 : Dénombrement des spores dans les différentes parcelles de la forét de Stidia plage
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Figure 6 : Les différents morphotypes de spores du sol de la forét de Stidia plage
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Bakkali-Yakhlef et al.(2011) signalent la diversité des champignons mycorhiziens
arbusculaires dans les racines de Tetraclinis articulata et Lavandula multifida qui existent
dans les régions boisées marocaines, et que la plus grande diversité est trouvée dans les
racines de T. articulata et appartient a la famille des Gigasporaceae et celle des Glomaceae.
On remarque aussi une dominance du genre Glomus dans presque toutes les parcelles,
plusieurs auteurs ont signalé cette dominance dans la majorité des écosystemes (Meddad-
hamza et al., 2005 ; Beddiar et al., 2008). Le nombre, la forme, la taille et la couleur des
spores varient considérablement entre les especes de champignons endomycorhiziens et au
sein d’un méme genre. Il est important de noter que toutes ces caractéristiques
morphologiques de la spore jouent jusqu'a présent un role trés important dans 1’identification,
le description et la classification des especes de champignons endomycorhiziens (Giovannetti

et Gianinazzi-Pearson, 1994 ; Dalpé, 1995).

Les résultats des deux techniques d’estimation utilisées confirment la richesse et la diversité
de la forét de Stidia-plage en spores de champignons endomycorhiziens et le bon
¢tablissement de la mycorhization. Le dénombrement de spores par 100 g de sol pourrait en
effet expliquer le potentiel mycorhizogéne de ce sol et aussi la capacité de ces propagules de

champignons de s’associer avec d’autres racines.

4.5. EFFET DE LA MYCORHIZATION SUR LA CROISSANCE DE RETAMA MONOSPERMA ET

TETRACLINISARTICULATA

L’inoculation mycorhizienne a amélioré d’une maniere significative la croissance de Retama
monosperma et Tetraclinis articulata (fig. 7). La simple et la co-inoculation n’ont aucune

influence sur la nodulation de Retama monosper ma.

L’activité mycorhizienne se traduit généralement par une augmentation de la croissance des
plantes, car elle assure une meilleure assimilation des nutriments principalement celle du
phosphore et d’azote qui peuvent €tre multipliés par deux ou trois lorsque la plante est
mycorhizée (Hodge, 2000 ; Jones et al., 2004 ; Smith et Read, 2008). Nos résultats ont mis en

évidence ’effet positif de I’inoculation mycorhizienne sur la biomasse séche de T. articulata.
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Figure 7 : Effet de I’inoculation mycorhyzienne (Myc) et rhizobienne (Rhiz) sur la croissance

de Retama monosperma et de Tetraclinis articulata

75 | e
= Retama monosperma o5 () Tetroclinis articulota
55 mPd
Sl 0,035 e
0,05 0,03
0,04 0,025
0,02
0,03
0,015
0,02 o1
0,01 0,005
a o —
Témain Mye Rhiz Témaln My

La présence de vésicules dans ces racines explique la différence dans la biomasse totale séche
des plantes inoculées et non inoculées. La stimulation de la croissance est fortement corrélée
avec la richesse du sol en propagules fongiques (nombre de fragments racinaires mycorhizés
inoculés) par rapport au témoin non inoculé. Morte et Honrubia (1996) montrent 1’effet de la
mycorhization arbusculaire sur la croissance et la survie de T. articulata inoculée avec deux
types d’inoculum de Glomus fasciculatum. Diaz et Honrubia (1993) ont également signalé cet
effet chez T. articulata dans des conditions de pépiniére, sur sol stérilisé et inoculé avec
différents champignons mycorhiziens dont Glomus mosseae qui a eu une stimulation
maximale de la croissance. Ces auteurs montrent que le pourcentage d’infection
mycorhizienne qui est de 0 % pour des plantules de 1 mois atteint 72 % pour les plantules de
17 mois. De plus, Abbas et al. (2006) signalent qu’il existe une diversité des champignons
arbusculaires dans les foréts de T. articulata au Maroc et que 1’examen microscopique de
racines a révélé la présence de champignons endomycorhiziens dans tous les échantillons

avec un taux d’infection trés élevé (plus de 80 %).

Le méme profil est observé dans le cas de la Iégumineuse ligneuse Retama monosperma avec

la présence de structures endomycorhiziennes aprés inoculation fongique et co-inoculation. Le
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taux de mycorhization est plus élevé dans le cas de plantules traitées par 100 ml de Ila
suspension sol-racine et plus faible dans le cas de la co-inoculation. Cette derniére n’a pas
favorisé¢ 1’établissement d’une symbiose rhizobienne, mais a eu un effet positif sur la
croissance des plantules durant trois mois et les vésicules observées constituent le lieu
d’échange de nutriments entre la plante et le champignon mycorhizien (Offre et al., 2007).
Cette association bénéfique permet également au champignon de former un réseau mycélien
externe, permanent, reliant les plantes entre elles et leur permettant de mieux exploiter les
ressources nutritives surtout en conditions défavorables (carences en élément nutritif cas des
sols dégradés (Chiarello et al., 1982 ; Arvieu et al., 2003). Ces résultats confirment 1’effet
majeur des champignons mycorhiziens dans 1’amélioration de la croissance des plantes
mycorhizées par rapport aux plantes non mycorhizées (Karagiannidis et Hadjisavva-

Zinoviadi, 1998 ; Bansal et al., 2000).

Hatimi et al. (1997) confirment que les champignons endomycorhiziens jouent un role
important dans I’amélioration de la croissance et de la nutrition de trois légumineuses
arborescentes (R. monosperma, A. cyanophylla, A. cyclops) inoculées par trois espéces de
Glomus et que I’efficacité symbiotique est liée d’une part, au type fongique et d’autre part, a
la plante hote. L’échec de 1’établissement de la symbiose rhyzobienne suite a 1’utilisation d’un
broyat nodulaire peut étre expliqué par les conditions de culture non optimisées, mais
¢galement par les souches bactériennes probablement peu efficientes avec la plante hote (une
efficacité symbiotique faible). En effet, I’absence de microorganismes convenables constitue
un facteur limitant la nodulation et la fixation d’azote. La microflore du sol est 'un des
facteurs limitant la production végétale et tient une place importante, car elle a une capacité
d’agir d’une fagon nette sur la production végétale comme le cas des mycorhizes qui agissent

sur la nutrition des plantes.

D’une maniére générale, les différents traitements ont permis une production de biomasse
séche importante chez Tetraclinis articulata comparé au Retama monosperma. Ces
stimulations dépendraient beaucoup plus de I’efficacit¢ du champignon mycorhizien. De
nombreuses études ont montré que la symbiose mycorhizienne stimulait la croissance de
plantes herbacées (Van der Heijden et al., 1998) et ligneuses (Charest et al., 1993 ; Duponnois
et al., 2000 ; Duponnois €t al., 2005a et b). La présence des champignons mycorhiziens est
sans doute a la base de I'amélioration de la croissance des plantes. Notons également que

I’alcalinité du sol convient a I’assimilation des éléments nutritifs et que 1’absorption du
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phosphore, du potassium et de 1’azote est d’autant plus difficile que le pH s’abaisse (Mathieu

et Pieltain, 2009).

Cette ¢tude de la réponse de deux essences forestieres Retama monosperma et Tetraclinis
articulata de la forét de Stidia aux communautés de champignons mycorhiziens nous a
permis, dans nos conditions de travail, de bien montrer I’importance de cet outil biologique
dans I’amélioration de la croissance des plantules apres trois mois d’inoculation. Le sol du site
d’étude est caractérisé par un potentiel mycorhizien important et sa richesse en champignons
endomycorhiziens est confirmée. La population de champignons endomycorhiziens est

composée de trois genres, Glomus, Acaulospora et Scutellospora.

Etant donné I’importance de champignons mycorhiziens dans les écosystémes, il serait
nécessaire de caractériser ces communautés par des techniques de biologie moléculaire afin
de mieux comprendre leur fonctionnement et de réaliser des essais a plus grande échelle dans
des conditions de pépiniere avant leur transplantation sur les sites dégradés et 1’usage des
mycorhizes doit étre considéré comme une stratégie biologique pour la production et la

protection des végétaux.

Suite aux résultats obtenus précédemment, une deuxiéme expérience de revégétalisation est
menée dans une carricre de sable du littoral ouest algérien (sablicre de Terga; Ain

Temouchent).

5. ESSAI DE REVEGETALISATION DE LA SABLIERE DE TERGA (AIN TEMOUCHENT)

La stratégie de revégétalisation proposée se base sur la valorisation des propriétés biologiques
d’associations plantes-microorganismes. L utilisation de légumineuses locales et I’inoculation
en pépiniere avec des bactéries fixatrices d’azote sélectionnées sont les premiers €¢léments du
succes de I’installation rapide de ces végétaux dans les milieux fortement carencés en azote.
Le troisiéme ¢élément du succeés est 1’exploitation de la symbiose mycorhizienne pour un
développement optimal du systéme racinaire et la formation de nombreuses nodosités

fixatrices d’azote.

L’assemblage de ces trois éléments conduit a la constitution d’un systéme biologique plantes-
microorganismes qui agit comme un catalyseur favorisant la survie et le développement des

végétaux apres leur transfert dans les conditions fortement contraignantes caractérisées par
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une saison estivale séche et chaude. Ce travail est réalisé dans le cadre du projet Tassili qui
associe notre laboratoire LBRAP, le Laboratoire des symbioses tropicales et méditerranéennes
et la sabliere de Terga. Il consiste en la production d’inoculum de Rhizobium et de
champignons endomycorhiziens locaux sélectionnés pour améliorer la productivité d’Acacia

saligna dans le but de revégétaliser et réhabiliter cette sablicre.

Nous avons effectué I’isolement et la purification des souches a partir de nodules prélevés in
natura sur le site ciblé et leur performance symbiotique est évaluée dans les conditions
contrélées. L’inoculum fongique est obtenu in natura par 1’utilisation de racines d’Acacia
saligna chez qui le taux de mycorhization préalablement évalué au niveau de deux sites
(campus universitaire d’Oran IGMO et sablicre de Terga) est égal a 100 % dans le cas du

premier site.

Aprés sélection des souches rhizobiennes performantes, nous avons testé différentes

combinaisons bactériennes et fongiques (tabl. 6) pour élire le meilleur couple symbiotique.

Tableau 6. Les différents traitements d’inoculation appliqués a Acacia saligna

Sommaire

Traitement Acacia saligna
Inoculation bactérienne 5 ml d’une culture pure d’une seule souche de rhizobium de
simple 15 x 10® bactéries/ml dans le sol au moment du repiquage des plantules

obtenues apres 5 jours de germination

Inoculation fongique Application contre la radicelle d’ Acacia saligna d’environ 1 g de poids
simple (Myc) frais de fragments de racines mycorhizées
Inoculation double (D) Une souche de Rhizobium et racines mycorhizées dans les mémes

conditions précédentes

Inoculation mixte (Mix) Trois souches sélectionnées et 1 g de racines fraiches

Témoin Aucune inoculation

Le substrat utilisé est constitué d’un mélange de 25 % de sable provenant de la sabliére et

75 % de tourbe. La culture est menée en pépiniere dans des sachets en plastique
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(17 ecm x 9,5 cm), puis les plants sont transférés sur champ apres 8 mois d’entreposage. Pour

chaque traitement, deux cent plants sont réalisés.

25 souches sont isolées parmi lesquelles 3 sont retenues pour les essais (S10, S14 et S24) sur
la base uniquement de leur performance symbiotique dans les conditions controlées, étant
donné que les analyses physicochimiques n’ont révélé aucune contrainte au développement
des rhyzobiums (sol a pH neutre et non salé¢) et d’Acacia saligna (sol de texture sablonneuse),
et d’autre part sur la concentration de 1’inoculum afin de pallier le probléme de compétitivité

avec les souches locales.

Apres huit mois de culture en pépiniere (fig. 8), les résultats obtenus (fig. 9) montrent que les
témoins non inoculés se sont révélés mycorhizés avec les champignons présents dans le
substrat de la pépini¢re. De plus, I’effet positif de la simple inoculation avec les Rhizobia sur
la croissance des plants d’acacia par rapport au témoin et a la simple inoculation avec les
mycorhizes s’est révélé nettement marqué. La biomasse seéche d’Acacia saligna s’est
améliorée grace a la double inoculation Rhizobium/endomycorhizes versus simple inoculation

mycorhyzienne ou rhizobienne.

Sur les trois souches testées, la souche 24 s’est montrée la plus efficiente et le meilleur

rendement est obtenu grace a I’inoculation mixte des trois souches et des mycorhizes.

Dans le cadre de la valorisation des symbioses végétales et suite aux résultats obtenus dans le
cadre de la réhabilitation des sites dégradés de Sidi Lakhdar et de Terga, nous avons suivi le
développement d’Acacia saligna et Retama monosperma en présence de champignons
mycorhiziens provenant du biotope des plantes étudiées. Ce travail a pour but de valoriser les
partenaires de cette symbiose et sélectionner les plus efficaces a proposer dans les

programmes de revégétalisation.
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Figure 8: Vue d’ensemble des plants d’Acacia saligna en pépiniére agés de 8 mois et

inoculés par différents traitements.

Figure 9 : Rendement des plantes apreés les différents traitements

PS5 [mg) | =1 W PR
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6. VALORISATION DE LA SYMBIOSE MYCORHIZIENNE CHEZ RETAMA MONOSPERMA ET

ACACIA SALIGNA

6.1. METHODOLOGIE UTILISEE

6.1.1. LES ISOLATS FONGIQUES

Deux isolats fongiques sont utilisés. Le premier prélevé directement de racines fines
mycorhizées d’Acacia saligna et de Retama monosperma et le second de racines de mais
mycorhizées suite a leur culture sur sol provenant de la rhizosphére des deux especes étudiées.

Le sol est prélevé a 20 cm de profondeur de chaque plante.

6.1.2. EVALUATION DU POTENTIEL MYCORHYZIEN ET LA DIVERSITE SPORALE DES DEUX
SOLS RHIZOSPHERIQUES

La mise en évidence des mycorhizes, 1’évaluation des parametres de ’infection fongique
(fréquence et intensité), le dénombrement des spores et leur diversité sont déterminés selon

les protocoles déja décrits précédemment.

Afin de déterminer le potentiel infectieux des deux sols, nous avons réalisé¢ le piégeage des
champignons endomycorhiziens par le mais (Zea mais). Le sol est prélevé dans la région de
Terga a 20 cm de profondeur de chaque plante (Acacia saligna et Retama monosperma). Des
pots en plastique sont remplis avec 200 g de sol non stérile (10 pots pour chaque sol). Des
témoins sont réalisés dans les mémes conditions, mais les pots sont remplis avec 200 g de sol
stérile. Les plantules obtenues (2 cm) sont repiquées sur les différents sols a raison de 10 pots
pour chaque sol et 3 plantes par pot. Les pots sont arrosés avec ’eau distillée stérile tous les

deux jours.

6.1.3. CULTURE ET INOCULATION «IN VITRO» DES PLANTULES D’ACACIA SALIGNA ET
RETAMA MONOSPERMA
Apres germination des graines, des plantules obtenues dont la longueur ne dépasse pas 2 cm,

sont transférées dans des pots contenant 250 g de sable stérilisé par autoclavage 2 fois a
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intervalle de 24 h entre chaque stérilisation a 120 °C pendant 1 h et placés dans une chambre
de culture sous une photopériode de 16 h. Chaque espéce est inoculée au moment du semis
avec 1 g de racines fraiches mycorhzées récoltées in natura. Les plantules sont arrosées tous
les deux jours avec la solution nutritive de Broughton et Dillworth (1972) dépourvue d’azote.
Des plantes non inoculées et cultivées dans les mémes conditions servent de témoin. Pour

chaque traitement, trois répétitions sont effectuées a raison de trois plantes par pot.

6.2. RESULTATS

6.2.1. EVALUATION DU POTENTIEL MYCORHYZIEN ET LA DIVERSITE SPORALE DES DEUX

SOLS RHIZOSPHERIQUES

Apres extraction des spores des sols prélevés de la région de Terga par le tamisage humide,
nous avons procédé a leur observation a la loupe binoculaire. Différents types de spores sont
observés qui différent par la couleur, la forme et la taille (fig. 10). L'examen microscopique
des spores a permis de révéler la présence de plusieurs genres : Glomus sp. et Gigaspora sp.,

plusieurs autres spores n’ont pu étre identifiées.

6.2.2. VERIFICATION DE LA COLONISATION ENDOMYCORHIZIENNE DU SYSTEME RACINAIRE

DE LA PLANTE PIEGE

Les racines des plantes de mais agées d’un mois présentent une bonne colonisation
endomycorhizienne (présence des vésicules et des hyphes) (fig. 11) comparée aux racines des
plantes témoins cultivées sur sol stérile qui ne présentent aucune colonisation fongique. Les
hyphes du champignon endomycorhyzien des fragments de racine de mais sont fins et
linéaires. Les vésicules ont une forme arrondie, ovale a oblongue. Aucune structure

arbusculaire n’est observée dans ces racines.
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Figure 10 : Observation microscopique des différents types des spores. La barre d’échelle

correspond a 30 pm
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Figure 11 : Observation microscopique des structures endomycorhiziennes dans les racines de

mais apres un mois de culture sur sol de la région de Terga : v : vésicule ; h : hyphe

6.2.3. VERIFICATION DE LA COLONISATION ENDOMYCORHIZIENNE DU SYSTEME RACINAIRE

DE RETAMA MONOSPERMA ET ACACIA SALIGNA RECOLTE IN NATURA

L’étude microscopique des racines d'Acacia saligna et de Retama monosperma
prélevées au niveau du site de Terga et colorées au bleu de Trypan révéelent la présence
importante de strutures endomycorhiziennes (fig. 12). La fréquence de mycorhization est
supérieure a 80 % pour les deux especes, ce qui en fait un bon matériel pour I’utiliser

comme inoculum mycorhizien (tabl. 7).
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Figure 12 : Observation microscopique des structures endomycorhiziennes dans les racines

d’Acacia saligna (a et b) et de Retama monosperma (c et d) récoltées de la région de Terga

Tableau 7. Fréquence de mycorhization et intensité de colonisation du cortex
des racines récoltées in natura

Espéces Fréquence de Intensité de
mycorhization colonisation du cortex
Acacia saligna 86 % 72 %
Retama monosperma 80 % 65 %

6.2.4. EFFET DE L’ INOCULATION MYCORHIZIENNE SUR LA CROISSANCE D’ACACIA SALIGNA
ET DE RETAMA MONOSPERMA
L’inoculation des plants d’Acacia saligna et de Retama monosperma par des fragments de

racines hautement mycorhizées récoltées in natura a amélioré la croissance des plantes
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comparée au témoin non inoculé (fig. 13, 14). Cette augmentation est plus marquée dans le

cas d’Acacia saligna, mais les différences observées ne sont pas significatives.

L’observation microscopique des racines révele la présence de vésicules et d’hyphes

caractéristiques de I’infection mycorhizienne (fig. 15). La fréquence mycorhizienne est de

70 % pour Acacia saligna et 80 % pour Retama monosperma avec une intensité de

colonisation respective du cortex racinaire de 60 % et 62 %. Ces taux sont légerement

inférieurs comparés aux taux des racines récoltées in natura.

Figure 13 : Effet de I’inoculation mycorhizienne sur la croissance de Retama monosperma (a)
et d’Acacia saligna (b) agées de 90 jours inoculées (Myc) et non inoculées (T)

Figure 14 : Effet de I’inoculation mycorhizienne (Myc) sur le poids sec total (PS) apres

3 mois de culture d’Acacia saligna et de Retama monosperma
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Figure 15 : Observation microscopique des structures endomycorhiziennes dans les racines
d’ Acacia saligna inoculées (a, b) et le t¢émoin (¢), et les racines de Retama monosper ma

inoculées (d, e) et le témoin (f). (la barre : 10 um)

Il est admis que I’inoculation mycorhizienne améliore significativement la hauteur des
especes ligneuses, ainsi que la croissance du systéme racinaire des plantes (Ndiaye, 2006 ;
Laminou Manzo et al., 2009). En effet, les plantes mycorhizées augmentent leur capacité
d’absorption d’éléments minéraux, essentiellement le phosphore (Holevas, 1966), ce qui

stimule la croissance des plantes (Garbaye, 1991 ; Hamel et Plenchette, 2007). L’observation
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microscopique des racines d’ Acacia saligna et de Retama monosper ma apres la coloration
avec le bleu de Trypan a montré la présence de vésicules et des hyphes caractéristiques de
I’infection mycorhizienne. Cette inoculation a amélioré d’une maniere générale la
croissance des plantes. Le nombre élevé de vésicules chez les deux espéces reflete
probablement une importante activité symbiotique (Tchameni et al., 2008) et 1’absence de
structures mycorhiziennes arbusculaires serait due selon Hause et Fester (2005) a leur durée

de vie limitée qui ne dépasse pas dix jours.

7. CONCLUSION

La stratégie de revégétalisation proposée pour réhabiliter deux sablieres dans I’Ouest algérien
est basée sur la valorisation des propriétés biologiques des associations plantes-
microorganismes. Elle consiste en la production d’inoculum de Rhizobium et de champignons
endomycorhiziens locaux sélectionnés pour améliorer la productivité d’Acacia saligna. En
effet, I'utilisation de légumineuses locales et 1’inoculation en pépinieére avec des bactéries
fixatrices d’azote sélectionnées sont les premiers éléments du succes de 1’installation rapide
de ces végétaux dans les milieux fortement carencés en azote. Le troisiéme ¢lément du succes
est I’exploitation de la symbiose mycorhizienne pour un développement optimal du systéme
racinaire et la formation de nombreuses nodosités fixatrices d’azote. Etant donné leur grande
diversité dans les régions du littoral ouest algérien et leur role dans I’amélioration de la
biomasse séche des plantes introduites dans les deux sites, leur association dans les inoculums
destinés a revégélaliser les sols dégradés s’aveére nécessaire. C’est ainsi que 1’usage des
mycorhizes doit étre considéré comme une stratégie biologique pour la production et la
protection des végétaux dans de tels milieux. Il s’avere que les sols du littoral ouest algérien
sont caractérisés par un potentiel mycorhizien important et sa richesse en champignons
endomycorhiziens est confirmée. La population de champignons endomycorhiziens est
composée de trois genres, Glomus, Acaulospora et Scutellospora ainsi que d’autres

morphotypes de champignons mycorhiziens non identifiés.

Le choix des deux autres partenaires de la symbiose s’avere aussi d’une importance capitale
pour la réussite de tels programmes. L’assemblage de ces trois éléments conduit a la

constitution d’un systéme biologique plantes-microorganismes qui agit comme un catalyseur
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favorisant la survie et le développement des végétaux aprés leur transfert dans les conditions

fortement contraignantes caractérisées par une saison estivale séche et chaude.

Etant donné I’importance de champignons mycorhiziens dans les écosystémes, il serait
nécessaire de compléter cette ¢tude par la caractérisation de ces communautés par des
techniques de biologie moléculaire plus poussées afin de mieux cerner leur fonctionnement
pour réaliser des essais a plus grande échelle dans des conditions de pépiniére avant leur

transplantation sur les sites dégradés.
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1. INTRODUCTION

Le Maroc, de par sa situation géographique entre I’océan Atlantique, la mer Méditerranée et
le Sahara et du fait de la présence de nombreuses chaines montagneuses, présente une grande

diversité écologique.

Le pays est caractérisé par une grande diversité des reliefs. Il est en grande partie couvert de
zones montagneuses a coté desquelles se trouvent de grandes étendues formées de plaines et
de plateaux dans la région atlantique et de plates-formes et petits massifs montagneux dans
I’oriental et le Sahara. Les différentes barrieres montagneuses, dont certaines culminent a
4 000 m d’altitude, le divise en deux parties de physionomie opposée : les plaines et versants
de montagnes ouverts aux vents de 1’océan et ou se regroupent les foréts et se trouve la
presque totalité des agarics et les zones orientales et méridionales séches ou désertiques ou

seuls quelques groupes de champignons, Gastérales et Hypogés, y sont représentés.

Sur le plan de la diversité biogéographique, on y constate un éventail trés large des types de
bioclimats ; du perhumide au saharien, en passant par I’humide, le subhumide, le semi-aride et
I’aride. Les moyennes annuelles des précipitations sont comprises entre 30 mm dans les zones
sahariennes et plus de 2 000 mm dans le Rif centro-occidental. La température du mois le plus
froid (janvier en général) peut varier de - 9 °C dans les Atlas a + 10 °C dans le littoral
méditerranéen, tandis que la température maximale du mois le plus chaud (juillet-aott) peut
dépasser + 40 °C. Toutes les variantes bioclimatiques, de chaude, tempérée, fraiche, froide,
trés froide a extrémement froide sont représentées. Le Maroc reste cependant soumis a des
conditions climatiques séveéres puisque la majeure partie de son territoire se caractérise par
l'aridité (Aafi, 2003). En effet, 92,9 % de son territoire est d'un bioclimat semi-aride, aride ou
désertique avec respectivement 14,9 % pour le semi-aride, 16,4 % pour ’aride et 61,6 % pour
le désertique. Les précipitations sont irréguliéres et ne dépassent guere les 300 mm/an en

zones arides et moins de 100 mm/an en zones désertiques.

La diversit¢ du climat et du relief correspond a une grande diversité¢ biologique, les
écosystemes forestiers naturels comportent toute la gamme des étages de végétation définis en
zone méditerranéenne. La biodiversité écosystémique et paysagere est traduite par ’existence
d’un trés grand nombre de types d’écosystémes naturels et d’écocomplexes méditerranéens ou

sahariens (Benabid, 2000). Les formations forestiéres naturelles et les nappes alfaticres
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couvrent environ 12,6 % du territoire national. Ce taux reste malheureusement inférieur au

taux moyen mondial qui est de 1’ordre de 18 a 22 % (AEFCS, 1996).

Les formations foresticres, situées en majeure partie, dans les climats semi-aride, subhumide
et humide, couvrent une surface de 5 719 000 ha. Elles sont constituées de 66 % d’essences
feuillues (chéne vert, chéne-liege, arganier, acacias sahariens), de 18 % d’essences résineuses
(cedre de I’ Atlas, Thuya, pin d’Alep et pin maritime, genévriers, cypres de 1’ Atlas et sapin du
Maroc), de 9 % de plantations artificielles et 7 % est occupé par des formations basses, plus
ou moins ouvertes, de type matorral et essences secondaires résultant souvent de la

dégradation des foréts.

Ces espaces représentent presque la totalit¢é de nos richesses naturelles, contiennent
d’importantes ressources floristiques et faunistiques, y compris les champignons, et

préservent et conservent d’une maniere fiable la diversité biologique.

Ces territoires abritent plus de 4 500 espéces et sous-especes de plantes vasculaires dont 800
sont endémiques. La contribution des différents écosystémes forestiers a 1’économie et a la
société est extrémement importante sur le plan de 1’emploi, des biens et services, des
ressources et de 1’environnement. Les foréts marocaines produisent chaque année environ
600 000 m®> de bois de construction et de bois rond industriel, soit 30 % des besoins
nationaux. Elles offrent également environ 10 000 000 m® de bois de feu. D’autres services et

Produits forestiers non ligneux (PFNL) sont également fournis par ces habitats.

2. PROBLEMATIQUE DE LA REGENERATION DES ESSENCES FORESTIERES ET STRATEGIE DE

REVEGETATION

Malgré leurs précieuses fonctions sociale, économique et écologique, les foréts marocaines
sont soumises a un inquiétant processus de dégradation et de perte de diversité biologique ;
31 000 hectares en moyenne disparaissent annuellement. Cette situation est due a plusieurs
facteurs, comme la sécheresse, le surpaturage, la récolte excessive du bois et de PFNL et les

incendies.

La dégradation de la diversit¢ biologique, 1’élimination du sous-bois sur de grandes
superficies, le tassement du sol, I’érosion dans les bassins versants qui se traduit par

I’envasement des barrages, I’avancement de la désertification et 1’absence de la régénération
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naturelle ont été a 'origine de la perturbation des conditions écologiques des différents

€cosystemes.

Sur le pourtour méditerranéen, « I’analyse des lacunes », réalisée par WWF (2001), estime
que la couverture forestieére originelle présentait environ 82 % de la surface totale des pays
méditerranéens. Actuellement, il ne reste que 17 % de ce patrimoine forestier souvent
considéré comme profondément dégradé¢ dans les pays du Sud. La situation actuelle est
qualifiée de dramatique dans les divers pays d’Afrique du Nord et seuls des programmes
ambitieux de gestion écologique intégrée permettront de sauver les lambeaux de foréts qui
subsistent, ou de préserver quelques zones qui sont encore restées miraculeusement a I’abri de
ces destructions (Quézel et Médail, 2003). Des travaux d’aménagement et traitements
sylvicoles, malheureusement inadaptés, ont ¢été appliqués aux principaux écosystémes
marocains depuis les premiers aménagements de 1954, ce qui est, en grande partie, a I’origine
de leur dégradation (Benabid, 1989). Ces écosysteémes, tres simplifiés, en dysfonctionnement
et perturbés ne sont a présent représentés qu’au niveau de la strate arborescente et par
conséquent, leur avenir n’est pas du tout assuré. De méme, les opérations de nettoiement et de
débroussaillement mal dosées ont été a 1’origine de la disparition des strates arbustives sur de

grandes superficies.

A partir de 1970, une politique de reboisement a été élaborée par I’ Administration des eaux et
foréts et de la conservation des sols (AEFCS) dans le cadre tout d’abord du Plan national de
reboisement (PNR) et puis aprés du Plan directeur de reboisement (PDR) (AEFCS, 1996). Ce
dernier prévoit la plantation en 10 ans de 500 000 hectares. Jusqu’a ce jour, I’impact de ce
programme reste insuffisant pour maintenir un équilibre environnemental. Une carence dans
l'adaptation des plants au choc de transplantation, lors du passage de la pépiniere au site de
reboisement choisi et aux conditions de ce milieu, peut en effet entrainer une mortalité

importante ou une réduction de croissance inacceptable (Birot, 1991).

Dans toutes les opérations de reboisement, le role de la microflore tellurique sur le cycle
végétatif des essences forestieres a rarement €t¢ pris en compte. Or, il est maintenant
parfaitement établi que certains de ces microorganismes interviennent significativement dans
tous les stades de développement des especes foresticres (Jasper, 1994). Parmi ces
microorganismes, ceux qualifiés de symbiotiques, sont considérés comme le groupe
microbien « clé » dans le fonctionnement des écosystémes terrestres, en particulier pour leur

capacit¢ a promouvoir le développement des plantes dans des milieux dégradés. C’est
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pourquoi il a été important d’intensifier les programmes d’inventaire de la biodiversité, dont
la connaissance est un préalable a toute recherche fondamentale ou appliquée crédible. Pour
mieux comprendre, donc pour mieux protéger, voire pour mieux réhabiliter un écosystéme,
qu’il soit forestier ou autre, il est indispensable d’en connaitre les composantes, d’un point
descriptif, puis d’un point de vue fonctionnel et interrelationnel. C’est pour cette raison que
plusieurs chercheurs de 1’espace méditerranéen ont mené des recherches sur le statut
mycorhizien des principales essences forestieres et de certaines espéces arbustives
autochtones qui leur sont associés, dans la perspective de déterminer son role dans les
programmes de révégétation (Herrera et al., 1993 ; Requena et al., 1996, 1997 ; Azcon-
Aguillar et al., 2003 ; Caravaca et al., 2003 a et b ; Ouahmane, 2007 ; Bakkali et al., 2008b).

3. STATUT MYCORHIZIEN DES PRINCIPALES ESSENCES FORESTIERES ET DES ARBUSTES

ASSOCIES

Dans la nature, on distingue du point de vue morpho-anatomique trois types de mycorhizes
(Mousain, 1983) : les endomycorhizes sur environ 90 % de I’ensemble des taxons végétaux,
les ectomycorhizes qui ne concernent que 3 % des especes végétales, surtout des ligneux et
les ectendomycorhizes qui présentent des caractéres des deux types précédemment cités, a
savoir des formations intra-racinaires et un manteau fongique peu épais. On dénombre
plusieurs milliers d’espéces de champignons mycorhiziens associées a un large spectre
d’hotes (Molina et al., 1992 ; Smith et Read, 1997), ce qui peut conduire un seul arbre hote a
posséder de nombreux types de mycorhizes (Taylor et al., 2000 ; Dahlberg, 2001). Le statut

mycorhizien des principales essences forestieres du Maroc est donné dans le tableau 1.

4. DIVERSITE DES CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS

L’¢étude de la présence et de ’abondance des symbiotes mycorhiziens dans un sol est une
¢tape primordiale pour appréhender la richesse et la diversité des peuplements fongiques.
Leur identification et leur caractérisation s’aveérent nécessaires pour le choix des souches les

plus efficientes dans la stimulation de la croissance de la plante hote.
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Tableau 1. Statut symbiotique de quelques essences foresti¢res marocaines

Endomycorhizes Ectomycorhizes Ectendomycorhizes
Casuarina Acacia Cistus

Argania Cedrus Eucalyptus
Tetraclinis Quercus Populus

Cupressus Pinus

Taxus

Araucaria

Lavandula

La grande majorité¢ des espéces décrites a ce jour reposent sur le concept morphologique
d’espéce, par une analyse des traits phénotypiques (morphologiques et/ou biochimiques)

(Taylor, 2000 ; Guarro €t al., 1999).

L’application récente du concept phylogénétique de ’espece, qui décrit I’espéce comme un
groupe monophylétique au sein duquel le taux d’homologie entre séquences est élevé, a été
favorisée par les progres des techniques d’analyses moléculaires, et tend a €tre massivement

employée en mycologie (Mishler et Brandon, 1987).

L’essor des techniques moléculaires depuis les années 1990, notamment le développement de
la technique de PCR (Polymerase Chain Reaction), a permis I’étude des champignons a
I’échelle de la spore, mais aussi sur de trés petites quantités d’ADN, ce qui a permis
d’identifier les especes réticentes a la culture (Taylor, 2000). Un geéne ou marqueur
moléculaire fongique est sélectivement amplifi¢ a [’aide d’amorces spécifiques des
champignons, puis le géne est séquencé. Le concept phylogénétique de I’espéce consiste a
comparer les séquences d’ADN entre plusieurs individus afin de comparer les substitutions

nucléotidiques.

Les champignons peuvent étre également décrits selon leurs habitats, leurs localisations

géographiques, selon le concept écologique de I’espece (Taylor, 2000).
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Au Maroc, ces différentes approches on été entreprises pour ¢élucider la variabilité génétique

des champignons mycorhiziens associés aux principales essences forestieres.

4.1. DIVERSITE DES CHAMPIGNONS ENDOMYCORHIZIENS

Les endomycorhizes a arbuscules représentent le type mycorhizien le plus ancestral et le plus
répandu dans la flore actuelle (Smith et Read, 1997), classés dans le phylum des
Glomeromycota (Schiissler et al., 2001) avec quatre ordres, dix familles et
approximativement 200 especes décrites (Raab et Redecker, 2006). Il est estimé que
I’apparition des premieres endomycorhizes arbusculaires auraient eu lieu 400 millions

d’années auparavant (Simon et al., 1993).

Selon Stiirmer et Bellei (1994) et Morton et al. (1995), les spores sont parmi les moyens

disponibles pour mesurer la richesse et la diversité des champignons MA dans un sol.

Bien que la spore soit I’unité fondamentale dans 1’étude des CMA, cette unit¢ morphologique
peut avoir plusieurs centaines, voire des milliers de noyaux qui peuvent méme avoir des
origines différentes (Gianinazzi Pearson et al., 2001). Ceci pourrait étre la cause d’une grande
variabilité entre les copies de 'ADN ribosomique, y compris celles présentes dans une spore
(Sanders et al., 1995 ; Hijri et al., 1999 ; Sanders, 1999 ; Clapp et al., 2001). Par ailleurs,
I’identification des CMA inféodés directement aux plantes-hdtes a toujours été un obstacle
dans 1’¢tude de la dynamique des communautés de ces champignons au niveau des
écosystemes. Ainsi, I’outil de la biologie moléculaire a permis de remédier en partie a toutes
ces contraintes en complétant 1’étude de la diversit¢ des CMA jusqu’au niveau de distinction
taxonomique correcte entre especes. D’ailleurs, c’est grace a ces techniques que toute la

classification des CMA a été revue et corrigée.

4.1.1. COMMUNAUTES DES CMA CHEZ QUELQUES ESSENCES FORESTIERES

Les études menées au niveau de sept tétraclinaies marocaines (Abbas et al., 2006) ont montré
que leurs rhizosphéres abritent une certaine diversité des CMA, six a huit morphotypes, qui
varient en nombre et en quantité selon les régions choisies. La plupart des morphotypes sont
communs aux différents sites. Ce résultat corrobore des études antérieures sur la richesse des

CMA au niveau des sites dégradés en environnements arides et semi-arides (Azcon-Aguilar et
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al., 2003 ; Stutz et Morton, 1996). Toutes les spores décrites appartiennent aux familles des
Glomaceae et Acaulosporaceae. La structure mycorhizienne « Paris-type » est la seule
retrouvée chez le thuya. Cette structure a été rapportée dans d’autres études sur les
gymnospermes (Smith et Smith, 1997), incluant la famille des Cupressaceae (Stockey et al.,
2001). Elle est caractérisée par 1’absence des hyphes intercellulaires (fig. 1 et 2). Quant a
I’analyse de la communauté des spores de CMA détectées sous le cypres de 1’Atlas,
Ouahmane €t al. (2006a) ont montré qu’elle est formée essentiellement du genre Glomus :
G. fasciculatum, G. maninotis, G. aggregatum et G. monosporum, et des spores du genre
Acaulospora et Scutellospora, qui sont représentés par une espece chacune (Ouahmane et al.,
2006a).

Figure 1. Fragment de racine de thuya mycorhizé (obj. 40).
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Cependant, I’analyse des spores des CMA isolées a partir du sol ne refléte pas nécessairement
la diversité des champignons colonisant les racines des plantes (Clapp et al., 1995 ; Kjoller et
Rosendahl, 2001). La difficulté d'identifier les CMA dans les racines des plantes a toujours
¢été un obstacle a I'é¢tude de la dynamique des communautés de ces champignons dans les
écosystemes forestiers. La discrimination morphologique peut étre possible au niveau du
genre lorsque la morphologie des hyphes est suffisamment différente entre les champignons
(Merryweather et Fitter, 1998). Les techniques moléculaires ont été développées pour

discriminer les CMA coexistant a l'intérieur des racines des plantes.

Par Nested PCR du geéne de la sous-unité ribosomique (LSU), Bakkali et al. (2011a) ont
montré que les racines de thuya peuvent héberger une grande diversit¢ de CMA. Sept

phylotypes distincts ont été identifiés. 11 s’agit des especes du genre Glomus, Scutellospora et
Gigaspora.

4.1.2. EFFET DE LA COEXISTENCE DES PLANTES SUR LA DYNAMIQUE DES CMA : CAS DE

L’ASSOCIATION THUYA-LAVANDE

Les tétraclinaies marocaines posseédent un fonds d’espéces végétales qui lui est
remarquablement fidele, suivant les régions géographiques, et contribue au faconnement de
ses paysages. Il s’agit en particulier de: Ceratonia siliqua, Pistacia lentiscus, Pistacia
atlantica, Olea europea, Ebenus pinnata, Cistus villosus, Brachypodium ramosum, Viola
arborescens, Jasminum fruticans, Clamatis cirrhosa, Genista tricuspidata, Lavandula
multifida, Lavandula dentata, etc. (Riibel et Liidi, 1939 ; Benabid, 2000).

Pour utiliser des arbustes dans les itinéraires sylvicoles adoptés dans les programmes de
reboisement ou de régénération du thuya, la diversité génétique des CMA colonisant les
racines de Tetraclinis articulata et Lavandula multifida existants, seul ou coexiste, dans les
tétraclinaies marocaines a ¢té caractérisée par les techniques moléculaires (Bakkali et al.,
2011a). Les analyses phylogénétiques ont montré que ces CMA correspondent a huit
phylotypes : cinq appartenaient & la famille des Gigasporaceae et trois a celle des

Glomeraceae (fig. 3).

En outre, les indices de diversité des CMA ont été mesurés pour les racines de chaque type de
plante en présence ou en absence de la plante voisine. Le niveau de diversité, comme indiqué

par les indices de diversité de Shannon, a été trés élevé pour T. articulata seule, suivie par les
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associés T. articulata-L. multifida et enfin L. multifida seule. Cela pourrait s'expliquer par les
différences d'age et la nature des plantes. Il a été établi que l'intensité de la colonisation des
racines du jeune plant, par les champignons Glomales, augmente en fonction de l'age des
plantes et des niveaux atteints par les bulbes dans des horizons du sol ou le phosphore (P) est
trés déficient et les mycorhizes sont essentielles (Merryweather et Fitter, 1995). Toutefois, les
indices de diversité similaires dans les racines des plantes cibles (T. articulata et L. multifida)
voisines suggerent I'impact de l'interaction des plantes sur la communauté de CMA (fig. 4). 1l
a été établi I’existence d’une pression de sélection sur la plante et le champignon pour étre

plus sélectif dans leur choix de partenaires (Sanders et Fitter, 1992 ; Bever et al., 1996.).

Figure 3. Arbre phylogénétique des CMA colonisant les racines de thuya et de lavande.
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En outre, l'analyse en composantes principales (ACP) a montré clairement que Ila

communauté des CMA colonisant T. articulata différait sensiblement de celle colonisant
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L. multifida (fig. 5). Par ailleurs, ces résultats ont apporté des preuves concrétes de 1’impact

des interactions plantes sur la communauté des CMA colonisant leurs racines.

Figure 4. Communautés de CMA colonisant les racines de T. articulata et de L. multifida. T et
T, : racines de T. articulata respectivement seule ou en association avec L. multifida; L et L; :

racines de L. multifida respectivement seule ou en association avec T. articulata.
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L'évaluation moléculaire des populations de CMA dans les racines est donc une approche
prometteuse pour identifier les champignons indigénes qui colonisent effectivement les
racines des plantes dans les sites potentiels de révégétation. Désormais, ces CMA peuvent étre
isolés et sélectionnés comme inoculum pour la restauration du couvert végétal de ces milieux

avec des especes végétales appropriées.

4.2. DIVERSITE DES CHAMPIGNONS ECTOMYCORHIZIENS

Les champignons ectomycorhiziens (CEM), apparus grace a la baisse de température qui
suivit le début du Tertiaire (LePage et al., 1997), appartiennent au groupe des Basidiomycétes
et des Ascomycetes. IlIs touchent moins d’espeéces végétales que les champignons
endomycorhiziens, mais celles qui sont concernées par ce type de symbiose sont d’une tres
grande importance écologique et économique pour la forét marocaine. Molina et al. (1992)
estiment qu’il existerait entre 5 000 et 6 000 especes de champignons capables de former des

ectomycorhizes.
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Figure 5. Analyse en composantes principales des communautés de CMA colonisant les

racines de T. articulata et L. multifida.
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L’approche classique de 1’étude de communautés de CEM consiste a recueillir tous les
carpophores présents en surface. Plusieurs auteurs (Mehus, 1986 ; Brandbrud, 1987 ;
Kalamees et Silvers, 1988 ; Arnolds, 1991 ; Brunner et al., 1992 ; Egli et Ayer, 1997 ; Gardes
et Bruns, 1996) ont utilisé cette technique aisée, peu destructive et a identification

relativement facile.

Cependant, une premic¢re contrainte s’impose puisque plusieurs champignons
ectomycorhiziens, de type Asco- ou Basidiomycetes, produisent des carpophores hypogés tels
que les truffes et les Rhizopogon. Leur prise en compte est toutefois possible (Fogel, 1981),
quoique plus laborieuse et plus dommageable pour le sol. De plus, la fructification est un
processus complexe qui est dépendante de plusieurs facteurs et dont le déterminisme varie
selon les especes (Vogt et al., 1992 ; Gardes et Bruns, 1996 ; Dahlberg et al., 1997 ; Gehring
et al., 1998 ; Jonsson et al., 1999). De nombreuses études comparatives ont démontré que les
carpophores reflétent mal les populations souterraines (Henrion et al., 1994 ; Mehmann et al.,
1995 ; Gardes et Bruns, 1996 ; Karen, 1997 ; Pritsch et al., 1997). Elles ont découvert que
plusieurs especes fructifient abondamment, mais forment peu de mycorhizes (Gardes et
Bruns, 1996), alors que d’autres ne semblent fructifier que trés peu ou pas du tout, comme le

Cenococcum geophilum qui malgré cela, est un champignon cosmopolite et trés présent sous
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forme de mycorhizes (Danielson et Pruden, 1989 ; Abourouh, 1991). La collecte des
ectomycorhizes est plus destructive et beaucoup plus fastidieuse que la récolte des
carpophores. Par contre, elle permet de visualiser directement la composition des

communautés (Visser, 1995 ; Karen et Nylund, 1996 ; Horton et Bruns, 2001).

Au Maroc, les travaux sur les champignons ectomycorhiziens sont trés limités (Lepoutre,
1963a, b ; Abourouh, 1983, 1987, 1990, 1991, 1992, 1994, 1996, 2000 ; Abourouh et Najim,
1995, 1998 ; Abourouh et al., 1995 ; Boukcim, 1999). Les inventaires mycologiques qui ont
¢été réalisés dans des cédraies, chénaies, pinedes et sous eucalyptus ont rendu compte de la
diversité et de la spécificité de la flore mycologique des écosystémes forestiers marocains

(Abourouh, 2000).

Ces ¢tudes ont réveélé la présence de plusieurs champignons ectomycorhiziens appartenant aux
genres Amanita, Boletus, Cantharellus, Cenococcum, Hebeloma, Laccaria, Russula,
Scleroderma, Pisolithus, etc.

Compte tenu du fait que la biologie moléculaire constitue actuellement un moyen
d’investigation extrémement précis, nous 1’avons adopté tout récemment pour confirmer ou
infirmer des identifications d’espéces, mais surtout pour poursuivre et étendre les études de la

biodiversité inter- et intraspécifique des champignons symbiotiques.

4.2.1. DIVERSITE DES COMMUNAUTES FONGIQUES EN RELATION AVEC LA SPECIFICITE DE

L’HOTE

- CAS DU CHENE-LIEGE (QUERCUS SUBER)

Au Maroc, les subéraies, peuplements a base de Quercus suber, s'étendent sur une superficie
de 377 482 ha, avec 51 % en plaine et 49 % en montagne. Ces formations sont localisées dans
les étages bioclimatiques humide et subhumide, mais aussi semi-aride en cas d’humidité
atmosphérique suffisante. Certaines foréts de plaines, comme celles de la Maamora et de la
région de Larache, sont suffisamment denses et vastes. Le cortége floristique de ce trésor
national représente 21 % de la flore marocaine et plus de 900 taxons avec une dominance des
Ericacées ou des Cistacées. Les subéraies correspondent souvent a des formations a trois

strates : arborée, arbustive et herbacée.
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La diversité interspécifique et intraspécifique des champignons des subéraies en 1’occurrence
de la Maamora et du Rif du Maroc a ¢été largement étudiée. Certains de ces travaux ont été
mengs par notre équipe dans le cadre de conventions de coopération maroco-frangaise (Projets

de recherche agronomique pour le développement).

Bakkali et al. (2010) ont étudié la taxonomie et la biologie des basidiomes (= appareil
reproducteur des champignons basidiomycétes) dans les subéraies du Rif occidental. Les
relevés réalisés, depuis 2002, ont montré la richesse de la subéraie en especes fongiques,
caractéristique des chénaies sclérophylles. Les champignons mycorhiziens, dont les russules,

ont constitué I’essentiel de cette diversité.

Parallélement, la variabilité interspécifique des fructifications des champignons des subéraies
a été évaluée par I’analyse du Polymorphisme de longueur de fragments de restriction (RFLP)
de I’espaceur interne transcrit (ITS) de I’ADN ribosomique (Bakkali et al., 2009a). Une base
de données moléculaire ITS-RFLP des champignons collectés a été établie. Les résultats
obtenus ont montré I’importance de cette analyse pour la caractérisation moléculaire et
I’identification des champignons ectomycorhiziens et leur suivi dans les programmes

d’inoculation artificielle (fig. 6).

Figure 6. Dendrogramme généré par UPGMA des relations génétiques entre les 40 especes de

champignons ectomycorhiziens.
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- CAS DU CHENE VERT (QUERCUS ROTUNDIFOLIA)

Les ilicaies, foréts de chéne vert, occupent la premiére place du point de vue superficie,
estimée a 1415 201 ha, soit environ 29 % de la superficie forestiére totale. Ces peuplements,
qui jouent un réle écologique trés important, correspondent a des taillis de faible productivité
et sont souvent trés dégradés. Le chéne vert, caractérisé par une plasticit¢ écologique
remarquable, une bonne résistance aux mutilations et un grand dynamisme, est répandu sur
tous les types de substrats, dans les bioclimats humides, subhumide et semi-aride, tempérés,

frais et froids ; sa tranche altitudinale se trouve entre 300 et 2 700 m.

Dans le cadre du projet Jeunes Equipes associées a I’Institut de recherche pour le
développement (IRD, France), Bakkali et al. (2009a) ont analysé la diversité phénotypique et
moléculaire des champignons ECM du chéne vert du Moyen Atlas. L’analyse phénotypique
des ectomycorhizes a montré 1’existence de 8 morphotypes (MT). Dans cette étude,
C. geophilum a été de loin le morphotype le plus abondant avec une abondance relative de

28,5 % (fig. 7).

Figure 7. Abondance relative des différents morphotypes.
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Ceci peut étre expliqué par sa forte concurrence et sa tolérance a la sécheresse (Molina et al.,
1992 ; LoBuglio, 1999). 11 a de ce fait une meilleure adaptation aux écosystémes

méditerranéens. La plupart des études sur les communautés ECM, publiées a ce jour,
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rapportent que cette espece est la plus abondante avec une abondance relative allant de 11 a
29 % (Abourouh et Najim, 1995 ; Petkovsek Al Sayegh et Kraigher, 2000 ; Dahlberg et al.,
1997). Alors que les MT de Pisolithus, avec la plus faible abondance relative (4 %),

correspondaient aux P. arhizus, champignon versatile, adapté aux conditions marginales.

Tous les MT observés ont fait 1’objet d’une analyse moléculaire par PCR/RFLP et séquengage
de I'ITS de ’ADN ribosomique. L’interprétation des séquences ITS obtenues a permis
d’identifier des champignons appartenant aux deux phyla, Ascomycota et Basidiomycota.
Aussi, I’analyse phylogénétique a permis d’identifier, outre C. geophilum et P. arrhizus, des
champignons ectomycorhiziens des genres: Phaeangium, Sebacina, Rhizopogon, Suillus,

Tomentella et Tuber.

Q. ilex semble constituer un véritable réservoir de biodiversité fongique. Certaines espéces
ont été identifiées pour la premicre fois au niveau des foréts de Q.ilex (Tuber, Suillus,
Phaeangium). L’étude écologique et biologique des espéces ainsi recensées et décrites permet
d’aborder des programmes de gestion forestiere et surtout de réhabilitation de sites dégradés

et, plus généralement, de reforestation.

- SPECIFICITE DU GENRE PISOLITHUS

Les isolats de ce champignon, compte tenu de sa capacité a s’associer a une trés large
diversité d’espéces (Marx, 1977), sont largement utilisés dans les programmes de

mycorhization artificielle des arbres forestiers (Garbaye et al., 1988 ; Duponnois et Ba, 1999).

Il y a une vingtaine d’années, les chercheurs ont remarqué que les capacités a former des
ectomycorhizes variaient considérablement entre les souches de Pisolithus ; ainsi, les souches
isolées sous les pins ne sont pas compatibles avec les souches isolées sous les Eucalyptus et

inversement (Malajczuk et al., 1990).

Bakkali et al. (2009b) ont montré 1’existence de 5 especes distinctes de Pisolithus en fonction
de la plante hote (fig. 8). L’analyse phylogénétique a montré que les basidiomes de Pisolithus
récoltés dans les foréts de Pinus et Quercus correspondent a P. arrhizus et P. sp. 4 de Martin
et al. (2002). Ceux collectés dans les foréts d’eucalyptus, en particulier E. gonphocephala et

E. camaldulensis, correspondent a P. albus et P. microcarpus. Enfin, ceux collectés sous les
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cistes, Cistus crispus, C. monspeliensis et C. salviifolius, sont tous identifiés comme des

especes de Pisolithus sp. 3.

Figure 8. Dendrogramme phylogénétique des cinq espéces de Pisolithus rencontrées dans les

écosystemes forestiers marocains.
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Cette ¢tude a montré la diversité importante des espéces de Pisolithus au Maroc, et a confirmé

la spécificité des taxons de ce genre suggérée par plusieurs études antéricures (Diez et al.,

2001 ; Martin et al., 2002). Aussi, outre I’acquisition de données scientifiques fondamentales,
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les résultats de cette recherche pourront contribuer significativement a 1’amélioration des
itinéraires sylvicoles préconisés pour une gestion durable des formations forestiéres du

pourtour méditerranéen.

4.2.2. INFLUENCE DU COUVERT VEGETAL SUR LA DIVERSITE DES CHAMPIGNONS ECM : CAS

DE L’ASSOCIATION CHENE-LIEGE-CISTES

A D’instar des travaux réalisés en Espagne, la gestion du potentiel mycorhizogéne « in situ»
de la couverture végétale de cet écosystéme, en 1’occurrence des espéces du genre Cistus,
pourrait promouvoir la mycorhization des jeunes plants de chéne-liége et en conséquence,

améliorer leur établissement apres transplantation sur le terrain.

Dans ce contexte, Bakkali et al. (2008a) ont étudié la diversité des champignons ECM de
I’association chéne-liege-cistes. Aussi, I’impact du couvert arboré sur le statut mycorhizien de
différentes espéces du genre Cistus — C. salviifolius, C. crispus et C monspeliensis— a été
analysé. Cette étude a confirmé le statut mycorhizien double, endo- et ectomycorhizien de ces

especes (fig. 9, 10).

Figure 9. Coupe transversale d’une ECM de ciste.
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Figure 10. ECM de Cenococcum geophilum ; spore de CMA de ciste.

L’analyse phénotypique des ectomycorhizes observées a montré 1’existence de
13 morphotypes (MT) différents dont 1’abondance est fortement dépendante du degré du

recouvrement du milieu par la strate arborée et arbustive (fig. 11).

Dans un écosysteme forestier surexploité ou la densité¢ d’arbres adultes est faible et ou
I’érosion des sols est importante, la structure des communautés fongiques est profondément
altérée (Marx, 1991). Par ailleurs, tous les MT s’observent aussi bien chez le chéne-liege que
chez les cistes. Des études de 1’impact des espéces de Cistus sur les caractéristiques physico-
chimiques, de la diversit¢ génétique et fonctionnelle de la microflore des sols et le

développement précoce des jeunes plantules de chéne-liege sont en cours (PRAD 04/10).

4.2.3. FACTEUR EDAPHIQUE ET DIVERSITE DES CHAMPIGNONS ECM, CAS DE PISOLITHUSSP.

Les caractéristiques du sol peuvent étre un facteur important de structuration des
communautés fongiques. L’étude a porté sur I’impact des caractéristiques physicochimiques
du sol dans une plantation de Quercus suber (Maamora, Maroc) et sur la variabilité génétique
du Pisolithus sp. (Bakkali et al., 2011b). L analyse moléculaire PCR-RFLP et séquencage de
I’ITS des basidiomes collectés a montré que 97 % des fructifications correspondent a
P.arhizus et les 3 % restants correspondent a P.sp.4 de Martin et al. (2002). L'analyse
multivariée (ACP) a montré que la structure de ces deux especes était fortement corrélée avec

les caractéristiques du sol (fig. 12).
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Figure 11. Abondance relative des MT dans M. dégradé (A) et M. non dégradé (B).
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Les basidiomes de P. arhizus se trouvaient souvent dans la partie orientale de la parcelle a
faible teneur en argile molasic, en N et P, tandis que les especes de P. sp. 4, ont été recueillies
dans la partie occidentale a teneur élevée en argile rouge, N et P. La distribution restreinte de
P.arhizus a la niche pauvre en nutriment corrobore avec les résultats d’études antérieurs
ayant rapporté que ce champignon est bien adapté aux sites perturbés (McAfee et Fortin,

1988).

Pour déterminer si cette variabilité des basidiomes concorde avec celle souterraine, les
techniques morpho-anatomiques et moléculaires ont été utilisées pour caractériser les
ectomycorhizes de Pisolithus sp. Seules les ectomycorhizes de P. arhizus ont été identifiées
sur le site pauvre en nutriment et disparaissent compleétement sur le site riche ou aucune

ectomycorhize de P. sp. 4 n’a été trouvée.
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Figure 12. Analyse en composantes principales des deux espéces de Pisolithus.
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Le genre Pisolithus, comme plusieurs autres espéces de champignons ectomycorhiziens, est
capable de croitre saprophytiquement (Maijala et al., 1991) ; il est probable que Pisolithus sp.
(espece 4) est un partenaire ectomycorhizien incompatible de Quercus suber dans les sols
acides, pouvant former des fructifications irrégulieéres, mais pas d’ectomycorhize typique de
Pisolithus « like ». Une telle situation a déja été rapportée pour Paxillus involutus pouvant
avoir un mode saprophytisme, mais a besoin de liaisons avec une plante hote pour produire
des fructifications (Laiho, 1970). Ces résultats montrent l'impact a 1'échelle locale de

I'hétérogénéité naturelle spatiale sur un genre de champignons ECM.

5. MYCORHIZATION CONTROLEE EN PEPINIERE : UN FERTILISANT BIOLOGIQUE AU SERVICE

DE LA REVEGETATION

La grande variabilité inter- et intraspécifique des ECM dans ’exploitation des ressources du
sol (Wagner et al., 1988 ; Nguyen et al., 1992) et dans leur fagcon d’affecter positivement
I’hote (Wong et Fortin, 1990) a mené a la sélection de souches prenant en compte 1’espéce-
hote (Rosado et al., 1994) et/ou les caractéristiques des sites de transplantation (Trappe,

1977 ; Kropp et Langlois, 1990 ; Grove et Le Tacon, 1993). Cependant, plusieurs chercheurs
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optent pour 1’approche qui veut que les souches les mieux adaptées au terrain, sont celles qui
sont indigénes (Trappe, 1977 ; Navratil, 1988 ; Perry et al., 1987). La mycorhization
contrdlée, par I'utilisation de souches de champignons performantes, a constitué¢ ces dernicres
décennies un outil remarquable dans la production de plants de qualité, caractérisés sur le plan
morphologique par un systéme racinaire bien ramifié porteur d'un grand nombre de racines
courtes absorbantes et sur le plan physiologique par un appareil racinaire capable de prendre
rapidement contact avec le sol a l'intérieur duquel il est introduit lors du reboisement (Kropp

et Langlois, 1990).

Au Maroc, les premiers essais de mycorhization contrdlé en pépiniére ont été réalisés au CRF,
Rabat (Abourouh, 2000). Plusieurs champignons ectomycorhiziens sont obtenus en culture
pure a partir d’ectomycorhizes, de fragments de sporophores ou de sclérotes. Ils appartiennent
aux genres Amanita, Cenococcum, Hebeloma, Rhizopogon, Paxillus, Pisolithus, Scleroderma,
SQuillus, Thelephora et Tricholoma. Les espéces des genres Boletus, Cantharellus, Laccaria,
Lactarius, Russula et Tuber n’ont pu étre isolées a cause de leur inaptitude a se développer sur
les milieux de culture employés ou bien en raison de la prolifération des contaminants, le plus
souvent des bactéries, mais parfois aussi des champignons surtout inférieurs comme
Pénicillium et Trichoderma. Les fragments de sporophores de Cantharellus cibarius, de
Laccaria laccata et de Tuber spp. se contaminent tous par des bactéries ; des contaminations

fatales condamnant toutes possibilités d’isolement (Abourouh, 2000).

Au cours de ces travaux, il a été également constaté qu’il est plus facile d’isoler a partir
d’ectomycorhizes de pins qu’a partir de celles du cedre. Les ectomycorhizes du chéne-liége et
des eucalyptus sont trés sensibles aux produits de désinfection probablement a cause de leur

petite taille.

I1 a aussi été rapporté que la vitesse de croissance des cultures pures varie d’une espece a une
autre, mais aussi d’une souche a une autre. Ces isolements ont débouché sur la constitution

d’une mycothéque au sein du Centre de recherche forestiére de Rabat.

Les cultures pures obtenues ont été testées systématiquement quant a leur aptitude a former
des ectomycorhizes avec leurs plantes-hotes respectives. Les essais de mycorhization
contrdlée ont permis la production de plants de pins et du chéne-liege mycorhizés par

Pisolithus arhizus, Rhizopogon spp. ou Hebeloma mesophaeum... (Abourouh, 2000).

372

Sommaire



Par ailleurs, cet effet « mycorhizien » peut étre obtenu par la gestion du Potentiel infectieux
mycorhizogéne (PIM) in situ (Duponnois €t al., 2001). Récemment, Bakkali et al. (2008a) ont
montré, en pépiniere, 1’effet promoteur du sol collecté sous cistes sur le pourcentage de

mycorhization des plants de chéne-li¢ge (fig. 13).

Figure 13. Effets des différents types de sols sur la mycorhization des plants de chéne-
liege (1 : sol sous chéne-liége, 2 : sol sous cistes et 3 : sol nu).
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Quant aux CMA, ce sont des symbiotes obligatoires, leurs connexions avec une plante-hote ne
sont pas spécifiques, mais leurs interactions sont énormément compatibles aussi bien au
niveau structural que physiologique. Cette compatibilité dépend de la plante, du champignon

et des facteurs environnants (Plenchette et al., 1983 ; Koide et Scheiner, 1992).

En pépinicéres forestieres, le thuya s’est montré trés réceptif a la mycorhization contrdlée,
confirmant ainsi nos résultats sur la dépendance de cette essence foresticre aux CMA (Abbas
et al., 2006). En Espagne, Diaz et Honrubia (1993) ont observé que I’espéce Glomus
fasciculatum est la plus effective en matiére de colonisation racinaire et impact sur la
croissance des jeunes plantules de thuya. Au Maroc, différents inocula du genre Glomus,
indigénes des tétraclinaies naturelles ou artificielles, ont été testés en microcosme afin de
rechercher les meilleures associations a appliquer dans le programme de production des plants

de thuya en pépinicres forestieres. L’analyse des résultats a montré que, malgré les inégalités
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observées en mati¢re de colonisation racinaire du thuya, I’infection par les CMA produit un

effet significatif sur la croissance et le développement de cette essence (fig. 14).

Figure 14. Comparaison entre plants de thuya non inoculés et inoculés par des CMA

indigénes.

Par contre en matiére de nutrition, seuls quelques isolats fongiques des peuplements naturels
ont permis une bonne fixation du phosphore, d’azote et de potassium. En conséquence, la
mycorhization controlée est une technique qui reste inhérente au type d’isolats fongiques
utilisés comme inoculum. Il a été remarqué que méme si différentes especes de CMA peuvent
coloniser, de la méme maniere, une espéce hote spécifique, l'efficacité symbiotique en termes

de croissance peut varier considérablement (Burleigh et al., 2002 ; Smith et al., 2004).

5.1. DESCRIPTION DE QUELQUES ESSAIS EXPERIMENTAUX DE MYCORHIZATION REALISES

DANS LES SITES DE REBOISEMENT

Dans cette partie nous présenterons quelques essais de régénération effectués sur le genévrier,
le thuya, et le cédre (Ouahmane, 2007 ; Guedira, 2008 ; Abbas, 2009). Nous évaluerons le
potentiel de mycorhization de quelques arbustes comme composante principale dans la
gestion rationnelle des écosystémes forestiers marocains, ainsi que le role des champignons
mycorhiziens en tant qu'éléments favorisant 1’établissement de nouvelles plantations et

participant a l'augmentation de la biodiversité dans ces écosystémes. Les objectifs assignés a

374

Sommaire



toutes ces expérimentations émanent du concept que la régénération des écosystemes
dégradés est non seulement une plantation destinée a révégétaliser un milieu, mais aussi une

amélioration des propriétés physicochimiques et biologiques du sol.

En général, au niveau des écosystemes méditerranéens le potentiel mycorhizogene existant
n’est pas suffisant pour assurer le développement des especes foresticres, la gestion de ce
Potentiel infectieux mycorhizogéne (PIM) in situ (Duponnois et al., 2001) s’avére nécessaire.
Cette approche consiste donc a produire un inoculum fongique in Situ composé par les
symbiotes fongiques naturellement présents dans le sol de plantation des especes cibles a
réimplanter. Le succes de cette technique repose sur l’utilisation de plantes (herbacées,
arbustes) susceptibles de promouvoir rapidement la multiplication des champignons
mycorhiziens dans le sol (plantes hautement mycotrophes) et de se développer en association
avec la plante héte. Or, il est connu que la flore endémique des régions méditerranéennes est
surtout composée par des arbustes typiques des zones arides comme ’armoise (Artemisia
herba-alba), plusieurs espéces de Stipa (ex.: S tenacissima), Anthyllis cytisoides, Retama
sphaerocarpa, Lavandula spp., Thymusspp., etc. et que ces espéces arbustives sont trés
mycotrophes (Requena et al., 1996 ; Azcon et Barea, 1997 ; Requena et al., 2001 ; Azcon-
Aguilar et al., 2003).

Ces arbustes se développent typiquement en touffes qui constituent des ilots de fertilité
(Garner et Steinberger, 1989 ; Schlesinger et al., 1996) facilitant la régénération d’autres
especes ligneuses (Callaway, 1995, 1997).

Dans cette optique, les travaux réalisés sur le cyprés de I’Atlas au Grand Atlas marocain par
Ouahmane (2007) ont montré que son inoculation par des CMA indigénes améliore
significativement la croissance des plants et qu’aprés un an de transplantation, les teneurs
foliaires en N et en P étaient significativement supérieures chez les plants de cyprés inoculés

par rapport a ceux du témoin.

Cette amélioration était plus significative, lorsque le méme auteur a réalisé des études sur le
statut mycorhizien de quelques especes représentatives de 1’écosystéme cyprés comme
Lavandula spp. et Thymus satureioides. Les résultats de ces essais ont révélé que le nombre
de propagules mycorhiziennes dans les sols rhizosphériques originaires des différentes
especes testées a été significativement plus élevé que dans le sol témoin. Le nombre le plus
probable des propagules mycorhiziennes par 100 grammes de sol sec varie de 7,82 (sol

témoin) a 179,7 (Lavandula dentata et Cupressus atlantica) et 244,5 (Lavandula stoechas et
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Thymus satureioides) (Ouahmane et al., 2006a). En conséquence, la coexistence des espéces
végétales dans une méme niche écologique parait un choix inéluctable qu’il faut gérer et
recommander dans les programmes de régénération des espéces foresticres au Maroc. En
effet, dans une expérience de co-culture de Lavandula multifida L., préinoculée par Glomus
intraradices, et de Cupressus arizonicaL., la croissance et la colonisation de chacune des
deux especes étaient plus €levées que lorsque chaque plante était cultivée seule. Ces résultats
montrent bien le role de la lavande en tant qu’ilots de fertilité dans la régénération des especes

arborescentes telles que Cupressus spp. (Ouahmane et al., 2006b).

Au niveau de I’écosystéme tétraclinaie, une double inoculation du thuya par les CMA et les
Rhizobactéries de promotion de la croissance des plantes indigénes et sélectionnées a été
réalisée en 2006 lors d’un essai de plantation au plateau central marocain (région de
Benslimane) (Abbas, 2009). Les résultats de cette expérimentation a montré que les
microorganismes mycorhiziens ou bactériens jouaient un role prépondérant dans Ia
croissance, le développement et la survie des plants de thuya. D un c6té, ils ont permis a ces
plants d’acquérir un avantage a la sortie de la pépiniére et par suite supporter le choc de
transplantation (fig. 15 a et b), et de I’autre, ils ont amélioré leur développement apres
plantation. Mais le meilleur résultat de cette amélioration a été observé en 3° année lorsque le
thuya est inoculé a la fois par les CMA et les bactéries sélectionnées : la hauteur des plants a

été stimulée d’environ 3 fois par rapport a celle des plants non inoculés.

Concernant le succes de la plantation, la symbiose améliore la capacité du thuya a s'établir et
faire face au stress environnemental occasionné au niveau du site de plantation (fig. 16). En
effet, le taux de mortalité a été réduit a environ 50 % lorsque les plants ont été inoculés a la
fois par les CMA et B2 (fig. 17). Ce qui laisse supposer que la rareté des propagules
microbiennes dans les écosystémes peut €tre un sérieux handicap pour I'établissement des

plantes et leur survie.

Dans un autre essai réalis¢ dans le Grand Atlas associant les cytises et le cedre,
Guedira (2008) a remarqué que la fertilité du sol est importante sous couvert de cytise et
qu’une couverture de 42 % de ces légumineuses est la meilleure pour le développement du
cedre. En haute altitude, la forte densité des cytises a servi de protection du ceédre contre le

vent, le gel et le drainage du sol (fig. 18).

376

Sommaire



Figure 15. Hauteur (a) et diamétre basal (b) du thuya inoculé ou non aprés 3 ans de

plantation (C: témoin; CMA : Complexe de champignons mycorhiziens arbusculaires

sé¢lectionnés ; B2 : Bactérie sélectionnée).
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Figure 16. Exemple de plantation de thuya dans la région de Benslimane.

Figure 17. Cumul des taux de mortalité observés chez le thuya dans 1’essai au champ (région

de Benslimane).
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Figure 18. Plantation de cédres en association avec les cytises au Grand Atlas du Maroc.

6. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans tout programme de révégétation, l'ultime objectif reste toujours le rétablissement d'un
écosysteme stable, biodiversifié avec un fonctionnement optimum des processus de cycle des
nutriments dans lequel les micro-organismes du sol jouent un rdle prépondérant. Au Maroc,
I’intérét porté a I’introduction des symbioses racinaires dans les programmes de reboisement reste
encore dans son état embryonnaire, malgré les études réalisées jusqu’a présent et qui ont prouvé
que les échecs de plantations des especes forestieres peuvent étre défiés par une bonne gestion des
ressources microbiennes telluriques. Cette approche peut étre adoptée soit par un meilleur choix
des symbiotes indigenes a utiliser, soit par la réimplantation des espéces arbustives autochtones
les mieux adaptées aux conditions édapho-climatiques locales. En conséquence, toute
amélioration des propriétés physico-chimiques et biologiques opérée au niveau de la
rhizosphére des écosystémes forestiers marocains, participera certainement a
I’installation de conditions prosperes pour I’établissement et le développement de

nouvelles plantes, notamment celles arborées.
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1. INTRODUCTION

Les écosystémes méditerranéens présentent de graves dégradations résultant de longues
périodes de sécheresse, de précipitations aléatoires et d'une surexploitation des ressources
naturelles (surpaturage, déforestation, etc.) (Bauer, 1991 ; Perevolotsky et al., 2005). Ces
altérations ont entrainé une baisse significative de la surface du couvert forestier et permis
l'apparition d'une strate arbustive abondante indiquant différents niveaux de dégradation de
I’écosysteme (Grove et Rackham, 2001). Ces conditions environnementales entravent
I’évolution spatio-temporelle normale de la strate épigée et réduisent la capacité de
I’écosystéme a recouvrir ses propriétés originelles (Blondel et Aronson, 1999 ; Pickett et al.,
2001). En conséquence, I’intervention de I’homme est généralement nécessaire pour faciliter
le déroulement des différentes successions végétales et ainsi aboutir a la reconstruction du
couvert arboré. Les opérations de reboisement sont fréquentes en milieu méditerranéen, mais
leurs performances restent faibles du fait d’une importante mortalit¢ au moment de la
plantation (crise de transplantation) (Garcia-Salmeron, 1995 ; Ouahmane et al., 2007). Les
arbustes évoluant au sein de la zone a reboiser sont généralement ¢liminés afin d’éviter tous
phénoménes de compétion avec les plants forestiers transplantés (Meson et Montoya, 1993 ;
Savill et al., 1997). Cependant, il a ét¢ démontré que, dans des environnements hostiles,
certaines plantes pionnieres ou rudérales peuvent faciliter le développement d’autres especes
végétales (Pugnaire et al., 1996 ; Bellingham et al., 2001). Ce type d’interactions positives
(ou facilitatrices) interspécifiques a été relaté par de nombreuses études dans une large gamme
de conditions montrant ainsi 1I’importance de ce type de processus dans la dynamique des
communautés végétales, la structure de la strate épigée (diversité, abondance), etc. (Boucher,
1985 ; Callaway, 1995; Bertness et Leonard, 1997; Stachowicz, 2001). En milieu
méditerranéen, les dégradations d’origine anthropique au niveau du couvert végétal
engendrent des modifications dans la structure, la dynamique et la diversité spécifique de la
strate épigée (Barea et Jeffries, 1995). De plus, les propriétés physico-chimiques et
biologiques des sols sont fréquemment altérées (Albaladejo et al., 1998 ; Requena et al.,
2001). Dans ces conditions, le développement des plants peut étre facilité par la présence
d’arbustes pionniers qui vont matérialiser autour des jeunes plants forestiers un microhabitat
qui va les protéger des radiations, des variations de température et améliorer la fertilité des
sols (Callaway, 1995). Ces especes arbustives facilitent la germination et la croissance
juvénile des essences forestiéres, plus particulierement dans les écosystémes de type

méditerranéen (Bruno et al., 2003). Ce type d’interaction a été nommé « effet plante nurse »
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(nurse plant effect) (Franco et Nobel, 1989 ; Tewksbury et Lloyd, 2001 ; Scarano, 2002). De
nombreuses €tudes ont mis en exergue I’importance de ce phénomene dans les processus de
recolonisation par la végétation des milieux ouverts (Guevara et al., 1992 ; Callaway, 1995 ;
Holl, 2002) et, plus particulierement, lors de ’installation d’un couvert forestier sur un sol
dégradé. En conséquence, il serait pertinent de gérer ce potentiel offert par la strate arbustive

pionniere pour améliorer les performances des opérations de reboisement.

Les plantes nurses améliorent le développement d’autres plantes en matérialisant des
microhabitats favorables a la germination des semences et/ou aux besoins des plantes. Elles
améliorent les conditions environnementales (température, lumicre, humidité du sol, fertilité
du sol, etc.), permettant ainsi 1’installation d’espéces végétales moins tolérantes aux stress
d’origine abiotique (Bruno et al., 2003 ; Padilla et Pugnaire, 2006). Cet effet « nurse » (ou
facilitateur) est d’une importance toute particuliere en milieu méditerranéen ou le
renforcement des processus d’érosion (hydrique et €éolien) et de désertification entraine des
dysfonctionnements au niveau des activités microbiennes du sol (Garcia et al., 1997). De
nombreuses études ont montré que dans de telles conditions de dégradation, le potentiel
mycorhizien des sols (représentant I’abondance et la diversité des propagules infectieuses de
champignons mycorhiziens a arbuscule) est trés faible (Duponnois et al., 2001a ; Palenzuela
et al., 2002; Azcon-Aguilar et al., 2003). Les champignons mycorhiziens
arbusculaires (CMA) sont considérés comme des éléments clés dans les processus biologiques
régissant la durabilité des écosystémes (van der Heijden et al., 1998 ; Requena et al., 2001 ;
Schreiner et al., 2003 ; Caravaca et al., 2005), plus particuliécrement dans les écosystémes
arides et semi-arides (Carpenter et Allen, 1988 ; Requena et al., 2001). Cette association
symbiotique plante/champignon mobilise et achemine des nutriments (ex. : N, P) jusqu’a la
plante, améliore 1’agrégation du sol (Querejeta et al., 1998 ; Caravaca et al., 2002) et

minimise I’impact du stress hydrique sur la croissance de la plante (Augé, 2001).

Ce chapitre a pour principal objectif de répertorier les exemples de valorisation de I’effet
«plante nurse» dans des opérations de réhabilitation de formations foresticres
méditerranéennes en insistant plus particulierement sur 1I’impact de ces espéces végétales au

niveau des caractéristiques microbiennes telluriques et du potentiel infectieux mycorhizogeéne.
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2. SELECTION DES PLANTES NURSES

Des enquétes en milieu naturel doivent étre réalisées afin de sélectionner les especes végétales
susceptibles de promouvoir la croissance (et plus particulierement la croissance juvénile) des
essences forestieres ciblées. Comme il 1’a été souligné précédemment, les dégradations du
milieu se manifestent en particulier par une baisse significative de I’abondance et de la
diversité des propagules mycorhiziennes entrainant une réduction du potentiel infectieux
mycorhizogéne du sol (Jasper et al., 1991 ; Herrera et al., 1993 ; Mc Lellan et al., 1995). Ce
déficit en propagules mycorhiziennes peut freiner le déroulement du processus de
revégétalisation, qu’il soit naturel ou artificiel (Requena et al., 2001). Au niveau des schémas
de révégétalisation du milieu couplés a une amélioration de I’abondance des propagules
mycorhiziennes, deux stratégies principales peuvent étre envisagées : (i) soit une inoculation
en masse par des symbiotes préalablement sélectionnés pour un parametre donné (ex. : effet
fongique sur la croissance de la plante) au cours de la phase d’¢élevage en pépiniére
(Duponnois et al., 2005), et/ou (ii) soit une gestion du potentiel infectieux mycorhizogéne
résiduel via des espéces végétales tolérantes aux stress environnementaux (ex.: plantes
pionniéres), natives du milieu a réhabiliter et hautement mycotrophiques (Duponnois et al.,
2001b ; Azcon-Aguilar et al., 2003). Les écosystémes méditerranéens dégradés présentent une
couverture végétale hétérogeéne formée par des poches de végétation (ou patches). Ces taches
de végétation constituent des ilots de fertilité (fertility islands’ (Garner et Steinberger, 1989 ;
Schlesinger et al., 1996) qui peuvent promouvoir le développement de différentes espéces
végétales natives du milieu (Callaway, 1995, 1997). Certaines plantes méditerranéennes
présentent une grande dépendance mycorhizienne et ont la faculté de promouvoir la
multiplication des propagules mycorhiziennes dans le sol (Azcon-Aguilar et al., 2003). Les
légumineuses sont généralement considérées comme potentiellement « nurses » dans les
milieux arides et semi-arides pour faciliter la survie et le développement de certaines essences
forestieres en améliorant la teneur en azote des sols mais également, du fait de leur haute
mycotrophie, en contribuant au maintien du potentiel mycorhizien (Duponnois et al., 2001b).
Au Maroc, plusieurs études ont montré que les caractéristiques microbiologiques et chimiques
des sols ¢étaient favorablement influencées par des espéces arbustives telles que
Lavandula spp. ou Thymus satureioides au sein d’une formation dégradée de Cupressus
atlantica (Ouahmane et al., 2006). En comparant ces données avec celles d’un sol nu (non
recouvert par la vegetation), les résultats montrent que le potentiel mycorhizien est beaucoup

plus ¢élevé dans le sol issu de ces poches de végétation colonisées par les especes arbustives
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étudiées. Ces observations confirment les résultats de travaux antérieurs montrant que, en
milieu méditerranéen, la majeure partie des espéces végétales sont hautement mycotrophes
(Requena et al., 1996, 1997). Azcon et Barea (1997) ont montré que les racines de lavande
sont infectées par des CMA et que cette plante présente une dépendance mycorhizienne
¢levée. La lavande a été classée comme « mycorhizienne obligatoire » (Brundrett, 1991) ou
comme « hautement dépendante de la symbiose mycorhizienne » (Habte et Manjunath, 1991).
Les caractéristiques microbiennes du sol influencé par les plantes nurses sont
significativement différentes de celles du sol nu. L’essence forestiére (Cupressus atlantica) et
les 3 espéces arbustives potentiellement facilitatrices stimulent la multiplication des
propagules fongiques mycorhiziennes dans le sol. Le potentiel infectieux
mycorhizogeéne (PIM) est en conséquence plus élevé sous les espeéces végétales étudiées
(fig. 1). Le nombre probable de propagules mycorhiziennes pour 100 g de sol est compris

entre 7,82 (sol nu), 179,7 (L. dentata et C. atlantica) et 244,5 (L. stoechas et T. satureioides).

Figure 1. Nombre le plus probable de propagules mycorhiziennes dans les sols prélevés sous
les especes de plantes étudiées et dans le sol nu (témoin). Les colonnes indexées par une
méme lettre ne sont pas significativement différentes (p < 0,05). D’aprés Ouahmane et al.

(2006).
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Dans le sol, les CMA se trouvent sous forme de spores, d’hyphes ou de fragments de racines
mycorhizées. Toutes ces propagules sont considérées comme des sources d’inoculum
fongique (Duponnois et al., 2001a). De plus, la diversité fonctionnelle de la microflore

tellurique est variable selon I’origine du sol comme le montre clairement la figure 2.

Figure 2. Analyse inter-groupe des résultats de la respirométrie induite par différents substrats
organiques réalisée dans les sols prélevés sous les especes de plantes étudiées et dans le sol nu
(témoin). L. stoechas (Last), L. dentata (Lade), T. satureioides (Tysa), C. atlantica (Cuat), et
sol nu (BS). D’aprés Ouahmane et al. (2006).
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Les échantillons de sol analysés peuvent &tre répartis suivant 3 groupes allant du sol prélevé
sous Thymus (haut, droite), sous Cupressus (bas, droite), et le sol nu (témoin) et ceux sous
Lavandula (gauche). Les acides organiques pouvant étre catabolisés par la microflore présente
dans le sol sous Cupressus sont les acides fumarique, tartrique et malonique, alors que dans le
sol sous Thymus, les acides majoritairement catabolisés sont les acides gallique,s formique et
oxalique. Dans le sol nu et ceux prélevés sous Lavandula, les acides organiques testés (6) sont
catabolisés dans une moindre mesure que dans les autres sols (fig. 2). Ce type d’étude a aussi
¢été réalisée avec le caroubier (Ceratonia siliqua) et Retama sphaerocarpa, une légumineuse
arbustive fréquemment observée dans les régions méditerranéennes en climat semi-aride
(fig. 3). Cette légumineuse développe un systéme racinaire profond (Haase et al., 1996) et
fixe I’azote atmosphérique via la symbiose avec Rhizobium (Espigares et al., 2004). Les
résultats corroborent ceux obtenus avec Lavandulaspp., T.satureioides et C. atlantica
puisque les teneurs en N, P et C sont supérieures dans le sol influencé par R. sphaerocarpa

comparé au sol nu (tabl. 1).

3. L’EFFET « PLANTE NURSE » ET LE DEVELOPPEMENT JUVENILE DES ESSENCES

FORESTIERES MEDITERRANEENNES

3.1. EXPERIENCES EN SERRE

Des études ont été réalisées en conditions contrélées afin de déterminer 1I’impact de certaines
especes arbustives sur la croissance juvénile de plusieurs essences foresticres
méditerranéennes telles que Cupressus atlantica, Ceratonia silica et Acacia raddiana.
Ouahmane et al. (2006) ont montré que la hauteur, le diamétre au collet, les teneurs en N, P et
K des feuilles, I’intensité de mycorhization des racines de jeunes plantules de C. atlantica
¢taient significativement plus élevés lorsque les semis de C. atlantica étaient plantés dans des
sols prélevés sous T. satureioides, Lavandula spp., et C. atlantica que dans le sol nu apres
6 mois de culture en serre (tabl. 1). Concernant les croissances aérienne et racinaire, un effet
positif des sols prélevés sous les espéces précédemment citées a également été observé
(tabl. 1). Le développement des plants de caroubier a également été stimulé par le sol collecté
sous Retama sp. (fig. 4) (données non publi¢es). En testant des sols prélevés sous différentes
especes arbustives des zones arides du Sud marocain, I’effet nurse a également été¢ mesuré sur

le développement de A. raddiana en conditions controlées (données non publiées).
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Figure 3. Quelques plantes nurses méditerranéennes. (A) Lavandula sp., (B) Retama sp.,

(C) Artemisia alla, (D) Ononix natrix, (E) Haloxylon scoparium, (F) Farsetia aegyptiaca.
Photos : M. Hafidi.
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Tableau 1. Croissance et colonisation mycorhizienne des plants de C. atlantica se développant dans des sols collectés sous L. dentata,

L. stoechas, T. satureioides, C. atlantica et dans un sol nu aprés 6 mois de plantation en serre. D’aprés Ouahmane et al. (2006).

Témoin Espéces végétales
L. dentata L. stoechas T. satureioides C. atlantica

Hauteur (cm) 142a® 18,6 b 21,0 cd 23,0d 19,4 be
Diamétre au collet (mm) 2,02a 2,72 bc 2,72 bc 294 ¢ 2,540
Biomasse aérienne (mg poids sec) 330 a 634 bc 738 ¢ 666 bc 486 ab
Biomasse racinaire (mg poids sec) 76 a 176 ¢ 157 be 115 abe 104 ab
N (mg par plant) 0,785 a 1,559 b 1,823 ¢ 2,029 d 1,480 b
P (mg par plant) 0,033 a 0,107 ¢ 0,115¢ 0,147 d 0,090 b
K (mg par plant) 3,71 a 9,54 b 26,53 ¢ 25,16 ¢ 8,58 b
Colonisation mycorhizienne (%) 35a 48 b 50b 75 ¢ 54 Db

1 , A . .. A . . . .~y N . N
() Les données d’une méme ligne suivies par une méme lettre ne sont pas significativement différentes d’apres 1’analyse de variance a un facteur

controlé (p < 0,05).
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Figure 4. Effet des sols prélevés sous Retama sp. et dans une zone sans végétation sur la

croissance du caroubier aprés 4 mois de culture. Photo Manaut 2007.

3.2. EXPERIENCES AU CHAMP

L’effet facilitateur de quelques espéces arbustives sur des essences foresticres
méditerranéennes a été essenticllement étudié en conditions contrdlées mais, a notre
connaissance, peu de données sont disponibles sur ce type d’interaction entre plantes en
milieu naturel et en milieu méditerranéen. Une expérience en milieu naturel a été réalisée
dans le Haut Atlas marocain afin de tester I’hypothése que 1’association plante nurse/essence
forestiere améliorerait la croissance de 1’espéce forestiére, mais également des
caractéristiques microbiennes du sol de plantation et du PIM comparé aux performances des
itinéraires sylvicoles classiques (Duponnois et al., 2011). Aprés 2 années de plantation, les
résultats montrent que le dispositif associant les 2 especes végétales améliore la croissance
des plants de C. atlantica et les caractéristiques microbiennes telluriques. Le réseau mycélien
formé par les CMA, I’activité microbienne totale, 1’activité deshydrogénase, 1’abondance des
bactéries solubilisatrices de phosphates inorganiques et la nutrition en N et P des plants de
C. atlantica, sont significativement plus élevés en présence de L. stoechas que dans les autres
traitements (tabl. 2). En conséquence, une plante nurse comme L. stoechas peut stimuler le

développement de jeunes plants de cypreés en améliorant les caractéristiques microbiennes et

le PIM du sol.
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4. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre montre que les plantes nurses offrent un
réel potentiel pour améliorer les performances des opérations de reboisement dans des
conditions environnementales diverses du paysage méditerranéen (tabl. 3). Cependant des
expériences complémentaires doivent tre réalisées afin d’évaluer 1’effet nurse sur des durées
de plantation plus longues, mais les informations scientifiques acquises restent pertinentes du
fait que les principales limites des programmes de reboisement et des processus de
regénération naturelle sont principalement observées au cours des premicres années de
plantation (Herrera et al., 1994). Comme la plupart de ces espéces arbustives sont capables
d’améliorer la croissance juvénile et la survie de jeunes plants forestiers, cette technique
pourrait étre utilisée pour optimiser des programmes de reboisement a objectifs multiples.
L’introduction des plantes nurses dans les itinéraires sylvicoles peut étre entreprise suivant
deux phases successives en simulant les événements naturels a savoir, (i) la plantation
d’espéces végétales susceptible de protéger les jeunes plants forestiers des radiations (effet
physique), des variations de température (effet tampon) et de leur assurer un environnement
tellurique favorable (PIM ¢élevé, activités microbiennes élevées, etc.) et (ii) I’utilisation
d’autres especes végétales supportant I’impact du paturage et ainsi minimiser 1’impact du

bétail sur le développement des jeunes plants forestiers.

En prenant en considération les résultats présentés dans ce chapitre, il est recommandé de ne
pas éliminer totalement la strate arbustive présente sur le milieu a reboiser, comme il est
couramment pratiqué dans les itinéraires sylvicoles classiques. De plus, et comme 1’effet
«nurse » se manifeste d’autant plus que les conditions environnementales sont hostiles au
bon développement des essences forestieres, cette pratique culturale associant la plante nurse
et I’essence forestiere doit étre encouragée dans un contexte de variation climatique future sur

le pourtour du milieu méditerranéen (IPCC, 2001).
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Tableau 2. Caractéristiques biochimiques des sols et teneurs en azote et en phosphore des feuilles dans les traitements (i) plants de C. atlantica

non inoculés et (ii) plants de C. atlantica associé a L. stoechas.

Non inoculé Associé a L. stoechas
Teneur en N des feuilles (g g'1 poids sec) 4,76 (0,32) a® 6,25(0,19) b
Teneur en P des feuilles (g g'1 poids sec) 0,343 (0,028) a 0,415 (0,036) b
Activité microbienne totale (mg de fluorescein diacetate hydrolyse h™ g de sol) 12,4(0,33) a 23,2(2,5b
Activité dehydrogénase (mg INTF g sol h™") 36,9 (1,69) a 51,9 (6,5)b

() Erreur standard de la moyenne. ¥ Les données d’une méme ligne suivies par une méme lettre ne sont pas significativement différentes d’aprés
le test de Newman Keul (p < 0,05).
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Tableau 3. Liste des espéces nurses préconisées pour la régénération naturelle de certaines

essences forestieres au Maroc.

ARBRES

ESPECES NURSES

Acacia
raddiana

Rhus
tripartitum

Pistacia
atlantica

Pinus
halepensis

Quercus
rotundifolia

Fraxinus
dimorpha

Juniperus
[phoenicea,

Juniperus
thurifera

\Adenocarpus anagyrifolius var. leiocarpus

X

\Adenocarpus bacquei

X

\Alyssum spinosum

Wnarrhinum fruticosum ssp. demnatense

XXX ([>

XX (X[

\nvillea radiata

Wrenaria pungens ssp. parviflora

\Artemisia atlantica ssp. maroccana

\Artemisia inculta

Wrtemisia mesatlantica

K| xX

Wrtemisia negrei

x>

> |x

Wstragalus armatus ssp. tragacanthoides

Wtriplex halimus

Berberis hispanica

Bupleurum atlanticum

Bupleurum spinosum

Buxus balearica

XXX (X

XX ([X(x

Calligonum comosum

Carthamus fruticosus

x

Chamaerops argeniea

Convolvulus frabutianus

x|

Cytisus balansae

Erinacea anthyllis

Genista demnatensis

Genista retamoides

Genista scorpius ssp. myriantha

Globularia nainii

> XX

x| <>

Marrubium litardierei

(Ononis angustissima

>

>

(Ononis antiquorum

(Ononis atlanticum

(Ormenis scariosa

(X (=

x>

Panicum turgidum

Pennisetum dichotomum

Prunus prostrata

Retama dasycarpa

Retama raetam

Retama sphoerocarpa

>

Ribes uva-crispa

Santolina rosmarinifolia var. canescens

Stipa tenacissima

Teucrium malenconianum

Thymus commutatus

x| X[ X

<< x|

Vella mairei

\Ziziphus lotus
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1. INTRODUCTION

Madagascar est classé parmi les pays qualifiés de « hottest-hotspots » de biodiversité (Myers
et al., 2000 ; Mittermeier et al., 2004) grace a son taux d’endémisme avoisinant 80 % pour la
faune et la flore (Goodman et Benstead, 2003). Durant ces derniéres années, une vitesse
alarmante de dégradation de la couverture forestiére menace cette diversité unique au monde.
Entre 2000 et 2005, la Grande ile a perdu 236 560 ha de foréts avec un taux de déforestation
de 0,53 % par an (MEFT, USAID et CI, 2009). Vers la fin de Iannée 2005, la couverture
forestiére malgache n’était plus que de 9 216 617 ha (Rasolohery €t al., 2007), soit 15 % du
territoire.

Depuis plusieurs décennies, la majorité¢ des études sur la forét et les écosystemes forestiers
sont focalisées essentiellement sur 1’inventaire biologique a Madagascar (Goodman et
Razafindratsita, 2001 ; Rakotondrainibe, 2002 ; Phillipson €t al., 2006). Peu d’études traitent
ainsi le fonctionnement et la dynamique des écosystémes impliquant les microorganismes du
sol. Particuliérement pour les champignons mycorhiziens, bien que leur présence au sein de la
flore de Madagascar ait déja été signalée (Heims, 1937 ; Ducousso et al., 2004), les travaux
de recherche visant a comprendre I’implication de ces microorganismes symbiotiques dans la
conservation des ressources forestieres malgaches n’ont commencé que vers les années 2000
(Ramanankierana et al., 2007 ; Ducousso et al., 2008). Pourtant, il a déja été clairement
démontré que la gestion de la symbiose ectomycorhizienne associée aux especes foresticres
indigénes, grace a son impact sur le développement de la plante hote et sur certaines
caractéristiques physico-chimiques du sol pourrait faciliter la recolonisation du milieu par ces
arbres et ainsi, outre la préservation d’essences ligneuses surexploitées, réhabiliter ces sols
dégradés (Duponnois et al., 2001, 2005 ; Founoune et al., 2002).

Ce chapitre se propose de présenter les principaux résultats obtenus a Madagascar relatifs (i) a
la description du statut symbiotique des especes d’arbres et d’arbustes natives de la région
orientale et centrale de Madagascar, (ii) a I’importance des arbustes ectotrophes (Leptolaena
bojeriana et Sarcolaena oblongifolia F. Gérard) sur la régénération des espéces ligneuses
endémiques des hauts plateaux malgaches, (iii) aux impacts de la prolifération d’une espéce
exotique Grevillea banksii sur le fonctionnement des symbiotes fongiques associés a
Dalbergia trichocarpa, un arbre de valeur socio-économique et environnementale endémique

malgache.
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2. LES ECOSYSTEMES FORESTIERS ETUDIES

Les résultats présentés dans ce chapitre ont été obtenus dans deux types d’écosystémes
forestiers malgaches situés respectivement sur le haut plateau et dans la forét orientale de
basse altitude.

Les hauts plateaux malgaches sont caractérisés par une grande étendue de formations
herbeuses, classifiée par Humbert et Cours Darne (1965), de savane et de savane arborée. A
part quelques lambeaux forestiers souvent isolés dans des endroits loin des habitations, les
foréts naturelles y sont rares. Par contre, des formations foresti¢res naturelles restent encore
¢éparpillées dans différents endroits de la partie orientale de Madagascar. Toutes ces catégories
de foréts naturelles subissent pourtant des pressions d’origine différente dont les plus connus
proviennent des activités humaines (feux de brousse, culture sur abatis brilis, exploitation

illicite des arbres...).

2.1. LA FORET SCLEROPHYLLE A TAPIA DU HAUT PLATEAU MALGACHE

C’est une forét basse sclérophylle des pentes occidentales (Humbert et Cours Darne, 1965).
Elle couvre une superficie de 1319 km? une surface qui a diminué de 43 % depuis les
années 1970 (Moat et Smith, 2007). Cette formation foresti¢re est localisée sur les pentes
occidentales des hauts plateaux sur une altitude de 800 a 1 300 m ou la saison séche dure
jusqu'a sept mois. Elle repose sur du gres et du socle avec gneiss, quartzite, schiste.

Cette formation végétale présente une canopée sempervirente d’une hauteur de 6 a 10 m
constituée par Uapaca bojeri (Euphorbiaceae) avec un sous-bois constitué¢ de buissons
éricoides (Erica aff. gracilis, E. cryptoclada (Baker) Dorr & E.G.H. Oliv., Erica trichoclada
Guthrie & Bolus) et une strate herbacée dominée par des graminées (Aristida rufescens
Steud., Sporobolus festivus Hochst. ex A. Rich.). L’Uapaca bojeri, appelé localement tapia,
est ’espece ligneuse dominante de la strate arborée. Cette essence ligneuse endémique de
Madagascar joue un role socio-économique important dans cette zone étant donné qu’elle
fournit des graines comestibles et des bois de chauffe & pouvoir calorifique élevé et qu’elle
fait partie des rares plantes hotes du ver a soie (Boroceras madagascariensis).

Selon la répartition de deux espéces arbustives ectotrophes [Leptolaena bojeriana (Bail).
cavaco et Sarcolaena oblongifolia F. Gérard] dominantes de la forét, deux endroits ont fait
I’objet de cette étude. En effet, L. bojeriana est dominante dans la strate arbustive de la partie
nord de la forét, tandis qu’elle est remplacée par S oblongifolia dans la partie centrale et

centre-sud.

414

Sommaire



La forét de tapia étudiée est située a 50 km a I’ouest d’ Antananarivo, dans la commune rurale
d’Arivonimamo II (S 19°00° 15°°, E47° 07’ 00*°, 1 279 m). Cette commune a une superficie
de 312 km? et est couverte a 8 % de foréts de tapia, soit sur 2 500 ha environ (Randrianarisoa
et al., 2008). Des communautés de base ont été créées en 2000 afin de protéger la forét. Mais
la menace pese toujours sur cette forét a cause de diverses pressions anthropiques telles que la

collecte de bois d’ceuvre, la fabrication de charbon...

2.2. LA FORET ORIENTALE

Les foréts littorales sont situées a moins de 800 m d’altitude sur la cote est de Madagascar.
Elles sont sous I’influence de I’alizé austral qui souffle en permanence et déverse des masses
d’eau abondantes sur la cote orientale durant toute I’année. De ce fait, cette région ne compte
aucun mois sec. Moat et Smith (2007) rapportent que ces foréts littorales sont les plus
touchées par la déforestation ayant perdu 22,5 % de sa superficie depuis les années 1970. La
conversion de la forét en terres agricoles par la culture sur brilis est la principale cause de
cette déforestation. Or cet écosystéme forestier recele beaucoup d’espéces endémiques de
valeur telles que Dalbergia trichocarpa Baker (Fabaceae), une espéce de palissandre
caractérisée par la qualité de son bois ; Intsia bijuga (Colebr.) Kuntze (Fabaceae), une espéce
utilisée a différentes fins (construction de case et de pirogue...).

L’¢tude a ét¢ menée dans la forét littorale d’lanjomara (S 19°07° 59,5, E 48° 54° 51,4,
86 m) située a 200 km a I’est d’Antananarivo. Cette forét est actuellement fragmentée. Mais
les reliques forestieres gardent encore la structure des foréts naturelles, avec plusieurs strates
distinctes et des émergents comme Dalbergia madagascariensis Vatke, Symphonia
fasciculata (Noronha ex Thouars) Vesque qui peuvent atteindre 12 m.

La forét d’Analalava (S 17° 42’ 30,4>°, E 49° 27° 25”°, 71 m) présente la méme structure que
celle d’Analalava. Elle porte les stigmates des anciennes activités anthropiques (culture sur
brilis, prélevement de bois). Ravenala madagascariensis (Strelitzaceae) est 1’espéce d’arbre

la plus abondante.

3. ASSOCIATION MYCORHIZIENNE AU SEIN DES ESPECES D’ARBRES ET D’ARBUSTES

DOMINANTES DE LA REGION ORIENTALE ET CENTRALE DE MADAGASCAR

3.1. APPROCHE D’ETUDE
La description du statut symbiotique des plantes a concerné toutes les especes dominantes des

trois types de formation foresti¢re (Analalava et lanjomara dans la partie est et Arivonimamo
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dans la partie centrale de Madagascar). Afin de s’assurer de 1’identité des échantillons, le
prélevement a été effectué selon la méthode de suivi racinaire dans des endroits les moins
dégradés de chaque forét durant la saison pluvieuse en décembre 2007, février 2008 et
mars 2009. Pour chaque espéce de plante, 1 a 5 g de racines fines fraiches ont été prélevées et
conservées dans un volume égal d’eau, d’éthanol et de glycérol pour des observations
histologiques au laboratoire (Ducousso €t al., 2004). L’identification des plantes a été basée
sur les caractéres morphologiques de la tige, des feuilles et si possible des fruits en se référant
aux herbiers de référence du parc botanique et zoologique de Tsimbazaza (Antananarivo).

Les échantillons de racines ont été préparés et colorés selon la méthode de Phillips et
Hayman (1970) pour observer la présence de champignons mycorhiziens. Pour chaque
¢échantillon, 30 fragments racinaires longs de 10 mm ont été examinés sous microscope. Les
racines sont considérées MA des qu’on observe des structures arbusculaires et/ou vésiculaires
et/ou des fragments d’hyphes intracellulaires. Le degré d’infection des racines a été évalué
selon quatre niveaux : ND lorsqu’on n’est pas arrivé a établir le statut symbiotique,
faiblement mycorhizées ou (MA) lorsque seulement un a trois fragments racinaires présentent
des structures arbusculaires, colonisées par MA (désigné sous le terme MA) pour les
échantillons dont 4 a 29 fragments présentent des structures arbusculaires et MA+ pour les

échantillons ou les 30 fragments racinaires présentent des structures arbusculaires.

3.2. STATUT MYCORHIZIEN DES ESPECES D’ARBRES ET D’ARBUSTES DOMINANTES DE LA
REGION ORIENTALE ET CENTRALE DE MADAGASCAR

Le statut mycorhizien des especes d’arbres et arbustes dans les deux formations foresticres de
la partie orientale et la forét sclérophylle du haut plateau de Madagascar est donné dans le
tableau 1. Seulement quatre espéces (Mascarenhasia arborescens et Tabernaemontana
coffeoides pour la forét d’Analalava, Landolphiasp. et Voacanga thouarsii pour la forét
d’Tanjomara) n’ont présenté aucune structure mycorhizienne au niveau de leur systéme
racinaire. Ces quatre espéces de plantes appartiennent toutes a la famille des Apocynaceae.
Parmis les 111 espéces observées, 12 sont faiblement mycorhizées (MA), 62 especes
présentent des structures bien visibles de symbiose mycorhizienne a arbuscules, 27 espéces
sont fortement mycorhizées et 6 sont associées a la fois avec des champignons mycorhiziens a
arbuscules et des champignons ectomycorhiziens.

Dans la famille des Sarcolaenaceae, une famille botanique entiérement endémique de
Madagascar, les données obtenues sur les trois especes étudiées confirment les résultats de

Ducousso et al. (2008) qui ont établi pour la premiére fois le statut symbiotique de cette
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famille. En effet, ces trois espéces sont a la fois associées avec des champignons

mycorhiziens a arbuscules et des champignons ectomycorhiziens.

Tableau 1. Statut symbiotique des especes d’arbres et arbustes dominantes dans les trois sites

d’étude : Analalava, lanjomara et Arivonimamo

Especes de plante Famille Sites Statut
symbiotique
Amyrea sp. ( ?) Euphorbiaceae Ana. MA
Anthostema madagascariense Baill. (E) Euphorbiaceae Ana. MA
Breonia havilandiana Homolle ( ?) Rubiaceae Ana. MA
Canarium madagascariense Engl. (E) Burseraceae Ana. MA
Casearia nigrescens Tul. (E) Salicaceae Ana. MA
Cynometra capuronii Du Puy et R. Rabev. (E) Fabaceae Ana. MA
Clitoria lasciva Bojer ex Benth. (E) Fabaceae Ana. MA
Colubrinasp. (?) Rhamnaceae Ana. MA
Conchopetalum madagascariense Radlk. (E) Sapindaceae Ana. MA
Croton lepidotus Aug. DC. (E) Euphorbiaceae Ana. MA+
Cryptocarya acuminata Schinz ( ?) Lauraceae Ana. MA
Dicoryphe sp. ( ?) Hamamelidaceae  Ana. MA
Dillenia triquetra (Rottb.) Gilg ( ?) Dilleniaceae Ana. MA
Diospyros bernieri Hiern ( ?) Ebenaceae Ana. MA+
Diospyrossp. ( ?) Ebenaceae Ana. MA+
Dracaena reflexa Lam. (n) Asparagaceae Ana. MA+
Dypsissp. (?) Arecaceae Ana. MA
Ellipanthus madagascariensis (G. Schellenb.) Capuron
ex Keraudren (E) Connaraceae Ana. MA
Erythroxylumsp. ( ?) Erythroxylaceae Ana. MA+
Eugenia louvelii H. Perrier ( ?) Myrtaceae Ana. MA+
Ferneliasp. (?) Rubiaceae Ana. MA
Ficus cocculifolia Baker (n) Moraceae Ana. MA+
Ficus lutea Vahl. (n) Moraceae Ana. MA+
Gaertnera macrostipula Baker ( ?) Rubiaceae Ana. MA
Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. (?) Hypericaceae Ana. MA+
Homalium involucratum (DC.) O. Hoffm. (E) Salicaceae Ana. MA
Landolphia nitens Lassia (E) Apocynaceae Ana. (MA)
Leptolaena multiflora Thouars (E) Sarcolaenaceae Ana. MA & ECM
Macaranga cuspidata Boivin ex Baill ( ?) Euphorbiaceae Ana. MA+
Macphersonia madagascariensis Blume (E) Sapindaceae Ana. MA
Malleastrum minutifoliolatum J.-F. Leroy (E) Meliaceae Ana. MA
Mascarenhasia arborescens A. DC. (n) Apocynaceae Ana. ND
Memecylon xiphophyllum R. D. Stone (?) Memecylaceae Ana. MA
Nesogordonia macrophylla Arénes (E) Malvaceae Ana. MA
Paropsia madagascariensis (Mast.) H. Perrier (E) Passifloraceae Ana. MA
Psiadia sp. (?) Asteraceae Ana. MA+
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Psidium cattleianum Sabine (n) (n)
Psorospermum lanceolatum (Choisy) Hochr. (E)
Ravenala madagascariensis Sonn. (E)
Ravenea julietiae Beentje (E)

Rhodocolea racemosa (Lam.) H. Perrier (E)
Rhopal ocar pus thouar sianus Baill. (E)
Saldinia proboscidea Hochr. (E)

Suregada boiviniana Baill. (?)

Symphonia tanalensis Jum. & H. Perrier (E)
Syzygium emirnense (Baker) Labat & G. E. Schatz (?)
Tabernaemontana coffeoides Bojer ex A. DC. (n)
Tambourissa purpurea (Tul.) A. DC. (E)
Tina fulvinervis Radlk. (E)

Uapaca louvelii Denis (E)

Veprissp. (?)

Zanthoxylum tsihanimposa H. Perrier (E)
Aphloia theiformis (Vahl) Benn. (n)

Aristida similis Steud. ( ?)

Burasaia madagascariensis DC. (E)
Cinnamumum camphoratum Blume (n)
Cinnamomum zeylanicum Blume (n)
Clidemia hirta (L.) D. Don (n)

Colubrina decipiens (Baill.) Capuron (n)
Commelina sp. (?)

Dactyloctenium sp. (?)

Dalbergia madagascariensis Vatke (E)
Dombeya dolichophylla Arénes ( ?)
Dracaena reflexa Lam.(n)

Dichapetalum leucosia (Spreng.) Engl. (E)
Dypsissp. (?)

Dypsis nodifera Mart. (E)

Agelaea pentagyna (Lam.) Baill. ( ?)
Gaertnera macrostipula Baker ( ?)
Gaertnera obovata Baker ( ?)

Grevillea banksii R. Br. (n)

Harungana madagascariensis Lam. Ex Poir.
Hugonia sp. (?)

Landolphia myrtifolia (Poir.) Markgr. (E)
Landolphia sp. (?)

Landol phia gummifera (Poir.) K. Schum. (E)
Macaranga cuspidata Boivin ex Baill ( ?)
Macarisia lanceolata Baill. ( ?)

Machaerina flexuosa (Boeckeler) J. Kern (?)
Macpher sonia madagascariensis Blume (E)
Merremia tridentata (L.) Hallier f. (n)
Noronhia emarginata (Lam.) Thouars (E)

Myrtaceae
Hypericaceae
Strelitzaceae
Arecaceae
Bignoniaceae
Sphaerosepalaceae
Rubiaceae
Euphorbiaceae
Clusiaceae
Myrtaceae
Apocynaceae
Monimiaceae
Sapindaceae
Euphorbiaceae
Rutaceae
Rutaceae
Aphloiaceae
Poaceae
Menispermaceae
Lauraceae
Lauraceae
Melastomataceae
Rhamnaceae
Commelicaceae
Poaceae
Fabacecae
Malvaceae
Asparagaceae
Dichapetalaceae
Arecaceae
Arecaceae
Connaracea
Rubiaceae
Rubiaceae
Proteaceae
Hypericaceae
Linaceae
Apocynaceae
Apocynaceae
Apocynaceae

Euphorbiaceae
Rhizophoraceae

Cyperaceae
Sapindaceae
Convolvulaceae
Oleaceae

Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.

Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.
Ian.

(MA)
MA
(MA)
MA
MA
MA
MA
MA
MA
MA
ND
MA
MA
MA & ECM
MA
MA
MA+
MA+
MA
MA+
MA+
(MA)
MA
MA+
MA
MA+
MA
(MA)
MA
(MA)
(MA)
MA
MA
MA
(MA)
MA+
MA
MA
ND
(MA)
MA+
MA
MA
MA
MA
MA+
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OsmundaregalisL. ( ?) Osmondaceae Ian. MA
Ouratea sp. (?) Ochnaceae lan. MA
Panicum luridum Hack. ( ?) Poaceae Ian. MA
Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. (n) Phyllanthaceae lan. (MA)
Poupartia chapelieri (Guillaumin) H. Perrier (E) Anacardiaceae Ian. MA+
Psidium cattleianum Sabine (n) Myrtaceae Ian. (MA)
Psorospermum fanerana Baker (E) Clusiaceae Ian. MA
Ravenala madagascariensis Sonn. (E) Strelitzaceae Ian. (MA)
Rubus sp. (?) Rosaceae Ian. MA+
Sauvagesia erecta L. (n) Ochnaceae Ian. MA
Scolopia maoulidae S. Hul, Labat & O. Pascal ( ?) Salicaceae Ian. MA
Sreblus dimepate (Bureau) C. C. Berg ( ?) Moraceae Ian. MA
Symphonia fasciculata (Noronha ex Thouars) Vesque

(E) Clusiaceae Ian. MA
Tacca leontopetaloides (L.) Kuntze (?) Discoreaceae Ian. MA
Trema orientalis (L.) Blume ( ?) Cannabaceae Ian. MA+
Tristemma virusanum Juss. (n) Melastomataceae  Ian. MA
Trophis montana (Leandri) C. C. Berg ( ?) Moraceae Ian. MA
Uapaca ferruginea Baill. (E) Euphorbiaceae lan. MA & ECM
Urenalobata L. (n) Malvaceae Ian. MA
Voacanga thouarsii Roem. & Schult. (n) Apocynaceae Ian. ND
Uapaca bojeri L. (E) Euphorbiaceae Ariv. MA & ECM
Leptolaena bojeriana (E) Sarcolaenaceae Ariv. MA & ECM
Trema sp. (n) Ulmaceae Ariv MA
Aphloia theaeformis (Vahl.) Benn. (n) Flacourtiaceae Ariv MA+
Rhus taratana (Baker.) H. Perrier (n) Anacardiaceae Ariv MA+
Helychrysum rusillonii Hochr. (?) Asteraceae Ariv MA+
Psiadia altissima (D. C.) Drake. (?) Asteraceae Ariv MA+
Rubus apetalus Poir. (n) Rosaceae Ariv MA

(E) : endémique, (n) : non endémique, ( ?) : pas d’information, Sites : Ana : Analalava, Ian. :
lanjomara, Ariv: Arivonimamo, AM : mycorhize a arbuscules, (MA): faiblement
mycorhizé, MA+: fortement mycorhizé, MA & ECM : coexistence de mycorhize a
arbuscule et d’ectomycorhize, ND : non déterminé.

Pour le genre africano-malgache Uapaca, les deux types de symbiose mycorhizienne ont été
également observés en méme temps au niveau des systémes racinaires des trois especes
étudiées (U. bojeri, U.louvelii, U.ferruginea). Par ailleurs, nos résultats illustrent
I’abondance de la structure mycorhizienne a arbuscule au sein de la flore malgache et plus
particuliérement au niveau de la flore endémique. En effet, les 42 espéces étudiées et
identifiées endémiques sont associ€¢es aux champignons mycorhiziens. De plus, les données
rapportées dans cette partie qui concernent trois écosystémes forestiers différents montrent

que la plupart des espéces arbres et d’arbustes dans ces écosystémes sont associées aux
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champignons mycorhiziens. Ces résultats constituent ainsi une base solide des stratégies de

conservation ou de gestion durable de la riche diversité floristique de Madagascar.

4, FACILITATION DE L’ETABLISSEMENT ET DU DEVELOPPEMENT DES PLANTULES DE UAPACA
BOJERI PAR LES ARBUSTES PIONNIERS DES ZONES DEGRADEES DU HAUT PLATEAU

MALGACHE : IMPORTANCE DE LA SYMBIOSE ECTOMYCORHIZIENNE

L’établissement et le développement des plantules des essences foresticres peuvent étre
inhibés ou stimulés par les espéces arbustives pionniéres qui colonisent en premier lieu les
zones dégradées et/ou perturbées par les especes exotiques. Un cas de ces phénomenes a été
observé dans 1’écosystéme de la forét sclérophylle a Uapaca bojeri du haut plateau de
Madagascar. En effet, deux espéces arbustives (Sarcolaena oblongifolia F. Gérard et
Leptolaena bojeriana (Baill.) Cavaco) endémiques se sont montrées capables de favoriser le
développement des plantules d’U. bojeri dans différents endroits de la forét et surtout dans les
zones dégradées ou anciennement envahies par Eucalyptus camaldulensis ou Pinus Patula.
Dans ce phénomeéne de facilitation du développement des plantules, la communauté de
champignons ectomycorhiziens hébergée par le systéme racinaire des deux arbustes a été
fortement impliquée.

Les investigations ont ¢été effectuées dans [’écosysteme forestier d’Arivonimamo et
d’ Ambatofinandrahana ou les deux arbustes cités ci-dessus sont respectivement dominants.
L’objectif principal étant de décrire le comportement de ces deux especes arbustives vis-a-vis
a la fois des conditions pédoclimatiques des sols dégradés ou perturbés par la propagation des
espéces exotiques et du développement des plantules d’U. bojeri. Deux dispositifs

expérimentaux ont été ainsi établis.

4.1. EXPERIMENTATION (1): PARTAGE DE SYMBIOTES ECTOMYCORHIZIENS ENTRE
S. OBLONGIFOLIAET U. BOJERI IN SITU

La communauté de champignons ectomycorhiziens associée a U. bojeri et a S oblongifolia a
été décrite en adoptant des critéres morphologiques tels que la couleur du manteau, la
ramification et la profondeur du réseau de hartig et des analyses moléculaires des
représentants de chaque groupe morphologique ou morphotype. Le dispositif
d’échantillonnage est donné par le tableau?2. Il s’agit de récolter des morphotypes
d’ectomycorhize associés uniquement a U. bojeri ou S oblongifolia dans un premier temps et

des morphotypes associés aux deux plantes par la suite.
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Tableau 2. Dispositif d’échantillonnage et diversité de champignons ectomycorhiziens au niveau du systéme racinaire d’U. bojeri et de
S oblongifolia

Origines
U. bojeri S oblongifolia Végétation mixte
Nombre d’échantillons de sol 5 5 5
Nombre de bouts racinaires ectomycorhizés 665 580 780
Nombre de types RFLP (Sans comparaison des sols) 38 46 53
Pourcentage des taxons™ identifiés et partagés par les deux plantes hotes (%) 60 58,33 76,92
Indice de diversité de Simpson 6,75 10,58 11,22
Indice d’information de Shannon-Wiener 0,87 1,05 1,07

*Les taxons ont été identifiés comme types RFLP en se basant sur la similarité de la région ITS par rapport aux séquences disponibles dans

la banque de donnée GenBank.
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Les échantillons, composés par le systéme racinaire de chaque plante prélevé avec le sol
rhizosphérique, ont été collectés en décembre 2006 dans les trois microhabitats différents ci-
aprés selon la composition de la plante hote: (i) une population homogéne d’U. bojeri,
(i) une population homogéne de S oblongifolia et (iii) une formation mixte des deux plantes
ou des plantules d’U. bojeri. Pour chaque composition de plante hote, cinq points de
prélevement ont été identifiés dans cinq endroits différents et chaque échantillon a été prélevé
a I’aide d’une tariere de 10 cm de diametre enfoncée a 30 cm de profondeur a partir de
I’humus. Afin d’éviter le mélange des échantillons provenant de plantes hotes différentes,
I’indésirable plante hote la plus proche est située a au moins 25 m du point de prélévement.
Pour la végétation mixte, 1’échantillon a été prélevé avec une plantule d’U. bojeri poussant
entre deux ou trois pieds de S oblongifolia. Au total, 15 échantillons ont été prélevés et
classés en trois groupes selon la composition de la plante hote. Les critéres morphologiques
établis par Agerer (1987-1996) ont été adoptés pour grouper les bouts racinaires
ectomycorhizés dans différents morphotypes. Ces critéres concernent la structure et la couleur
du manteau, la ramification des racines mycorhizées et les caracteres des rhizomorphes. Trois
ectomycorhizes ont été prélevées au hasard dans chaque morphotype pour des analyses RFLP
en ciblant la région ITS de I’ADN mitochondrial du champignon et en utilisant les enzymes
de restriction Haelll et Hinfl. Pour les échantillons provenant de la végétation mixte,
I’identification de la plante hote a été réalisée par séquencage du geéne chloroplastique
ribulose-biphosphate carboxylase (rbcL) selon la méthode de Kiss et Wink (1997). La
position taxonomique de chaque type RFLP identifié a été établie par séquencgage de la méme
région ITS fongique.

Au total, 2025 fragments de racines ectomycorhizées ont été¢ récoltés et classés en
165 morphotypes d’ectomycorhizes a partir des 15 échantillons. Entreprises sur
496 ectomycorhizes, 1’extraction d’ADN et 1’analyse RFLP ont donné 137 types RFLP sans
mélanger les échantillons (tabl. 2). Aprés comparaison des types RFLP de la méme
composition de plante hote, 10 types RFLP ont été récoltés chez U. bojeri, 12 sur
S oblongifolia et 13 au niveau de la végétation mixte. Parmi ces différents types RFLP,
21 individus ont été identifiés en se basant sur la similarité¢ de la séquence de la région ITS
avec des séquences dans la GenBank (tabl. 3). Sauf pour un type RFLP identifi¢é comme
Thelephoroid mycorrhizal, les types RFLP ont été identifiés au niveau genre (3 types RFLP)
ou au niveau espece (17 types RFLP) (fig. 1). Au niveau genre, Russula a été le plus dominant
avec 8 types RFLP suivi par Bondarcevomyces (5 types RFLP), Scleroderma (2 types RFLP)

et Amanita, Topinella et Tomentella avec respectivement un type RFLP.
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Tableau 3. Identification par séquengage de la région ITS des principaux types RFLP récoltés sur U. bojeri et/ou S. oblongifolia

Espece la plus proche au

Numéro d’accession au

Valeur attendue du

Types RFLP GenBank GenBank BLAST Plante hote identifiée

Jac Russula earlei AF518722 2e-142 S. oblongifolia & U. bojeri

Blc Amanita sp. C322 AM116759 0,0 S oblongifolia & U. bojeri

Jaa Boletellus projectellus DQ534582 0,0 U. bojeri

Bra Bondar cevomyces taxi DQ534583 2e-169 S oblongifolia

Mr d Bondar cevomyces taxi DQ534583 0,0 S oblongifolia & U. bojeri

Mr e Bondar cevomyces taxi DQ534583 0,0 S. oblongifolia

Nrb Bondar cevomyces taxi DQ534583 0,0 S oblongifolia & U. bojeri

Nra Bondar cevomyces taxi DQ534583 0,0 S oblongifolia & U. bojeri

Brb Boletellus projectellus DQ534582 0,0 S. oblongifolia & U. bojeri

Bl b Scleroderma dictyosporum AJ509787 2e-175 S. oblongifolia & U. bojeri

Bla leroderma citrinum AF393149 2e-175 S oblongifolia & U. bojeri
Tapinella panuoides DQ534594 2¢-98 S oblongifolia

Jaf Russula exalbicans AY293269 9e-167 U. bojeri

Mr c Russula fulvo-ochrascens AM117671 2e-169 S. oblongifolia

Jab Russula earlel AF518722 Oe-154 S oblongifolia & U. bojeri

Jad Russula earlei AF518722 7e-143 U. bojeri

Mr a Russula earlei AF518722 2e-144 U. bojeri

Bl d Russula sp. C353gn AM117670 2e-110 S. oblongifolia & U. bojeri

Sommaire
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Ble Russula earlei AF518722 4e-158 S. oblongifolia
Mr b Tomentella sp. U86859 le-152 S oblongifolia & U. bojeri
Jag Thelephoroid mycorrhizal sp. AJ509798 3e-154 S oblongifolia
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Plus de 52,38 % des types RFLP identifiés ont été associés a la fois avec les systémes
racinaires d’U. bojeri et S. oblongifolia (fig. 1). Les autres types RFLP restant ont été trouvés
soit avec U. bojeri (19,04 %), soit avec S oblongifolia (28,57 %). Au niveau de la diversité de
symbiotes fongiques, ’arbuste S oblongifolia et la végétation mixte ont présenté des indices
de diversité de Simpson similaires. Par contre, cet indice de diversité a été faible pour
U. bojeri suggérant que cet arbre héberge une communauté mycorhizienne moins riche en
diversité en population homogéne qu’en population mixte. Une similarité entre les trois
compositions de plante hote a été révélée par I’indice de diversit¢é de Shannon-Wiener

(tabl. 2).

Figure 1. Distribution des symbiotes ectomycorhiziens entre Uapaca bojeri et Sarcolaena
oblongifolia exprimés par le pourcentage de types RFLP et par le pourcentage du nombre

total des bouts racinaires ectomycorhizés.
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4.2. EXPERIMENTATION (2) : STIMULATION DU DEVELOPPEMENT DES PLANTULES DE
U. BOJERI PAR DES SYMBIOTES ECTOMYCORHIZIENS FOURNIS PAR LES DEUX ESPECES
ARBUSTIVES

Les échantillons de sol ont été prélevés dans la partie nord et centre-sud de la forét
sclérophylle a U. bojeri pour les expérimentations respectivement avec L. bojeriana et
S oblongifolia. Les expérimentations avec L. bojeriana ont été réalisées sur trois types de sol
préconditionnés respectivement par Eucalyptus camaldulensis, Pinus patula et U. bojeri. Le
sol témoin a été constitué par un sol dégradé prélevé en dehors de la forét et sans influence
des plantes ectotrophes. Apres le développement de 1’arbuste dans chaque type de sol pendant
4 mois, des graines prégermées d’U.bojeri y ont été repiquées en présence ou non de
I’arbuste selon le dispositif expérimental donné par la figure 2. Les paramétres suivants ont
¢été évalués apres cinqg mois de développement des plantes : biomasse aérienne et racinaire et
taux d’ectomycorhization des plantules d’U. bojeri, activité microbienne globale et activité
des enzymes phosphatasiques du sol. Au niveau du systéme racinaire des plantules, une étude
comparative des morphotypes d’ectomycorhizes observés chez les plantules d’U. bojeri de

chaque type de sol a été effectuée par séquencage de la région ITS de chaque type RFLP.

Figure 2. Dispositif expérimental de co-culture visant a décrire les impacts de L. bojeriana sur
le développement des plantules d’U. bojeri, sur le fonctionnement de la communauté

microbienne du sol.
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Des expérimentations similaires ont été entreprises avec S oblongifolia ou les sols de culture
ont été prélevés a différentes distances (0, 1, 5, 10 et 20 m) d’un pied adulte d’U. bojeri situé
a la périphérie de la forét. Le choix de ces points de prélévement a été basé sur la variation de
la composition du couvert végétal. En effet, les sols a 0 et a 1 m sont sous 1’influence du pied
adulte d’U. bojeri, tandis qu’a 5 et a 10 m, la couverture végétale est constituée par des
touffes de S oblongifolia. Cette couverture végétale est généralement transformée en prairie a
20 m de la périphérie de la forét. Le sol témoin a été prélevé en dehors de la forét et loin de
toute autre végétation. Des graines prégermées d’U. bojeri ont été repiquées dans chaque type
de sol a raison d’une graine par pot et 25 répétitions ont été établies par traitement. Les
expérimentations ont ét¢ menées sous serre (arrosage 2 fois par semaine a 1’aide de 1’eau du
robinet, photopériode 12 h, température environ 15°C la nuit et 25°C le jour). Le
développement des plantules, le taux d’ectomycorhization et la diversit¢é de communauté
ectomycorhizienne associée aux plantules d’U. bojeri ont été évalués apres cinq mois de
culture dans chaque type de sol.

La précolonisation du sol par L. bojeriana suivie de la co-culture avec cet arbuste a eu
beaucoup d’impacts sur le développement des plantules d’U. bojeri. En effet, le
développement aérien des plantules d’U. bojeri, le taux d’ectomycorhization, la quantité
d’azote et de phosphate minéral dans la partie aérienne des plantes sont tous significativement
¢levés par rapport a ceux enregistrés dans les traitements témoins (sans la pré-culture et la co-
culture) dans tous les types de sols utilisés (tabl. 4). Particuliérement, la co-culture d’U. bojeri
avec L. bojeriana dépourvue de sa partie aérienne a favorisé le développement des plantules
de I’arbre et le taux de colonisation des racines par les champignons ectomycorhiziens. Des
profondes modifications du fonctionnement de la communauté microbienne du sol ont
également été enregistrées chez les traitements avec L.bojeriana. A D’exception du sol
dégradé et du sol prélevé sous U. bojeri ou I’activité des phosphatases alcalines a été similaire
chez les trois traitements, la co-culture d’U.bojeri avec L.bojeriana a provoqué des
augmentations significatives de 1’activité microbienne globale et de I’activité des enzymes
phosphatasiques du sol. Les résultats ont montré que ces activités microbiennes et
enzymatiques ont été fortement affectées par le traitement avec L. bojeriana sans la partie
aérienne.

Les mémes tendances de résultats ont été obtenues avec S oblongifolia. Le développement
des plantules d’U. bojeri a été fortement stimulé sur le sol anciennement colonisé par

I’arbuste S oblonfigolia (sol 5 et 10 m) (tabl. 5). Ce bon développement des plantules a été
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accompagné par un taux d’ectomycorhization significativement ¢élevé et un taux de mortalité
faible (fig. 3) par rapport a ceux enregistrés sur les autres types de sol. Apres cing mois de
culture, le nombre de plantules mortes diminue du sol prélevé a 5 m au sol témoin dans le
sens : sol 5 m <sol 10 m <sol 1 m <sol 0 m <sol 20 m < sol témoin.

Au niveau de la composition des symbiotes ectomycorhiziens, une richesse taxonomique
nettement plus élevée a été enregistrée chez les plantules d’U. bojeri du sol de 5 et 10 m par
rapport aux plantules des autres types de sol. Tous ces résultats suggerent que le partage de
symbiotes fongiques entre les deux plantes, décrit lors de la premiére expérimentation, est a
I’origine de cette facilitation de I’établissement et stimulation du développement des plantules
d’U. bojeri. Ce phénoméne de facilitation « plante-plante » par 1’intermédiaire des symbiotes
fongiques partagés a déja été mentionné par certains auteurs qui ont travaillé dans des
écosystémes forestiers tempérés (Dickie et al., 2004 ; Borchers et Perry, 1990 ; Horton €t al.,
1999).

Figure 3. Taux de mortalité des plantules d’Uapaca bojeri sur des sols récoltés a différentes
distances d’un pied adulte de cette plante aprés 5 mois de culture (e : témoin ; A : sol prélevé
a20m; x:solprélevé a 10 m; A :solprélevé a 5 m; m:sol prélevé a 1 m; ¢ : sol prélevé a
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Tableau 4. Poids sec (en g) de la biomasse aérienne et racinaire et taux d’ectomycorhization d’U. bojeri sur les quatre types de sol avec ou sans la

co-culture aprés cinq mois de culture

Traitements BA® BR® RB : BA©® N7 p® ECM®
Sol dégradé

Témoin " 131 (11)1 g 113 (12) a 0,88 (0,13) b 0,89 (0,06) a 71,1 (7,3) a 36(2,1)a
L. bojeriana ® 277(11)b 140 (10) ab 0,51 (0,04) a 3,02 (0,12) b 253,4(10,9) b 42 (6)a
L. bojeriana SA 309 (26) b 166 (3) b 0,55 (0,04) ab 3,08 (0,27) b 332,1 (29,1) b 90,3 (3,2) b
Sol d’U. bojeri

Témoin 125 (15)a 295 (35)a 2,37 (0,16) b 0,85(0,1)a 94,1 (9,9) a 73,7(3.2) a
L. bojeriana 222 (38) ab 242 (38) a 1,21(0,33) a 2,14 (0,32) b 197,7 (34,1) b 78 (2,1) a
L. bojeriana SA 332 (19) b 219 (39) a 0,67 (0,14) a 3,58 (0,19) ¢ 303,9 (14,1) ¢ 90,7 (2,4) b
Sol d’E. camaldulensis

Témoin " 83(0,9)a 27 (4)a 0,34 (0,08) a 0,65 (0,07) a 62,3 (7,3) a 163 (2,4) a
L. bojeriana ® 233 (41)b 99 (6) b 0,45 (0,09) a 2,30 (0,41) b 194.,6 (35,5) b 65,3 (3,3) b
L. bojeriana SA © 250 (42) b 129 (12) b 0,57 (0,17) a 3,17 (0,57) b 268,6 (44,9) b 79,3 (4,1) b
Sol de P. patula

Témoin 85(12)a 119 (10) a 1,42 (0,12) b 0,65 (0,09) a 58,9 (8,7)a 29,3 (5,5) a
L. bojeriana 233 (9) b 146 (27) a 0,62 (0,11) a 2,28 (0,10) b 181,3 (5,7) b 30,3 (2,4)a
L. bojeriana SA 333 (66) b 127 (7) a 0,41 (0,08) a 3,90 (0,78) b 278,1 (53,9) b 65,3 (1,5) b

M U. bojeri sans la pré-culture et la co-culture de L. bojeriana. © Précolonisation de L. bojeriana and co-culture avec des plantules de L. bojeriana avec la partie aérienne. ® Précolonisation de L. bojeriana et co-culture
avec des plantules de L. bojeriana sans la partie aérienne.  Biomasse aérienne (mg de poids sec). © Biomasse racinaire (mg de poids sec).  Rapport biomasse racinaire/biomasse aérienne. ’Taux d’azote minéral dans
les feuilles (mg par plante). ®Taux de phosphate minéral dans les feuilles (mg par plante) ’ Pourcentage d’ectomycorrhization (%). ** Ecart type par rapport a la moyenne. ' Les données dans la méme colonne, pour
chaque type de sol, suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Newman-Keuls (p < 0,05).
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Tableau 5. Développement et taux d’ectomycorhization des plantulesd’U. bojeri aprés 5 mois de culture sur des sols prélevés a différentes

distances d’un pied adulte de cette plante

Distances a partir d’un pied adulte d’U. bojeri

Témoin 20 m 10 m Sm I m 0 m

Développement des plantules

Biomasse aérienne (mg par plante) 92 a) 120 a 313 ¢ 335¢ 199 b 183 b

Biomasse racinaire (mg par plante) 6l a 75a 168 be 211 c 128 b 137b

Biomasse totale (mg par plante) 154 a 195a 481 ¢ 546 ¢ 328 b 320 b

Rapport biomasse aérienne/racinaire 1,53 ab 1,65 ab 1,86 b 1,59 ab 1,64 ab 1,42 a

Nombre de bouts racinaires par mg de biomasse racinaire 0,83 b 0,73b 0,51 ab 0,39 a 0,63 ab 0,49 a

Taux d’ectomycorhization (%) 3,19a 5,88 ab 21,06 ¢ 22,05¢ 11,70 bc 10,49 be
Diversité ectomycorhizienne

Richesse taxonomique (exprimée comme types RFLP) 0,5a 0,8a 3¢ 35¢ 1,6 ab 2b

'|es données dans la méme ligne suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Newman-Keuls (p < 0,05).
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Dans cette partie, il est clairement ¢établi que la communauté de champignons
ectomycorhiziens est fortement impliquée dans le phénoméene de facilitation qui s’est déroulé
entre deux espeéces arbustives, d’une part et une espece d’arbre toutes endémiques de
Madagascar, d’autre part. Pourtant, il a également été signalé que les espéces arbustives qui
colonisent en premier lieu les zones dégradées, contribuent a 1’amélioration physico-chimique
et biologique du sol (Aguilera et al., 1999) ou a la stimulation de I’activité microbienne
globale et de ’activité des phosphatases du sol (Gémez-Aparicio et al., 2005a, b). Dans notre
cas, I’espéce arbustive L. bojeriana a pu modifier les conditions pédoclimatiques des sols
anciennement envahis par les espéces exotiques (Eucalyptus sp. et Pinus patula) au profit du
développement des plantules d’U. bojeri. Ce qui fait de cet arbuste un candidat potentiel pour
la restauration des sites envahis par les plantes exotiques et pour la plantation des arbres
natifs. Dans ce sens, 1’incompatibilité de symbiotes fongiques des plantes exotiques avec les
especes de plantes natives a déja été démontrée (Saunders et Norton, 2001) et cette situation

constitue souvent un handicap dans les programmes de plantation des essences natives.

5. FRAGILITE DE LA FLORE MALGACHE ET INVASION BIOLOGIQUE

L’invasion des plantes exotiques est actuellement responsable de la perte de biodiversité, de la
réduction de la productivité et la dégradation des habitats naturels, le déplacement des plantes
natives et 1’altération du fonctionnement des écosystemes (Simberloff, 2005 ; Masters et
Sheley, 2001). Selon le MEED en 2004, I’introduction d’espéces allogénes est aujourd’hui
considérée comme la deuxieme cause directe de déséquilibre de la structure végétale au
niveau mondial apres la destruction de 1’habitat. Les especes invasives constituent dans le
monde et plus particulierement sur les iles une menace pour tous les composants d’un milieu,
pour les processus a 1’échelle de 1’écosystéme (Vitousek et Walker, 1989), elles peuvent
¢galement influencer la répartition spatiale de la biodiversit¢ (Brown et Gurevitch, 2004) et
modifier la structure des communautés végétales et animales (Gratton et Denno, 2005). La
flore insulaire est donc fragile. Les causes cette fragilit¢ sont d’ordre génétique et
démographique : (i) elle reléve en premier lieu de la séparation avec la population d’origine et
de la colonisation par un certain nombre restreint d’individus ne possédant qu’une partie de la
variabilité génétique, (ii) les especes ont évolué dans un systeme fermé pendant plusieurs
millions d’années en 1’absence de sélection exercée par les prédateurs, les grands herbivores,
les maladies ou les perturbations (incendie), en effet, elles ne possédent pas un systéme

d’adaptation élevé pour la compétition et résistent mal a I’entrée d’¢léments nouveaux, (iii) la
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petite superficie terrestre ne permet pas aux peuplements de s’étendre et de diversifier, il y a
un grand risque d’extinction.

Madagascar n’est pas épargné par ce fléau mondial. Depuis quelques années les especes
envahissantes dans différents écosystémes de la Grande Ile commencent a attirer 1’attention
des scientifiques (Binggeli, 2003 ; Kull et al., 2007 ; Carriére €t al., 2008). Ainsi, une liste de
quelques espéces exotiques envahissantes (Opuntiasp., Psidium cattleilanum Sabine,
Grevillea banksii R. Br., Lantana camara...) qui menacent la flore malgache a été dressée par
Binggeli (2003) dont certaines d’entre elles ont fait I’objet récemment d’études plus

approfondies (Carriére et al., 2008).

5. 1. PROPAGATION DE GREVILLEA BANKSII R. BR. ET SES IMPACTS SUR LA COMMUNAUTE DE

CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS

5.1.1. DESCRIPTION DE LA STRUCTURE DE LA COMMUNAUTE DE CHAMPIGNONS
MYCORHIZIENS

A Madagascar, dans les années 1950, certains auteurs ont déja signalé la menace d’invasion
des espeéces exotiques (Aubreville, 1953). Cependant, les risques liés a leurs caractéres
invasifs sur les ressources forestieres endémiques n’ont pas été considérés. Cette partie décrite
les impacts de la propagation de G. banksii dans la partie orientale de Madagascar sur le
développement d’une essence foresticre de cette zone, a savoir D. trichocarpa. Il est a
rappeler que G. banksii (Proteaceae) est une espéce introduite qui figure dans la liste des
espéces envahissantes a Madagascar, notamment sur la cote est (Binggeli, 2003). Dans
différents endroits des zones envahies ou non par cet arbre exotique, la structure de la
communaut¢ de champignons mycorhiziens a ¢été déterminée par la description
morphologique et le dénombrement des spores, ainsi que par la mesure du nombre le plus
probable de propagules. Les spores et les propagules de champignons mycorhiziens a
arbuscule (CMA) ont été extraites a partir du sol rhizosphérique de G. banksii (prélevé dans la
zone envahie par cette plante), du sol rhizosphérique de D. trichocarpa (sol forestier), une
essence forestiére native et du sol témoin (prélevé sous la prairie en dehors des formations
forestieres) selon la méthode de centrifugation sur saccharose (Sieverding, 1991). Les spores
ont ¢été dénombrées sous stéréomicroscope et groupées selon les caractéristiques
morphologiques observées sous microscope optique. L’identification des spores jusqu’au
niveau genre a été basée principalement sur leur taille et couleur, aspect du contour et la

forme des hyphes (Walker, 1983 ; INVAM, 1997).
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5.1.2. STRUCTURE DES COMMUNAUTES DE CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS DANS LE SOL SOUS
L’INFLUENCE OU NON DE G. BANKSI|

La structure des communautés de champignons mycorhiziens a arbuscules dans trois types de
sols envahis ou non par G. banksii est présentée dans le tableau 6. Le nombre total de spores
observées autour du systéme racinaire de G. banksii est significativement élevé par rapport a
ceux enregistrés dans le sol témoin et le sol rhizosphérique de D. trichocarpa (tabl. 6). Par
contre, aucune différence significative n’a été observée entre le nombre total de spores de
CMA dans le sol témoin et le sol rhizosphérique de 1’essence native. Trois genres de CMA
(Scutellospora, Glomus, Entrophospora) ont été récoltés dans les trois types de sol (tabl. 6).
Chaque type de sol présente chacun au moins un genre de CMA caractéristique en considérant
la différence entre le nombre des spores de chaque genre. Le nombre de spores de
Scutellospora est significativement élevé dans le sol rhizosphérique de D. trichocarpa et le
sol rhizosphérique de G. banksii comparé a celui enregistré dans le sol témoin. Par contre,
seul le sol rhizosphérique de G. banksii a présenté un nombre significativement ¢levé de
spores de Glomus sp. par rapport aux deux autres types de sol. Le sol témoin est caractérisé
par le genre Entrophospora dont le nombre de spores a été nettement élevé comparé a ceux
observés dans les deux autres types de sol.

La tendance des résultats est totalement inversée pour le nombre de propagules de CMA dans
les trois types de sol. En effet, le nombre de ces propagules observées dans le sol
rhizosphérique de D. trichocarpa est de 6 fois et de 10 fois plus élevé par rapport a ceux
enregistrés respectivement dans le sol rhizosphérique de G. banksii et le sol témoin (tabl. 6).
Pour un gramme de sol sec, ce nombre a ét¢ de 28,54 (pour le sol forestier), de 4,497 (pour le

sol rhizosphérique de G. banksii) et de 2,716 (pour le sol témoin).

Tableau 6. Abondance des spores et nombres les plus probables de propagules de CMA dans
les sols envahis ou non par G. banksii

Sol de la forét  Sol sous G. banksii Sol témoin
Nombre total des spores de (*)6,1 10a 9,906 b 3,533 a
CMA (g de sol)
Scutellospora sp. (%) 75,921b 54,486 b 33,213 a
Entrophospora sp. (%) 19,1902a 16,255 a 54,56 b
Glomus spp. (%) 4,851a 29,257 b 12,225ab
NPP de propagules de CMA 28,54 b 4,497 a 2,716 a

(g'1 de sol sec)

(*) Les données dans la méme ligne suivies par la méme lettre ne sont pas significativement
différentes selon le test de Newman-Keuls (p < 0,05).
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5.2. PROPAGATION DE G. BANKSII R. BR. ET SES IMPACTS SUR LE DEVELOPPEMENT DE

D. TRICHOCARPA, UNE ESSENCE FORESTIERE ENDEMIQUE DE MADAGASCAR

5.2.1. DISPOSITIF EXPERIMENTAL

Les expérimentations ont ¢€té réalisées sur trois types de sols récoltés respectivement dans les
3 situations suivantes : sol de la forét récolté sous des pieds adultes de D. trichocarpa, une des
essences endémiques de la forét (sol de la forét), sol sous I’influence de G. banksii (sol sous
G. banksii) et sol témoin récolté sous la prairie en dehors de la forét. Dans chaque type de sol,
20 pots de 1 litre ont été préparés et des graines prégermées de D.trichocarpa y ont été
plantées. Apres quatre mois d’élevage en serre (photopériode 12 heures, température 14 °C la
nuit et 25 °C le jour), 10 plantules ont été prélevées au hasard pour chaque type de sol. Le
pourcentage de colonisation des racines par les CMA a été calculé pour au moins
100 morceaux de racines fines d’environ 2 cm de long préalablement colorées selon la
méthode de Phillips et Hayman (1970) pour chaque plantule. Le taux de mycorhization pour
chaque traitement est calculé selon la méthode de Plenchette (1983). Le développement des
plantes a ét¢ évalué par la mesure de la biomasse aérienne et racinaire. Parallelement,
I’activité microbienne globale et 1’activité des enzymes phosphatasiques ont été décrites pour
chaque type de sol respectivement en suivant I’hydrolyse de la fluorescéine diacétate et du p-

nitrophényl phosphate.

5.2.2. DEVELOPPEMENT DE D. TRICHOCARPA SUR LES SOLS ENVAHIS OU NON PAR G. BANKSI|

La propagation de G.banksii a fortement inhibé le développement des plantules de
D. trichocarpa. La quantité de biomasse totale de cette plante produite dans les trois types de
sol varie dans le sens : sol de la forét > sol témoin > sol sous G. banksii (tabl. 7). Au niveau
du systéme racinaire des plantes, la méme tendance a été¢ observée concernant le nombre de
nodules formés. Aucun nodule n’a été observé sur le systéme racinaire des plantules ¢levées
sur le sol envahi par G.banksii. Travaillant sur d’autres espéces de plantes invasives
(Gmelina arborea et Eucalyptus camaldulensis), des auteurs ont déja signalé que la
propagation de ces especes inhibe le développement de la communauté microbienne endogéne
(Sanon et al., 2009 ; Kisa et al., 2007). Ce qui a été également confirmé par les résultats
relatifs aux taux de mycorhization des plantules de D. trichocarpa. En effet, le pourcentage de
racines mycorhizées des plantules de D. trichocarpa a été significativement plus élevé dans le
sol de la forét par rapport a ceux enregistrés dans le sol témoin et le sol anciennement envahi

par la plante exotique.
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Tableau 7. Activités enzymatiques et développement de D. trichocarpa sur des sols envahis

ou non par G. banksii

Sol de la forét Sol sous Sol témoin
G. banksii

Biomasse aérienne de D. trichocarpa 0,12 b 0,05a 0,07 ab
Biomasse racinaire de D. trichocarpa 0,04 a 0,04 a 0,04 a
Biomasse totale de D. trichocarpa 0,16 b 0,1a 0,12 ab
Taux de nodulation de D. trichocarpa (nombre
de nodules par plante) 2,71b 0a 2,66b
Taux de mycorhization de D. trichocarpa (% de
racines mycorhizées par plante) 54,66 b 2333 a 17,03 a
Activité microbienne globale (nug de di acétate
de fluorescéine hydrolysée h''g ' de sol sec) 18,51 a 14,07 a 12,22 a
Activité de la phosphatase alcaline (ng de p-
nitrophénol.h.g"'de sol sec) 44,84 a 63,01 a 99,04 b
Activité de la phosphatase acide (ug de p-
nitrophénol.h™.g'de sol sec) 127,30 b 85,317 a 110,95 b

(*) Les données dans la méme ligne suivies par la méme lettre ne sont pas significativement

différentes selon le test de Newman-Keuls (p < 0,05).

Entre le sol témoin et le sol envahi par G. banksii, le taux de mycorhization des plantules reste

similaire avec une légére augmentation dans le sol de G. banksii bien que la différence ne soit

pas significative. Globalement, la propagation de la plante exotique suivie de la plantation de

D. trichocarpa n’a pas provoqué d’importante modification au niveau de 1’activité

microbienne du sol. Les activités microbiennes globales observées dans les trois types de sol

ont été similaires apres la culture de D. trichocarpa. Par contre, la précolonisation du sol par

G. banksii a fortement inhibé ’activit¢ des phosphatases alcalines. Sur ce dernier point,

certains auteurs ont déja mentionné que la propagation des plantes exotiques induit la

réduction du Ph du sol et limite ainsi ’activité de certains enzymes du sol (Kourtev et al.,

2002a ; 2002b ; 2003 ; Ehrenfeld et al., 2001).
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6. DISCUSSION GENERALE

Les deux écorégions concernées, a savoir 1’écorégion du Centre et 1’écorégion de I’Est, sont
parmi les plus diversifiées des écorégions de Madagascar. Parmi les composantes biologiques
de ces écosystémes, les microorganismes du sol et plus particulieérement les champignons
mycorhiziens, sont fortement impliqués dans la dynamique et la conservation du couvert
végétal. En effet, une grande diversité de champignons mycorhiziens sont associés avec des
nombreuses espéces d’arbres forestiers de haute importance socio-économique et avec des
especes arbustives natives des écosystémes étudiés. Par ailleurs, des formes d’interaction
positive s’observent également entre les différentes espéces végétales qui coexistent,
notamment entre les espéces arbustives et les espeéces ligneuses qui semblent avoir des
difficultés a s’adapter sur les milieux dégradés et/ou perturbés. Cependant, certaines especes
végétales peuvent avoir des impacts négatifs sur le fonctionnement biologique d’un
écosystéme comme c’est le cas de Grevillea banksii, une espéce d’arbre exotique
envahissante dans la partie orientale de la Grande ile. La propagation de cette plante entraine
une réduction significative de la diversité et de 1’efficience des champignons mycorhiziens du
sol au détriment des especes autochtones dont le cycle de développement est principalement
régi par la symbiose mycorhizienne (Ramanankierana et al., 2007). En effet, les espéces
végétales sont susceptibles de générer, via des « feedbacks» (rétroactions) positifs ou
négatifs, des «niches écologiques » distinctes lors de leur développement. Ces niches
¢cologiques générées peuvent soit favoriser la coexistence entre les espéces végétales (cas de
Uapaca bojeri et de Leptolaena bojeriana), soit inhiber la croissance des autres espéces
végétales et/ou a terme permettre la mise en place d’un peuplement végétal dominé par une
seule espece (cas des plantes invasives).

De ce fait, d’un c6té la structure et le fonctionnement des communautés de champignons
mycorhiziens dans le sol sont fortement reliés au type de végétation épigée et d’un autre coté,
les espéces fongiques actives dans le sol influencent le cycle de développement des plantes et
en méme temps le bon déroulement de la succession végétale (Martineau et Saugier, 2006 ;
Randriambanona, 2008). En effet, il y a le transfert ou le partage des symbiotes fongiques
d’une plante a une autre qui tend a favoriser I’installation ou la régénération d’autres especes

végétales. Les espéces arbustives pionniéres des zones dégradées sont parmi les principaux
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acteurs en stimulant les microorganismes bénéfiques via I’amélioration de la qualité physico-
chimique et microbiologique du sol (Pidwirny, 2006).

Il convient alors dans ce cas de gérer d’une maniére rationnelle les communautés de
champignons mycorhiziens dans leur milieu naturel et de favoriser des pratiques susceptibles
de maintenir ou de restaurer le potentiel infectieux mycorhizogéne des sols via la couverture
végétale. La valorisation des plantes mycotrophes autochtones ou la technologie d’inoculation
mycorhizienne est a prioriser afin d’éviter les risques d’invasion biologique par les especes
non endogénes. Dans ce sens, ['utilisation des especes arbustives pionnieéres dans la
restructuration des propriétés microbiologiques et chimiques du sol et dans la revégétalisation
préliminaire des zones perturbées et/ou dégradées constitue une option intéressante. Cette
technique pourrait étre utilisée pour la conception de reboisements « multispécifiques », et
permettrait d'éviter ainsi les problémes issus des plantations « monospécifiques» ou
l'appauvrissement des sols. Par la méme occasion, elle augmenterait la diversité¢ et
I'hétérogénéité de la forét restaurée et améliorerait aussi les processus de revégétalisation des

zones dégradées.
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1. INTRODUCTION

La Nouvelle-Calédonie est un groupe relativement restreint d'fles (20 000 km?), situ¢ dans
I'océan Pacifique sud. Son histoire géologique est directement liée a celle du supercontinent
Gondwana jusqu'a 80 millions d'années lorsque la marge orientale du Gondwana a
commencé a se briser (Veevers, 1986 ; Veevers et al., 1991). Une histoire géologique
complexe a conduit a la mise en place de grands gisements de minerai de nickel situés dans
le régolithe latéritique, ce qui, selon 1’International Nickel Study Group, place cette ile au

4° rang mondial pour la production de minerai de nickel sur la période 1993-2001.

Le massif du Koniambo est I'un de ces gisements de minerai, tous relativement isolés les uns
des autres, dans la province du Nord. Il est en cours d’exploitation par le groupe
minier KNS (Xtrata et SMSP consortium) pour établir une mine de nickel a ciel ouvert. Les
sols présents sur le massif du Koniambo peuvent étre classés comme oxisols fortement
altérés, formés d'une majorité (50 a 85 %) d’oxydes de fer nodulaire. Ces sols sont
caractérisés par une carence en ¢léments nutritifs majeurs (N, P, K), des concentrations
¢levées de métaux lourds toxiques : Fe, Ni, Cr, Co, Mn (Perrier et al., 2006a) et un fort
déséquilibre du ratio Ca/Mg.

La flore de Nouvelle-Calédonie comprend environ 3 300 especes, dont 74,5 % sont
endémiques a l'lle (Jaffré et al., 2001). Ce taux d'endémisme atteint 90 % sur les terrains

ultramafiques, avec environ 1 840 espéces (Jaffré, 1974).

Dans ces conditions édaphiques particulierement drastiques, les sociétés minieres ont la
contrainte de procéder a la restauration €cologique des sites miniers apres exploitation, ce
qui est un défi majeur, compte tenu du manque de connaissances sur ces écosystémes, leur
flore et leurs symbioses  associées. Ces  symbioses, qu'elles soient
ectomycorhiziennes (ECM) ou a arbuscules (AM) sont essentielles dans l'adaptation des
plantes aux conditions de sol (Jentschke et Godbold, 2000 ; Stahl et al., 1988). En ce qui
concerne les symbioses AM, Perrier et al. (2006b) ont décrit le statut (fréquence de la
colonisation mycorhizienne et intensité) de 10 especes différentes de plantes dans le massif
du Koniambo. Pour les ECM dans ces écosystemes, quelques informations fragmentaires
¢taient disponibles soit pour certaines des espéces de plantes étudiées par Perrier et

al. (2006b), soit a travers la description d'une espéce nouvelle, Cantharellus garnierii par
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Ducousso et al. (2004). Cependant, la diversité et la répartition des symbioses ECM a

I’échelle des différents écosystémes de la végétation endémique restaient a explorer.

L'objectif de cette étude est (i) d'étudier la composition floristique des écosystémes dans une
zone identifiée par la compagnie miniére comme €tant typique des sites exploités, (i) de
caractériser la diversité¢ des champignons ECM naturellement associés aux plantes ECM au

sein de ces écosystemes.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. ETUDE DU SITE

Le massif du Koniambo est I'un des massifs ultramafiques isolés sur la cote ouest de
Nouvelle-Calédonie (fig. 1 A et B). Il a une superficie totale de 381 km” et culmine & 930 m.
Le climat sur le massif du Koniambo peut étre défini par deux saisons différentes, une
saison humide allant de janvier a avril (en moyenne 250 mm de précipitations mensuelles) et

une saison seche de mai a décembre (en moyenne 100 mm de précipitations mensuelles).

Le régime des vents est généralement constitué par les alizés soufflant selon une
direction ESE. La température moyenne du Koniambo varie (a 900 m d'altitude) de 22 °C

dans les mois d'été (janvier-mars) a 14 °C en hiver (juillet a septembre).

Le substrat de ce massif est principalement composé d’harzburgite (un type de péridotite
formé d'olivine, de minéraux et d’orthopyroxeéne) avec des inclusions de dunite et de
gabbro. L'altération latéritique de ce substrat a conduit a la formation d'un régolithe épais et

riche en nickel.

Le site d'échantillonnage est situé dans le bassin versant de la riviere Pandanus sur une pente

allant de 883 a 700 m (21° 00’ 32” S, 164° 50° 177 E et 21° 00” 25” S, 164° 49’ 45” E).

Dans une analyse floristique de l'ensemble du massif, Jaffré (1974) répertorie 650 especes

de plantes réparties en 12 communautés végétales différentes.
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Figure 1 : (A) Carte des zones ultramafiques de Nouvelle-Calédonie (en gris), (B) Carte en
relief du massif du Koniambo avec le site expérimental, (C) Carte en relief du bassin versant

de la riviére Pandanus dans le massif du Koniambo avec localisation des communautés

floristiques et des sites d’échantillonnage.
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La végétation est un assemblage de maquis et de foréts. Les maquis peuvent étre de
différents types, dominés, en dessous de 500 m, par des angiospermes arbustives ou
arborescentes (hauteur de 6-10 m) comme Gymnostoma chamaecyparis (Poiss. LAS
Johnson) ou, de 400 a 900 m, par des especes arbustives du genre Tristaniopsis. Dans les
vallées a plus de 600 m, les foréts tropicales sont dominées par Nothofagus balansae (Baill.)

Steenis et Nothofagus codonandra (Baill.) Steenis. La nomenclature botanique est utilisée

selon The International Plant Index (2008).

2.2. ANALYSES FLORISTIQUES

Les inventaires floristiques ont été réalisés sur 80 parcelles de 100 m%, situées au hasard le
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différents types de végétation. Soixante parcelles étaient situées dans le maquis et 20 dans la
forét. Le nombre de parcelles dans chaque type de communauté végétale était
approximativement proportionnel a leur surface relative (fig. 1C). L'échelle d’abondance-
dominance de Braun-Blanquet a été utilisée pour décrire 1'abondance des espéces dans
chaque parcelle. Les fréquences ont été déduites des pourcentages de chaque classe selon
Braun-Blanquet (Braun-Blanquet et al., 1932). Les données ont été traitées en analyse de

correspondances (Greenacre, 1984), a l'aide du logiciel ADE4 (Thioulouse et al., 1997).

2.3. SYMBIOSES ECTOMYCORHIZIENNES

Les sporocarpes de champignons ectomycorhiziens (ECM) ont été prélevés a quatre dates
différentes (juin et juillet 2002, juillet et décembre 2003), sous les especes d'arbres
identifiés, et tous situés dans les communautés floristiques 3 et 4, dans le méme site du
bassin de la riviere Pandanus. Chaque sporocarpe a été photographié et répertorié. Un petit
fragment de chair (= 0,5 cm’) de chaque échantillon a été réparti dans 10 tubes en plastique,
en présence de Silicagel (Prolabo, France) pour séchage rapide et conservé a température
ambiante pour I'extraction d'ADN. Les sporocarpes ont ensuite été séchés a l'air a 40 °C, et
déposés a I’herbier de Paris Cryptogamie (PC) (Paris, France). L'identification a été¢ basée
sur les caractéres macroscopiques et microscopiques des basidiomes. Pour la plupart des
spécimens, l'identification n'a pas été possible au niveau de 1’espece (limitée au niveau du
genre), les écosystemes d’origine ayant €té treés peu étudié€s par les taxonomistes (Horak et
Mouchacca, 1998). En complément, différents morphotypes (couleur, forme) d’apex ECM
de chacune des quatre espéces de plantes ECM ont été prélevés au hasard a partir des
racines superficielles. Afin de déterminer leur plante-héte, ces apex ont été suivis via leur
racine porteuse jusqu’au tronc de D’arbre porteur. Pour l'extraction d'ADN, les
échantillons ECM ont été rapidement séchés en présence de Silicagel (Prolabo, France) et
conserves a température ambiante. Des échantillons de méme origine et morphotype ont été
fixés dans le mélange glycérol/éthanol/eau (1:1:1, V/V/V) pour les observations
morphologiques et microscopiques. Pour les racines ECM, des sections ont été réalisées a
main levée, puis éclaircies avec une solution d'hypochlorite de sodium a 20 %, rincées a
I'eau, et colorées au rouge Congo et observées au microscope. Les racines ont été
considérées comme ECM quand elles présentaient un manteau fongique et un réseau de
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Hartig. Des échantillons de sol agrégé par du mycélium ont également été récoltés et
conservés a 4 °C jusqu'a l'extraction d'ADN. Des nodules d’oxyde de fer, constituant le sol,

et colonisés par du mycélium ont été récoltés.

2.4. CARACTERISATION MOLECULAIRE

Les extractions d’ADN ont été réalisées a partir de chair de sporocarpes séchés, a partir
d'une seule pointe ECM, a partir du mycélium du sol ou d'une particule d'oxyde de fer
unique a 1’aide du DNeasy Plant Mini kit selon les recommandations du fabricant (Qiagen,
Courtaboeuf, France). Un fragment d'environ 600 pb de 1’espace ribosomique transcrit (ITS)
incluant PADNr 5,8 S a été amplifié en utilisant les amorces spécifiques ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ") et ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' (White
et al., 1990). La réaction PCR a été faite dans un volume total de 25 pl, comprenant de 1 pl
d'ADN génomique, 1 uM de chaque amorce, 1,5 unité¢ de Taq ADN polymérase (Amersham
Pharmacia Biotech), 200 uM de chaque dNTP, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCl et 1,5 mM de
MgCl2. L’amplification a été réalisée avec une machine PCR (GenAmp PCR System 2400,
Perkin Elmer) programmée comme suit : 1 passage de 5 min a 95 °C, suivi de 35 cycles :
94 °C pendant 30 s, 50 °C pendant 30 s, 72 °C pendant 1 min 30 s, puis une extension finale
a 72 °C pendant 7 min. Les produits de PCR ont été séparés par électrophorése sur gel
d'agarose (Sigma) dans un tampon TAE 1 % (poids/volume), coloré au bromure d'éthidium
a 10 pg/ml dans le tampon. Les bandes d'’ADN ont été visualisées par fluorescence sous

lumiere UV et photographiés.

2.5. SEQUENCAGE ET PHYLOGENIE

Le séquencage a ¢été réalis¢ avec chacune des 2 amorces ITS1 et ITS4. Chaque produit de
PCR a été extrait du gel d'agarose et purifié en utilisant le kit QIA (Quick Gel Extraction)
suivant les recommandations du fabricant. Le séquencage a été réalisé avec le kit ABI Prism
BigDye Terminator (Applied Biosystems, Foster City, Californie) sur un séquenceur

Applied Biosystems modele 310 (Applied Biosystems, Foster City, Californie). Les
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séquences d'ADN ont ¢été déposées dans la base de données NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sous les numéros FJ656000 a FJ656047.

2.6. ANALYSES PHYLOGENETIQUES

Les séquences ITS obtenues ont été comparées a la base de données Genbank en utilisant
l'algorithme BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Des alignements multiples ont été
effectués avec Clustal X (Thompson €t al., 1997) ou Muscle 3,6 (Edgar, 2004), et corrigés
manuellement avec le logiciel Genedoc (Nicholas et Nicholas, 1997). L'analyse
phylogénétique a porté sur les séquences ITS completes (ITS1-5.8S-ITS2) des especes du
genre Cortinarius (genre le plus représenté) et ajoutées a I’alignement de Peintner et
al. (2001) disponible sur Treebase (numéro d'accession S636: M988-990), enrichi de

quelques séquences de Cortinariusissues de I'hémispheére sud (voir tableau 1).

Tableau 1. Liste des séquences de référence et des numéros d’accession GenBank utilisés. Les

noms et sous-genres utilisés sont ceux de Peintner et al. (2001, 2004).

Genre/Espéce Origine géogr. Sous-genre access. GenBank
Cortinarius acutus Europe Acutus AF325578
Cortinarius albocanus Chili Myxotelamonia AF325599
Cortinarius alboviolaceus 1 USA Telamonia AF325597
Cortinarius alboviolaceus 2 Europe Telamonia AF325596
Cortinarius allutus Europe Allutus AF325585
Cortinarius amoenus Chili Icterinula AF539721
Cortinarius anomalus 1 Europe Anomali AF325581
Cortinarius anomalus 2 Europe Anomali AJ236071
Cortinarius armeniacus 1 Europe Telamonia AF325595
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Cortinarius armeniacus 2
Cortinarius armillatus
Cortinarius austrovenetus
Cortinarius bigelowii
Cortinarius brunneus 1
Cortinarius brunneus 2
Cortinarius caelicolor
Cortinarius callochrous
Cortinarius campbellae 1
Cortinarius campbellae 2
Cortinarius caninus
Cortinarius caperatus 1
Cortinarius caperatus 2
Cortinarius carneolus
Cortinarius cinereobrunneus
Cortinariuscitriolens
Cortinarius collinitus
Cortinarius corrosus
Cortinarius corrugatus
Cortinarius cupreorufus
Cortinarius delibutus 1

Cortinarius delibutus 2

Europe
Europe
Europe
USA
Europe
Europe
Chili
Europe
Australie
Australie
USA
Europe
Europe
Chili
Argentine
USA
Europe
Europe
USA
Europe
Europe

Europe

Telamonia
Telamonia
Dermocybe
Phlegmacium
Telamonia
Telamonia
Phlegmacium

Calochroi

Purpurascentes

Phlegmacium Specimen

Anomali

Roztes

Roztes

Telamonia

Myxotelamonia

Phlegmacium
Myxacium
Phlegmacium
Corrugatus
Phlegmacium
Delibuti

Delibuti

AJ236074

AJ236075

AF112147h

AF325617

AF325590

AJ236076

AF539715

AF325619

AF325558

ref Tr 18323

U56024

AJ238033

AF325614

AF539712

AF325600

AF325607

AF325565

AF325618

AF325611

AY174831

AJ236065

AF325580
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Cortinarius elaiochrous
Cortinarius elaphinus
Cortinarius elegantior
Cortinarius evernius
Cortinarius favrel
Cortinarius flavaurora
Cortinariusfragilis
Cortinarius fraudul osus
Cortinarius gentilis 1
Cortinarius gentilis 2
Cortinarius glaucopus
Cortinarius globuliformis
Cortinarius hercynicus
Cortinarius humicola
Cortinarius laniger 1
Cortinarius laniger 2
Cortinarius leucopus
Cortinarius limonius 1

Cortinarius limonius 2

Cortinarius lividoochrascens

Cortinarius lute striatulus

Cortinarius magnivelatus

Nelle-Z¢lande
Chili
Europe
Europe
Europe
USA
Australie
Europe
Europe
USA
Europe
Australie
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
Chili

USA

Cuphocybe
Telamonia
Calochroi
Telamonia
Myxacium
Calochroi
Purpurascentes
Phlegmacium
Telamonia
Telamonia
Phlegmacium
Dermocybe
Cortinarius
Telamonia
Telamonia
Telamonia
Telamonia
Limonius
Limonius
Myxacium
Dermocybe

Calochroi

AYO033100

AF539725

AF325622

AJ236077

AF325575

AF325621

AF325559

AF325605

AF325589

U56026

AF325604

AF325582

AF062631

AF325594

AF325592

AF325591

AF325593

U56028

AF325588

AF325565

AF539707

AF325615
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Cortinarius mucifluus
Cortinarius mucosus
Cortinarius muscigenus
Cortinarius obscurooliveus
Cortinarius obtusus

Cortinarius odorifer

Cortinarius olivaceobubalinus

Cortinarius olivaceopictus 1
Cortinarius olivaceopictus 2
Cortinarius paragaudis
Cortinarius parahumilis
Cortinarius pavelekii
Cortinarius pholideus
Cortinarius pingue 1
Cortinarius pingue 2
Cortinarius piriforme
Cortinarius porphyroides 1
Cortinarius porphyroides 2
Cortinarius porphyropus 1
Cortinarius porphyropus 2
Cortinarius pseudosal or

Cortinarius pugionipes

USA
USA
USA
Chili
Europe
Europe
Chili
USA
USA
USA
Chili
USA
Europe
USA
USA
Australie
Nelle-Z¢lande
Nelle-Zélande
Europe
Europe
USA

Chili

Myxacium
Myxacium
Myxacium
Dermocybe
Acutus
Calochroi
Dermocybe
Dermocybe
Dermocybe
Telamonia
Telamonia
Myxacium
Sericeocybe
Myxacium
Myxacium
Myxacium
Thaxterogaster
Myxacium
Purpurascentes
Purpurascentes
Myxacium

Phlegmacium

AF182795

AF325574

AF182800

AF539708

AJ238035

AF325620

AF539736

U56049

U56050

U56030

AF539731

AF325564

AJ236072

AF325570

AF325571

AF325569

AF325576

AF325577

AF325560

AJ236069

AF182792

AF539713
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Cortinarius rapaceus 1
Cortinarius rapaceus 2
Cortinarius saginus
Cortinarius salor
Cortinarius scaurus 1
Cortinarius scaurus 2
Cortinarius scaurus 3
Cortinarius sp.
Cortinarius squamiger
Cortinarius subfoetidus
Cortinariustalus
Cortinarius tenellus
Cortinarius traganus 1
Cortinarius traganus 2
Cortinariustrivialis
Cortinarius umbilicatus
Cortinarius vanduzerensis
Cortinarius variecolor
Cortinarius vernicosus
Cortinarius verrucisporus
Cortinariusvibratilis 1

Cortinarius vibratilis 2

Chili
Chili
Europe
Europe
Europe
Europe
Europe
USA
Chili
USA
Europe
Chili
Europe
Europe
Europe
USA
USA
Europe
USA
USA
Europe

USA

Phlegmacium
Phlegmacium

Phlegmacium

Delibuti

Purpurascentes
Purpurascentes
Purpurascentes

Phlegmacium

Telamonia

Phlegmacium

Allutus

Telamonia
Telamonia
Telamonia
Myxacium
Telamonia

Myxacium

Phlegmacium

Myxacium

Phlegmacium

Ochroleuci

Ochroleuci

AF539723

AF539724

AF325608

AF325579

AJ236070

AF325562

AF325563

AF325606

AF539729

AF325609

AF325586

AF539728

AF037224

AF325598

AJ236066

U56032

AF182793

AJ238082

AF182799

AF325616

AJ238032

AF325584
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Cortinarius violaceus 1
Cortinarius violaceus 2
Cortinarius violaceus 3
Cortinarius viridibasalis
Cuphocybe melliolens
Dermocybe cinnamomea
Dermocybe crocea
Dermocybe malicoria
Dermocybe phoenicea
Dermocybe splendida
Hebeloma circinans
Hebeloma crustuliniforme
Hebeloma fastibile
Hymenogaster remyi
Hymenogaster sublilacinus
Protoglossum luteum
Protoglossum sp. 1
Protoglossum sp. 2
Quadrispora oblongispora
Quadrispora sp.
Thaxterogaster redactus

Thaxterogaster sp.

Europe
Europe

USA

Chili
Nelle-Z¢lande
Europe
Europe

USA

Europe

Nelle-Zélande

Europe

USA
Australie
Nelle-Z¢lande
Australie
Australie
Australie
Australie

USA

Cortinarius
Cortinarius
Cortinarius
Telamonia

Cuphocybe
Dermocybe
Dermocybe
Dermocybe
Dermocybe

Dermocybe

Phlegmacium
Phlegmacium

Corrugatus

Acutus

Myxacium
Myxacium
Myxacium

Myxacium

AJ236059

AF325601

AF389130

AF539717

AF325610

AJ238030

AJ238031

Us56045

U56055

AF325583

AF124699

AF124716

AF325643

AF325602

AF325603

AF325612

AF325613

AF325561

AF325566

AF325567

AF325568

AF325572
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Thaxterogaster violaceum 1 Argentine Thaxterogaster AF325556

Thaxterogaster violaceum 2 Argentine Thaxterogaster AF325557

L’analyse par maximum de vraisemblance (ML) a été établie a partir du modele le mieux
adapté selon le Model test (Posada et Crandall, 1998) sous le critére d'information d'Akaike
(TRN +1 + G: transition seulement, estimation des sites invariants, distribution gamma).
Les gaps internes ont été traités comme des données valides (cinquiéme base). Les analyses
de maximum de vraisemblance (ML) ont ¢été réalisées avec le programme
informatique PAUP 4.0b5, (recherches heuristiques, ajout de séquence "TEL QUEL" et
méthode TBR). Les tests de « Bootstrapping » ont été effectués en ligne a l'aide de
« PHYML » sur 100 répétitions, a 1’aide d’un modele GTR +1 +G (NST =6, sites
invariants, distribution Gamma). La phylogénie des Cortinariaceae a également été estimée
par une approche bayésienne (Huelsenbeck et al., 2001), en utilisant MrBayes 3.1.2
(Ronquiste et Huelsenbeck, 2003) avec quatre Monte Carlo Markov Chains (MCMC)
(3 millions générations, avec une fréquence d'impression et de la température de la chaine
mise a 50 000 et 0,2, respectivement, et les longueurs de branches maintenues). Les prior
utilisés pour I’inférence bayésienne ont été estimés par Modeltest (TrN+I+G). La
congruence entre la topologie des arbres obtenus par ML et les inférences bayésiennes des
séquences ITS des Cortinariaceae a été évaluée en utilisant le test de Shimodaira-Hasegawa
(test SH avec 1 000 répétitions de bootstrap-RELL) (Shimodaira et Hasegawa, 1999), a
I’aide de PAUP4. La congruence entre les arbres a €té obtenue par les deux méthodes (-In L

= 12183 par ML ; -In L = 12200 par MrBayes ; test SH valeur P = 0,254).

3. RESULTATS

3.1. DISTRIBUTION DE LA VEGETATION LE LONG DU GRADIENT ALTITUDINAL

Du plateau situé¢ a 882 m au talweg a 700 m, le site présente quatre communautés végétales
différentes parmi les douze groupes définis par Jaffré (1974). Les analyses statistiques

confirment les changements drastiques dans la composition floristique entre les différentes
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communautés de plantes, a I'exception des communautés 2 et 3 ou la discontinuité est moins
marquée. Les communautés végétales a Araucaria montana Brongn. & Gris et Nothofagus
sont fortement isolées sur le graphe de coordination (fig.2). La biodiversité floristique

augmente nettement du haut vers la base de la toposéquence.

Figure 2 : Analyse factorielle de correspondance illustrant les changements de composition
des communautés floristiques tout au long de la toposéquence, depuis le plateau

(communauté floristique 1) jusqu’au talweg (communauté floristique 4).
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Plant community 2:
ligno-herbaceous maquis

— Communauté floristique 1 : sur le plateau, la communauté végétale est dominée par
Araucaria montana, et 53 autres espéces de plantes ont été répertoriées. La strate ligneuse
est la plus abondante (33,9 %), avec Codia montana JR Forst. & G. Forst. (15,7 %),
Tristaniopsis guillainii Viell. ex Brongn. & Gris (5,7 %), Araucaria montana (4,3 %) et
Dracophyllum verticillatum (Labill.) (3,5 %). La strate herbacée est moins abondante
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(27,3 %), avec les ptéridophytes Dicranopteris linearis J. Underw. (15,0 %) et Pteridium
esculentum (G. Forster) Cockayne (13,9 %).

— Communauté¢ floristique 2 : sur la pente, la communauté végétale dominante est un maquis
ligno-herbacé ou 58 especes de plantes ont été répertoriées. La strate herbacée est la plus
abondante (85,0 %) avec Costularia nervosa Raynal (60,1 %), Dicranopteris linearis
(24,8 %), Pteridium esculentum (15,0 %), Schoenus neocaledonicus (CB Clarke) (11,8 %) et
Lepidosperma perteres CB Clarke (9,8 %). La strate ligneuse est moins abondante (55,1 %),
et elle est principalement formée de Codia montana (35,9 %), Dracophyllum ramosum
Pancher ex Brongn. & Crassifolius Gris (9,7 %) et Myodocarpus (Dubard & R. Viguier)
(7,0 %).

— Communauté floristique 3 : sur la partie inférieure de la pente, la communauté végétale
dominante est un maquis, avec 72 espéces de plantes. La strate ligneuse est la plus
abondante (80,0 %), et est principalement formée de Tristaniopsis guillainii (50,5 %),
Tristaniopsis callobuxus Brongn. & Gris (27,0 %) et Codia montana (23,5 %). La strate
herbacée est moins abondante (34,5 %) avec Costularia nervosa (22,2 %) et Lepidosperma
perteres (12,13 %).

— Communauté floristique 4 : dans le talweg, la communauté végétale est une forét tropicale
dominée par 2 espéces de Nothofagus et 81 autres espéces ont été répertoriées. L’espece
végétale dominante est Nothofagus balansae (62,5 %) qui représente la plus haute strate,
Callophylum caledonicum (Vieill.) (8,9 %) fait également partie de la plus haute strate.
Nothofagus codonandra est présent dans cette communauté, mais en « patches », sous une
forme monodominante, avec seulement un léger chevauchement entre les deux espéces de
Nothofagus. La strate moyenne est hétérogéne, les especes les plus abondantes sont
Syphelia pancheri [Brongn. & Gris) F. Muell.)] (11,7 %), Basselinia gracilis (Brongn. &
Gris) Vieill.) (6,45 %), Pancheria ferruginea (Brongn.) (3,3 %) et Rapanea assymetrica
(Mez). La strate herbacée est représentée essenticllement par Lepidosperma perteres
(7,23 %) et Costularia arundinacea (1,5 %).
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3.2. ARBRES ECTOMYCORHIZIENS

Les systémes racinaires des plantes de chaque communauté végétale ont été observés au
microscope afin de caractériser les associations symbiotiques. Dans le groupe Araucaria
montana sur le plateau (communauté floristique 1) et les maquis ligno-herbacées sur la
pente (communauté floristique 2), toutes les plantes sont a mycorhizes arbusculaires, ce qui
confirme les observations de Perrier et al. (2006b) et aucune symbiose ECM a été observée.
Dans le maquis a Tristaniopsis (communauté floristique 3) et la forét a Nothofagus
(communauté floristique 4), 1’ectomycorhization est limitée aux especes végétales
dominantes (Tristaniopsis guillainii, T. calobuxus, Nothofagus balansae et N. codonandra,
respectivement) présentant au microscope les structures typiques du manteau fongique

autour des racines et un réseau de Hartig (fig. 3E).

3.3. DIVERSITE FONGIQUE

Un total de 48 échantillons ont été analysés, 11 de la communauté floristique 3 et 37 a partir
de la communauté floristique 4. Vingt-huit échantillons sont des sporocarpes dont seulement
2 sont issus de la communauté floristique 3. La figure 3A a D présente certains des
sporocarpes récoltés dans les communautés végétales 3 et 4. Douze échantillons sont des
apex mycorhiziens dont 3 et 9 sont issus des communautés floristiques3 et 4,
respectivement. Le dernier type d'échantillons est constitu¢ d’agrégats de sol et de mycélium
récoltés dans la communauté 3, comme illustré sur la figure 4A avec un mycélium jaune d'or
en continuité avec le sporocarpe K66C de Pisolithus albus. L'aspect caractéristique (en
petites billes) de l'oxyde de fer qui compose le sol est bien visible. Un examen plus
approfondi de ces billes d'oxyde de fer sous la loupe binoculaire est présenté figure 4B et C,
avec des liens mycéliens non identifiés entre les billes. D'autres échantillons de sol, avec
différentes couleurs de mycélium, ont également été récoltés dans les communautés
végétales 3 et 4. Six échantillons ont été analysés a partir de la communauté floristique 3 et
2 de la communauté floristique 4. L’extraction a été réalisée soit sur un fragment de
mycélium ou de rhizomorphes, (2 de la communauté 3 et 2 de la communauté 4). Quatre
échantillons étaient des billes d’oxyde de fer colonisées par du mycélium, comme illustré

par la figure 4B et C et analysées individuellement.
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Figure 3 : A to D : Sporocarpes ECM des communautés floristiques 3 et 4. A : Pisolithus
albusK66C, associ¢ a Tristaniopsis guillainii, dans la communauté floristique 3. B:
Cortinarius sp. nov. K12C, associé a Nothofagus balansae dans la communauté
floristique 4. C: Russula auranthiophylla K18C, associ¢ a Nothofagus balansae dans la
communauté floristique 4. D : Tricholoma sp. nova ff ustale K10C, associ¢ a Nothofagus
balansae dans la communauté floristique 4. E : Coupe d’un apex ECM de Tristaniopsis
guillainii (communauté floristique 3), coloré au Bleu Trypan, présentant un manteau
fongique et un réseau de Hartig.
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Figure 4: A: Bloc de sol agrégé par un mycélium jaune-doré récolté sous le
sporocarpe K66C de Pisolithus albus, dans la communauté floristique 3. La forme sphérique
des billes d’oxyde de fer qui constituent le sol est bien visible. B et C : Vue agrandie de
billes d’oxyde de fer, photographiées sous la loupe binoculaire et présentant des connections
mycéliennes.
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La plupart des sporocarpes (suffixe "C") ont été identifiés sur leurs caractéristiques
macroscopiques et microscopiques au moins au niveau du genre, seulement quatre d'entre
eux (« nd ») sont restés non déterminés. Les apex ECM (suffixe "M") et des échantillons de
sol (suffixe "S") ont été laissés sans nom taxonomique. Aucune des séquences obtenues n’a
donné 100 % de similitude avec les especes déja décrites dans Genbank. Sur le nombre
d'échantillons analysés et compte tenu de la superficie relativement petite du site prospecté
(grossierement estimée a 5 ha au sein d’un massif de plus de 38 000 ha) une grande diversité
de taxons fongiques a été trouvée. Parmi les sporocarpes, on observe généralement une

bonne correspondance entre les déterminations macroscopiques et moléculaires.

Dans la communauté floristique 3, 4 genres différents ont été détectés parmi les
11 échantillons. Sept de ces échantillons appartenaient au genre Cortinarius, 2 a Piloderma,
1 a Pisolithus, parmi les sporocarpes, et 1 a Lycoperdon, détecté dans une bille d'oxyde de
fer du sol, genre généralement considéré comme non mycorhizien. Le genre Cortinarius est

détecté dans des échantillons de sporocarpes, d’apex ECM, de mycélium et de billes du sol.

Dans la communauté floristique 4, la diversité est beaucoup plus grande avec 12 genres
différents enregistrés a partir de séquences SA, correspondant & 37 échantillons. Le genre
dominant est Cortinarius avec un total de 18 échantillons (dont 2 espéces autrefois
identifiées comme Thaxterogaster) atteignant ainsi prés de 50 % des échantillons de
Cortinariaceae. Les genres Tricholoma et Lactarius-Russula suivent avec 5 échantillons
chacun. La dominance des Cortinariaceae est observée pour les différentes formes
d'échantillons fongiques. Sur les 26 sporocarpes recueillis, 11 appartenaient a ce groupe.
Parmi les apex ECM, 9 échantillons différents ont été analysés avec succes, appartenant a
5 genres différents. Le genre dominant est également Cortinarius avec 5 échantillons
différents. Dans le sol, seuls 2 échantillons ont pu étre analysés comme appartenant aux

genres Cortinarius et Tricholoma.

3.4. ANALYSE PHYLOGENETIQUE

L'analyse de la famille Cortinariaceae a porté sur toute la partie 18S-28S (incluant les deux
séquences ITS et le 5,8 S) comparée a 124 séquences issues de base de données (121 de

Cortinariaceae et 3 de Hebeloma), comme indiqué dans le tableau 1. Sur les 18 échantillons
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analysés, 5 étaient issus de la communauté floristique3 et 13 de la communauté
floristique 4. Sur ces 18 échantillons 8 étaient des sporocarpes, 5 des apex ECM et 5 du
mycélium du sol. Sur ce nombre limité d'échantillons, la diversité est élevée, tous les
échantillons étant distincts les uns des autres et des séquences de bases de données. En
Nouvelle-Calédonie, les Cortinariaceae se répartissent dans 6 clades différents. Au sein de
certains clades, on observe un mélange de séquences issues des communautés végétales 3 et
4, mais il est nécessaire d'analyser plus d'échantillons pour évaluer une éventuelle relation
entre les communautés fongiques ; il n'y a, par exemple, aucune identité totale de séquence
entre aucun des échantillons néocalédoniens. Certains des échantillons de Nouvelle-
Calédonie constituent des groupes distincts parmi les 118 séquences de référence de
Cortinariaceae, et ceci quelle que soit leur origine, y compris de pays géographiquement
proches (issus de la fragmentation du Gondwana), comme I'Australie, la Nouvelle-Z¢lande,
le Chili ou la Papouasie-Nouvelle-Guinée, indiquant probablement la présence de nouveaux
taxons. Cette étude n'avait pas pour but de donner une description taxonomique des
Cortinariaceae de Nouvelle-Calédonie, en particulier en raison de I'hétérogénéité de notre
matériel, mais si I’on identifie sur le cladogramme avec un code couleur, la plupart des
genres différents et sous-genres décrits par Peintner et al. (2004), les Cortinariaceae de
Nouvelle-Calédonie semblent se positionner dans des groupes soit déja existants comme
Dermocybe, Purpurascentes, soit séparés et potentiellement nouveaux, 1'un d'eux semblant
proche du groupe des Myxacium. Des séquences du groupe des Descolea que nous avions
tout d’abord incluses dans notre phylogénie ont finalement été retirées, car ces séquences
constituaient un cluster séparé¢ (Moncalvo et al., 2002), sans affinité avec aucun de nos

échantillons de Nouvelle-Calédonie.

4. DISCUSSION

4.1. DIVERSITE FLORISTIQUE, LA DOMINANCE ET SYMBIOSES

Comme signalé par Jaffré (1974), la diversité floristique du massif du Koniambo est assez
¢levée a 1’échelle de la Nouvelle-Calédonie : les 453 especes recensées par cet auteur
représentent 15 % de la diversité de 1'1le, pour un ratio de surface géographique de moins de
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1 %. Nos inventaires floristiques, limités a 4 des 12 communautés végétales identifiées par
Jaffré (1974) sur le massif, sont compatibles en termes de nombre d'espéces avec ceux
donnés par cet auteur. Les especes dominantes des communautés floristiques 3 et 4 ont été
trouvées ECM. Une telle situation a souvent été décrite dans les écosystémes tropicaux
(comme, par exemple, les Diptérocarpacées, ECM et dominantes dans les foréts d'Asie),
mais est loin d'étre systématique (Torti et Coley, 1999). En Nouvelle-Calédonie, cette
position dominante pourrait n’étre qu'une étape transitoire liée aux perturbations exogenes,
comme le feu ou les cyclones (Read et al., 1995). Cette étude a confirmé la description
(Perrier et al., 2006b) des ectomycorhizes sur les racines de Nothofagus balansae
(Nothofagaceae) et Tristaniopsis, de la famille des Myrtaceae (Leptospermoideac). Le genre
Tristania, proche de Tristaniopsis, a déja été décrit comme ECM au Brunei (Moyersoen et
al., 2001). Nothofagus est connu comme naturellement ECM en Australie, Nouvelle-
Zélande et Amérique du Sud (Halling, 2001 ; Tedersoo et al., 2008 ; McKenzie et al., 2000 ;
Valenzuela et al., 1999). Notre étude incluant des apex ECM, du mycélium du sol et des
sporocarpes nous permet d'obtenir une image générale de la diversité mycorhizienne,
plusieurs études ayant montré que la diversité mycorhizienne n’était pas limitée aux
sporocarpes mais devait également prendre en compte la diversité des apex ECM (Buscot et
al., 2000 ; Dahlberg et al., 1996 ; Gardes et Bruns, 1996 ; Horton et Bruns, 2001). En outre,
Landeweert et al. (2003) ont montré que ’analyse de séquences ITS sur le mycélium des

sols donnait un apercu supplémentaire sur la diversité¢ des communautés fongiques.

Un seul sporocarpe (Pisolithus albus) a été récolté dans la communauté floristique 3, ce qui
montre une fois de plus la divergence entre les diversités fongiques épi- et hypogées. Les
conditions environnementales de la communauté floristique 3 (du type maquis), beaucoup
plus seéches que dans la communauté floristique 4 (de type forét tropicale), sont certainement
moins propices a la fructification des champignons (Brundrett, 1991 ; Slankis, 1974 ; Smith
et Read, 1997), avec un sol contenant peu de matiére organique. La présence de ce
sporocarpe (fig. 3A), qui indique des caractéristiques morphologiques et anatomiques
semblables a celles décrites en Australie par Anderson et al. (1998, 2001) et en Nouvelle-
Calédonie par Aggangan et al. (1998), n'est pas surprenante dans le maquis de type 3,
dominé par des plantes sclérophylles, puisque ce genre est connu pour €tre bien adapté a la
croissance dans les sols minéraux comme un champignon mycorhizien « early stage », en

attendant la formation de sols de type forestier (Brundrett, 1991 ; Gardner et Malajczuk,
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1988 ; Stahl et al., 1988). La présence du genre Cortinarius dans cet écosystéme est
¢galement importante : c’est un des genres les plus complexes sur le plan taxonomique
parmi les Basidiomycétes (avec environ 2 000 especes décrites), et également 1’un des
genres ectomycorhiziens les plus fréquemment rencontrés dans les foréts de coniféres de
nombreux pays européens et nord-américains (Alexander et Watling, 1987 ; Heiland et
Holst-Jensen, 2000 ; Villeneuve et al., 1989). Sa présence dans 1'hémisphére sud est encore
mal documentée (Garnica et al., 2005 ; Tedersoo €t al., 2008). Dans les tropiques, le genre a
¢été signalé dans les régions tropicales d'Amérique du Nord (Murrill, 1912), en Amérique du
Sud (Singer et al., 1983 ; Garnica et al., 2003), en Inde (Peintner et al., 2003 ; Natarajan et
al., 2005), ainsi qu’en Australie dans les foréts d'eucalyptus (Chambers et al., 1999 ;
Malajczuk et al., 1987 ; Sawyer et al., 1999). D’apres Riviére et al. (2007), dans le sud de la
Guinée, et Onguéné et Kuyper (2001) au Cameroun, les Cortinariaceae semblent étre peu

représentées dans les foréts tropicales d'Afrique.

Dans la communauté floristique 4, les symbioses ECM présentent une plus grande diversité
de genres, confirmée par des méthodes moléculaires. Cette diversité inclut la plupart des
grands taxons ECM, comme Russula, Lactarius, Tricholoma, Boletus, Inocybe, etc., et a
déja été signalée dans d'autres écosystemes forestiers tropicaux, comme par exemple en Inde
et en Guinée (Riviere et al., 2007), ou au Cameroun (Onguéné et Kuyper, 2001). Toutefois,
dans chaque type d'échantillon, la présence de plusieurs genres de Cortinariaceae est avérée
et ce taxon est dominant parmi les sporocarpes et ectomycorhizes. Si la dominance des
Cortinariaceae dans les foréts de Nothofagus est bien documentée en Amérique du Sud
(Garnica et al., 2003 ; Garnica et al., 2005 ; Valenzuela et al., 1999), en Australie (Bougher
et al., 1994 ; Halling, 2001) et en Nouvelle-Zélande (McKenzie et al., 2002), cette

observation est une premiére en Nouvelle-Calédonie.

4.2. BIOGEOGRAPHIE ET EVOLUTION

La dominance des Cortinariaceae dans la formation a Nothofagus du massif du Koniambo
donne un nouvel apercu de la phylogéographie de cette famille de champignons dans
I'hémisphere sud. Le genre Nothofagus comprend 4 sous-genres et 35 espéces dans

5 continents isolés : Australie, Nouvelle-Calédonie, Nouvelle-Guinée, Nouvelle-Zélande et
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I'"Amérique du Sud (Hill et Dettman, 1996 ; Swenson et al., 2000). Swenson et al. (2001b)
ont montré que la biogéographie des Nothofagus est cohérente avec la séquence de
dislocation du Gondwana et que les quatre grandes lignées étaient déja présentes il y a
80 mA, avant I'éclatement de la marge orientale du Gondwana. Les Nothofagus de
Nouvelle-Calédonie appartiennent tous au sous-genre Brassospora qui englobe également
les espéces de Nouvelle-Guinée et les especes fossiles de Nouvelle-Zélande, de
I' Antarctique, d'Amérique du Sud et d’Australie. La présence d'especes appartenant au sous-
genre Brassospora en Papouasie-Nouvelle-Guinée et Nouvelle-Calédonie peut étre
expliquée par les événements tectoniques depuis le milieu du Cénozoique (Hallam, 1994 ;
Veevers et al., 1991), qui ont ainsi constitué¢ des niches refuges sous les tropiques (Swenson
et al., 2001a). Plusieurs travaux illustrent la possible coévolution entre Nothofagus et les
champignons ECM de la famille des Cortinariaceac dans 'hémisphére sud (Bougher et al.,
1994 ; Halling, 2001 ; Halling et Mueller, 2002). Les résultats obtenus sur la forét a
Nothofagus du massif du Koniambo identifient plusieurs groupes ECM spécifiques de
Nouvelle-Calédonie, révélant que les ancétres des partenaires arbres et champignons co-

existaient déja lors de leur implantation dans I’ile.

Avec les Nothofagaceae, les Leptospermoideae (Myrtaceae a fruits secs) comme
Tristaniopsis ont leur répartition géographique étroitement liée a la fragmentation du
Gondwana. De plus, il a été démontré que ces deux familles pouvaient s’associer avec les
mémes especes de Cortinariaceae par des expériences de synthéses in vitro entre les genres
Nothofagus et Eucalyptus (Bougher, 1987 ; Bougher €t al., 1994). Les symbioses ECM sont
donc des partenaires de choix pour la reconstitution des sites miniers en Nouvelle-Calédonie
et en particulier pour la stabilisation, via les réseaux mycéliens, des billes d’oxyde de fer qui

constituent le substrat ¢daphique.
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1. INTRODUCTION

Les champignons mycorhiziens sont une composante ubiquiste de la plupart des
écosystémes mondiaux (Brundrett, 2002). Ils sont généralement considérés comme un
facteur-clé d’un systéme sol-végétation durable. En effet, ils gouvernent les cycles des
principaux nutriments et contribuent au maintien du couvert végétal (Schreiner et al., 1997 ;
Johansson et al., 2004). Les bénéfices tirés par la plante de la symbiose mycorhizienne
comprennent (i) une augmentation de 1’assimilation des minéraux a faible mobilité (i.e.,
phosphore), des micronutriments et de 1’azote, (ii) une augmentation de 1’absorption d’eau
et (iii) une amélioration de la sant¢ de la plante du fait de son action contre certains
pathogénes (Smith et Read, 2008). La symbiose avec des champigons mycorhiziens a
arbuscules (AM) est 1’association la plus répandue, elle concerne 80 a 90 % des plantes a
racines (i.e., ptéridophytes, gymnospermes et angiospermes) dans les écosystémes naturels

et les agrosystémes (Brundrett, 2002).

La translocation trophique entre la plante hote et les symbiotes fongiques a été considérée
comme résultant de la relation étroite entre les composantes de 1’association symbiotique. Il
a été établi (Wirsel, 2004 ; Smith et Read, 2008 ; van der Heijden et al., 1998) que, en plus
de I’augmentation de la surface d’absorption du systéme racinaire de la plante hote, le
mycélium extramatriciel fournit une surface plus importante pour les interactions avec le
microbiote du sol. La zone placée sous I’influence des racines et du champignon
mycorhizien a été appelée la « mycorhizosphére ». Elle inclut un compartiment microbien
soumis a la double influence des racines et des symbiotes mycorhiziens (la
« mycorhizosphére » Stricto sensu) et un autre compartiment soumis a I’influence des
hyphes mycorhiziens [I’« hyphosphére », Linderman (1988)]. En plus de D’effet de la
symbiose mycorhizienne sur le microbiote du sol, il a aussi ét¢ démontré qu’elle exercait
une pression de sélection sur les communautés bactériennes et favorisait les
microorganismes du sol potentiellement bénéfiques a la symbiose et a la plante hote (Frey-
Klett et al., 2005 ; Ouahmane et al., 2009). Les relations entre la plante hote et le
champignon symbiotique ont donc été élargies au microbiote du sol, pour créer un

« complexe mycorhizien multitrophique » (Frey-Klett et al., 2005).

Le compartiment mycorhizosphérique est habituellement caractérisé par une activité

bactérienne ¢€levée. Ceci pourrait contribuer au biocontrole des pathogenes et a
476

Sommaire



I’amélioration de I’apport de nutriments dans les sols dégradés, permettant un maintien de la
croissance et 1’état sanitaire des espéces végétales (Johansson et al., 2004). L’effet positif de
la symbiose mycorhizienne sur la nutrition minérale et hydrique ainsi que sur la résistance
aux maladies des plantes hotes, conjointement a 1’état du microbiote mycorhizosphérique,
pourrait étre considéré comme un indicateur de qualité des sols. La qualité du sol a été
définie comme «la capacit¢é d’un sol a fonctionner, dans les limites imposées par
I’écosysteme, a préserver la productivité biologique et la qualité environnementale, et a

favoriser 1’état sanitaire végétal, animal et humain » (Doran et Parkin, 1994).

La quantification de la qualité d’un sol est souvent basée sur des indices physico- chimiques.
I1 a été clairement établi (Giller et al., 1997 ; Smith et Read, 2008) que le fonctionnement du
sol résultait d’un équilibre entre des facteurs biologiques, physiques et chimiques. La qualité
d’un sol ne peut donc pas étre évaluée a l’aide d’un seul paramétre, mais par une
combinaison de plusieurs facteurs (Barrios et al., 2006) décrivant 1’état du sol (Dumanski et
Pieri, 2000). Un grand nombre de méthodes ont été utilisées pour caractériser la diversité
génétique et fonctionnelle de communautés bactériennes complexes dans le sol. Toutes ces
méthodes génerent de grands volumes de données qui ne peuvent pas étre analysées par des
méthodes conventionnelles du fait du grand nombre de parametres qui sont mesurés
(comparativement au nombre d’échantillons), de la corrélation potentiellement ¢levée entre
ces paramétres, et de la faiblesse de la densit¢é d’information qu’ils contiennent
individuellement. Des outils statistiques appropriés doivent donc étre utilisés pour explorer
ces interactions microbiennes complexes et pour fournir des interprétations pertinentes sur le

role de chaque variable intervenant dans la qualité des sols.

Dans ce domaine, cette revue est orientée vers 1’évaluation des bénéfices liés a 1’utilisation
de méthodes d’analyse de données multivariées telles que I’analyse en composantes
principales, 1’analyse inter-groupes, et I’analyse de coinertie comparativement a d’autres
méthodes d’analyse statistique classiques dans le but de fournir de nouvelles idées sur le
fonctionnement de la mycorhizosphére, et d’aider a mettre au point des indicateurs de
qualité des sols et de résilience écologique. Les résultats espérés seront particulierement
utiles pour décrire et expliquer certaines interactions biologiques considérées comme des

facteurs-clés de la stabilité et de la productivité des écosystémes terrestres.
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Les objectifs de cet article sont doubles. Tout d’abord, nous voulions présenter certaines des
méthodes utilisées par les auteurs pour analyser de tels jeux de données, en les comparant
avec d’autres méthodes d’analyse de données classiques, et en montrant les résultats qu’elles
permettent d’obtenir. Ensuite, nous voulions également discuter le potentiel de ces méthodes
pour proposer de nouvelles idées sur le fonctionnement de la mycorhizosphére et 1’aide
qu’elles peuvent apporter pour développer des indicateurs de qualité des sols et de résilience
écologique, bien que cette dernicre étape soit encore en cours de développement. Les jeux
de données nécessaires pour ces ¢tudes doivent prendre en compte tous les acteurs qui y
participent, en particulier les plantes, les champignons, les bactéries, et I’environnement (i.e.
les caractéristiques abiotiques). Cette diversité d’origine des données doit étre réduite a une
forme compatible avec les méthodes d’analyse multivariée, c’est-a-dire généralement des

tableaux rectangulaires avec les échantillons en lignes et les variables en colonnes.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons analysé 16 articles scientifiques que nous avons
publiés entre 2005 et 2009, et dans lesquels nous avons utilisé¢ diverses méthodes d’analyse
multivariée, comme 1’analyse en composantes principales (PCA : principal component
analysis), I’analyse inter-classes [BGA : between-group analysis (Doledec et Chessel, 1987 ;
Culhane et al., 2002)], et ’analyse de coinertie [ColA : co-inertia analysis (Doledec and
Chessel, 1994 ; Dray et al., 2003)]. Nous présenterons d’abord le type de données analysées
dans ces articles, et nous donnerons un court résumé des propriétés des méthodes d’analyse
de données, dans le cadre du schéma de dualité (Escoufier, 1987 ; Holmes, 2006) et du
package ade4 (Chessel et al., 2004 ; Dray et Dufour, 2007) pour le logiciel statistique R (R
Development Core Team, 2010). Nous montrerons ¢galement les avantages de ces méthodes
a I’aide de plusieurs exemples tirés de ces articles. Enfin, les graphiques jouent un role
fondamental en analyse de données. En effet, le principal objectif de ces méthodes est de
permettre de tracer des graphiques synthétiques qui facilitent 1’interprétation des données
numériques. Nous montrerons plusieurs exemples de tels graphiques pour les analyses inter-

classes et I’analyse de coinertie.
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2. LES TABLEAUX DE DONNEES

Les données nécessaires pour analyser I’effet mycorhizosphérique sur la structure et le
fonctionnement des communautés bactériennes du sol sont tres diversifiées. Elles peuvent
étre classées en fonction du sujet de mesure: plante, champignon, bactérie, et

environnement (i.e. les caractéristiques abiotiques).

Les mesures concernant le champignon peuvent €tre basées par exemple sur le taux de
mycorhization, la longueur des hyphes, 1’espéce ou la souche. Les communautés
bactériennes sont trop complexes pour é&tre analysées de fagon exhaustive, mais leur
diversité génétique peut étre approchée avec les méthodes de biologie moléculaire basées
sur la PCR (empreintes ADN). Citons par exemple la DGGE [denaturing gradient gel
electrophoresis, Nakatsu et al. (2000)], et les méthodes récentes de type puce a ADN
taxonomique (Sanguin et al., 2006) ou de séquencage haut débit (Uroz et al., 2010).
L’utilisation des profils d’acides gras de phospholipides ou de lipopolysaccharides (Zelles,
1999) est également possible. La diversité fonctionnelle des communautés bactériennes peut
étre analysée rapidement grace aux profils de potentiel catabolique in situ (ISCP : in situ
catabolic potential) (Degens et Harris, 1997 ; Degens et al., 2001). Les profils ISCP
fournissent une mesure en temps réel de la diversité microbienne fonctionnelle en évaluant
le catabolisme des communautés microbiennes du sol sans procédé d’extraction préalable
des organismes, par opposition aux méthodes faisant intervenir une phase de culture in vitro.
Les profils ISCP sont basés sur la mesure de production de CO, par des sols additionnés
d’une série de composés organiques simples. Ce processus est appelé respiration induite par
le substrat (SIR : substrate-induced respiration). Les plantes peuvent étre décrites par leurs
parametres de croissance, le poids sec de la totalité de la plante ou de certains organes
(feuilles, racines), la teneur en azote ou en phosphore, et de nombreuses autres variables.
Enfin, les échantillons de sol peuvent étre caractérisés par un grand nombre de parameétres
physico-chimiques (taille des particules, pH, teneur en composés chimiques) qui

déterminent les conditions environnementales.

Les 16 articles scientifiques publiés durant la période 2005-2009 sur lesquels cette revue est
basée sont résumés dans deux tableaux : le tableau 1 pour les articles utilisant la BGA, et le

tableau 2 pour les études utilisant la ColA. Ces tableaux donnent, pour chaque article, la
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référence bibliographique, les principales questions écologiques, et un résumé des

parametres biologiques et des facteurs environnementaux analysés.

3. LES METHODES D’ANALYSE MULTIVARIEE

Nous avons vu que cinq types de tableaux peuvent intervenir dans 1’analyse de I’effet
mycorhizosphérique sur la structure et le fonctionnement des communautés microbiennes du
sol. Ce sont les tableaux des paramétres relatifs aux champignons, a la plante hote ou au sol,
les tableaux de profils ISCP ou les tableaux d’empreintes ADN. Chaque tableau peut étre
analysé séparément, et des analyses plus poussées peuvent ensuite étre réalisées en fonction

de la question scientifique posée.

Les méthodes d’analyse multivariée peuvent étre utilisées pour atteindre plusieurs sortes
d’objectifs. Le plus simple concerne la réduction de dimension, I'utilisateur cherchant
simplement a réduire la taille du tableau de données, sans perdre trop d’information. C’est la
cas en particulier pour les analyses de tableaux d’empreintes ADN du type RFLP, AFLP,
DGGE, TTGE, ARISA, ou issus de données plus complexes de type puces a ADN. Dans le
cas des méthodes classiques d’empreintes ADN, chaque bande d’électrophorése, ou chaque
pic d’intensité, n’apporte que trés peu d’informations utiles. C’est seulement la combinaison
d’un grand nombre de bandes qui permet d’utiliser ces profils pour discriminer les

¢échantillons.

D’autres objectifs sont par exemple la recherche d’un code des échantillons de corrélation
maximale avec les variables de départ, ou la recherche d’un ensemble de variables
orthogonales utillisables dans un probléme de régression (technique de la régression
orthogonale). Ce qui est important ici, par rapport aux approches univariées, est que
I’approche multivariée permet de conserver les relations entre variables et entre
échantillons. C’est la structure de corrélation des variables (et des échantillons) qui apporte

I’information et non pas les valeurs de chaque variable prise indépendamment.
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Tableau 1 Référence bibliographique, questions écologiques et parameétres analysés dans les neuf articles utilisant la BGA.

Référence

Questions écologiques

Parameétres analysés

Duponnois et al. (2006a), Science of the Total
Environment

Duponnois et al. (2009) in Microbial Strategies for
Crop Improvement

Faye et al. (2009), Soil Biology and Biochemistry

Kisa et al. (2007), FEMS Microbiology Ecology

Ouahmane et al. (2009), Plant and Soil

Ramanakierana et al. (2006), International
Journal of Soil Science

Ouahmane et al. (2006), Plant Ecology

Ramanakierana et al. (2007), Mycorrhiza

Remigi et al. (2008), Applied Environmental
Microbiology

Impact of termite mound amendment on the
sorghum tolerance to soil Cd content

Nurse plant effect in reforestation programs

Response of native Bradyrhizobial community
diversity (structure and functional diversity) to the
introduction of an exotic tree species (Australian
Acacia species)

Response of soil microbial functions and diversity
to the introduction of an exotic tree species and
assessment of the role of the mycorrhizal
symbiosis in plant co-existence

Ectomycorrhizal impact on plant growth, rock
phosphate solubilization and soil microbial
functions

Effect of ectomycorrhizal symbiosis on soil
microbial functions

Impact of shrub species on soil microbial and
chemical characteristics and consequences on the
early growth of C. atlantica

Potential benefits of inoculation with mycorrhizal
fungi (ectomycorrhizal and/or arbuscular
mycorrhizal fungi) on plant growth and on
functional diversity of soil microflora

Response of native soil microflora functions to the
introduction of an exotic tree species

Plant growth, fluorescent Pseudomonads
abundance and functional diversity, ISCP

Plant growth, abundance and functional
diversity, ISCP

Genetic and functional diversity, symbiotic
performance of Bradyrhizobial strains on
Faidherbia albida

Plant growth, herbaceous plant species layer
composition, soil microbial diversity, ISCP

Plant growth, plant nutrition, mycorrhizal
colonization, ISCP

mycorrhizal colonization, soil microbial
functional diversity, fluorescent
Pseudomonads, ISCP

Plant growth, plant nutrition, mycorrhizal
colonization, soil chemical characteristics,
ISCP

Plant growth, plant nutrition, mycorrhizal
colonization, ISCP

ISCP
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Tableau 2 Référence bibliographique, questions écologiques et paramétres analysés dans les sept articles utilisant la ColA.

Références

Questions écologiques

Paramétres analysés

Andrianjaka et al. (2007), Applied Soil
Ecology

Duponnois et al. (2006b), FEMS
Microbiology Ecology

Diallo et al. (2006), European Journal of Soil

Biology
Duponnois et al. (2005a), Geoderma

Ouahmane et al. (2006), Applied Soil Ecology

Ouahmane et al. (2007), Forest Ecology and
Management

Duponnois €t al. (2005b). Soil Biology and
Biochemistry

Impact of termite mound amendment on Striga
development

Impact of termite mound amendment on
ectomycorrhizal symbiosis between Acacia
holosericea and Scleroderma dictyosporum

Impact of litter amendments on plant growth,
soil fertility and soil microbial biomass

Impact of termite mound amendments on
plant growth, rock phosphate dissolution and
soil microbial characteristics

Impact of Lavandula species on mycorrhizal
soil potential, soil microbial functions and on
the regeneration process of Cupressus spp.

Influence of native or exotic fungal symbionts
on the plant growth, soil microbial functional
diversity and rock phosphate alteration

Arbuscular mycorrhizal effect on plant growth,
soil microbial functions, rock phosphate
solubilization and plant P uptake

Plant growth, mycorrhizal colonization,
actinomycete abundance, ISCP

Plant growth, mycorrhizal colonization,
rhizobial colonization, ISCP

Plant growth, litter chemical characteristics,
soil microbial biomass

Plant growth, plant mineral nutrition,
mycorrhizal colonization, ISCP

Plant growth, plant nutrition, mycorrhizal soil
potential, ISCP

Plant growth, plant nutrition, mycorrhizal
colonization, ISCP

Plant growth, plant nutrition, mycorrhizal
colonization, ISCP
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L’ACP est la plus simple des méthodes d’analyse multivariée. Plusieurs modeles théoriques
conduisent au méme algorithme de calcul, basé sur une décomposition en valeurs propres et
vecteurs propres. Le plus simple de ces modéles est le modéle géométrique (LeRoux et
Rouanet, 2004), qui n’est basé sur aucune hypothése de distribution des variables et
n’impose aucune contrainte sur les dimensions du tableau de données. Dans ce mod¢le,
I’ACP peut étre appliquée a n’importe quel tableau de données numériques,
indépendamment du nombre de variables, de leurs corrélations, et de leur distribution. Si le
tableau de données contient un mélange de variables quantitatives et qualitatives, la
procédure de Hill et Smith (Hill et Smith, 1976 ; Kiers, 1991) peut étre utilisée. Deux autres
méthodes sont d’intérét général : 1’analyse inter-groupes et I’analyse de coinertie. La BGA
peut étre utilisée quand les échantillons appartiennent a plusieurs groupes. C’est le cas par
exemple quand on veut comparer les effets de différents traitements, comme divers niveaux
d’amendement ou différents taux d’inoculation mycorhizienne, sur la croissance de la plante
ou sur les communautés bactériennes. La ColA est utile pour analyser les relations entre
deux tableaux de données possédant les mémes échantillons en lignes. Elle peut étre utilisée
par exemple pour explorer les relations entre profils ISCP (représentant la diversité
bactérienne fonctionnelle) et les parameétres de croissance de la plante, ou bien entre un

ensemble de variables pédologiques et des profils d’empreintes ADN.

L’absence de contraintes sur le nombre d’échantillons par rapport au nombre de variables,
sur I’existence de corrélation entre les variables, et sur leur distribution est valable aussi
pour la BGA et la ColA. C’est une propriété importante car le nombre de variables peut étre
trés ¢élevé (nombre de bandes d’un profil d’empreinte ADN, ou nombre de sondes sur une
puce a ADN). Méme des techniques moins sophistiquées, comme les profils ISCP, peuvent
aussi produire des tableaux possédant un nombre de variables supérieur au nombre
d’échantillons. Or, beaucoup de méthodes statistiques ne peuvent pas €tre utilisées quand le
nombre d’échantillons est inférieur au nombre de variables (ou méme s’il est comparable),

ou quand le nombre de variables explicatives est trop ¢levé.
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3.1 L’ANALYSE INTER-GROUPES

L’analyse inter-groupes peut é&tre considérée comme une alternative a [’analyse
discriminante (Huberty, 1994) quand le nombre d’échantillons est trop faible par rapport au
nombre de variables. Le but de I’analyse discriminante est de séparer les groupes, ou, plus
précisément, de trouver une combinaison linéaire des variables initiales qui maximise le
rapport de la variance inter sur la variance intra (Venables et Ripley, 2002). Ici, les groupes
correspondent aux traitements utilisés pour analyser 1’effet mycorhizosphérique sur les
communautés bactériennes du sol. Par exemple, cela peut étre le niveau d’'un amendement
phosphoré, le taux d’inoculation mycorhizienne, ou 1’origine des échantillons de sols
(différentes parcelles). Quand le nombre d’échantillons est €levé, 1’analyse discriminante
fournit les coefficients des fonctions discriminantes qui séparent au mieux les groupes. Mais
quand le nombre d’échantillons est faible, et en particulier quand il est inférieur au nombre
de variables, I’analyse discriminante ne peut plus étre utilisée. Dans ce cas, la BGA peut étre
trés utile, et elle propose des graphiques illustrant efficacement les différences entre

groupes.

La BGA peut aussi étre présentée comme un cas particulier d’analyse des
redondances (RDA). Elle correspond au cas ou les covariables sont réduites a une seule

variable indicatrice décrivant la répartition des échantillons en groupes.

Les paragraphes suivants proposent une présentation rapide de la BGA dans le cadre du
schéma de dualité (Holmes, 2006). Il convient de définir en premier lieu le schéma de

dualité d’une analyse en composante principale simple.

Soit X = [xi j](n, p) le tableau de données, a n lignes (échantillons) et p colonnes (variables).
XT est la transposée de X. Soit Dn la matrice diagonale (n x n) de pondération des
¢échantillons : Dn = diag (w1, ..., wn), et soit Dp une métrique sur Rp. Le schéma de dualité

de I’analyse générale de ce tableau est :
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Ce diagramme est appelé « schéma de dualité » car R P et R" sont les espaces duaux de RP
et R", et parce que les opérateurs duaux XTDnXDp et XD, X' D, possédent le méme spectre
(valeurs propres). Ce schéma est completement défini par la « notation en triplet » : (X, Dy,

Dy), et I’inertie totale de ce triplet statistique vaut :

Ix = trace (XDp X' D)

L’ACP généralisée (gPCA) de ce triplet correspond a la décomposition spectrale de
XTDnXDp. Quand Dy, est la matrice de pondération uniforme des lignes (w; = 1/n), et quand
D, est I’'identité (métrique euclidienne), cette analyse est une simple ACP. Quand de plus les

variables sont centrées, I’inertie totale est égale a la somme de leurs variances.

On peut maintenant définir le schéma de dualit¢é d’une analyse inter-groupes. Les
échantillons appartiennent a g groupes, notés Gy, . . ., Gg, d’effectifs ny, . . ., n,, vérifiant )
Nk = n. L’analyse inter-groupes est I’analyse du triplet (Xg, Dp, Dg), ou Xg est la matrice (g,
p) des moyennes par groupe :

X =)o)

—F 1 3 ) )
Le terme r“‘j = E icGy Xij est la moyenne de la variable j dans le groupe k. En

notation matricielle, si B est la matrice des indicatrices de classes :
B = [¥](ng); avecbf = 1sii€Gethf =0sii¢ Gy, alorsona:

Xz =D,B'X.

La matrice Dy = Diag (1/nk) est la matrice diagonale des poids des groupes, et BT est la
transposée de B. Le schéma de dualité correspondant est le suivant :

Dp

RP|—|R”

ol [

RS |<—|R¢]
D,
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L’analyse inter-groupes est donc 1’analyse du tableau des moyennes par groupe, ce qui
conduit 4 la diagonalisation de la matrice X'g Dy Xg D,. Son but est de mettre en évidence
les différences entre groupes, et les scores des lignes maximisent la variance inter-groupes.
La significativité¢ statistique de ces différences peut étre testée a ’aide d’un test de
permutation (test de Monte-Carlo), en prenant comme critére le rapport variance
inter/variance totale. Les scores des lignes du tableau initial peuvent étre calculés en
projetant les lignes du tableau X sur les sous-espaces engendrés par les composantes

principales.

3.1.1 UTILISATION DE L’ANALYSE INTER-GROUPES

Un avantage supplémentaire de la BGA est sa simplicité d’utilisation : dans les cas simples,
elle se réduit a I’ACP du tableau des moyennes par groupe, suivie d’une projection des
échantillons de départ comme éléments supplémentaires dans cette ACP. Cette seconde
étape fournit des scores des échantillons qui peuvent étre utilisés pour tracer des graphiques

intéressants.

Un autre avantage de la BGA est qu’elle peut étre utilisée apreés n’importe quel type
d’analyse. Dans le package ade4 pour R, les analyses de base a un tableau comprennent
I’ACP (pour les tableaux de variables quantitatives), I’analyse des correspondances (COA,
pour les tables de contingences), et 1’analyse des correspondances multiples (ACM, pour les
tableaux de variables qualitatives). Mais il existe d’autres types d’analyses, comme par
exemple I’analyse en coordonnées principales (PCO, pour les matrices de distances), les
analyses sur variables floues (fuzzy principal component analysis FPCA et fuzzy
correspondence analysis FCA), les analyses non symétriques (NSCA), les analyses
décentrées, etc. Toutes ces analyses sont adaptées a des types de données particuliers, ou a
des objectifs d’analyse différents, et 1’analyse inter-groupes peut étre appliquée apres

n’importe laquelle de ces analyses de base.
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3.1.2 EXEMPLES DE BGA

Neuf des articles publiés entre 2005 et 2009 utilisent la BGA (tabl. 1). Dans huit de ces
articles, la BGA a été calculée sur des profils ISCP, et dans le dernier (Faye €t al., 2009),
elle a été appliquée a des parametres fongiques et de la plante hote. Dans ces articles, les
groupes correspondent a différentes situations : 1’effet de 1’inoculation avec Pisolithus sp.
comparé a d’autres facteurs comme un amendement phosphoré (Ouahmane et al., 2009),
I’introduction d’une espéce végétale exotique (un Acacia Australien, Acacia holosericea)
(Remigi et al., 2008), une inoculation de bactéries symbiotiques (Faye et al., 2009), I’effet
de « plante facilitatrice » (Ouahmane et al., 2006 ; Duponnois et al., 2009), ou I’effet de la

désinfection des sols (Ramanankierana €t al., 2007).

D’autres analyses sont basées sur les interactions entre des plantules d’eucalyptus
(Eucalyptus camaldulensis), I’inoculation avec Glomus intraradices, et I’apport d’engrais
(Kisa et al., 2007), sur la résistance au cadmium induite par un amendement avec une
poudre de termitiére (Duponnois et al., 2006a), et sur la comparaison de la diversité
fonctionnelle microbienne entre les compartiments rhizosphérique, hyphosphérique, et

mycorhizosphérique (Ramanankierana et al., 2006).

Dans toutes ces analyses sauf trois, le nombre d’échantillons était inférieur au nombre de
variables, ce qui signifie qu’il n’aurait pas été possible d’utiliser des méthodes du type
analyse discriminante pour séparer les groupes et tester la significativité des différences
entre groupes. L’analyse inter-groupes nous a permis d’analyser ces données et de tester la

significativité des différences malgré le faible nombre d’échantillons.

3.1.3 GRAPHIQUES EN BGA

Le but des représentations graphiques apres une BGA est de souligner les différences entre
les groupes, quand ces différences sont significatives. Trois exemples de graphiques sont
présentés ici : des enveloppes convexes [Figure 1, Faye et al. (2009)], des étoiles [Figure 2,

Kisa et al. (2007)], et des courbes de Gauss [Figure 3, Ouahmane et al. (2009)].

Dans le premier exemple (fig. 1), Faye et al. (2009) utilisent la BGA pour montrer que

I’augmentation de biomasse des plantules de Faidherbia albida est positivement influencée
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par I’inoculation des Bradyrhizobia. De plus, cet effet varie en fonction de ’origine des
isolats de Bradyrhizobia. Les souches de Bradyrhizobia provenaient d’une expérience de
mycorhization en conditions controlées avec une espéce d’Acacia exotique (A. holosericea)
et un champignon ectomycorhizien Pisolithus albusIR100. Cette plantation était située au
Sénégal. Les isolats de Bradyrhizobia de trois origines ont été comparés, et quatre variables
ont été mesurées sur les plants de F. albida: biomasse aérienne et racinaire (SB et RB),

nombre total et poids sec des nodules (TN et WN). Les trois origines des isolats étaient :

1. Souche bactérienne isolée du sol provenant d’une plantation d’A. holosericea qui avaient
été inoculés précédemment avec le champignon ectomycorhizien P. albusIR100 (IR100S

sur la figure 1) ;

2. Souche bactérienne isolée du sol provenant d’une plantation d'A. holosericea non

inoculés (NIS sur la figure 1) ;

3. Souche bactérienne isolée du sol provenant d’un parc a F. albida proche de la plantation

d’A. holosericea (PS sur la figure 1).

Figure 1. Analyse inter-groupes (BGA) de la

PC2

A

5B croissance de Faidherbia albida (biomasse aérienne

et racinaire : SB et RB respectivement) et de la

formation des nodules (nombre total et poids sec de

I \ nodules par plante : TN et WN respectivement). A :

plan factoriel des variables. B : plan factoriel des

\ échantillons. L échelle est donnée par la valeur de d

— ®

IR100S —__|

dans le coin supérieur droit de chaque graphique :
cette valeur correspond a la taille du quadrillage de
I’arriére-plan. Sur le plan factoriel des variables (A),
le premier axe (horizontal) oppose le nombre de
nodules (a gauche) a la biomasse racinaire (a droite),
et le second axe (vertical) oppose la biomasse
aérienne (en haut) au poids sec des nodules (en bas).
Le plan factoriel des échantillons (B) est éclaté en

trois groupes en fonction de 1’origine des isolats de

488

Sommaire



Bradyrhizobia: NIS =sol de plantation avec arbres non inoculés, IR100S =sol de
plantation avec arbres inoculés, et PS = sol collecté en dehors de la plantation provenant
d’un parc a F. albida. Le cercle dans chaque enveloppe convexe donne la position du centre

de gravité de chaque groupe. [D’aprés Faye et al. (2009)].

Sur la figure 1, les trois origines sont représentées par des enveloppes convexes entourant
les échantillons correspondant a chaque groupe. Le test de permutation a montré que les
différences entre les trois origines étaient statistiquement significatives (p <0,01), et
I’utilisation des enveloppes convexes sur la Figure 1 permet de souligner ces différences.
Faye et al.(2009) concluent que Iintroduction d’espéces végétales exotiques
(A. holosericea est un Acacia australien) peut affecter de fagon importante la structure et
I’efficacité symbiotique des populations de Bradyrhizobia autochtones, et ils notent que cela

pourrait limiter la régénération naturelle d’especes sahéliennes natives comme F. albida.

Dans le deuxiéme exemple (fig. 2), Kisa et al. (2007) utilisent la BGA pour montrer que la
diversité fonctionnelle des communautés bactériennes du sol (mesurée par des profils ISCP)
est modifiée par I’espéce d’Eucalyptus exotique Eucalyptus camaldulensis, et que
I’inoculation d’un champignon mycorhizien a arbuscules (Glomus intraradices) peut contre-
balancer cette influence négative. La figure 2 montre les 32 substrats des profils SIR (en
haut) et la position des échantillons de sols sur lesquels ces profils ont été¢ mesurés (en bas).
Les ¢étoiles a cinq branches sur cette figure correspondent aux cinq répétitions
expérimentales et a leur position moyenne (cercle placé au centre de I’étoile). Le test de
permutation de la BGA confirme que la différence entre les 4 traitements est trés
significative (p <0,001). L’effet de Eucalyptus camaldulensis sur la diversité fonctionnelle
des bactéries (différence entre WEC et FA) et I’influence compensatrice de 1’inoculation de
Glomus intraradices sont trés clairs. Kisa et al. (2007) concluent que la symbiose avec un
champignon mycorhizien a arbuscules peut compenser 1’influence négative exercée par la

présence d’un arbre exotique sur les communautés bactériennes du sol.
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La figure 3 (Ouahmane et al., 2009) montre un troisiéme exemple de représentation graphique
en BGA, avec un seul axe principal. Le but de cette analyse est de montrer que 1’inoculation
de Pinus halepensis avec le champignon ectomycorhizien Pisolithussp. (souche PH4) a un
effet important sur la diversité fonctionnelle microbienne du sol et sur la solubilisation du
phosphate minéral (Khouribga Rock Phosphate, KRP). Le premier axe de la BGA montre
clairement 1’effet de 1’inoculation de PH4 sur la diversité fonctionnelle (profils ISCP), et
I’utilisation du second axe pour tracer une carte factorielle n’est donc pas utile. Dans la partie
supérieure du graphique, les substrats sont ordonnés en fonction de leur coordonnée sur
I’axe 1 de la BGA. Dans la partie inférieure, des courbes de Gauss sont ajustées aux
parametres (moyenne et variance) des coordonnées des échantillons. La moyenne et la
variance des cinq échantillons appartenant & chacun des quatre traitements (Control
= Témoin, KRP, PH4, PH4 + KRP) sont calculées et les courbes de Gauss correspondantes
sont tracées. Cette représentation montre, pour chaque traitement, les substrats optimaux
(position du maximum de la courbe) et sa diversité fonctionnelle (amplitude de la courbe). Le
test de permutation montre que les différences entre les quatre traitements sont tres

significatives (p < 0,001).

3.2 ANALYSE DE COINERTIE

Il existe de nombreuses méthodes d’analyse de données pour étudier les relations entre deux
tableaux de données. En écologie, ces méthodes jouent un rdle majeur car elles peuvent étre
utilisées pour analyser les relations entre la distribution des espéces et les parametres
environnementaux. Classiquement, ces méthodes s’appliquent sur un tableau floro-
faunistique, contenant le nombre d’individus de diverses especes (en colonnes) trouvés dans
un ensemble de sites (lignes), et un tableau de données environnementales contenant les
valeurs de parameétres de 1’environnement (colonnes) mesurés dans les mémes sites (lignes).
La significativité statistique de la relation entre les deux tableaux peut étre testée par un test
de permutation, dont le critére dépend de la méthode utilisée. Par exemple, en analyse de
coinertie, ce test de permutation est basé sur la coinertie totale (i.e., la somme des carrés des

covariances croisées entre les variables des deux tableaux, cf. paragraphe 3.2.1).

Figure 3 Représentation graphique (de type biplot) de 1’axe 1 de la BGA sur les profils ISCP
des échantillons de sol provenant de différents traitements. La partie supérieure de la figure

montre les coordonnées des 31 substrats le long de ’axe 1 de la BGA. Les quatre courbes de
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Gauss dans la partie inférieure représentent la moyenne et la variance des coordonnées des
échantillons de sols provenant des 4 traitements sur 1’axe 1 de la BGA. Control : sol non
inoculé et sans amendement, KRP : sol amendé avec du phosphate minéral de Khouribga,
PH4 : sol inoculé avec Pisolithus sp. PH4, PH4 + KRP : sol amendé avec du phosphate
minéral de Khouribga et inoculé avec Pisolithus sp. PH4. [d’aprés Ouahmane et al. (2009)].
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3.2.1 COIA ET AUTRES METHODES

Dray et al. (2003) donnent une description mathématique détaillée de 1’analyse de coinertie et
la compare avec plusieurs autres méthodes, en particulier 1’analyse des corrélations
canoniques (CANCOR), I’analyse canonique des correspondances (CCA) et 1’analyse des
redondances (RDA). IIs notent que 1’analyse de coinertie est la seule méthode qui n’a pas de
contrainte sur le nombre d’échantillons par rapport au nombre d’espéces ou de variables
environnementales. Ils soulignent aussi les problémes rencontrés par les autres méthodes
quand le nombre d’échantillons est faible ou quand les variables explicatives sont corrélées.
Par exemple, si le nombre d’échantillons est inférieur au nombre de variables

environnementales, alors la CCA est équivalente a une analyse des correspondances simple, et
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la relation avec les variables environnementales est perdue. De la méme fagon, la RDA est

réduite a une simple ACP et la relation avec I’environnement est également perdue.

La principale différence entre I’analyse de coinertie et les méthodes sous contraintes comme
la CCA ou la RDA est la différence entre stratégie descriptive et stratégie prédictive
(Thioulouse, 2011). Le but de la premiére est une description objective du jeu de données et
des relations entre ses différentes composantes. La seconde approche est orientée vers la
prédiction de variables expliquées (ou « dépendantes ») par des variables explicatives (ou
« indépendantes »). Cette distinction implique une asymétrie des méthodes prédictives et une
symétrie des méthodes descriptives. Elle introduit aussi des contraintes calculatoires : les
méthodes prédictives ont une étape comprenant une inversion de matrice qui n’est pas
présente dans les méthodes descriptives. Cette inversion de matrice a des conséquences
négatives sur les jeux de données qui peuvent étre analysés. Elle implique que les variables
explicatives doivent étre indépendantes (au sens statistique), car le rang de leur matrice de
corrélation ne doit pas étre inférieur a leur dimension. Elle implique donc que le nombre

d’échantillons ne doit pas étre largement supérieur au nombre de variables explicatives.

De la méme facon que la BGA peut étre vue comme ’analyse d’un tableau de moyennes par
groupe, I’analyse de coinertie peut €tre vue comme I’analyse du tableau des covariances
croisées entre les variables des deux tableaux. Le nombre de lignes et de colonnes de ce
tableau croisé est égal au nombre de colonnes des deux tableaux de départ. Les coordonnées
des échantillons sont calculées par projection des lignes des deux tableaux initiaux dans cette
analyse, ce qui signifie que I’analyse de coinertie fournit deux jeux de coordonnées des
échantillons (un pour chaque tableau de départ). Une description de 1’analyse de coinertie en
termes de schéma de dualité est donnée par Thioulouse (2011), et nous reprenons ici un court

résumé de cette présentation.

Soit X le premier tableau (variables environnementales), a n lignes (échantillons) et p colonnes

(variables), et soit Y le second tableau (espéces), avec les mémes n lignes, et q colonnes
(especes). XT et YT sont les transposées de X et Y. Soit Dp la matrice diagonale (n x n) des
poids des échantillons : Dn = diag(w1 , ..., wn), et soit Dp et Dq deux métriques diagonales
sur R' et R’ respectivement. L’analyse de coinertie est définie par son « diagramme
couplé », qui montre qu’il s’agit de la décomposition aux valeurs propres de la matrice xT

DnYDq YT Dn XDp :
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R” R

X Y

La notation en triplet de ce diagramme est (YT Dn X, Dp , Dq ). Si les colonnes des deux

tableaux sont centrées, alors I’inertie totale de chaque tableau est simplement une somme de

T T
variances : Iy =trace (XD, X D, ) et Iy =trace(YD, Y D, ). Et la coinertie entre X et Y

est dans ce cas une somme de carrés de covariances :
T T
Colyy =trace (XD, X D,YD,Y D,)

C’est ce critere qui est utilisé dans le test de permutation pour vérifier la significativité
statistique de la relation entre les deux tableaux.

L’analyse de coinertie est aussi liée a la régression PLS : la premiére étape de la
régression PLS est équivalente au premier axe de ’analyse de coinertie. Elle est aussi
similaire a la weighted-averaging PLS (WA-PLS) de ter Braak et Juggins (1993) et elle a les
mémes avantages, autorisant un nombre de variables quelconque sans avoir a faire appel aux

méthodes de régression par pas ou de sélection automatique de variables.

3.2.2 EXEMPLES D’ANALYSE DE COINERTIE

Sept des 16 articles publiés entre 2005 et 2009 utilisent I’analyse de coinertie (tabl. 2). Dans
six de ces articles, elle est utilisée pour étudier les relations entre diversité bactérienne
fonctionnelle (profils ISCP) et d’autres types de données. Dans un autre article (Diallo et al.,
2006), elle est utilisée pour étudier I’effet de poudres de feuilles exotiques ou autochtones sur
la croissance de la plante. L’analyse de coinertie est utilisée pour étudier les relations entre la
diversité bactérienne fonctionnelle, la croissance de la plante hote, et la mise en place de la
symbiose mycorhizienne dans différentes conditions de traitement des sols (inoculation
mycorhizienne et amendement phosphoré) (Ouahmane et al., 2007). Elle a aussi été utilisée
dans un article sur la relation entre diversité bactérienne fonctionnelle et la croissance du

Sorgho, le développement du Striga avec ou sans amendement avec de la poudre de termitiére
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(Andrianjaka et al., 2007). Un autre exemple est donné par Ouahmane et al. (2006) dans un
article sur I’effet « plante facilitatrice » (Lavandula species) sur la croissance de Cupressus
arizonica et la diversité fonctionnelle microbienne du sol. Duponnois et al.(2006b),
Duponnois et al. (2005a) et Duponnois et al. (2005b) utilisent 1’analyse de coinertie pour
étudier les relations entre diversité bactérienne fonctionnelle dans le sol, croissance de la
plante héte, et certains parametres de mycorhization dans diverses conditions d’amendement
avec de la poudre de termiticre, d’amendement phosphoré, et d’inoculation avec un
champignon ectomycorhizien, Scleroderma dictyosporum. Le dernier exemple est celui de
’utilisation de 1’analyse de coinertie pour étudier 1’effet d’un amendement en phosphore
minéral et d’une inoculation avec Glomus intraradices sur les relations entre diversité

fonctionnelle bactérienne et croissance de la plante hote (Duponnois et al., 2005b).

Dans la plupart de ces exemples, le nombre d’échantillons est faible : ce sont des données de
terrain et chaque échantillon représente beaucoup de temps et de travail. L’analyse de
coinertie permet d’étudier ces jeux de données de petite dimension et d’obtenir des résultats

statistiquement significatifs la ou d’autres méthodes n’auraient pas pu étre appliquées.

3.2.3 GRAPHIQUES EN ANALYSE DE COINERTIE

Le but des représentations graphiques d’une analyse de coinertie est de mettre en évidence des
relations entre les deux tableaux analysés. L’analyse de coinertie produit quatre jeux de
coordonnées : un pour les lignes et un pour les colonnes de chaque tableau. La figure 4 est
tirée de Ouahmane et al. (2007), et elle montre un exemple des quatre graphiques qui peuvent
étre réalisés avec les quatre jeux de coordonnées. Dans cet exemple, I’objectif des auteurs est
de montrer la différence d’influence entre I’inoculation par un champignon mycorhizien a
arbuscules autochtone (AM) ou allochtone (GI) et un amendement par un phosphate minéral
sur la relation entre la diversité fonctionnelle bactérienne dans le sol et la croissance de la
plante hote. Les auteurs utilisent I’analyse de coinertie pour étudier les relations entre un
tableau de profils SIR et un tableau de paramétres de la plante hdte. Dans le tableau des
profils SIR, les colonnes correspondent a 28 substrats et les lignes correspondent a
18 échantillons de sol ayant subi les différents traitements (inoculations et amendement
phosphoré). Dans le tableau des paramétres végétaux, les colonnes sont la taille (H), la
biomasse racinaire et aérienne (SB, RB), la teneur en phosphore des feuilles (P), et le taux de

colonisation mycorhizienne (MC), mesurés sur des plantules de Cupressus atlantica
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provenant des mémes échantillons de sol que dans le premier tableau. Le test de permutation
de I’analyse de coinertie montre que la relation entre ces deux tableaux est statistiquement trés

significative.

Le premier graphique (fig. 4A) est le plan factoriel des parameétres auxologiques des plantules
de Cupressus atlantica. Les cinq paramétres sont tous orientés vers la gauche, il s’agit d’un
« effet taille » classique, qui signifie que le co6té gauche du graphique correspond aux
échantillons ou la croissance de la plante est meilleure, alors qu’inversement le coté droit
correspond aux échantillons ou la croissance des plantules de Cupressus atlantica est plus
faible. Sur la figure 4C, on peut voir que cette meilleure croissance est corrélée avec
I’inoculation par un mélange de souches autochtones de champignons mycorhiziens a
arbuscules (CAM) et que cet effet est encore plus fort avec un amendement en phosphore
minéral de Khouribga (CAMP). L’inoculation avec le champignon d’origine allochtone
Glomus intraradices (GI) est aussi corrélée a une meilleure croissance de la plante, mais dans
ce cas il n’y a pas d’effet additionnel d’un amendement en phosphate minéral de

Khouribga (GIP).

Sur les figures 4B et 4D, on peut constater que la croissance est aussi liée a la diversité
fonctionnelle de la communauté bactérienne du sol. Les substrats SIR situés sur la gauche de
la figure 4B (en particulier les acides organiques) correspondent & une meilleure croissance de
la plante, et sont corrélés avec I’inoculation de champignons autochtones seuls (CAM) ou en
combinaison avec un amendement phosphoré (CAMP). L’effet de I’inoculation de Glomus
intraradices seul (GI) ou en combinaison avec un amendement phosphoré (GIP) est aussi
positif sur la croissance de la plante, mais I’effet est nettement moins fort que celui des
champignons autochtones. L.’amendement en phosphate minéral seul (CP) est lui aussi positif,
mais beaucoup moins qu’en combinaison avec 1’inoculation d’un champignon mycorhizien a

arbuscules.

Les auteurs concluent que [1’utilisation de champignons mycorhiziens a arbuscules
autochtones, avec leur effet sélectif sur la microflore du sol, doit étre prise en compte pour

optimiser une réimplantation durable d’especes végétales dans un sol dégradé.
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Fig. 4. Analyse de coinertie de la relation entre les profils SIR (B, D) des sols inoculés avec
Glomus intraradices ou avec un mélange de souches de champignons mycorhiziens a
arbuscules d’origine autochtone plus un amendement en phosphate minéral de Khouribga, et
d’autre part les paramétres de croissance des plantules de Cupressus atlantica (A, C). (A):
plan factoriel des paramétres auxologiques (H : hauteur, SB: biomasse aérienne, RB :
biomasse racinaire, P : teneur en phosphore des feuilles, MC : taux de mycorhization). (B) :
plan factoriel des 28 substrats des profils SIR (D-mannose, 1; L-serine, 2 ; L-histidine, 3 ;
L-tyrosine, 4 ; acide gluconique, 5; acide urique, 6; L-lysine, 7; acide L-glutamique, §;
sucrose, 9 ; succinamide, 10; cyclohexane, 11 ; L-glutamine, 12 ; acide citrique, 13 ; acide
kétobutyrique, 14; acide tartrique, 15; acide DL-hydroxybutyrique, 16; N-methyl-D-
glucosamine, 17; D-glucose, 18 ; acide quinique, 19; L-asparagine, 20 ; acide succinique,
21 ; acide malique, 22 ; acide oxalique, 23 ; acide fumarique, 24 ; acide ascorbique, 25 ; acide
malonique, 26; acide kétoglutarique, 27; L-arginine, 28). (C): plan factoriel des
18 échantillons pour les paramétres végétaux (C : témoin (non inoculé), CP : amendement
avec phosphate minéral de Khouribga, GI : inoculation avec Glomus intraradices, GIP :
inoculation avec Glomusintraradices et amendement avec phosphate minéral de Khouribga,
CAM : mélange de souches autochtones de champignons mycorhiziens a arbuscules, CAMP :
mélange de souches autochtones de champignons mycorhiziens a arbuscules et amendement
en phosphate minéral de Khouribga). (D): plan factoriel des 18 échantillons pour les

profils SIR [cf. (B)] [d’aprés Ouahmane et al. (2007)].
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4. DISCUSSION ET CONCLUSION

Les résultats présentés dans les articles de cette revue montrent que: (i)le bio-
fonctionnement du sol est dirigé par un nombre élevé de composantes microbiologiques et de
voies biochimiques, (ii) la symbiose mycorhizienne joue un réle-cl¢ dans la complexité du
microbiote du sol, (iii) il est nécessaire d’utiliser des outils statistiques appropriés pour
estimer les divers patrons d’agrégation d’indicateurs microbiologiques et biochimiques pour
¢valuer la qualit¢ du sol. Les patrons d’agrégation d’indicateurs sont des ensembles
d’indicateurs biologiques qui décrivent I’état d’un environnement particulier. Brussaard et
al. (1997) ont proposé I’hypothése selon laquelle une diminution de la diversité des micro-
organismes présents dans le sol aurait pour conséquence une moindre résistance de ces sols au
stress et aux perturbations. La quantification des impacts de divers traitements sur la qualité
du sol et plus particulierement sur la diversit¢ fonctionnelle bactérienne du sol est donc tres
pertinente pour la mise au point des stratégies culturales nécessaires pour les programmes de

conservation.

La mesure de la qualité des sols revét une grande importance dans ce domaine. Dans cette
discussion, nous abordons le probléme de la mycorhization par inoculation controlée. Comme
cela a été décrit par Ouahmane et al. (2006) dans les plans de revégétalisation, deux stratégies
d’amélioration peuvent étre proposées : (i) inoculation des plantes avec des microsymbiontes
sélectionnés (Ouahmane et al., 2007) et/ou (ii) gestion du potentiel mycorhizien autochtone
grice a des especes végétales autochtones hautement mycotrophes et résistantes a la
sécheresse (Duponnois et al., 2001 ; Azcon-Aguilar et al., 2003). En fonction des
caractéristiques du potentiel mycorhizien du sol, et de la microflore associée en termes
d’abondance et de diversité, I’introduction de propagules mycorhiziennes dans le sol pourrait
induire des modifications importantes des caractéristiques microbiologiques du sol qui
pourraient faire baisser 1’effet potentiel de ces symbiontes fongiques sur le biofonctionnement
du sol et la croissance de la plante (Dabire et al., 2007). La structure des communautés
mycorhiziennes du sol doit donc étre évaluée pour adopter 1’une ou ’autre de ces stratégies
culturales : mycorhization contr6lée quand le potentiel mycorhizien du sol est trop faible pour
assurer un effet sur la croissance de la plante et le biofonctionnement du sol, ou bien gestion
du potentiel mycorhizien du sol pour accroitre la diversité et 1’abondance des champignons

autochtones.
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I1 est bien connu que la stabilité écologique (résistance et résilience) du systéme pédologique
est un facteur-clé qui influence les processus et les propriétés écosystémiques (Orwin et
Wardle, 2004). La résistance est habituellement considérée comme la quantité de
changements produits par une perturbation et la résilience comme la vitesse a laquelle un
écosysteme revient a 1’état qui précédait la perturbation (Pimm, 1984). Dans ce contexte, le
développement mycorhizien joue un grand rdéle dans la stabilité¢ des écosystémes du sol. De
nombreux indices ont été proposés dans la littérature pour quantifier la stabilité d’un
écosysteme du sol, basés a la fois sur la résistance et sur la résilience (Lavorel, 1999 ; Orwin
et Wardle, 2004). Malheureusement, la plupart de ces indices posent des problémes dans leur
interprétation ou dans leur utilisation dans certaines situations. Il est nécessaire de disposer
d’indices fournissant une mesure relative quantitative de la résilience et de la résistance d’une
variable réponse dans tous les cas de scénarios possibles pour comparer la stabilité de
différents écosystemes. Mais la plupart des indices utilisés actuellement en sont incapables,
ou sont difficiles a interpréter pour différentes raisons, comme par exemple des différences de

normalisation ou de conditions expérimentales.

Cet article a présenté des techniques d’analyse multivariée originales permettant d’analyser et
de préciser les interactions entre plante, communautés microbiennes, champignons
mycorhiziens, et parametres physico-chimiques environnementaux. Les données provenant
des articles de cette revue soulignent I’importance fondamentale du rdole de la symbiose
mycorhizienne dans le biofonctionnement du sol, et aussi I’importance des interactions avec
d’autres parametres tels que les caractéristiques physico-chimiques, les amendements (par
exemple, I’amendement phosphaté), ou la composition du couvert végétal. Toutes ces études
ont été réalisées dans des conditions expérimentales différentes, avec des modeles biologiques
différents, et avec des répétitions pour chaque traitement. Les résultats, analysés avec des
outils statistiques adaptés, montrent les avantages de ces méthodes par rapport a des

approches plus classiques.

La plupart de ces analyses sont basées sur 1’étude de profils ISCP. De nombreux autres
travaux ont souligné I’importance de la notion de diversité fonctionnelle des communautés
bactériennes du sol dans le cadre d’un fonctionnement durable des écosystémes terrestres
(Degens et al., 2000). La diversité fonctionnelle des communautés bactériennes du sol
correspond a une large diversité d’activités, comme la décomposition, la transformation des
nutriments, la promotion ou la suppression de la croissance des plantes, et divers processus

physiques dans le sol. Les profils ISCP proposent une mesure plus réaliste que d’autres
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méthodes, car ils constituent une mesure directe du catabolisme des substrats par la microflore
du sol sans ¢étape de culture préalable des bactéries. Le principal objectif de cette technique est
de fournir un indicateur de la capacité de la microflore du sol a mobiliser certains nutriments
(en particulier, P et N) a partir de matiére organique ou minérale, et de conserver un niveau de
fertilit¢ des sols nécessaire a la productivité et a la stabilité de I’écosystéme. Pour des sols
soumis a diverses pratiques culturales, ou différentes couvertures végétales (plus ou moins
dégradées), les profils ISCP différeront en fonction de la diversité fonctionnelle des
communautés bactériennes. Ces profils ISCP apporteront donc de I’information sur la qualité
et la résistance d’un sol & un stress ou a une perturbation (Remigi et al., 2008), et donc sur les

capacités de résilience de 1’écosystéme.

Néanmoins, alors que I’'ISCP permet d’obtenir une vision globale du potentiel métabolique
microbien d’un sol, la caractérisation de la diversit¢ génétique des communautés
microbiennes, tant au niveau taxonomique que fonctionnel, ne peut étre atteinte par ce type
d’approche, et les méthodes classiques d’empreintes ADN sont souvent limitées dans
I’identification des différents membres d’une communauté, biaisant les conclusions
écologiques. La combinaison des données d’ISCP avec celles issues des approches de type
puce a ADN (Sessitsch et al., 2006) et de séquencage haut débit (Metzker, 2010) représente
donc une des perspectives les plus prometteuses pour une meilleure compréhension du
fonctionnement biologique du sol et la détermination de bioindicateurs de la qualité des sols.
Les méthodes d’analyse multivariée présentées dans cette revue sont particulierement
adaptées pour 1’analyse des données issues des approches haut débit en raison, entres autres,
du grand nombre de variables obtenues par ce type d’approche (nombre de taxa/OTU
séquencés ou identifiés par hybridation). Cependant, la majorité des études reposant sur ces
approches moléculaires restent descriptives (Buée et al., 2009 ; Lumini et al., 2010) et peu
d’études ont utilisé ces méthodes statistiques pour tenter d’identifier les liens entre diversité

microbienne et fonctionnement du sol (Sanguin et al., 2009 ; DeAngelis et al., 2011).

Tous ces résultats doivent enfin étre comparés et les parametres doivent étre hiérarchisés pour
permettre de proposer des indices mesurant le niveau de stabilité d’un écosystéme utilisables
dans une large gamme de situations environnementales. Avec ces outils statistiques,
différentes conditions environnementales et différents cas d’études pourront étre comparés
quantitativement de facon plus aisée qu’avec d’autres méthodes d’analyse univariées ou
multivariées. Cependant, des indicateurs opérationnels réels basés sur cette approche restent a

développer.
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L’idée est de synthétiser I’information apportée par ces travaux expérimentaux pour identifier
les pratiques culturales qui favorisent des indicateurs biologiques potentiellement impliqués
dans la résistance et la stabilit¢ des écosystémes. Le principal objectif est de mettre en

¢vidence les indicateurs contribuant le plus a cette mesure synthétique de la stabilité.

Du fait que de nombreux parametres biologiques et chimiques peuvent étre analysés
ensemble, et puisque des liens peuvent étre identifiés entre ces paramétres, cette approche
peut fournir des informations sur différentes conditions environnementales et contribuer a une
généralisation de I’effet d’une pratique culturale (i.e. mycorhization contrélée, gestion du

potentiel mycorhizien du sol) sur la stabilité de I’écosysteme.

Enfin, la disponibilité de logiciels adaptés est aussi une composante clé de cette approche.
Dans ce domaine, le logiciel R offre une large gamme de méthodes statistiques, et le package
ade4 contient de nombreuses méthodes d’analyse multivariée en plus de I’ACP, de la BGA et
de I’analyse de coinertie. D’autres packages R sont utiles dans le domaine de 1’analyse de
données écologiques, comme le package ve-gan (Oksanen et al., 2010), mais le package ade4
a la particularité¢ d’étre basé¢ sur le modéle mathématique du schéma de dualité. Cela lui
permet de proposer un cadre théorique synthétique et cohérent pour toutes les méthodes
d’analyse multivariées. Ce point de vue est décrit dans une série d’articles a paraitre,
présentés par De La Cruz et Holmes (2011). Par exemple, Thioulouse (2011) présente
plusieurs méthodes d’analyse de k couples de tableaux, comme STATICO et COSTATIS,
ainsi qu’une généralisation de la BGA et de 1’analyse de coinertie, appelée analyse de coi-
nertie inter-groupes (BGColA) qui pourrait €tre particuliecrement intéressante pour 1’étude de

la capacité de résilience d’un écosystéme.
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CONCLUSION



La désertification affecte les conditions de vie de plus de 2 milliards d’individus sur la planéte
et installe dans la plupart des pays de I’ Afrique la pauvreté et I’insécurité alimentaire. Cet état
a de grandes chances de s’aggraver au cours des décennies a venir sous les effets conjugués
d’une gestion inappropriée des terres, des ressources en eau et des systémes agro-sylvo-

pastoraux dans le contexte des scenarii de changements climatiques.

Au cours des derniéres décennies, la raréfaction des ressources hydriques, la sécheresse,
I’intensification de la pression exercée par ’homme sur les ressources naturelles ont créé des
conditions propices a la dégradation, a la déforestation et a la désertification. La lutte contre la
pauvreté, la dégradation des terres, la sécheresse et la désertification est devenue une priorité
mondiale comme en témoigne la ratification des trois conventions de Rio (CCNUCC, CDB et
UNCCD). Parmi les recommandations fréquemment émises afin d’identifier des stratégies
pour conserver et valoriser les ressources du globe figurent le role que doit tenir la
communauté scientifique et le renforcement des capacités et du transfert de technologie. Par
exemple, une récente conférence portant sur la lutte contre la désertification en Afrique,
organisée a Niamey (Niger) du 24 au 25 octobre 2011 et rassemblant des scientifiques,
décideurs et institutionnels a émis diverses recommandations parmi lesquelles figurent un
renforcement de la coopération scientifique, le renforcement des capacités et le transfert de
technologie le déclinant suivant divers volets, a savoir (extrait de la déclaration de Niamey,

APGMV, IRD et CGEE) :

«10. Par le soutien a des initiatives en science, technologie et innovation dans les pays situés
en régions arides et par le renforcement des centres d'excellence régionaux et continentaux

sur des sujets concernant la sécheresse et |a désertification.

11. Les réseaux nouveaux et existants et les observatoires consacrés a des approches
intégrées en matiere de changement climatique, de dégradation des sols et de désertification,

de migrations, de santé et d’ expériences de dével oppement durable doivent étre renfor cés.

12. L’échange et le partage des informations et des données relatives aux terres arides

doivent étre facilités entre les scientifiques et rendus utilisables par les décideurs ».

Ces recommandations sont en parfaite adéquation avec les engagements pris par I’ensemble

de ces équipes impliquées dans le groupe Symetrop, a savoir :

— une formation par et pour la recherche dans I’excellence scientifique sur un sujet

intéressant indéniablement la gestion durable des sols ;
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—une recherche de qualité et innovante avec un volet « application » significatif ;

— des échanges soutenus entre les scientifiques issus des différentes équipes.

Ce niveau d’excellence dans les différents volets de recherche abordés par les équipes de
Symetrop doit étre encouragé et maintenu, mais un effort tout particulier doit étre entrepris
afin d’améliorer la valorisation socio-économique de la symbiose mycorhizienne qui,
malheureusement, reste encore relativement anecdotique dans les itinéraires culturaux adoptés

par les hommes du métier.
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