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RESUME

Acacia mangium est une essence forestiére originaire des zones

humides australiennes, qui a une croissance trés rapide et produit un

excellent bois.

Son utilisation comme essence de reboisement dans le Sud du Sénégal
en zone Soudano-guinéenne devrait permettre la reforestation de cette zone et

lutter ainsi contre la désertification.

Chez cette légumineuse, nous avons isolé a partir de nodules

racinaires, plusieurs souches de Rhizobium et de Bradyrhizobium et sélectionné

les souches les plus performantes a la fois au laboratoire et en pépiniére.

Il apparalt que seules les souches de Bradyrhizobium fixent l'azote dans les

nodules d'Acacia mangium, alors que les souches de Rhizobium forment des

nodules ineffectifs.

L'effet de l'inoculation en pépiniere par les souches sélectionnées

est trés net et a permis de doubler la croissance des plants en trois mois.

Nous avons observé des ectomycorhizes sur des jeunes plants cultivés

en pépiniére a la fois aprés piégeage dans le sol acide de Casamance et apreés

inoculation par une culture Pisolithus senegalensis. Nous avons tenté de

maltriser la synthése ectomycorhizienne en tube au laboratoire. D'autre part,
nous avons observé une infection endomycorhizienne sur de jeunes plants

d'Acacia mangium. Ces endocycorhizes semblent formées par des souches 1indigénes

présentes dans un sol de Casamance, alors qu'aucune infection endomycorhizienne

n'a été observée aprés une inoculation de jeunes plants par Glomus mosseae.

Nous avons ainsl mis en évidence, pour la premiére fois chez une
légumineuse (A. mangium), l'existence d'une triple symbiose, une symbiose

fixatrice d'azote avec les Bradyrhizobium et deux symbioses assimilatrices de

phosphore et d'autres éléments minéraux avec des champignons ectomycorhiziens

(Pisolithus senesalensis p.t., souches 1indigénes) et endomycorhiziens

(Endogonacées indigénes) .




INTRODUCTTION

Le manque de bois-énergie et la perte graduelle de la fertilité des

sols caractérisent la plupart des régions tropicales.

L'utilisation des engrais chimiques ou autres fertilisants est trop
colteuse car leur production nécessite beaucoup d'énergie. Des alternatives
doivent étre trouvées se caractérisant par des prix bas et une faible consom-

mation d'énergie.

L'introduction ou la réintroduction des arbres dans les agro-systémes
et le développement de l'emploi des plantes ligneuses avec peu d'intrants peut
aider & résoudre partiellement ce probléme. A cet effet, il est recommandé de
faire appel aux légumineuses arborescentes parce qu'en association avec les
Rhizobium elles peuvent fixer l'azote atmosphérique et de ce fait croltre dans
des sols déficients en azote. En plus l'association supplémentaire avec des !
champignons mycorhiziens améliore pour ces arbres l'abscrption des éléments

minéraux peu mobiles en particulier le Phosphore.

La plante autotrophe a toujours besoin d'une bonne nutrition hydrique

et minérale pour subsister.

Certains microorganismes vivant en symblose avec certaines plantes
modifient 1l'environnement de celles-ci en leur facilitant la mobilisation et/
ou l'absorption de l'eau et de certains éléments minéraux (phosphore, azote,

magnésium) : les Rhizobium et Bradyrhizobium sont ,connuis par leur capacité

et leur fonction essentielle de fixer 1'azote atmbsphérlqué (NZ) disponible

dans des organes spécialisés qu'on appelle nodules qui se développent au

niveau des racines.

Des champignons par l'intermédiaire de structures spécialisées au
niveau du systéme racinaire, les mycorhizes, modifient le métabolisme de la
plante-hdéte au profit de celle-ci et en particulier accumulent d'importantes

quantités d'éléments minéraux disponibles pour la plante, ainsi que de l'eau.

Les mycorhizes peuvent étre internes aux cellules de la racine de
1'héte .on les appelle endomycorhizes) ou externes aux cellules de la racine
de 1'héte, en développant un manteau d'origine fongique peri-racinaire et des
hyphes entre les cellules de la racine de 1'hGte (on les appelle ectomycorhizes).
Les endomycorhizes sont plus frégquentes gque les ectomycorhizes dans le régne

végétal.



Dans l'optique de reboisement des zones tropicales semi arides ou
les sols sont particuliérement pauvres en éléments minéraux, il est important
de prendre en considération des interactions plantes-microorganismes pour une
bonne adaptation des jeunes plants nouvellement introduits dans la zone
de reboisement, ces trois types de symbiose sont des paramétres extrémement
importants a maitriser pour la production de jeunes plants pouvant s'adapter

dans des conditions d'environnement extrémes.

Notre etude porte sur les ectomycorhizes, les endomycorhizes et les

Rhizobium ches 1l'Acacia mangium Willd, espéce a croissance rapide, dans les

zones humides australiennes.

En plus de 1'intérét de ces trois associations, le choix de

1'Acacia mangium se justifie par ses multiples fonctions : essence a croissance

rapide, il produit un excellent bois et procure un aliment fourrager ; il est
également utilisé comme brise vent, A. mangium peut étre utilisé comme espéce
pionniére dans les zones humides comme les foréts galeries et aux abords des
mangroves. Il peut &tre appelé a jouer un r8le aussi capital dans le sud du

Sénégal (Casamance).

Le comportement des différents systémes symbiotiques a été étudié en
tube au laboratoire (ectomycorhize et Rhizobium) ; en gaine a la pépinieére

(endomycorhize, ectomycorhize et Rhizobkium).

Nous avons réalisé :

1- Des piégeages en gaines surdifférents sols du Sénégal (Bel Air
et Bayottes) pour connaltre les associations possibles et dis-
poser de souches de Rhizobium indigénes, ainsi que de souches

de champignons ectomycorhiziens et endomycorhiziens indigénes.

2- Des tests de nodulation en tubes et en gaines avec différentes

souches indigénes isolées sur Acacia mangium Willd lors des

piegeages, et celles existant en collection au laboratoire de

1'ORSTOM de Dakar et du CNRF/C.T.F.T. & Nogent-sur-Marne en France.

3- Des tests de mycorhization en tubes et en gaines avec différentes
souches cultivées en milieu liquide et sur différents substrats

solides.
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I.- RAPPELS SUR LES SYMBIOSES RACINAIRES CHEZ LES LEGUMINEUSES

1.1. La symbiose Rhizobium-Légumineuses

 L'azote atmosphérigue est fixé symbiotiquement par diverses plante

par trois types de microorganismes.

-Des béctéries du genre Rhizobium et Bradyrhizobium induisant

la formation de nodules racinaires chez de nombreuses légumi-

neuses.

-Des Cyanobactéries, associées aux racines des Cycadales.

- Des Actinomycetes formant des nodules en symbiose avec des

dicotylédones : {Alnus spp ; Casuarina spp ; Eleagnus spp.)

1.1.1. Taxonomie des Rhizobium

Les bactéries qui forment des nodules avec-les léguminéuse
3se subdivisent en deux genres définis en fonction de leur vitesse de’ cr01ssanc

”les RhlZOblUm et les Bradyrhlzoblum (Jourdan 1982 1984 = Elkan 1984)

Le genre Rhizobium comprend quatre eépéées:: Rhizobium -

imelllotl, Rhizobium.loti, Rhizobium leguminosaium qqi,résulte de la fusion de

ttr01s espéces Rhizobium trifolii, Rhizobium phaseoli et Rhizobium leguminosaru

7(Jarv1s et al 1986) et la quatrieme espéce Rﬁ?éobium fredi définie récemment e

}qui induit la formation de nodules chez leLS%ﬁa (Scholla:et Elkan  1984).

Le genre BradyrhlzolemgﬁDmprend une espece b1en deflnle
'sﬂ"

{Bradyrhlzoblum japonicium: et celles appeiees autrefols Rhizobium cowpea

;]Q;eyfus et al 1986).

Il etalt generalement admls gue les Rhizobium:tropicaux

falsalent toutes partle des Cowpea En‘f" :@8trétlassée

i'ces bacterles peuven‘

-e'genre Rhlzoblum 501t dans et genre Bradyrhlzoblum.

En effet plusienrs souches a croisSance rapide'ont éré

,1solees a partlr d’ espeCes troplcales appartenant au genre Acacla, Leuceana

et Sesbania ayant des ressemblances avec les souches a croissance rapide,

temperees et par consequent peuvent étre inclues dans le genre des Rhizobium

(Dreyfus et Dommergues 1981J



1.1.2. Les plantes hdtes

La famille des légumineuses est divisée en trois sous-

familles :

- Mimosoideae & laquelle appartiennent les genres Acacia - Albizzia,

Enterolobium, Inge, Leucaena, Mimosa, Partika, Pithecellobium,

Prosopis.

La majorité des arbres ou arbustes de cette sous-famille poussant
aussi bien dans les régions tropicales séches que dans les régions humides

sont capables de former les nodules.

- Papillionoideae qui comprend les genres comme Dalbergia,

Erythrina, Flesningria, Glycidia, Sesbania.

Tous les arbustes et plantes herbacées connues de cette sous-famille

sont capables de former des nodules.

- Ceasalpinioideae avec les genres comme Acrocarpus, Cassia,

Cordeauxia, Schizolobiumlafxelia, Erythrophleum.
7

La plupart des membres tropicaux de cette sous-famille ne forment

pas de nodules : c'est le cas de Afzelia africana. . Toutefois il y a des

exceptions comme Acrocarpus fraxinifolius, Schizolobium parshyba,

Erytrophleum guineensis.

L'Acacia mangium

L'Acacia mangium est une légumineuse de la sous-famille des Mimo-

saceae.

L'Acacia mangium est indigene du Nord-Est de l'Australie.de la Papouasie

Nouvelle Guihée,de 1'Estyde 1'Indonésie (molucas) (Annexe n° 3).

Les meilleures stations se trouvent en Australie-ol l'espéce occupg
des zones discontinues le long de la cbte Est du Queensland entre Inghan et

Jardine river. (National Research) Concil 1983).

Dans ces régions, les arbres sont surtout trouvés dans de petites
élévations a moins de 100 Métres d'altitude. Dans son habitat originel
A. manguim se trouve dans des reliques ou prés des mangroves ou M2laleuca sp
se développe bien ainsi que dans les foréts galeries. Il est souvent présent
dans les foréts marginales. Normalement l'espéce se developpe par petits

groupes mails occasionnellement occupe de trés larges surfaces.



L'Acacia mangium est une espéce pionniére. Elle se régénére

facilemént d'elle-méme aprés gue les sites soient dégradés. Il est commun
de les voir & c8té des stations non aménagées ou comme plantes d'alignement

le long des routes ou comme brise-vent en Queensland.

L'Acacia mangium est originaire de régions dont la caractéristigue

essentielle est le passage des feux de brousse. Le feu paralt jouer un rdle
écologique essentiel par la périodicité de la perturbation des sites pour

1'établissement naturel de 1l'espéce.

L'Acacia mangium comme la plupart des Acacia a un tégument treés

sclérifié. Il est signalé en effet que la levée des graines de l'Acacia
mangium en pépiniére peut se faire avec de l'eau bouillante (National

Research COuncil, 1983). On plonge les graines dans de l'eau bouillante péndant
exactement 30 secondes. Le récipient est enlevé du feu avant le trempage. On
enleve les graines pour les plonger a nouveau dans de l'eau tiéde (25°C) ou

elles séjournent 24 heures.

Les volumes sont trés importants. Pour un voclume de graines, 1l
faut 10 volumes d'eau. Aprés le semis, la levée se fait au bout de 2 a 3 jours
et se termine entre le 8& et le 10é jour. Si le pouvoir germinatif est élevé

on peut faire un semis direct dans les gaines de polyéthyléne.

Aprés l'apparition des premiéres phyllodes, la transplantation est

effectuée dans les gaines.

La plantation au champ se fait a 3 ou 3 mois. C'est une technique

plus simple et meins coQteuse s'il s'agit de multiplier l'Acacia mangium a

rande échelle. L'Acacia mangium peut atteindre 30 metres de haut avec un tronc
g g

droit et rectiligne. Dans les foréts australiennes du Queensland et de la
Papouasie Nouvelle Guinée, le diamétre a hauteur d'homme peut dépasser 90 cm.
Son introduction est a l'étude au Sénégal dans le but de constituer des planta-

tions pouvant denner du bon bois de service ainsi que du fourrage aérien.

La valeur énergétique de son bois est également excellente, 4 900 Kcal/
kg. Dans les essais d'introduction déja réalisés au Sénégal la croissance

7de 1'Acacia mangium est satisfailsante avec une productivité supérleure

a c¢elle de 1'Eucalyptus camaldulensis et du Gmelina arborea.

I1 est signalé que c'est une espece quil forme des nodules avec des

souches de Rhizobium et forme aussi des ectomycorhizes avec Thelephora ramariodes

(National Research Council, 1983).



1.1.3. L'infection

Chez les légumineuses, il y a deux types d'infection mis
en évidence jusqu'ad ce jour. Le premier type d'infection caractérise la plu-

part des légumineuses tempérées et se déroule de la maniére suivante

Les Rhizobium se multiplient dans la rhizophére sous
ltaction d'exsudats racinaires libérés dans le scl par les légumineuses. C'est
le prélude & la phase de préinfection : la fixation des Rhizobium sur les

poils absorbants.

Cecl est suivi d'une courbure des pcils absorbants
probablement due a l'action d'une auxine produite par les Rhizobium (Dart 1977)
qui alors pénétrent dans la cellule au niveau de la courbure du poil. Il se
forme alors un cordon d'infection a l'intérieur duguel les bactéries progres-
sent vers le cortex racinaire et provogquent a distance, grdce & un principe
diffusible (N.I.P. - Nodulx Induction Principle) ; une deédiférenciation des

cellules qui s'organisent en un méristéme initial du nodule (Truchet comm. pers.)

Il existe un second type d'infection mis en évidence chez

l'arachide (Arachis hypogea) qul commence par un~s invasion intercellulaire

directe des Rhizobium. Dans ce cas, les Rhizobium pénétrent et se multiplient
d'abord entre les cellules de la base d'un poil absorbant situé au point
d'émergence des racines secondaires. Puls cette phgse d'invasion inﬁ%rcellu—
laire est sulvie d'une phase de pénétration intercellulaire des Rhizebium par

invagination de la paroi cellulaire.

Il n'y a donc pas formation de cordons d'infection et
l'infection se propage par divisions successives des cellules envahies par les
Rhizobium. Chaque cellule fille héberge des bactéries. Chez Stylosanthes, qui

appartient a la méme tribu gue l'arachide ou les Aeschynoméne, l'infection est

plus simple et se réduit a une invasion intercellulaire directe des cellules
sans phase de développement intercellulaire comme chez l'arachide (Alazard
comm. pers;). -
Ainsi le type d'infection de 1'arachide et du Stylosanthes
différe de celul des Légumineuses tempérées (ex. Luzerne) par deux caracteres

absence de pénétration des poils absorbants et absence de cordons d'infection.



1.1.4. La nodulation

Les bactéries envahissent le cytoplasme des cellules de la
plante hote. Elles en restent toutefois séparées par une membrane d'origine

végétale.

Selon Dart (1977), en fonction de 1l'espéce de Rhizobium
concernée, le nombre de bactéries dans les sacs varie. On agiste alors a une
différenciation des deux partenaires. Les cellules végétales deviennent
polyploIdes. Les bactéries deviennent plus grandes et changent de forme pour

devenir des bactéroldes.

A la cassure du nodule, on peut distinguer une couleur
rouge, si la souche est efficiente. Cette couleur est due a un pigment

d'origine mixte, la leghemoglobine caractéristique des légumineuses.

1.1.5. Mécanisme de la fixation

Le sieége de la fixation de N, (réduction de l'Azote molé-
culaire) selon la réaction
+
N + 6H + 6& —— 2NH
2 3
se situe a l'intérieur du bactérolde. Le catalyseur de cette réaction est

une enzyme, la nitrogénase, constituée de deux sous-unités organo-métalliques

-~ la protéine Fe contenant du Fer

- la protéine MoFe contenant du Fer et du Molybdéne.

Prises séparément, ces deux macro-molécules sont inactives.

Leurs structures semblent remarquablement constantes parmis les différents
microorganismes fixateurs de N2 car on peut reconstituer une nitrogénase
active 3 partir de deux sous-unités d'origine différente. La nitrogénase
présente la particularité d'étre irréversiblement inhibée par 1'oxygéne (02).
L'abondance de léghémoglobine constitue un systéme protecteur : sa tres forte
affinité pour 02 permet de maintenir a l'intérieur des cellules infectées une
pression partielle en O2 trées faible, suffisante toutefois pour permettre la
production d'adénosine tri-phosphate (ATP) nécessaire a fournir 1l'énergie

indispensable a la réduction de N_ (Denarie et Truchet, 1979).

En e2ffet, la réduct.cn de N2 nécessite beaucoup d'énergie
on estime qu'il faut 16 moles 4'ATP pour réduire 1 mole de N2' L'égquation

stoechiométrique est alors la sulvante

N + + 16 ADP + 16
N+ 16 ATP + 8H + 8e 2NHy + H)

(Phillips, 1980).
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Figure 1 : Représentation schématique des interactions entre la
plante hdote et les bactéroides lors de fixation de N; dans les
nodules des Légumineuses.
D'aprés BERGERSEN, 1978.



Le transfert des électrons nécessaires A cette réaction
est assuré par une chaine de transporteurs d'électrons comprenant notamment

une ferrodoxine et une flavodoxine.

Le N2 ainsi réduit passe dans les cellules de la plante-
hdte sous forme d'ions ammonium. Ils sont alors intégrés i des modules car-
bonées pour former des acides aminés qui seront ensuite exportés dans toute

la plante (voir fig. ql).

1.1.6. Spécificité nodulation et effectivité

Les légumineuses arborescentes tropicales sont en général
moins spécifiques que les especes tempérées et nodulent avec un large spectre

de Rhizobium tropicaux (Halliday 1985).

Chez les légumineuses tropicales, cette spécificité dépend

aussi des espéces. Certaines sont peu spécifiques (Acacia albida, Acacia mearnsii

d'autres sont spécifiques (Acacia senegal ou Sesbania).

les

En général les plantes pouvant former des nodules avec
souches a croissance rapide semblent.plus spécifigues gque celles qui forment

des nodules avec les souches a'croissarce lente,

Les légumineusgs arborescentes tropicales peuvent étre
classées en 3 groupes selon l'effectivité de la nodulation avec les Rhizobium

et les Bradyrhizobium (Dreyfus et ®ommergues 1981).

Groupe 1

Ces arbres forment des nodules effectifs avec Bradyrhizobium : ex : Acacia

albida, Dalbergia melanoxylon, Dalbergia sisso, Prosopis africana, Pterocarpus

erinaceus.

Groupe 2

Ils forment des nodules effectifs avec Rhilzobium : ex : Acacia nllotica,

(var andansoni et tomentosa) Acacia raddilana, Acacla senegal, Prosopis

juliflora, Sesbania grandiflora.

Groupe 3

Ces arbres forment des nodules a la fois avec les Rhizobium et les Bradyrhizobium
mals ne fixent en général l'azote efficacement qu'avec les Rhizobium :

ex : Acacla seyal, Acacia sleberiana.

Cette classification n'est pas définitive car plusieurs



espéces qui étaient classées comme ne pouvant étre nodulées que par Rhizobium

seulement ou Bradyrhizobium seulement peuvent é&tre nodulées par les deux

genres. Ainsi chez Leucaena leucocephala, une espéce reconnue d'abord comme

ne pouvant étre nodulée gque par Rhizobium, on constate une nodulation inef-

jro iy a~T

fective avec Bradyrhizobium (Dreyfus et al 1986).

1.1.7. L'influence des facteurs du milieu sur 1'établissement et

Une plante sélectionnée et inoculée par une souche
efficace est capable de former une symbiose effective, avec un rendement élevé

dans un environnement donné.

Pour se rapprocher le plus possible de cet idéal, il est
bon de minimiser les facteurs limitants qui sont dans les pays tropicaux
souvent le pH, les éléments minéraux, l'azote combiné, les éléments pathogeénes
qui peuvent agir sur la plante, la population de Rhizobium, le processus d'in-

fection ou le fonctionnement de la symbiose.

1.1.7.1. Le pH
Quelgues légumineuses troplcales sont treés

tolérantes & l'acidité a des pH inférieurs a 4,5 comme Arachls hypogea,

Macroptilium lathyroldes, Desmodium uncinatum, Vigna sinensis, Stylosanthes

guyanensis, Stylosanthes capitata, mais la majeure partie des légumineuses

tropicales montre une réduction de la nodulation a un pH inférieur & 5. Non
seulement & cause de la concentration d'ions hydrogénes, mais aussi a cause
de la toxicité de l'aluminium et du manganése gqui sont dommageables aux

racines de la plante.

La distribution relative de la tolérance au pH
dépend de l'espéce de légumineuse a partir desquelles les souches de Rhizobium
étaient isolées et dépend aussi du pH du sol & partir duquel les nodules sont

collectés

1.1.7.2. Les éléments minéraux

Le phosphore est généralement le facteur limitant
dans les sols tropicaux alors gqu'un milieu riche en P assimilable stimule la
nodulation et la fixation de N_ en améliorant la synthése de 1'ATP, qui

2
fournit l'énergle nécessaire a la reéaction.



Le calcium et le magnésium sont essentiels pour

~ L. o C e i a
la plante hdote et la bactérie symbiotique ; le déséquilibre du rapport ﬁ;
peut réduire l'accessibilité des autres éléments. Cet équilibre est surtout
rompu par l'effet du Potassium qui, sur la fixation de N2 est indirect et

passe par la physiologie de la plante (Andrew, 1977).

Dans les sols tropicaux ayant un taux elevé de
Mn, l'application du chlorure de potassium augmente l'effect de Mn dans le

sol et dans les tissus de la plante héte réduisant ainsi la nodulation.

Le Soufre et quelques autres microélénents
comme le Bore sont des facteurs limitants a la fixation de 1l'azoteet a la
productivité dans les sols acides pauvres des régions tropicales et subtro-

picales.

1.1.7.3. L'azote combiné

L'effet de l'application des engrais azotés sur
la nodulation et la fixation de l'azote est complexe. Elle varie avec la
forme, le degré d'application, la plante, la souche de Rhizobium, les condi-
tions environnementales et le taux de N2 assimilable présent dans le sol. 11l
est généralement admis qu'un grand apport d'engrais azoté inhibe la nodulation

et/ou la fixation de l'azote (Gresshoff et il' 1385) .

D'aprés Munns (1977) la formation de nodules et
l'activité fixatrice de N2 est fortement réduite lorsque la concentration de

la solution du scl en N combiné dépasse 1 mM.

1.1.7.4. Potentiel Thydrigque du sol

L'engorgement ainsi gue le stress hydrique est
préjudiciable a la plante. Dés que le potentiel hydrique situé aux alentours
de 65 - 70 % de la capacité de rétention est augmenté ou bien diminué la

fixation symbiotique de N_ est perturbée (Nakos, 1977), le nombre de nodules

2
et leur longévité diminuent (Lie, 1974).

Dans le cas d'un engorgement, le métabolisme
anaérobie au niveau des nodules augmente car 1l'éthanol prnduit atteint des

concentrations inhibitrices (Sprent et Galliacher, 1976j.

1.1.7.5. Température
Les températures élevées du sol peuvent 1nhiber
Ja fixation de N2 (Gibson et al, 1982). Dans certaines conditions comme la

culture en serre, elles peuvent devenir le facteur limitant de la fixation de



1.1.7.6. Lumiére
L'approvisionnement en hydrates de carbone
nécessaire a la croissance et le fonctionnement des nodules est essentiel
pour une bonne symbiose ; ceci est assuré par la phtosynthése de la plante,
gridce a la lumiére. Il est important de bien contr8ler la lumiére dans les
pratiques d'aménagement, surtout en pépiniére, car les ombriéres utilisées en
pépiniere pour éviter la mort des jeunes plantules peuvent influencer ce

facteur lumiére.

1.1.7.7. Les facteurs biotiques

Les lnteractions entre Rhizobium et d'autres
microorganismes telluriques sont souvent invoguées pour explique?r l'absence

de nodulation si aucun facteur abiotique ne peut l'expliquer.

- Les nématodes inhibent fortement le développement de la photo-
synthése de la plante qui ne peut plus subvenir correctement aux besoins en

glucides du mécanisme de la fixation symbiotigue.

- Certains champignons, actinomyceétes et bactéries du sol, dont les
Rhizobium, liberent dans leur environnement immédiat des entibiotigues ou
des toxines plus spécifiques des bactéries, les bactériocines, qui peuvent

limiter le développement des Rhizobium (Gounot omm pers.).

- Les Rhizobium sont sensibles a des virus, bactériophage$ pouvant
étre présents dans le sol. Une action lytique des rhizobiophages sur les
Rhizobium entralnant une diminution de la fixation de N2.

- Les endomycorhizes a vésicules et arbuscules favorisent la fixation

de N2 (Cornet et ii' 1985) .



1.2. La symbiose mycorhizienne

I1 est établi et reconnu gque la symbiose mycorhizienne contribue

a une meilleure utilisation des ressources des sols souvent trés pauvres en

éléments nutritifs assimilables par les plantes.

. Ce type de symbiose se rencontre chez 90 % des plantes phanerogames.

Seules les espéces appartenant aux Chenopodiacées aux Joncacées et une partie

des Crucifiées semblent faire exceptions (Harley and Harley, 1987).

Alors qu'en zone tempérée cette symbiose est trés bien étudiée, en
zone tropicale, elle est encore mal connue. Pourtant c'est dans ces régions
aux sols dégradés, peu fertiles que l'effort de reboisement doit se faire

sentir. Les mycorhizes pourraient jouer un r8le essentiel dans cet effort.

L'introduction d'essences exotiques dans les zones dégradées,
abandonnées depuis longtemps par la forét serait trop souvent vouée a 1'échec
s1 l'on ne tient pas compte de cette assocliation symbiotique. C'est le cas

de Pinus carabeae (Kabré, 1982)

L'absence d'information sur les champlgnons associés a limité
considérablement 1'étude de la symbilose mycorhizienne ches les essences

forestieres tropicales.

1.2.1. Les principaux types de_complexes symblotiques
Harley (1987) fait une distinction entre les divers types
de complexes symbiotiques. Méme s'1l souligne que cette distinction est
imparfaite, on peut distinguer les endomycorhizes a vésicules et arbuscules

(VAM) et les ectomycorhizes.

1.2.1.1. Les endomycorhizes a vésicules et arbuscules

En fonction des différenciations des champignons
associés, on aura des endomycorhizes différentes ; la plus répandue est le

type vesiculo-arbusculaire.

La symbiose entre le champignon et la plante se
caractérise par le développement du champignon dans les cellules et entre les
cellules de la racine de la plante-hdte. Il en résulte la formation d'un
organe d'origine mlxte au niveau racinalre. Cet organe est caractérise par la
présence de vésicules (organes de stockage des éléments assimilables) et
d'arbuscules (lieux d'échanges entre la plante et le champignon). (Dexheimer

et Gianinaz: Pearson 1982).

Ces vésicules et arbuscules d'origine fong:ique

se trouvent dans les cellues corticales de la racine.
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Fig. 2
Coupe schématique d'une endomycorhize vésiculo-arbusculaire
a, arbuscule ; b, vésicule ; c, hyphes pénétrants ;

d, fructifications externes. (Harley 1965)

Les endomycorhizes sont présentes chez presque toutes les
especes du genre Acacia étudié par Hogberg et Nyland (1981), Hogberg (1982),
Guéye (1979), Cornet (1982), Thapar et Xhan (1973, Thomanizi (1974),

Redhead (1968a), Tufas et Sajise (1976), De Alwis et Abeynayate (1978).

Chez quelques légumineuses de la sous-famille des

Cesalpinoideae, les endomycorhizes sont trés rares volre 1lnexistantes, c'est

le cas de Afzelia africana {Bd comm. pers.).

Les champigons formant des endomycorhizes appartiennent
aux Zygomycetes, Ascomycetes et Basidiomycétes. Les Zygomycétes de la famille
des ENdogonacées forment des endomycorhizes a vésicules et arbuscules (VAM).

Ces champignons endomycorhiziens se divisent en 7 genres (Glomus, Gygaspora,

Sclerocystis, Acaulospora, Endogone, Modicella, Glaziella). Actuellement

plus de 100 espéces ont été reconnues (Thoen com; pers;).

Mosse (1972), Sanders et al (1977) ont démontré que 1l'as-
soclation légumineuse endomycorhize VA ne présente pas de spécificité. Une
méme souche de champigong peut s'associer a plusieurs essences végétales et
une méme espeéce végétale peut s'assocler a plusieurs souches de champignons

endomycorhiziens VA, comme Vigna unguiculata (Ollivier, 1981).

Il n'en demeure pas molns gque la réponse de 1'espece

végétale peut &tre différente a chaque association.

l.2.1.2, Les ectomycorhizes

De la symbiose entre lechampignon et la plantule,

résulte un organe mixte 4 a la colonisation du cortex de la racine de la



plante par le champignon Cet organe est caractérisé par la présence d'un
manteau périracinaire avec des filaments myceliens qui pénétrent entre les
cellules épidermiques et parfois corticales créant ce qu'on appelle le Réseau
de Hartig. La présence méme du manteau péri-racinaire entraine de fait, la
disparition des poils absorbants. La pénétration des hyphes dans les cellules
de la racine est un phénoméne trés rare et arrive des fols en période de

senescence de la mycorhize (J.L. Harley and L. Harley, 1987).
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Fig. 3
Coupe schématique d'une ectomycorhize. N, manteau ; R, réseau de
Hartig ; S, surgolir. (Harley 1965%).
Dans les régions tropicales, la majeure partie des légumi-
neuses connues gui peuvent présenter des ectomycorhizes appartiennent a la

sous-famille des Cesalpinoideae avec les genres Afzelia, Anthonotha, Brachys-

tegia, Gilbertiodendron, Intsia, Julbernardia, Monopetalanthus et Paramacro-

lobium. Les principales espéces étudiées pouvant présenter des ectomycorhizes

sont mentionnées au tableau 1.

Trape (1962) cité par Mousain (1983) signale 525 espeéces
de champignonsmycorhiziens, répartis en 81 genres, 30 familles et 10 ordres
mais leur caractére mycorhizogéne n'a été démontré expérimentalement 1n vitro

gue pour une cinguantaine d'entre elles.

La majorité des champignons qu: forment des ectomycorhizes

sont des Basidiomycetes appartenant aux Agaricales (genres Amanita, Boletus,

Cortinarius, Lactarius, Russula, Paxillus, Gomph:idius, Hygrophorus ...).

Parmi les Gastéromycétes, les genres : Rhizopognon, Phallus, Scleroderma,

Astraeux et Pisolithus sont mycorhizigues {genres Tuber et Elaphomyces, outrs

le Cenococcum graniforme, ascomycete 1mparfait).

Par allleurs, quelques Zygomycetes de la famille des
Endogonacées constiltuent des ectomycorhizes avec les Pins, les Pseudotsuga et

Eucalyptus ; ces champignons sont tous membres du genre Endogone stricto sensu



TABLEAU 1

Légumineuses ectomycorhizigues indigenes connues

en Afrique intertropicale

. . .
. Paya . Auteurs .

. m—e, *

. v . .

Lesalrifiaclis . . . .
. . . N

Atsella . algicans e, < Ghssa + Jesik et Neasea, 1367 .

- - : Migésia : Sedhesd, 10608a .

. . . B

- . - . Adadqal « 8a, Thoea oC ODraylus .

. . . 1303 (aom publid) .

. . bella hasae ves.bella, Beicfe « FPaast st Fostasa, 1863 .

Ll . L] L ]

. . . . Migécia « Redhoad, 943 B

. . . . .

. . juansensie walw . Taasaale . lqbo:g.:q Hyluad, .
Anthonathe . aacropaylla : Salze . Pacal et Toatans, 1361 .

. . « Peysronsl ot fassl, ifé8 .

. f . .

dia nystegle . buehmii teud, . Tanisale . Mogberqg, 1962 .

. buesel, harse . Tamisale . Noybecg, 1982 .

- MNiycoas Rarng : uigécia : Rechesd, 1368a .

- ’ tioribunds beatd. : Jandie : uuu-::: ot hogbearg .

. . . 3 .

. leucentit {De wWild.)} . laice .« Caesl st foatana, 1962 ,

. Louls os soyle . « Peytoasl ot Fessh, 1868 .

. . Bmigérla . BSedhsad, 1168 .

. . . L]

v . longitalis beath » lasbile o Alsssader oc hogheryg .

. . . 19046 .

. . Tsatsals .« Nnqbarq, )982 B

. . . .

- . ncgoptiyila Harsa . Yanianile . Meglasg, 1382 .

. . . .

- . Migerie . uigecis . Bsdhead, 1964 .

- . 1plcituimia Bgath. : Jaadie . “"“1'32: ot Hogdbecy .

: : Tanzanle . Nogbara et Nviuad 1V )

Lildertidcudrea * tewewsct (08 Wiig. | ""'ﬁ Papovanel oy Fosui, 199/°
lntale . BLjuge (Colebr.) O.K,. Mouvqlle Quinde . Alensnder ¢ Yoghesg .
. . . 1286 .

. . . v

Lasotecliare . anyolaneis (Beath, . Sambis « Alesander ot Noghery .
. itoyls et Bgenan . . 138¢ .

. . . . )

Just . Latdta . gbuballues ibeath.) . Taassaie « Nogbarg, MOM2 .
. trauplia . . .

. . . ' .

- . pefiiculets (Bemth.) . Sasbie .« Alesander pt Nogdery .

. troupla . . L1966 .

- aseretil iDe wild.) : alrce : Tassl st foatsae, 1381 ,

. L5aupglna . « Poyromel et Fesal 1960 .
noacpataisathue ap. M lalre Taaal ot Toataas, L9462 ,
. . . Peysonsl et foeael 1860 .

. . . .

Pasasecrolobiuae . caefuleum {Taub.) . Salcs . fassai ot Foatana, 1962 ,
. 3. Léuassd . . feyronsl ot Fasel, inéd .

d . {cograns {Bak.} oul : Jalse : Paasl st Paoatens, 1942 :

s Cugewand 86 Faasl 1369 .

N.B. : Nous remarquons que toutes ces especes font partie de la sous-famille

des Césalpinacées.




(Gerdeman et Trappe, 1974).

- Quatre groupes de champignons "mycorhiziens" peuvent étre

distingués en fonction de leurs possibilités de développement saprophytique

et de leur spécificité (Mousain, 1983).

-Des champignons essentiellement saprophytes qui peuvent former excep-

tionnellement des mycorhizes (Phallus impudicus, Collybia peronata).

- Des champignons mycorhiziens qui ont un large spectre d'hdtes mais qui pos-

sédent aussi de grandes possibilités de vie saprophytique (Xerocomus subtomen-

tosus, Scleroderma aurantium).

- Des champignonsstrictement mycorhiziens mais qul entrent en symblose avec
de nombreux hdtes. Leurs carpophores ne se développent qu'en association

symbiotique (Amanita muscaria, Russula serampelina, Boletus edulis, Tuber

metanosporum) . C'est le cas de la grande majorite des champignons mycorhiziens.

- Des champignons qul sont strictement mycorhiziens mals Jul ne peuvent

s'associer qu'a un nombre limité de plantes-hdtes <cas de Suillus tridentinus

et Mactarius porninsis avec le Meleze, de Lactarius obscuratus avec l'Aulne

et de Leccinum scabrum avec le Bouleau.

Dans les pays tropicaux, trés peu d'études portent sur les

champignons ectomycorhiziens

Les champignons connus des foréts tropicales appartiennent

aux mémes genres quil sont connus pour étre mycorhiziens en pays tempérés.

1.2.1.3. Les ectendomycorhizes

Ils ont a la fois les caractéeres des endomycor-
hizes et des ectomycorhizes. C'est le terme de passage des endomycorhizes aux
ectomycorhizes. Hogberg et Nylund (198l) en Tanzanie puls Hogberg (1982) ont
dans leur recencement sur 47 espéces indigénes dénompré une seule espece a

ectendomycorhize. (Uapaca kikiana). Le genre Pinus est connu ectendomycorhizique

(Harley and Smith, 1983).

Les complexes ectomycorhiziens sont susceptibles de faciliter
1'absorption de l'eau et des éléments nutritifs par la plante, de contribuer a

la décomposition de certalns composeés mlnéraux et organigues, de secréter des

substances de croissance, de protéger les racines contre certains pathogénes,



tous ces effets favorisent l'adaptation des arbres a des conditions écologiques

difficiles.

1.2.4.1. Absorption de 1l'eau

Certains champignons tolérent de faibles poten-
tiels hydriques. Les champignbns ectomycorhiziens sont capables d'abaisser
suffisamment le potentiel de l'eau dans leurs tissus pour absorber 1l'eau du
milieu. Cependant méme si les champignons résistent & un potentiel de l'eau
élevé en valeur absolue il faut que les tissus de la plante-hdte soient aussi
capables d'abaisser ce po tentiel dans leurs tissus pour que le flux d'eau
s'établisse entre les hyphes et les cellules racinaires (Duddrije et al, 1980).

cité par Mousain (1984).

La conséquence de l'augmentation du volume du

sol exploré par des racines mycorhizées est importante.

L'eau dans le sol peut étre considérée comme un
élément peu diffusible. Si pour une quantité d'eau prélevée a partir du sol,
le volume de prélévement est accru grdce a la mycorhization (présence du
réseau mycelien extramatriciel) l'épuisement en eau du sol sera moins

important pour un point donné de cet espace.

La pénétration des hyphes myceliennes dans le
sol raccourcit donc les voies de transfert vers la racine et courtcircuite

toute résistance du protoderme racinaire du flux d'eau.

Le métabolisme de 1'hdte est ajusté pour une
pression de l'eau plus faible dans les tissus, ce qui contribue & maintenir

le flux d'eau dans le sens "sol-plante-atmosphére".

1.2.4.2. La nutrition phosphatée

Parmi les éléments qui s'accumulent dans le
systéme aérien des plantes mycorhizées, on observe une augmentation toute

particuliéere de la teneur en phosphore (2,5 & 3 fois plus élevé) (Strulu, 1982).

L'influence positive de la mycorhization sur la
nutrition phosphatée des plantes résulte en premier lieu d'une augmentation
de l'absorpotion d'orthophosphate (H2 POZ) par les champignons et les mycorhizes,
mais le pouvoir absorbant des mycorhizes vis-a-vis du phosphate varie avec
divers facteurs biotiques (1solat de champlgnon mycorhizogéne) et abiotiques
de l'environnement (eau, température, pression d'oxygeéene, concentration en H2
POZ dans la solution externe) (Harley et Smith, 1983) . Ollivier (1981) démontre

gue l'effet de 1l'endomycorhization sur la plante est stimulé si le sol contient



entre 10 a 40 ppm de phosphore assimilable. Selon Strulu (1982) le transfert .

du phosphore s'effectue au niveau du réseau de Hartig par l'intermédiaire
d'apposition formée par l'accollement des parois des hyphes et des cellules

de la plante hdte.

L'amélioration de la nutrition des plantes peut
aussi résulter de la stimulation de leurs activités phosphatases du fait de

la présence des champignons associés (Mousain et Salsac, 1982).

1.2.4.3. Nutrition azotée

Les champignons ectomycorhiziens et les ectomy-
corhizes sont capables d'absorber de 1l'azote organique ou inorganique, de
réduire les nitrates et de modifier le métabolisme azoté de la plante hdte

(Mention et Plassard, 1983) cité par Plassard et al (1985).

Salsac et al (1982) ont confirmé que l'absorption

+ . . ~
de 1'amonium NH4 est dans tous les cas superieure a celle de NOz. Ces mémes

auteurs ont démontré que les mycorhizes formés par Pisolithus tinctorius sont

les plus efficaces pour absorber NOS’

Plupne—partle—rappert—dlabsorptieon—ameniumsl

+ .. R ~
ﬂ4&4ates-4NHE¢NO§+est_danswtous.19@ cas superieure a—geLie_de_NQ§f4;y;4mmm;—
auteurs.-ont-démontrégueles—mycorhizes—formés——par Risolithus tinctorius—sont

les‘plus~eificacesupou;-abse&bef—uega

—DlagEre —pars le ragport d'absorption amonium/

+ .
nitrates (NH4/NO est plus faible chez les racines mycorhizees que chez les

3)

racines non mycorhizées ce gqui suggére que 1l'absorption de NOS est d'avantage
) + . .

stimulée que celle de NH4 par la mycorhization.

La réduction du nitrate absorbé peut étre rapide
chez certaines associations. L'azote fournit sous forme de NO= ou NH- a des
champignons ec¢tomycorhiziens a permis une croissance comparable in vitro. Ils
sont donc capables d'assimiler l'azote nitrique et posseédent les enzymes

permettant la réduction du nitrate en amcnium.

Les activités nitrates réductases mesur£es in
vitrs sont d'un ordre de grandeur comparable a celle des végétaux supérieurs
{5 a 10 mol de NOE forme par heure et par ygramme de matiere fralche pour Hebeloma

cylindrosporum, (Plassard et al, 1985).
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1.3. La triple symbiose - Rhizobium—~Endomycorhizes-Ectomycorhizes chez -

les légumineuses

Chez les légqumineuses, au stade actuel de nos connaissances il n'y
a pas d'études connues portant sur la triple symbiose chez la méme plante

(Rhizobium, V.A.M. et champignon ectomycorhizien).

Toutefois, une non légumineuse tropicale introduite au Sénégal

Casuarina equisetifolia présente une symbiose actinorhizienne avec le genre

Frankia, une symbiose endomycorhizienne avec Glomus mosseae et une symbiose

ectomycorhizienne avec Pisolithus senegalensis pt. (B3 et al, 1987). Cette

triple symbiose est aussi étudiée sur le genre Alnus (Harley, 1987).

La doukle symbiose ectomycorhize-endomycorhize est elle-~méme

plutdt rare. Ce phénoméne a été observé sur Helianthemum chamaecystus (Read

et al, 1977) et sur Eucalyptus dumcsa (Lapeyrie et Chilvers, 1985). Il est

signalé sur le genre Populus, Salix, Alnus (Harley, 1987).

Des observations ont permis de remarquer une double symbiose sur

Eucalyptus camaldulensis (Ndao, 1986).

Les doubles symbioses Rhizobium , V.A.M. sont plus courantes

Gush (1974), paft et El Giahmi (1975), Asimi et gi (1978), Smidt (1979),
Diem (1983) cités par Cornet (1981), Cornet et al (1985) avec un effet tres

positif pour la nodulation et la fixation de l'azote.

La symbiose Rhizobium-légumineuse est exigeante en P or, les légumi-
neuses sont connues pour la relative difficulté qu'elles éprouvent a extraire P du
Sol, du fait de leur systéme racinaire peu développé. La présence de champi-
gnons-mycorhiziens est trés profitable a la plante car ces champignons favorlsent
la nodulation et la fixation de 1'azote (I. Guéye, 1979 ; M. Gueye, 1982 ; Cornet,

1982, Cornet et El' 1985) .



PARTIE EXPERIMENTALE




2.- MATERIELS ET METHODES

2.1. Sols utilisés

Nous avons utilisé pour ces expériences deux types de sol assez
bien .représentés au Sénégal. Ces sols ont été choisis en raison de leur

déficience en N et/ou P.

Sol de Bel Air déficient en N (ferrugineux tropical)

Sol des Bayottes déficient en P assimilable (ferralitique).

Les principales caractéristiques des sols figurent au tableau 2. Le
sol de Bel Air est un sol sableux peu évolué ;gsy d'une roche mére constituée

de sables dunaires quaternaires. Il a été prélevé sur le domaine de 1'ORSTOM-

Bel Alr sous Acacia albida.

Le solx des Bayottes est un sol ferralitique argileux. Il a été
prélevé dans la forét des Bayottes dans le Sud du pays en Casamance Sous

Afzeliaafricana avec une teneur moyenne en azote 320 ppm pour un taux de

phosphore total de 49 ppm. Tous les sols ont été tamisés (tamis de 5 mm).

2.2. Traitement des sols utilisés

Le prélévement a toujours eu lieu sur les 25 premlers centimétres
du sol. Ils cnt été ensuite stérilisés a l'autoclave pendant 1 heure a 120°C
ou au Bromure de méthyle (Br CH3). Ce traitement consiste & mélanger ce
biocide au sol déja préparé et légérement humidifié contenu dans des bacs et
bien protégés par une bache en plastique, qui recouvre entiérement les bacs.
Les bords de la bache sont enfouis dans le sol, le long des bacs et bien tassés.
Le bromure de méthyle est envoyé dans le sol au travers de la bache par un
trou & 1'aide d'un appareil congu a cet effet. Apres le traitement, le trou
est fermé par du papier adhésif. C'est une opération dangeureuse et elle

nécessite des précautions.

Un masque spécial avec cartouche rechargeable est nécessaire. Il est

souhaitable que le traitement se fasse a deux.



TABLEAU N° 2

CARACTERISTIQUES PHYSICO~-CHIMIQUES

DES SOLS UTILES

N P

C total |N total |Miné i|p i
SoL o ota néral total |Assimila Argile Limon Sable PH pH
gable ble (Kc1) (H_0)

% % % 2
ppm ppm ppm ppm ppm
Bel Air
4 2 4 4

surface 3 900 340 69,0 06,8 26, 9 2,7 92,8 6,5 7.2
Bayottes - 320 - ng 10 11’5 7)1 79,5 318 13'9

Le P total est dosé aprés minéralisation a HNO_.

3

Le P asgimilable est dosé aprés extraction a NaHCO3 0,5 M

Les caractéristiques sont identiques aprés stérilisation.

Dosage selon la méthode Olsen (1954)

L'azote total est dosé aprés minéraligation & 1'acide sulfurique concentré.

Le pH (KC1 - N) est mesuré dans un mélange sol-solution de KC1 (1/2,5 ; V/V).

Toutes ces analyses ont été effectuées au Laboratoire de Chimie de 1'ORSTOM de Dakar (Sénégal).



2.3. Matériel végétal

Acacia mangium est utilisé pour toutes nos expériences aussi bien

au Laboratoire qu'en pépiniére. Les graines nous ont été offertgypar le Centre
National de Recherche Forestiére (CNRF). Les graines ont été récoltées au

Queensland en Australie en Novembre 1982.

2.3.1. Traitement des graines et germination

Pour obtenir une levée rapide et réguliére des graines un

prétraitement est effectué.

Les Acacia possedent des graines a téguments externestres
sclérq;as.Dans un Erlenmeyner stérile contenant une solution d'acide sulfu-
rique concentré (H2 504), les graines sont plongées pendant 50 mn. Ensulte
elles sont rincées 4 a 5 fois avec de 1l'eau stérile pour enlever toute trace
d'acide. Les graines ainsi traitées sont laissées 4 heures dans de 1'eau
stérile. Ce prétraitement constitue en méme temps une stérilisation. Les
graines ainsi traitées sont saisies & l'aide de pinces flambées a 1l'alcool et
déposées & la surface de boltes de pétri contenant de l'eau gélosée a 8 %.

Ces boltes sont placées dans des récipients maintenus a l'atmosphére humide

entre 27° et 28°C.

Au bout de 48 ou 72 heures, les graines ayant de petites

radicules exemptes de contamination sont choisies pour le repigquage.

2.3.2. Méthode de détermination de la meilleure durée de prétrai-

Avec le genre Acacia, une bonne germination a lieu apres
un prétraitement & l'acide sulfurique (Roussel, 198l1) qui résulte également en
une désinfection essentielle pour les expériences en tube. Nous avons détermié
les conditions optimales de prétraitement pour obtenir un taux de germination
satisfaisant. Cing lots de 25 graines ont été attagqués a l'acide sulfurique
pendant différentes durées (30 mn, 45 mn, 50 mn). L'observation de la germina-
tion est effectuée au bout de 36 heures. Une étude statistique a permis de

choisir la meilleure durée.

2.4. Les souches de microorganismes

2.4.1. Les souches rhizobiennes

Différentes souches de Rhizobium et de Bradyrhizobium sont

utilisées pour les différentes expériences. La liste des souches, les hdtes
a4 partir desquelles elles ont été lisolées et leur origine figurent au

tableau 3.



Les souches prélevées sur Acacia bivenosa et Acacia mangium

ont été isolées et cultivées avant l'inoculation.

Les souches TAL 1449, TAL 1522, TAL 582 nous ont été gra-

cieusement fournies par le Laboratoire CNRS/C" T de Nogent-sur-Marne - France.

Toutes les autres souches existaient en collection au

Laboratoire .

2.4.1.1. Isolement et culture des souches

Des plants de Acacia bivenosa et de Acacia mangium

ont été élevés respectivement sur le sol de Bel Air et sur le sol des Bayottes
placés en gaine de polythyleéne. Afres deux mois,des nodules ont été remarqués

et prélevés sur les plants d'aspect vigoureux, et au feuillage assez vert
foncé. Les nodules prélevés sont lavés & l'eau et séchés avec du papier Kleenex.

Deux méthodes ont été ensuite utilisées pour isoler les bactéries.

2.4.1.1.1. Méthode directe

Le nodule est ouvert aseptiquement
a l'aide d'un scalpel. Ensuite, une aiguille flambée et refroidie est légé-
rement enfoncée sur la section ouverte,puis sur un milieu YEMA contenu dans
une boite de pétri, est étalée sous forme de stries, afin d'obtenir 1'isolement
de colonies bactériennes. La composition du YEMA figure au tableau 4 . Cette

bolte est gardée dans une étuve a 30°C.

2.4.1.1.2. Méthode par désinfection

Les nodules sont lavées a l'eau
courante puis désinfectés superficiellement par immersion pendant 30 secondes
dans de 1'alcool & 90° puis 3 minutes dans une solution de ch12 al s
acidifiée (Vincent, 1970). Chaque nodule a alors été rincé a 1'eau stérile
puls transféré aseptiquement dans une bolte de pétri contenant un peu d'eau
stérile. Alors il peut étre écrasé aseptiquement. Une goutte du broyat est
étaBl® sur des boltes de Pétri garnies de YEM avec une anse de platine flambée
et refroidie, ou bien le nodule ainsi désinfecté, rincé a l'eau stérile
transféré dans une autre bolte de Pétri contenant un peu d'eau stérile est
ouvert et un fragment de tissu au coeur du nodule est prélevé a 1l'aide d'une
paire de pinces et d'une pointe lancéolée flambée et refroidie. Le fragement
de tissu est écrasé dans une goutte d'eau stérile afin de dispewser les
bactéroldes. Un épulisement de la suspension est effectué sur une boite de Pétri

garnie de YEM avec une anse de platine flambée puis trempée dans cette suspen-

slon.



Les boites de Pétri sont mises i

1'étuve a 30°C. Les souches destinées & la collection sont repiquées tous les

3 mois sur milieu Y.E.M.A.

Au bout de 2 a 5 jours, des
bactéries se sont développées, une colonie isolée et exempte de contaminants

est repiquée sur une autre boite de Pétri pour vérifier sa pureté.

2.4.1.2. Mesure de la vitesse de croissance des souches

bactériennes

Aprés avoir vérifié la pureté des souches bacté-
riennes, nous avons étalé sur une bolte de Pétri garnie de YEMA un préle-
vement de colonie bactérienne avec une anse de platine flambée et refroidie.

Les boltes de Pétri sont gardées a l'étuve a 30°C.

Aprés développement des colonies bactériennes,
pour chaque souche, la méme quantité de suspension est prélevée d'une colonie
avec une anse en platine calibrée flambée a 1'alcool et refroidie. Chaque
prélévé%ent correspondant a une souche est mis dans une fiole d'Erlenmeyer de
de 250 ml contenant 200 ml de milieu YEM. Ces fioles sont stérilisées au
préalable a 1l'autoclave & 120° pendant 20 minutes. Ces fioles sont mises

sur une table d'agitation. Pendant les 10 Premiéres heures de développement
de ces bactéries dans ce milieu & chaque heure , un prélévement de 7 ml est
effectué de ces fioles et mis dans un petit tube de 12 ml pour chague souche
bactérienne. Ces petits tubes sont trés soigneusement nettoyés et introduits
un & un dans un spectrométre & chaque prélévement horaire. La densité
optique est lue sur le spectrométre pour chaque souche. Le temps zéro de
développement est obtenue en lisant pour chaque souche sa densité optique

avant sa mise en culture sur la table d'agitation, juste aprés avoir mis la

suspension bactérienne dans le milieu YEM contenu dans la fiole d'Erlenmeyer.

Pour la seconde expérience les Jectures se
faisaient toutes les B heures les 12 premiéres heures et toutes les 4 heures

pendant les 12 derniéres heures.



TABLEAU 3

HOte d'isolement, et origine des souches bactériennes utilisées dans nos

travaux.

Souches Hote d'isolement Origine
Mboula (20) A. senegal Sénégal
ALN3 (23) A. laeta "
BAL (24) A. leata "
ALS (25) A. leata "

A.b. A. bivenosa "
ORS 911 (79) A. senegal "
(8) A. albida "
(58) A. radiana "
(101) A. albida "

ORS 406 (106)
AE3221
ORS841

TAL582 *
TAL1522 **
TAL1449 **
Bay 1

Bay 2

Bay 3

A. albida

A. holosericea

Leuceana leucocephala Aurstralie

A. mangium Hawal - USA

A. auriculiformis Hawai - USA

A. mangium Sénégal

A. Mangium

A. mangium

|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
I
|
l\
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|

|
|
|
|
|
|
|
|
\
|
|
|
| Glycine Max
|
|
!
|
|
|
|
|
|
|
|

* Cette souche

la Laboratoire

** Ces souches

le Laboratoire

est originaire de 1'Australie mais elle nous a été offerte par

associé du CTFT/CNRS de Nogent-sur-Marne - Frarnce.

sont originaires de Hawal mais elles nous ont été offertes par

associé du CTFT/CNRS de Nogent-sur-Marne - France.



TABLEARU N° 4

COMPOSITION DU MILIEU MANNITOL - EXTRAIT DE LEVURE. (YEM-YEAST

MANNITOL ; FRED ET WAKSMAN, 1928).

Mannitol 10,0 g
K2HPO4 0,5
MgSO4, 7TH,0 0,2
NaCl 0,2
FeClj 0,004
Extrait de levure 1,0

Eau distillée 1000 ml

pH ajusté a 6,8 avec HCl (N)

Agar-agar 20 g.



Nous avons testé l'aptitude ectomycorhizienne de 7 souches
fongiques avec différentes méthodes de synthése axénique et semi axénique :
en tube (Lapeyrie, 1983, B3, 1985) en "sandwich paper" (Chilvers et gl, 1986)

en "Pouch" (Fortin et al, 1980) et en gaine (B4, 1985).

Souches fongiques ; N° d'herbier l Provenance lMéthode de synthésd
Pisolithus tinctorius } S§125 i Belgique i Tube - gaine

" " | T |  France | Tube - gaine
Pisolithus senegalensis pt} PSl I Sénégal ! " '

" " " PS3 | Sénégal | "
Scleroderma capense ’ Sc } Sénégal I Tube
Scleroderma sp | ORS 7731 | Sénégal | Pouch. Ssandwich

| I France { Pouch. Sandwich
| |

Thelephora terristus |
|

Pisolithus tinctorius est utilisé en raison de son large

spectre d'hdtes.

Pisolithus senegalensis est reconnu ectomycorhizien de

plusieurs espéces végétales et en plus est indigeéne.

Le Scleroderma capense récolté dans le jardin botanique de

Hann est alloctone ?

Scleroderma sp (Amanita rubescens ?) est récolté sous Afzelia

africana dans le sol acide des Bayottes qui est utilisé pour nos expériences

en pépiniere.

L'aptitude de .Acacia mangium a former des ectomycorhizes avec

Thelephora ramariodes a été signalée par L.T. Hong et Gibson I.A.S. au Sabah

(National Research Council, 1983). Ce genre Thelephora notamment le Thelephora
terrestris a été reconnu ectomycorhizien avec d'autres espéces végétales aussi
bien au Malawi (Pawsley, R.G., 1980) qu'en Tanzanie (Kalaghe, A.G., 1980)
dans une étude des champignons pouvant former une symbiose ectomycorhizienne

avec les Pins.

La souche de Thelephora terrestris nous a été gracieusement

offerte par Melle Claire VIGNON.



2.4.3. Souches endomxcorhiziennes

Multiplcation du champignon endomycorhizien V.A.

La souche de Glomus mosseae utilisée a été maintenue en

association avec Vigna unguiculata dans des pots en terre cuite de sol de

Bel Air stérilisé. Pour la production d'inoculum les racines de Vigna ungui-

culata soigneusement lavées et inoculées 3 mois auparavant sont utilisées.

2.5. Etude de l'infectivité et de 1'effectivité des souches de Rhizobium

et de Bradyrhizobium chez A. mangium

2.5.1. Synthése en condition non axénique (Piégeage)

2.5.1.1. Principe de la méthode

Le piegeage consiste comme son nom l'indique &
piéger au niveau du systéme racinaire de la plante des souches de Rhizobium

ou de Bradyrhizobium indigénes présentes dans le sol utilisé, par l'intermé-

diaire des nodules qui pourront se former.

2.5.1.2. Matériels de culture

Nous avons utilisé des gaines de polyéthyléne qui
sont d'un emploi assez facile et sont moins colteuses que les autres containers.
Les dimensions habituelles choisies sont de 30 cm de hauteur et 10 cm de
largeur. Un des inconvénients de la gaine est 1l'étranglement radiculaire qu'il
peut infliger au plant par enroulement du systéme racinaire sur lui méme. Nous
avons utilisé deux substrats de culture. Le premier se compose du sol de Bel

Air mélangé & des billes de polystiréne & la proportion de 1/3 en bille,

2/3 sol.

Le second substrat de culture se compose du sol des
Bayottes mélangé a des billes de polystiréne a la méme proportion. Aucun des

sols n'est stérile.

2.5.1.3. Repiquage des graines

Les graines préparées mises & germer comme décrit
au chapitre 2.3.1. sont repiquées dans ces gaines sur le substrat de culture.
La graine munie de la jeune radicule est déposée directement sur le substrat
de culture. Au moment du repiquage on enléve assez facilement les téguments
cotylédonnaires. La jeune radicule est enfoncée dans le substrat jusqu'au
niveau du collet. Des plants vont se développer. A partir des nodules qui se

forment seront isolées de nouvelles souches bactériennes. Cette expérience



nous permettra aussi de comparer les deux types de sol.

Cette méthode consiste a4 comparer a des témoins et entre

elles, les souches de Rhizobium et de Bradyrhizobium inoculées i des jeunes

plants élevés en tube pour leur infectivité chez A. mangium et parmi les

souches infectives de déceler celles qui sont effectives chez A. mangium.

2.5.2.2. Matériel de culture

Des tubes Gibson (VIncent, 1970) sont utilisés.
Ce sont des tubes a essais de 3 cm de diametre et 20 cm de hauteur, ils sont
remplis du milieu gélosé de Jensen pour légumineuse (Tableau 5a ) et recouverts
avec du papier aluminium maintenu par du papier adhésif. Les tubes ainsi
préparés sont stérilisés a 120°C pendant 20 mn puis inclinés. Aprés solidifi-
cation, le tout est rangé dans un portoir entouré par du papier afin d'obscur-
cir la base des tubes pour un bon développement racinaire des plants qui y

seront élevés.

2.5.2.3. Le replquage des semis

Pour les tubes, le repiquage se fait en milieu
axénigue, sous la hotte a flux laminaire. La graine munie de sa radicule et
exempte de toute contamination est saisie au moyen de pinces flambées et
refroidies. Sur le papier aluminium qui recouvre le haut du tube, préalablement
désinfecté a 1l'alcool et & la flamme, par un petit trou obtenu par une pointe

fine flambée & l'alcool, on dépose la gaine.

Elle est placée de sorte que la radicule soit
appliquée contre le milieu de culture. Les cotylédons restent au dessus du

papier aluminium qui sert de couverture (fig. 5).

2.5.2.4. Obtention de l'inoculum rhizobien

Sous la hotte a flux laminaire, dans un milieu
axénique, des colonies de bactéries sont prélevées dans des boites de Pétri
a l'aide d'une anse de platine flambée et refroidie. Ces colonies sont mises
dans des fioles d'Erlenmeyer stériles de 100 ml contenant 50 ml de YEM liquaide.
Ces fioles d'Erlenmeyer sont placés a 27°C sur une table d'agitation. Ce
milieu constituera 1'inoculum quand les colonies bactériennes auront bien

poussé au bout de 2 a 7 jours.
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Figure 5 Schéma représentatif du systéme pour le test de nodulation.



TABLEAU 5a

Compositions du milieu de culture des plantes en

tube de Gibson (Milieu Jensen, 1942)

Produits Stock Doses (en ml/l)

Macro éléments

KH2P04 20 g/l 10
MgSO4,7H20 20 g/1 10
Nacl : 20 g/1

CaHPO4 200 g/1 20
FeCl,,6H,0 14 g/1 10

H,BO, 2,86 g/1)

MnSO, , 4H,0 2,03 g/1) |

ZnSO4,7H20 0,22 g/1) ...{ ......... 1
CuSO4,5H20 0,08 g/1) |

H2M004,H20 0,08 g/1)

Agar 20 g/1

Le pH est ajusté a 6,7.



2.5.2.5. Inoculation des semis

16 souches sont utilisées : Bay 1 ; 1449 ; 582 ;
ORS 841 ; 79 ; 20 ; 23 ; 24 ; 25 ; A.b.8 ; 58 ; 101 ; 106 ; 3221, l'inocula-
tion en tube a lieu sous la hotte & flux laminaire sous la hotte dans un
milieu axénique. Avec une pipette graduée stérile on injecte 1 ml d'inoculum
dans le tube au moment du repigquage. Le trou d'inoculation est fermé par du

papier adhésif stérile ou par un bouchon stérile (fig. 5 ).

2.5.3. Synthése en condition semi~axénique (en gaine)

2.5.3.1. Principe de la méthode

Les mémes expériences conduites en tube en milieu

axénique sont reprises a la pépiniére en gaine.

2.5.3.2. Matériels de culture

Nous avons utilisé des gaines de polyéthyléne
remplies du sol des Bayottes stérilisé et mélangé a des billes de polystirene
4 la préparation 1/3 bille, 2/3 sol. Sur ce substrat sont repiqués les semis
déja préparés comme au 2.3.1. Le repiquage s'effectue de la méme maniére que

pour le piegeage. -

La préparation de 1l'inoculum est identique a celle

de la synthése en tube.

2.5.3.3. Inoculation
Dix souches sont utilisées : ORS 841 ; 24 ; 101 ;
23 : AE 3221 ; 106 ; 58 ; 25 ; 20 ; 8. En gaine l'inoculation a lieu au
moment du repiquage des semis. Avec une pipette stérile on injecte 1 ml de

. . 9 )
l'inoculum contenant environ 10 bactéries/ml.

2.6. Essal de mycorhlzation de A. Mangium (ectomycorhizes)

2.6.1. Synthése en condition axénique en tube

2.6.1.1. Principe de la méthode

Cette méthode consiste a chercher dans le lot de
souches de champignons ectomycorhiziens obtenues, celles qui peuvent former
des ectomycorhizes avec A. mangilum. La synthése se fait en milieu axénique
pour permettre un bon développement de la plante et du champignon. fLa

meilleures conditions de 1'établissement de la symbiose sont recherchées.



2.6.1.2. Milieux et substrats de culture

Nous avons utilisé des tubes a4 essai a encolures
de 4,5 cm de diamétre et de 22 cm de hauteur. Deux substrats sont utilisés,
le premier substrat se compose de 80 ml de vermiculite et 3,5 ml de tourbe.
Ces tubes sont remplis de ce mélange et recouverts par du papier aluminium
maintenu par du papier adhésif. Les tubes ainsi préparés sont stérilisés a
1'autoclave a 120°C pendant 20 mn, a deux reprises a 24 Heures d'intervalle.
On injecte dans les tubes 35 ml de milieu MNM (tableau5b) stérilisé a
120°C pendant 20 mn. Cette derniére opération se fait sous hotte a flux lami-
naire. Le trou ainsi formé par l'injection du milieu est fermé par du papier
adhésif stérile. Le second substrat de culture pour la synthése ectomycor-
hizienne se compose de 110 ml de perlite, 9 ml de tourbe, 30 ml de milieu MNM.
Pour éviter un excés d'humidité et pour permettre une bonne irrigation de lapartie

supérieure du tube, un papier buvard est introuit dans celui-ci.

2.6.1.3. L'inoculation

2,6.1.3.1. Avec un inoculum solide

Des explants sont prélevés d'une
préculture dgée au maximum de 3 semaines et déposés dans les tubes avec 1 ou
2 explants par tube. Les tubes sont placés en chambre climatisée a 27°C.
Quand le mycelium a colonisé le substrat dans le tube on repigue dans celui-ci
les plantules préalablement germées sur gélose molle a4 8 % comme au chapitre 2.3.
Les souches utilisées sont : PSl : PS. ; T ;: S ; S

3 125 c’

2.6.1.3.2. Avec des boulettes mycéliennes en

milieu liquide

Dans des fioles d'Erlenmeyer de 250 ml,
stériles contenant 100 ml de MNM liquide sont ajoutés axéniquement 4 a 5
explants des différentes souches fongiques en préculture obtenue sur milieu MNM
gélosé et Agée de 2 semaines. Ces fioles sont placées a 27°C, sur des tables
d'agitation pendant 6 semaines. Les boulettes obtenues sont broyées stérilement
avec un broyeur (type ultraturax) durant quelques secondes (2 a 5 secondes), ce
broyat est stérilisé comme inoculum. tous avons injecté dans les tubes cet

inoculum liguide a l'aide d'une seringue stérile. Le trou d'injection est

ensuite fermé hermétiquement avec du papier adhésif stérile (figure 6). Les
souches utilisées sont PS. ; PS_ ; T ; S ; Sc.
1 3 125
2.6.2. Synthése en milieu exénigué par_ la méthode "Sandwich paper”

Elle dérive de la technigque "pouchs". Elle est récente
(Chilvers et al, 1986). Les boltes de Pétri utilisées permettent un maniement

simple et rapide. C'est une technique qui est totalement axénigue.
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Tableau n®° 5

Composition d u milieu nutritif, pour un litre d'eau distillée

Milieu nutritif de Melin-Norkrans modifié par Marx (1969).

|
|
Produits utilisés | Doses
Substrat azoté ( |
( (NHgq), H POy | 0,25 g
( I
( |
Substrats carbonés ( Extrait de malt | 3,0 g
( Glucose | 10,0 g
1
E Mg SO4 TH,O l 0.15 ¢
( KH, POg4 | .30 9
Substrats minérales : Nacl | 0,025 g
( Cac12 0,05 g
(
(
Vitamines ( Thiamine Hcl 100 mg
(
(
Oligoéléments ( Citrate ferrique a 1 % 1,2 ml

Autres substrats

Gélose

15,0 g




ha V. 5 B

2.6.2.1. Cbtention des semis

Les semis sont obtenus comme décrits au chapitre 2.3.1.

2.6.2.2. Obtention de l'inoculum ectomycorhizien

Nous avons testé l'aptitude de 2 souches ;Amanita

rubescens et Thelephora terrestris. Dans une boite de Pétri garnie du milieu

PDA (Potato Dextrose Agar) est déposé un papier filtre stérile. Sur ce papier
filtre est déposé un implant de mycélium de la souche a cultiver. Aprés
colonisation du papier filtre par le mycélium il est découpé en petites

tranches de quelques centimeétres chaque tranche servira d'inoculum.

2.6.2.3. Inoculation

Le semis stérile est déposé sur un papier filtre
stérile, étalé dans une bolte de Pétri en verre garnie de milieu Schemakhanova
dont la composition par litre de solution est indiquée au tableau 6. La radi-
cule du semis est couverte avec l'inoculum produit préalablement étant un
papier filtre colonisé par le mycélium. Un second papier stérile est déposé
sur la radicule couverte. La bolte de Pétri est fermée hermétiquement avec
du Nescofilm ayant en son sein la jeune radicule stérile misegen sandwich
entre 2 papiers filtre stérileset mis en présence de 1l'inoculum préalablement
préparé. Le jeune plant et le champignon se développeront a l'intérieur de la

bolte. S'il y a affinité, la symbiose aura lieu.



TABLEAU 6

Milieu Schemakhanova pour 1 litre de solution

MgSO4 7H20 ....................... 0,15 g
HK2Q04 ............................ 0,25 g
(NH_) ) HPO, ..oiniiiiniiiniiannnss 0,125 g
(NH4)2 504 ........................ 0,125 g
Fe NH4 Cltrate ..iiiiri it iin i 0,012 g
CaCl2 ............................. 0,05 g
X - 20 g

Elts - Hoagland 1 ml



2.6.3. Synthese en condition semi-axénique en gaine

2.6.3.1. Principe de la méthode

Cette méthode consiste & contrdler 1l'aptitude de

Acacia mangium a former des ectomycorhizes avec une souche de champignon

ectomycorhizien que l'on rencontre trés souvent dans nos parcs et fordéts, le

Pisolithus senegalensis PS}.

2.6.3.2. Matériels de culture

Nous avons utilisé des gaines de polyétyléne. Le
substrat de culture se compose du sol des Bayottes stérilisé au Bromure de
méthyl (Br CH3) mélangé a des billes de polystiréne a la proportion 2/3 sol ;
1/3 bille en volume. Les gaines de polyétyléne remplies de ces substrats de

culture constituent les milieux dans lesquels se développent les jeunes plants.

2.6.3.3. Obtention de 1l'inoculum ectomycorhizien

L'inoculum est préparé sur un mélange de Vermiculite
et de tourbe (145 ml et 5 ml) selon la technique décrite par Marx (1928). Ce
mélange est imprégné de milieu MNM (120 ml) dans des fioles d'Erlenmeyer de
250 M1 et autoclavé deux fois a 120°C durant 20 mn a 24 heures d'intervalle.
L'ensemencement du mélange par les différents cﬁampignons est effectué par
l'apport d'une préculture obtenue :sur milieu MNM gélosé et Agée de 3 semaines. Les
fioles sont mises & incuber en chambre de culture 3 25°C. L'inoculum est prét
a 1l'emploi lorsgue le mycélium a colonisé le substrat. L'inoculum est lavé a
l'eau stérile pour éliminer a la fois les sucres résiduels du milieu de
culture qui risqueraient d'alimenter une flore compétitive et les composés
phénoliques libérés par le champignon et qui sont inhibiteurs du développement

racinaire et de la croissance mycélienne.

2.6.3.4. Inoculation
L'inoculation a lieu dans la sixiéme semaine de
culture des plants. Les plants sont inoculés par un apport de 25 ml d'inoculum
non tassé. En enlevant 10 cm de terre autour du plant, cet inoculum est

apporté pres des racines. Il est recouvert par la terre préalablement enlevée.



2.6.4. sSynthese en condition semi axénigue : méthode "Pouch".

Cette technique dénommée, technique des Pouchs" a été décriﬁé,
par Pcrter et al, (1966), Fortin et al (1980). Elle permet une obtention
rapide de mycorhizes et offre la possibilité d'observer directement et facile-

ment le systéme racinaire dans les sachets en plastique.

eiu distilice -—~ o4
srdrile \1; \\L/
Jjeune plant
I _‘..-feuille de papi
filtre
He
t 1be de verre’/’—ﬁ'
1~ implant gélosé
iveau de la
L { T solution
N’ ' -
Fig. 7

Schéma de pouch

2.6.4.1. Culture des plants de Acacia mangium

Les graines sont préparées comme décrit au chapitre
2.3.1. et mises & germer dans du sol de Bel Air stérilisé a l'autoclave a
120°C pendant 1 heure contenu dans une cuvette en plastique de 40 cm de diametre
sur 25 cm de profondeur. L'arrosage a lieu chague semaine avec de l'eau distil-
lée stérile en quantité suffisante. La cuvette est recouverte d'une feuille
de plastique transparente pour assurer une bonne humidité de l'atmosphére au

dessus des semis.

Elle est placée alors dans une.chambre de culture
(28°C, éclairage 4000 lux). Au bout de 20 Jours de jeunes plants "stériles”

sont enlevés avec le systeme racinaire débarassé de la terre.



2.6.4.2. Inoculation

L'inoculation de Acacia mangium a été effectuée

avec 2 souches de champignons ectomycorhiziens Thelephora terrestris,

5 sachets Amanita rubescens 5 sachets sous la hotte a flux laminaire. Dans

it

un sachet en plastique est introduit un papier filtre stérile imbibé de

milieu MNM stérile. Le systéme racinaire du jeune plant est introduit dans le
sachet et appliqué contre le papier filtre. Des implants sont prélevés d'une
préculture mycélienne sur MNM gélosé et appliqués contre les racines du jeune
plant. La partie aérienne du plant était situé au dessus du sachet en plastique.
Un tube en verre préalablement stérilisé est introduit dans l'angle du sachet
permettant ainsi un arrosage régulier du jeune plant. Le bord supérieur du

sachet est fermé avec du papier adhésif (fig. 7).

2.7. Essal de mycorhization de Acacia mangium {endomycorhizes)

2.7.1. Synthése en condition semi-axénigue en gaine

2.7.1.1. Principe de la méthode

Cette méthode consiste & vérifier l'aptitude de

Acacila mangium a former des endomycorhizes avec Glomus mosseae.

2.7.1.2. Matériel de culture

Nous avons utilisé des gaines de polyéthyléne rem-
plies d'un substrat de culture composé du sol des Bayottes stérile mélangé

a des billes de polystiréne & la proportion 1/3 bille ; 2/3 sol.

Sur le substrat de culture sont repirqués les semis

de A. mangium préalablement préparés comme décrit au chapitre 2.3.1.

2.7.1.3. Obtention de l'inoculum et 1noculation

Les plantules ont été inoculées avec un échantillon

de 1 g (poids frais) de racines de Vigna unguiculata soigneusement lavées et
vy

1noculées trois mois auparavant avec G. mosseae. Avant l‘inoculation)&Ui cons¥stes

a appliquer cet échantillon contre les racines des plantules, on vérifie la

pureté de 1'inoculum en examinant les spores formées sous microscope.

S1 elles sont toutes semblables a celles de Glomus
mosseae, 1'inoculum peut étre considéré comme pur en ce qul concerne le champi-

gnon endomycorhizien.



2.7.2.1. Principe de la méthode

Elle consiste a piéger dans le systéme racinaire
de A. mangium des endomycorhizes formées par A. mangium et des souches de

champignons endomycorhiziens indigénes présents dans les sols utiliseés.

2.7.2.2. Matériel de culture

Nous avons utilisé des gaines de polyéthyléne rem-
plies de 2 sortes de substrats de culture. Le premier se compose du sol de
Bel Air non stérile mélangé A des billes de polystiréne a la proportion
1/3 : 2/3 sol. Le second substrat se compose du sol des Bayottes non stérile
mélangé a des billes a la méme proportion. Les semis sont repiqués dans ce

substrat et des plants se développeront en pépiniere..

2.8. Entretien des plants

Pour les plants élevés en tube de Gibson pour les tests de nodulation,
de 1'eau distillée stérile est apportée périodiquement de fagon a tremper toute

la racine de la plante.

Les plants élevés en tube pour les tests d'ectomycorhization ne sont

pas arroseés.

Les plants élevés en pépiniére pour le piégeage et les tests de no-
dulation sont arrosés journaliérement avec de l'eau de robinet et toutes les
2 semaines regoivent une solution de Hewett (1966) (Tableau n° 8) diluée de
moitié sans N et sans P pendant les 2 premiers mois. La composition de 1l'eau

d'arrosage figure au tableau n° 7.

Pour avoir une bonne croissance des plants en pépiniere, la crolte
superficielle est souvent cassée pour assurer une aération du sol. Il est utile
de procéder réguliérement a un désherbage manuel en vue d'empécher la crois-

sance et la concurrence des mauvaises herbes.



TABLEAU 7. COMPOSITION DE L'EAU D'ARROSAGE.

(CONCENTRATIONS MAXIMALES)

p 0,07 ppm
NO3 traces
NH*

4 0
Matiére organigue 3,2 ppm
Résidu sec 764 ppm
pH 6,6

Source : Cornet, 1981.



TABLEAU N° 8

SOLUTION NUTRITIVE DE HEWITT (1966)

(NHQ)2 SOu

Na2HPOu

K,S0,
H_O

MgS0, ,7H,

CaCl,,2H,0

e dalt VA

2H_ 0
.1 H2

Solution stock

(Sigma Chemical Company)

MnSOu,5H2O

CuSoO H O
us0,,5H,
ZnSOu,7H20
H_BO
3 3
NaCl

Na_MoO, ,2H_O

/1 Doses ml/1
132,0 4
119,5 ]
87,0 4
92,0 4
147,0 4
2,5 4
2,230 )
0,250 )
0,29 )
) 1
3,100 )
5,850 )
0,121 )




2.9. Critéres utilisés pour la mise en évidence et l'appréciation

des infections et l'effet symbiote sur les plantes

2.9.1. Mise en évidence et estimation des infections

2.9.1.1. Infection rhizobienne

Aussi bien au laboratoire en tube qu'en pépiniére
en gaine, l'infection rhizobienne est mise en évidence par la formation de
nodules. On estime cette infection par le nombre de nodules et leur poids frais

et sec par plant, aprés 72 heures a 60°C.

2.9.1.2. Infection endomycorhizienne

Un échantillon représentatif de chague systeéme
racinaire en gaine est prélevé et éclairci pendant une heure dans KOH 3
10 % & 90°C. APrés ringage a l'eau acidifiée, les racines sont colorées au
bleu de trypan au lactophencl & 0,05 % pendant 3 mn & 90°C (Philipps et
Haymann, 1970).

Les racines sont ensuite rincées & l'eau. On
observe au microscope photonique pour vérifier la présence de vésicules et
arbuscules. Pour l'appréciation de l'infection, une vingtaine de segments
de 2 cm de longueur environ a été divisée sur un morceau de papier flitre
imprégné de lactophénol d4ilué & 1/10. Chagque segment a été examiné sous le
microscope et on note pour chacun :

- la présence ou l'absence d'infection
- le pourcentage du volume du cortex infecté exprimé par quart

0, 25, 50, 75, 100 s.

La fréquence d'infection est obtenue en calculant

le rapport : Nombre de segments infectés
Nombre de segments examinés

L'intensité d'infection est la moyenne des pourcen-

tages de volume de cortex infecté (Cornet, 1981).

2.9.1.3. L'infection ectomycorhizienne

Le systéme racinaire est lavé a l'eau courante sans
blesser les racines. Une premieéere observation est faite a 1'oceil nu pour
vérifier 1l'existence d'un manteau fongigue périracinaire. L'infection est
surtout mise en évidence par la présence de ce manteau fongigue et l'existence

du réseau de Hartlg gue l'on obtient par une coupe de racine courte 1nfectée.



Ces racines courtes sont prélevées et mises dans des boltes de Pétri. Ensuite
elles sont fixées au F.A.A. (Formiline Acide Acétique Alcool a 50 %). La

coupe est effectuée a main levée. Les racines sont coupées transversalement.
Celles-ci ont été éclaircies pendant 10 mn & l'eau de javel. Les coupes sont
rincées a l'eau de robinet. La coloration est faite au rouge congo. Les

coupes sont montées entre lame et lamelle pour la mise en évidence du
manteau fongique et du réseau de Hartig typiques de l'ectomycorhize. L'estima-

tion de 1'infection n'a pas été effectuée.

2.9.2. Estimation de l'effet symbiote sur les plantes

Pour apprécier l'effet symbiote sur les plantes, nous avons
retenu comme paramétre la hauteur et le diamétre au collet des plants ; nous
avons ensulte évalué le poids frais des feuilles, des tiges, des racines et

des nodules.

Pour évaluer le poids de matiére seche, les échantillons
sont mis a l'étuve pendant 72 heures a 60°C. Ils ont été pesés ensuite broyés

en vue des dosages en N et P.

2.9.3. Teneur en phosphore des parties aériennes

Aprés le broyage des parties aériennes, 50 mg de matiére

séche sont prélevés et attaqués avec 3 ml de HNO, concentré & chaud, pendant

3
2 h 30 mn. Un entonnoir bouché par une bille de verre est placé a 1l'ouverture
d'un matras afin de limiter 1'évaporation. L'échantillon est éclairci avec

0,5 ml de HClO4 concentré. L'extrait est ensuite évaporé i sec. Le culot est
repris avec 3 ml de HNO3 concentré et ramené a 25 ml, avec de 1'eau permutée.

Le phosphore est dosé colorimétriquement dans cette solution aprés complexation

avec un mélange équivolumétrique de métavanadate et de molylbate d'amonium

- Métavanadate d'amonium
VO_NH 2
O4NH, > 9
eau bouillante 500 ml
apres dissolution, laisser refroidir, ajouter a 1 1.

Conserver en chambre froide a l'obscurite.

- Molybdate d'amonium
M_0 HN , HO
7924 Ny gr H, 20 9
eau a 50°C
aprés dissolution, filtrer si nécessaire et ajouter a 1 1.

Conserver en chambre froide a l'obscurité.

(Jackson, 1985).



5 ml du mélange sont prélevés auxquels on ajoute 10 ml
d'extrait. La coloration se développe pendant 30 mn a la température ambiante

puis la densité optique est mesurée au spectrophotométre Zein PMQII a A= 470 nm.

Trois répétitions sont effectuées par traitement.

La gamme étalon est obtenue par dilution d'une solution de
KH2P04 titrée a 100 ppm de P. La concentration en P des extraits a été déter-
minée graphiquement par lecture sur la droite d'étalonnage. Une régle de 3
permet ensuite de calculer la concentration en P des parties aériennes,
exprimée en % du poids sec. La teneur totale en P a été obtenue en multipliant
le poids sec des parties aériennes de chagque plante par la concentration

moyenne du traitement correspondant.

2.9.4. Estimation de la teneur en azote des parties

L'azote dans les parties aériennes des plantes
est dosé par la technique micro-Kjeldahl : 50 mg de matiere séche broyée sont
attaqués a chaud avec 1,5 ml de stO4 concentré. Lorsque l'émission des
épaisses vapeurs blanches a cessé, 1l'extrait est éclairci avec 5 gouttes de
H202 et est remis, & chauffeur jusqu'a disparition des vapeurs blanches qui
se sont réformées. Aprés refroidissement 1l'extrait neutralisé par 5 ml de
NaOH 10N, a été distillé dans un appareil de PARNAS - WAGNER (voir annexe 5).

L'ammoniaque formé a été titré par HCl N : 70 dispensé par une microburette

METHROM de 10 ml.

Le virage de la solution est indiquée par le relatif
de TASHIRO ({(bleu de méthyléne a 0,70 % dans l'alcool & 95 % : 1 volume ; rouge
de méthyléne a 0,15 % dans l'alcool & 95 % : 5 volumes). La coloration provoquée

par le réactif est verte en milieu alcalin..

La masse atomique de N étant 14 a 1 ml de HCl N/70

correspondent 14 0,2 mg de N, soit une concentration en N de 1 % (Rinaudo, 1970).
70

Un calcul simple permet de déterminer la teneur
en azote des parties de la plante si v ml de HCl n/70 sont nécessaires pour

doser l'azote de 50 mg de pocudre végétale, la teneur en azote est calculée

comme sult : N% = 0,2 x VX l%g
v = volume HC1
p = poids de l'échantillon (en mg)
N%$ = 0,2xVx2 =20,4xV



2.9.5. Estimation de la fixation d'azote par la méthode de réduction

2.9.5.1. Principe
La nitrogenase réduit la triple liaison de la

molécule d'azote en ammoniac.

+ -
+ +
N2 6H 6e 2NH3

La nitrogenase est également capable de transférer

les électrons a de nombreux autres composés, notamment l'acétyléne qui est

réduit en éthyléne.

La méthode de réduction de l'acétyléne consiste a
incuber le systéme fixateur étudié dans un flacon étanche en présence de 10 %
d'acétyléne, et & mesurer 1l'éthyléne produit par chromatographie en phase

gazeuse.

Ce test est d'une trés grande sensibilité (environ

1000 fois plus grande que la détection de 15N).

La réduction d'une molécule d'azote nécessite
6 électrons, alors que la réduction d'une molécule d'acétyléne n'en nécessite

que 2 ; le rapport molaire théorique N2 réduit/c2H4 formé est donc de 3.

2.9.5.2. Incubation sous aceétyléne

L'activité nitrogenase des nodules est mesurée par

la méthode de la réduction de l'acétyléne en éthyléne.

Le systéme racinaire est enfermé de facon étanche
dans un flacon sérum. On y introduit environ 11 % d'acétyléne en supression
puis on rétablit la pression atmosphérique dans le flacon et on incube &
30°C. Le préléevement de gaz est effectué 30 mn exactement aprés l'injection
d'acétyléne & l'aide d'un tube vacutainer dans leqguel on a réalisé au préalable
le vide et que l'on relie au flacon sérum a l'aide d'une aiguille double

vacutailner.

Remarque

1.- L'activité fixatrice étant susceptible de variation importante au cours de
la journée, les mesures sont effectuées & la méme heure (10 h).

Le chromatographe que nous avons utilisé est un "varian aérograph", série 1400,

équipé d'un détecteur d'ionisation de flamme et muni d'une colonne en acier
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inoxydable de 150 x 0,3 cm rempli de 10 % Na Po4 sur sphérosil x 013 075,

3
80 - 100 mesh (Pechiney Saint Gobain).

Les gaz apparaissent au niveau du détecteur dans l'ordre suivant : méthane,

éthyléne, propane et acétyléene. Les débits et températures sont ajustés de
maniére a obtenir une séparation correcte des constituants du mélange gazeux
injecté, avec un temps de rétention minimal

Températures : injecteur : 40°C

Four-colonne 50°¢C ou 70°C

Détecteur : 150°C
Débits : Azote : 40 ml/mn

Hydrogéne : 30 Ml/mn

Alr : 360 ml/mn.

Dans ces conditions les pics 4'éthyléne et d'acétyléne apparaissent apres

40 et 50 secondes aprés l'injection.

2.9.5.3. Méthode de calcul

La transformation des hauteurs de pics d'éthyléne
en n moles C2H4 se fait par référence a un étalon. Une dilution étalon
d'éthyléne est préparég par introduction de 1,8 ml d'éthyléne dans un flacon
serum de 18 ml (dilution 10—3) la concentration de cette dilution étalon est
de igi_ n moles C2H4/ml. L'injection au chromatographe de 0,5 ml de cette
dilug%ggodonne un pic de hauteur

h x Acm (A = facteur d'atténuation).
Supposons que l'injection de 0,5 Ml d'un mélange gazeux de volume V ml renfermant
X moles C2H4 donne un pic de 1 cm. Les hauteurs de pic étant proportionnelles
aux quantités injectées, on peut écrire
6

X 10 1 solt X‘44.64 x XV
v 22400 h x A A h

Dans le cas présent, le facteur d'atténuation A est 256 1'égalité précédente
devient

X = 0,174 V

h
La conversion des pic s d'éthyléne en n moles C2H4, s'obtient donc en multipliant

leur hauteur (en cm) par cette valeur X.

h = 12,7
v = 18
1
X = 0,174 8 = 0,246 |




2.10. Etude statistique

Nous avons fait une étude statistique des résultats obtenus. Toutes
les expériences effectuées en gaine sont disposées en bloc. Nous avons de la

sorte établi, avec un programme & l'ordinateur :

- l'histogramme des résidus

- les coefficients de K. PEARSON pour la normalité

-~ le test de TUKEY pour les interactions bloc-traitement

- le test de GRUBBS pour les résidus suspects

- le tableau des moyennes

- l'analyse de variances pour les risques d'erreur,.

- la puissance de l'essai

- le test de NEWMANN - KEULS Pour le dégré de signification au

seuil de 5 %

- la matrice de corrélation entre les variables analysées.

Pour faciliter les interprétations et la compréhension nous n'avons
souvent fait apparaitre dans les résultats que le test Newmann - Keuls au seuil

de 5 % et la matrice de corrélation entre les variables analysées.
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3.~ RESULTATS ET DISCUSSIONS

Beaucoup de travaux ont porté sur l'étude des systémes symbiotiques
mais peu sur les légumineuses arborescentes jusqu'a une date relativement

récente. Il n'y a pas d'études connues portant sur les symbioses Acacia mangium

microorganismes symbiotiques.

Nous avons étudié successivement les symbioses Rhizobium - Acacia

mangium ; champignon ectomycorhizien - Acacia mangium et enfin champignon

endomycorhizien - Acacia mangium.

Au préalable l'etude a porté sur la meilleure durée de prétraitement

des graines de Acacia mangium et le meilleur sol pour son développement.

Nous avons obtenu des isolats de Rhizobium et de Bradyrhizobium

efficaces pour Acacia mangium et vérifier son aptitude & former des ectomycor-

hizes et des endomycorhizes avec des champignons mycorhiziens. Nous avons
enfin évalué le bénéfice que peut retirer la plante-hdte de 1'inoculation

avec Rhizobium, avec Bradyrhizobium, avec un champignon ectomycorhizien et avec

un champignon endomycorhizien. Cette derniére partie n'étant pas terminée,

quelques résultats seulement seront présentés.

3.1. Prétraitement et germination de Acacia mangilum

Afin de connaltre la meilleure durée de prétraitement de A. mangium
pour une levée rapide et homogéne, 5 lots de 25 graines ont été attaqués a
l'acide sulfurique concentreé -(H_SO,) pendant différentes durées 30 mn, 45 mn

2 4
et 50 mn. Le nombre de graines germées a été compté au bout de 36 heures.

3.1.1. Etude statistique

L'étude statistique présente les caractéristiques suivantes

- Nombre d'observations 15 (3 traitements x 5 observations)
~ Nombre de variables 3
variable 1 " Traitement sto4
Variable 2 Bloc
variable 3 Nombre de germinationg
- Dispositif de 1'essai - bloc avec 2 facteurs
Facteur 1 3 traitements. (30', 45', 50')
Facteur 2 5 blocs Bl ; 82 ; 83 ; B4 ; 85.

- vVariable a analyser : Nombre de graines germées
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- Liste des observations analysées.

Nombre l . I ! Nombre de graines
. | Traitement | Bloc | .
observation | | | germees
' 1] ' |
0l l 30 | Bl | 12
02 | " | B, | 13
| l |
03 " B 8
| | 3 |
04 { " , B, ; 9
05 " B 15
| I 5 l
06 : 45" | B, | 15
' |
07 " | B 14
I i 2 I
08 | " | B, | 16
| I |
09 " B 10
| ! 4 |
10 } " ! B, } 15
! 18
12 I " | 3, l 19
| | |
13 " B 22
l | 3 |
14 | " | B l 17
| | : |
s | " | ®s | a
| | |
I | |
L | |
Indices de normalité (coefficient de K Pearson)
- Symétrie 0,32 vValeur idéale 0O
- Aplatissement 0,10 Valeur idéale 3
Pas de résidus suspects (Méthode GRUBBS) ;
* Analyse de varilance
J S.C.E.| D.D.L | C.M. ||7Test F.}Prob. f E.T. ll C.V.
Var. totale 1201,60 I 14 l 14,40 I 1 ‘ :
=
Var. trailtement 1125,20 I 2 l 62,60 } 9,86 10,0072 { I
var. bloc I 25,60 I 4 | 6,40 ‘ 1,01 I0,4582 I I
| | J I | 1 |
Var. résiduelle , 50,80 1 8 l 6,35 I l = 2,52 I 17,3 %

Nous remarquons que le C.V. est satisfailsant 17,3 %. La probabilite
de la Var. traitement est presque nulle 0,0072. Par contre il y a un léger

effet bloc 0,4582.

Le test de Newmann-Keuls est effectué. Deux groupes gqul ont la méme

lettre ne sont pas différents au seuil de 5 %. Si les lettres différentem, il y

a une différence significative.



Tests de Newman - Keuls Seuil a 5 %
I I
Traitement | Moyenne | Groupe homogéne

| |
I |

30' | 11,40 | A
| |

45" | 14,00 | A
| |

50" l 18,40 | B
I I
| |

I1 n'y a pas de différence significative, au seuil de 5 % entre le

traitement de 30 mn et celui de 45 mn. Celui de 50 mn est par contre différent

significativement des deux autres. Pour la suite des expériences toutes nos
graines sont traitées pendant 50 mn et trempées 4 heures de temps dans de

l'eau stérile. Nous avons constaté une plus grande homogénéité des plants.



3.2. Résultats du comportement de Acacia mangium sur le sol de Bel Air et

sur le sol des Bayottes

Afin de connaitre le meilleur substrat de développement de Acacia
mangium pour la suite des expériences, nous avons utilisé le sol de Bel Air
déficient en N et le sol des Bayottes déficient en P ou nous avons semé des
graines de A. mangium.

AU
Ces sols ne sont pas stérilisédpour se rapprocher au maximum des

conditions de terrain. En dehors de l'effet pH, il y aura surtout l'interven-

tion des souches de microorganismes présents dans le sol.

Nous avons mesuré la croissance en hauteur, les poids frais des
feuilles, tiges, racines et nodules. Les échantillons sont séchés et broyés
pour mesurer les poids de matiére seéche. Nous avons ensuite estimé la teneur

en N et P des parties aériennes.

3.2.1. La crolssance en hauteur

Aprés 16 semaines en pépiniére, dix plants dans chacun des

dix blocs sont mesurés. L'analyse statistigue a donné les résultats suivants

Nombre d'observations 20 (10 observations x 2 sols)
Variables 3 1 sol 2 blocs 3  hauteur
Dispositif de l'essai : bloc
Facteur 1 2 types de sol
Bel Air (BA) Bayottes (BY)
Facteur 2 10 Dblocs
Bl ; 82 ; B3 ; B4 ; B5 ; B6 ; B7 ; 88 ; 89 ; Blo.

Variable a analyser 1 variable = hauteur en cm.
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Liste des observations analysées

| | !
Observation | Type de sol | Bloc | Hauteur en cm
; : #
0l
02 | BA | B, | 26
| | |
03
| BA | B3 I 19
04 | BA | B, | 23
. | | |
06 | BA | Bg | 3
| | |
5
08 | BA ! By I 7
| l |
09 | BA I 89 I 8
10 | BA | Bl g I 8
| l I
11 | BY | Bl | 34
12 I BY | B, | 34
| I |
13 | BY , 83 ' 41
14 | BY | B, | 32
| I l
15 | BY ' BS ' 36
16 l BY | B | 24
17 l BY l B6 | 29
| | 7 |
18 | BY | Bg | 20
l | |
19 , BY | B9 , 24
20 | BY | Blo | 23
Indices de normalité (coefficient de K. PEARSON)
Symétrie = 0,00 valeur idéale = 0,00
Aplatissement = 1,89 Valeur idéale = 3
Pas de résidus suspects (Méthode GRUBBS)
Tableau des écarts types
Types 5; sol : BA = 2,73 BY = 2,73
Blocs - Bl ; 82 ; B3 H B4 ; B5 ; B'6 ; B7 ; B8 ; B9 H Blo.

2,44 ; 5,27;4,63;4,91;0,32;3,92;6,05;1,73;0,39;0,32.

Interactions traitements blocs (Test de TUKEY)

20,20 Probabilité = Q0,27



Analyse de variance

J SCE { DDL 1 cM ;Test F { PROBA {7E.T. } C.V.
I I I I I | I
Var. totale |2302,24] 19 | 121,17 | | I
| I I I I | I
var. type sol [1193,51| 1  |1193,51| 79,80 | 0,0000]|
| I | | I | |
var. blocs | 974,11 9 | 108,23| 7,24 | 0,0039]|
I I I I I I I
var résiduelle | 134,61 9 | 14,96 | | 3,87 | 17,6 %
| | | | I
I I I | I
] | | | {

Nous constatons que l'effet sol est trés marqué. Probkabilité 0,0000.
Il y a un effet bloc léger 0,0039.

Le coefficient de variation est satisfaisant 17,6 %.

TABLEAU 10
Hauteur des plants cultivés dans les 2

types de sol

Test de Newmann - Keuls - Seuil 5 %
Types de sol { Moyennes } Groupes homogenes
| |
, s | :
BY 1 29,70 , B

Nous remarquons une différence nettement significative au seuil de

5 %. Bel Air a un plant moyen de 14,25 cm et Bayottes un plant moyen de 29,70 cm.

Pour la croissance en hauteur, il y a une plus grande homogénéité
chez les plants cultivés sur Bayottes et la croissance est nettement meilleure

sur ce sol acide (fig.8 )

Nos résultats sont en accord avec les observations de terraln. En

effet Acacia mangium se développe bien dans les sols acides. Au Queensland les

arbres sont trouvés généralement dans les lithosols et rarement dans les sols
ayant une roche mere basique. En Indonésie les arbres se situent dans les
sols rouges podzoliques avec un substrat calcaire. Au Sabah, ils sont plantés
dans les lithosols et vertisols ayant un pH inférieur a 4,5. (National

Research Council, 1983). Ces résultats obtenus sur de jeunes plants sont
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cependant a confirmer pour les stades plus avancés et vérifier si les taux
de phosphore parfois trop bas dans les sols acides de Casamance (annexe 4)

ne blogueront pas le développement rapide de 1'espéce.



Figure 8

Plants issus de 1'élevage en pépiniére dans le sol de Bel Air et dans du
sol acide de Casamance (Bayottes) non stérile

NB. On remarque une nette différence de la croissance en hauteur et de
1'état végétatif des plantes €levées sur le sol acide.
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Poids frais et poids sec des feuilles, tiges, racines, nodules des plants

élevés sur les deux types de sol

Afin de compléter les paramétres pouvant nous édifier d'avantage sur

la différence du comportement de Acacia mangium sur les types de sol, ces

mesures sont effectuées.

L'analyse statistique a donné les résultats sujivants :

Nombre d'observationg 20

Nombre de variables 11

var 1 : sol
var 2 : Dbloc
var 3 : poids frais des feuilles
var 4 " " "  tiges
var 5 " " " nodules
var 6 nombre de nodules
var 7 : poids frais des racines
var 8 poids sec des feuilles
var 9 " " " tiges
var 10 : " " " nodules
var 11 : " " " racines
Dispositif de l'essai : bloc
Facteur 1 2 types de sol 1 = Bel Air 2 = Bayottes
(BA} (BY)
Facteur 2 10 blocs
By 7 By i By i Byi Bg i By i Byi Bgi By i By
variables a analyser : 9
var 1 : PFF (Poids frais des feuilles) en grammes
var 2 PFT (Poids frais des tiges) t
Var 3 : PFN (Poids frais des nodules) "
var 4 NBN (Nombre de nodules)
var 5 PFR (Poids frais des racines) en grammes
var 6 PSF (Poids sec des feuilles) "
var 7 PST (Po1ds sec des tiges) "
var 8 PSN (Poids sec des nodules) "
var 9 : PSR (Poids sec des racines) "



TABLEAU 11

Poids frais et sec des différentes parties des plants de

Acacia mangium cultivés sur les

2 types de sol

l |

| | | | | | |
| PFF | PFT | PFN | NBN | PFR | PSF | PST | PSN | PSR
I I I I I I I I I

Bel Air }2,24 a}0,48 aI IO,3O aI IO,SS aIO,IB a‘

Bayottes I4,81 bIl 60 bI :8,70 b, , , I |

1,10 b;0,53 b
[

Chague valeur est la moyenne de 10 répétitions.

Dans chague colonne les valeurs suivies de deux lettres différentes sont

significativement différentes au seuil de 5 % d'apreés le test de Newmann - Keuls
PFF = Poids frais feuilles PSF = Poids sec feuilles

PFT = Poids frais tiges PST = Poids sec tiges

PFN = Poids frais nodules PNS = Poids sec nodules

NBN = Nombre de nodules PSR = Poids sec racines

PFR = Poids frais racines



TABLEAU 12

Matrice de corrélation entre les différentes

variables étudiées

Sol Bloc PFF PET PFN NBN PFR pPste
Sol 1
Bloc 0 1
PFF 0,544 0,513 1
PFT 0,692 0,400 0,825 1
PFN 0,275 0,325 0,199 0,488 1
NBN 0,627 0,341 0,588 0,733 0,764
PFR 0,074 0,501 0,714 0,550 0,096 0,204 1
PSF 0,501 - 0,542 0,994 0,843 0,203 0,569 0,760 1
PST 0,652 - 0,451 0,848 0,992 0,477 0,730 0,606 0,870
PSN 0,127 - 0,495 0,600 0,328 0,335 0,529 0,367 0,566

PSR 0,093 0,458 0,736 0,599 0,143 0,270 0,949 0,780

0,344

0,647

PSN

1

0,402

PSK



—

TABLEAU 13

Teneur en N des plants de A. mangium cultivés sur

les deux types de sol non stérileg (mg/plt)

{ Feuilles # Tiges | artie aérienne
Types de sol | [ | | |
| N3 | TN | ~Ns% | ™ | TN
| I | | l
| I | I |
Bel Air 11,977 a 11,089 a : 1,063 a : 0,193 a} 1,282 a
| | | | |
Bayottes |2,710 b 2,975 b | 1,117 b | 0,597 b/ 3,572 b
| | | | I
| | | | |
N % = pourcentage de N = concentration en azote

TN

I

teneur totale de N dans la partie de la plante
Chague valeur est la moyenne de trois répétitions
Dans chaque volume les valeurs suivies de deux lettres différentes sont signi-

ficativement différentes au seuil de 5 % d'aprés le Test de Newmann Keuls.

TABLEAU 14

Teneur en P des plants de Acacia mangium cultivés

sur les deux types de sol non stériles (mg/plt)

} Feuilles } Tiges { Partie aérienne
Types de sol { { | | |
| P % | TP | P % | TP | TP
| | l | |
| | ! | I
Bel Air | 1,09al o©0,6a | 1,66 al 0,3a | 0,9 a
| | J | |
Bayottes l 0,9! a1 1,00 b{ l,lBZaf 0,6 b 1 1,6 b
| | | | |
i ] | L I
P % = pourcentage de P = concentration en phosphore
TP = teneur totale de P dans la partie de la plante

Chaque valeur est la moyenne de trols répétitions
Dans chaque colonne les valeurs suivies de deux lettres différentes sont signi-

ficativement différentes au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann Keuls.
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Nous nous apercevons que pour tous les paramétres étudiés, il y a

une différence significative au seuil de 5 %. Acacia mangium se comporte

mieux sur le sol des Bayottes issu d'une station de pH 3,8 et ceci est en

accord avec les observations de terrain (National Research Council, 1983).



3.3. Rhyzobium et Bradyrhizobium

3.3.1. Isolement et sélection aE£é§-Ei§9§§§§

Le piégeage consiste comme son nom l'indique a piéger dans
les sols utilisés (Bel Air et Bayottes) différentes souches de Rhizobium sp
par la formation de nodules au niveau des racines. Des plants élevés sur du
sol acide de Casamance, en gaine de polyétylene sont choisis en fonction de
leur meilleur état végétatif par rapport aux autres plants du méme lot. Ils
sont débarrassés de leur terre au niveau des racines. Les bactéries piégées
au niveau des nodules formés sur ces racines sont isolées. Nous avons pu ainsi

isoler 4 souches de Rhizobium et 5 de Bradyrhizobium.

Parmi ces souches de Bradyrhizobium nous en avons retenu 3

Bay 1, Bay 2 et Bay 3 pour nos expériences. Pour ces résultats ci, nous avons

présenté seulement ceux obtenus avec la souche de Bradyrhizobium Bay 1

inoculée en tube. Les autres souches sont utilisées dans des expériences en

cours.Une souche de Rhizobium est isolée a partir d'Acacia bivenosa sur sol de

Bel Air. Elle a été utilisée en tube.

Sur le sol de Bel Air, seuls 2 plants sur 40 ont développé
des nodules qui se sont en outre relevé non fixateurs. Seulement apreés 6 mois

en gaine, de trés gros mnodules sont récoltés dans ce type de sol.

3.3.2. Morphologie _des colonies formées par différentes souches

Cultivées sur milieu YEM gélosé, les souches de Rhizobium

et de Bradyrhizobium sont différentes morphologiquement. Les souches de

Rhizobium forment des colonies muqueuses, de couleur créme, comme celle isolée

sur Acacia bivenosa. Les souches de Bradyrhizobium forment de trés petites

colonies translucides et ponctiformes, qui dans certains cas n'apparalssent
gu'aprés 7 a 8 jours. Nous avons suivi la croissance in vitro de quelques
souches par mesure de la densité optique a 600 mm qui est portée sur la
figure 9. Pour les souches de Rhizobium le développment se remarque dés la

2é heure, alors que pour les souches de Bradyrhizobium la croissance n'est

perceptible gu'au bout de la 10é heure

Nous remarquons que les souches Bayl, Bayz, Bay3 ont un

développement treés lent caractéristique des Bradyrhizobium.
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3.4. Etude de l'infectivité et de l'effectivité des souches de Rhizobium

et de Bradyrhizobium sur Acacia mangium

3.4.1. Synthése en milieu axénigue en_tube

En tube, 16 traitements sont effectués de 12 répétitions avec

-—

3 témoins par traitement.

L'expérience s'est déroulée sur une période de 16 semaines.

Nous avons remarqué gque Acacia mangium se développe lentement en tube et

présente souvent un mauvais état végétatif.

Les résultats de 1'étude sont portés sur le tableau 15 et

les figures 10, 11, 12.

L'activité de la réduction de C2H2 en C2H4 est mesurée et

figure au tableau 16.

En tube la souche isolée sur A. mangium et piégée & partir
du sol acide de Casamance - Bay 1 - se distingue trés nettement des autres
par son effet sur la plante. L'A.R.A. (tableaul®6) exprimé par plant montre bien

que la souche Bay 1l est de trés loin la plus efficace.

Sur la figure 1l et sur le tableau 15 nous remarguons gque

A. mangium forme des nodules aussi bien avec le genre Rhizobium qu'avec le

genre Bradyrhizobium mais ne fixe l'azote efficacement qu'avec les Bradyrhizobium

donc peut bien faire partie du groupe 3 (Dreyfus et al, 1986).

Nous avons déterminé le poids de matiére fralche des parties
aériennes des plantes qui présentaient le meilleur état végétatif. Les résultats

figurent au tableau 12. Ils montrent bien que la souche de Bradyrhizobium Bay 1

que nous avons isolée dans le sol acide de Casamance est la meilleure.



TABLEAU 15

Réponse & 1'infection des souches utilisées 8 Acacia

mangium

cultivée en tube

Souches de Rhizobium

Nombre de nodules

Observations

sur l'état

|
|
|Trés mauvais
I
|

79 0 état végetatif
20 minuscules " " " "
23 | 16 mauvais état
24 ( 9 " "
25 ' 7 | " "
1 I
A.b | 0 ‘ " "
| |
T 1
1522 | 0 |se développe normalement
|
1 I
8 | 0 | Mauvals état végétatif
J |
1 1
1449 | 2 | se développe normalement
> 5 i
582 | 8 |se développe bien
Souches de Bradyrhizobium
Bay 1 ‘ 14 |Excellent état végétatif
58 0 Mauvais état
101 | 22 Se développe bien
106 ( 17 " "
A 32-21 11 " "
ORS 841 10 " "




TABLEAU 16

Activité réductrice d'Acétyléne de Acacia mangium

inoculé avec diverses souches de Rhizobium ou de

Bradyrhizobium

Souches A.R.A. nM/plt/30 mn

Bay 1 38,529
0,897

0,616

582
1449

Témoin

o

1522
79

23
24
25
A.b
8
58
101
106
AE 3221

|
|
|
|
|
|
|
|
l
l
|
20 |
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

o O O O O O o © o O o o o

ORS 841



Figure 10

Effet de 1l'inoculation de jeunes plants d'Acacia mangium élevés en tube dans le
milieu de JENSEN pour légumineuses au laboratoire.
On remarque de gros nodules ovoIdes sur les plantes des tubes 1, 2, 3

1, o, + . plantes inoculées avec Bay I, souche Bradyrhizobium isolée de nodules
d'Aa. mangium

4 : plante nodulée par une souche de Bgsfyrhizobium qui forme des nodules
ineffecients sur A. mangium.

5 : plante inoculéepar une souche de Rhizobium qui n'induit pas la nodu-
lation chez 1'A. mangium.

6 et 7 : témoins non inoculés, l'absence de nodules prouve bien qu'il n'y a
pas eu contamination par une bactérie du méme groupe d'inoculation
croisée.



Fig. 11

Jeunes plants d'Acacia mangium élevés en tube dans un milieu de JENSEN pour

Légumineuses au Laboratoire inoculés avec différentes souches de Rhizobium
ou de Bradyrhizobium.

On remarque bien la différence par la couleur des feuilles entre les jeunes
plants fixant : l'azote (tube 1, 2, 3, 4) de ceux ne fixant pas 1l'azote(tube
5 6, 7.
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Figure n° 12.

Poids frais des plants de A. mangium élevés en tube et inoculés avec des

souches de Bradyrhizobium ou de Rhizobium.

t = Témoin non inoculé.



Les souches de Rhizobium et de Bradyrhizobium isolées et

testées précédemment en tube ont été utilisées pour les expériences en gaine.
Pour ces résultats-ci, seront présentés les effets des souches, sans celles
isolées sur A. mangium dans le sol acide de Casamance. Les expériences sont

en cours a la pépiniére.

Des jeunes plants élevés en pépiniére sur du sol acide
de Casamance stérilisé ont été inoculés par les différentes souches. Nous
avons effectué 11 traitements avec 10 répétitions et l'expérience s'est
déroulée sur une période de 21 semaines. Nous avons mesuré la croissance en
hauteur, les poids frais et secs des feuilles, tiges, racinii'et nodules.
Nous avons déterminé le nombre de nodules par plant, ainsi' que la teneur en

azote des différentes parties de la plante (feuilles, tiges et racines).

Toutes les gammes de la symbiose sont représentées depuis

1l'absence de nodulation jusqu'a la nodulation capable de fixer N2.

- Non effectives souche 20

- pPeu effectives " 8

- Infectives, non efficientesg " 23, 24, 25

- Peu efficientes " 106, 58, AE 3221
- Efficientes " 101, ORS 841

lLa croissance en hauteur (fig. 16) des plants inoculés
avec les différentes souches n'indiquent de différences significatives par

rapport aux témoins non inoculés qu'avec ceux inoculés avec les Bradyrhizobium.

On observe un gain de 158 % entre les plants inoculés avec ORS 841 et les

témoins non inoculés (fig. 15 et 16).

Les résultats de la production de matiére fraiche et de
matiére seche (fig. 17 & 26) confirment ces résultats. On constate que tous
les plants inoculés. avec des souches inefficientes ont une croissance en
hauteur, un poids de matiére séche et fralche égal ou inférieur a ceux des
témoins, méme si cette différence n'est pas significative a ce stade du déve-

loppement des plantes (fig. 14).

La plupart des souches de Bradyrhizobium sont responsables

d'une augmentation significative des teneurs totales en azote des plantes

(fig. 27, 28, 29).



On n'observe pas de correlation entre le nombre de nodules
et le poids sec des parties aériennes, la croissance en hauteur de la plante

ou la teneur en N de la partie aérienne.

Il ressort de ces tests gque Acacia mangium est peu spéci-

figque pour la nodulation mais semble étre spécifique pour la fixation de

l'azote, en effet seules les souches de Bradyrhizobium sont efficientes.

Nous avons réussi a isoler et sélectionné un certain nombre de souches de

Rhizobium et de Bradyrhizobium dont une qui est particuliérement performante

avec Acacia mangium (Bay 1) qui est une souche isolée dans le sol acide gqui

convient bien a Acacia mangium.




Figure 13

Plants issus de l‘élevage en pépiniére dans un sol acide de Casamance stérile
inoculés avec une souche a croissance lente (Bradyrhizobium) ou une souche a
crolssance rapide (Rhizobium).

On remarque la différence de la croissance en hauteur au profit de ceux inoculés
avec Bradyrhizobium.




INOC.  RHIZOI3IUM
o RUS RAPLE

Figure 14

pPlants issus de 1'élevage en pépiniére dans le sol de Casamance stérile
inoculés par une souche de Rhizobium infective mals non efficiente comparés
a des témoins non inoculés. On remarque le peu de différence concernant la
crolssance en hauteur.



Fig. 15

Plants issus de 1'élevage en pépiniére dans le sol acide de CASAMANCE sté-
rile , inoculés avec une souche de Bradyrhizobium effective isolée en CASA-
MANCE comparés a des témoins non inoculés. la différence est remarquable

quant a la croissance en hauteur.
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Figure n” 16
Résultats de la mesure de la croissance en hauteur de 1'Acacia mangium gu. sol

acide de¢ casamance inoculé avec différentes gouches de Rhizobium et de Bradyrhi-

zobiun..

Les bitons représentent la moyenne de dix répétitions.

Les bdatons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils
sont surmontés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 ¥%.
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Figure n' 17
Résultats de la mesure du poids frais des feuilles des plants élevés dans le sol

acide de Casamance stérile, inoculés avec différentes souches de Rhizobium et de

Bradyrhizobium.

Les bdtons représentent la moyenne de dix répétitions.
Les batons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils

sont surmontés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.
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Figure n’ 18

Résultats de la mesure du poids frais des tiges des planteg élevées dans le sol

acide de Casamance stérile et inoculésavec différentes souches de Rhizobium Gu

de Braaychizobium.

Les bdtons représentent la moyenne de dix répétitions.

Les bdtons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de S5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils
sont surmontés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.
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Figure n” 19
Résultats de 1a mesure du poids frais des racines des plants élevés en pépiniére

o
sur sol acide de Casamance stérile, inoculég avec différentes souches de

Rhizobium ou de Bradyrhizobium.

Les bdtons représentent la moyenne de dix répétitions.

Les batons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils
sont surmontés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.
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Figure n’ 0

Scuches utilisgées

Résultats des poids frais des nodules des plants élevés en pépiniere sol acide de

Casamance stérile, inoculés avec différentes souches de Rhizobium ou de Brady-

rhizobium.

Les batons représentent la moyenne de dix répétitions.

Les batons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement

différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils

sont surmontés de lettres différentes 1ils sont significativement dif-

férents au seuil de S5 %.
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Figure n° 21
Késultats du nombre de nodules par plant inoculés avec différentes souches de

Bradyrhizobium et de Rhizobium.

Les bdtons représentent la moyenne de dix répétitions.

Les batons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils
sont surmontés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.
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Figure n_ 22
Régultats de la mesure des poids frais des parties aériennes des plants élevésg en

pépiniere sur sol acide de Casamance et inoculés avec différentes souches de

Rhizobium ou de Bradyrhizobium.

Les bdtons représentent la moyenne de dix répétitions.
Les batons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de S % d'aprés le test de Newmann - Keuls S'ils

sont surmontés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.
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Figure n° .3
Résultats de la mesure du poids frais de la partie souterraine des plants élevés

en pépiniere sur du sol acide de Casamance, inoculés avec différentes souches d-

Rhizobium ou de Bradyrhizobium.

Les bdtons représentent la moyenne de dix répétitions.

Les batons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils
sont surmontés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.
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Figure n’ 24
Résultats de 1a mesure des polds secs des feuilles des plante élevés en pépiniéré

gur le 8ol acide de Casamance stérile, inoculés avec différentes souches de

Rhizobium ou de Bradyrhizobium.

Les batons représentent la moyenne de dix répétitions.

Les batons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils
sont surmontés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.
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Figure n' .5
Résultats de la mesure des poids secs des tiges de plants élevés en pépiniere sur
80l acide de Casamance stérile, inoculés avec différentes souches de Rhizobium ou’

de Bradyrhizobium.

Les batons représentent la moyenne de dix répétitions.

Les batons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement

différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls., S'ils
sont surmonteés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.
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Figure n’ 26

Résultals de la mesure du poids sec de la partie aérienne des plants élevés sur

sol acide de Casamance stérile, inoculés avec différentes souches de Rhizobium

ou de Bradyrhizobium.

Les bdtons représentent la moyenne de dix répétitions.

Les batons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils
sont surmontés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.
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Figure 27

Teneur en N total par gramme des feuilles par plant.

Les plants sont élevés en pépiniére et inoculés avec differentes

souches de Rhizobium ou de Bradyrhizobium.

Les b3tons représentent la moyenne de dix répétitions.

Les bitons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils
sont surmontés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.
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Figure 28

Teneur en N total des tiges des plants élevés en pépiniére et

inoculés avec différentes souches de Rhizobium ou de Bradyrhizobium

Les bdtons représentent la moyenne de dix répétitions.
Les bitons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils

sont surmontés de lettres différentes 1ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.
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Figure 29
Teneur en N total par gramme de la partie aérienne par plant.

Les plants sont élevés en pépiniére et inoculés avec différentes souches

de Rhizobium ou de Bradyrhizobium.

Les bdtons représentent la moyenne de dix répétitions.

Les batons surmontés d'une méme lettre ne sont pas significativement
différents au seuil de 5 % d'aprés le test de Newmann - Keuls. S'ils
sont surmontés de lettres différentes ils sont significativement dif-

férents au seuil de 5 %.



3.5. Résultats sur les champignons symbiotiques

_Ces expériences avaient pour but de vérifier l'aptitude de l'Acacia
, a . s . ..
mangium former sur son systeme racinaire, une symbiose ectomycorhizienne

et/ou endomycorhizienne avec des champignons.

Nous avons réalisé une série d'expériences dans des conditions axéniques

semi-axénique et une expérience de piégeage.

3.5.1. Les _ectomycorhizes

3.5.1.1. Méthode axénique en tube

Nous avons tenté de mettre au point un systeéme
de culture in vitro en tube sur tourbe et vermiculite (fig. 30) et sur tourbe

et perlite (fig. 31).

L'expérience a duré 17 semaines. Dans les tubes
ou l'apport d'inoculum est effectué sous forme solide, des observations au
microscope ont permis de remarquer des manchons autour des racines, inoculés

par Scléroderma capense et Pisolithus senegalensis.

Des coupes fines effectuées sur ces jeunes
racines n'ont pas permis de mettre en évidence un indiscutable réseau de
HArtig. Au stade actuel de nos observations, nous ne pouvons pas affirmer

1'existence d'ectomycorh%gc en tube.

3.5.1.2., Méthode axénique "sandwich paper"

Au stade actuel des expériences, nous n'avons

pas obtenu d'ectomycorhizes.

La premiere expérience a été arrétée parce que
le systéme racinaire poussait trop vite alors que les boltes de Pétri étaient

relativement petites.

Une seconde expérience est en cours avec des

boites de Pétri d'un diamétre de 19 cm.

3.5.1.3, Synthése en milieu semi-axénique : méthode "Pouchs"

Aucune mycorhize n'a pu €tre obtenue par cette
méthode. Au bout d'une semaine la moitié des plants a séché bien que suffisam-

ment arrosés. Les implants gélosés apreés un faible début de croissance ont



Figure 30

Jeunes plants élevés sur Tourbe et Vermiculite en tube au Laboratoire.



Fig. 31

Jeunes plants d'Acacia mangium élevés sur Tourbe et Perlite stérile inoculés
avec différentes souches de champignons ectomycorhiziens. A 1'état actuel

des expériences i) n'ya pas de différence



arrété de se développer et se sont méme nécrosés.

Cette technique peut étre améliorée parce que
le systéme racinaire de A. mangium est assez robuste pour que cette méthode
réussisse comme chez les pins en diminuant les risques de contamination et
en augmentant l'humidité de l'atmosphére du systéme racinaire, on peut

s'attendre a de meilleurs résultats.

3.5.1.4. Synthése en milieu semi-axénique en gaine

De jeunes plants d'Acacia mangium élevés en gaine

de polyéthyléne sur du sol acide de Casamance stérile, sont inoculés par une

souche de Pisnlithus senegalensis p.t.

L'étude du systéme racinaire a permis de mettre

en évidence l'aptitude de Acacia mangium a former des ectomycorhizes avec

cette souche de Pisolithe. Une coupe transversale effectuée sur des racines
courtes de 2é& ordre a permis de mettre en évidence la structure typique
d'une ectomycorhize ; présence d'un manteau fongique et du réseau de Hartig

(fig. 32, 33).

3.5.1.4.1. Aspect morphologique

Ces ectomycorhizes sont de type
monopodiale simple, c'est-a-dire formés d'un seul axe pouvant présenter
une ou deux ramifications. La longueur varie de 0,5 a 1,5 cm et l'épaisseur

de 0,2 et 0,6 mm. Les ectomycorhizes formés avec P sont de couleur jaune

Sl
pile et sont parfois entourés d'un voile mycélien l3iche.

3.5.1.4.2. Aspect anatomique

Des coupes transversales dans ces
racines mycorhizées révélent la présence du manteau fongique et du,réseau de
Hartig caractéristique, Dans les deux cas, le manteau de 20 3 3%2& d'épais-

seur egt constitué d'un tissu parenchymateaux c'est-a-dire formé d'un amas
d'hyphes plus ou moins longs a la différence des tissus pseudoparenchymateux
constitués de cellules ovoides et isodiamétriques ol les hyphes ne sont plus
reconnaissables. Chez les ectomycorhizes formés avec Psl ce manteau fortement
pigmenté en surface s'éclaircit en profondeur. Le réseau de Hartig est consti-

tué de fins filaments qui s'imiscent entre les cellules allongées de la der-

niére assise cellulaire du cortex racinaire.



Fig. 32 COUPE TRANSVERSALE DU RESEAU DE HARTIG CHEZ
L'ACACIA MANGIUM

Mise en évidence de l'intime symbiose entre le Pisolithus sénégalensis p.t.
et l'Acacla manglum.

Fig. 33 COUPE LONGITUDINALE DU RESEAU DE HARTIG.



3.5.2. Endomycorhizes V.A.M.

3.5.2.1. Synthése en gaine

De jeunes plants de A. mangium sont cultivés
sur du sol acide de Casamance et sur du sol de Bel Air stérile. Ils ont été

inoculés par des souches dechampignons endomycorhiziens. (Glomus mosseae).

L'expérience s'est déroulée sur 20 semaines.

Des racines courtes ont été prélevées pour étudier
l'infection. Aucune infection n'a été observée au stade actuel de nos observa-

tions.

3.5.2.2. Piégeage
Des expériences de piégeage sont effectuées sur
le sol acide de Casamance dans des gaines de polyéthyléne. Ces expériences ont
duré 18 semaines. Une symbiose endomycorhizienne a été observée entre Acacia
mangium et une souche d'endogonacée locale (fig. 34). Cette souche n'a pas
encore été déterminée. Le pourcentage de l'infection est presque toujours

supérieur a 75 %.

Nous venons ainsi de mettre en évidence, pour
la premiére fois chez une légumineuse australienne a croissance rapide des

régions humides : Acacia mangium Willd, l'existence d'une triple symbiose.

Une symbiose avec un Bradyrhizobium (souche indigéne), une symbiose avec un

champignon ectomycorhizien Pisolithus senegalensis p.t. et une symbiose avec

un champignon endomycorhizien.

Des expériences sont en cours pour analyser les

effets de cette symbiose sur la croissance de Acacia mangium. Dores et déja

des résultats préliminaires montrent que les jeunes plants 3gés de 33 jours,
cultivés en gaine de polyéthyléne sur du sol acide de Casamance stérile et
inoculés par des souches de champignons endomycorhiziens et/ou ectomycorhiziens

ainsi que des souches de Bradyrhizobium montrent des différences assez remar-

quables (fig. 35).



Fig. 34

Mise en évidence de 1l'endomycorhization de 1'Acacia mangium avec une souche
de champignon indigéne (qui n'a pas encore été déterminée).




Fig. 35

Jeunes: plantpnde A. mangium.ageés de 33 jours cultiveés sur un sol acide
de CASAMANCE stérile non inoculés (plants 1 et 2) inoculés avec un cham-
pignon endomycorhizien et un Bradyrhizobium (plant 3) inoculés avec un
champignon ectomycorhizien et un Bradyrhizobium (plant 4).
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4.- CONCLUSION

En dépit du formidable succés de quelques systémes symbiotiques des
arbres fixant l'azote en foresterie et en agroforesterie, gquelques auteurs
se posent la question de la validité de ces systémes sur le plan économique,
surtout si l'on considére la facilité d'application des engrais azotés et leur
acquisition relativement aisée par rapport & l'utilisation de ces systémes

fixateurs d'azote (Turvey and Smethrust, 1983).

Cette fagon de voir peut étre valable pour les pays tempérés. Dans
les pays tropicaux ou la dénitrification est extr@mement intense et diminue
méme parfois l'activité des engrais azotés, et ou le prix est parfois Lreés
élevé, on ne doit pas encourager cette approche chimique de la solution du
probleme mais tout au contraire provilégier la voie biologique de la fixation

de l'azote.

L'amélioratién de la fixation de l'azote passe par celle du micro-
organisme symbiotique par celle de la plante-hdte. Comme pour les plantes
‘annuelles, l'inoculation des espéces forestiéres ne peut étre epyisagée, pour
avoir des effets bénéfiques, que si la souche a introduire est plus compétitive
et plus effective que les souches locales. La différence entre les plantes
annuelles et les arbres est que les plants sonf élevés dans un substrat

inerte dans une pépiniere avant d'étre transférés au champ pour contrer

les attaques des racines par des pathogénes.

Dans cette situation, l'inoculation avec une souche de Rhizobium
spécifique est fortement recommandée et l'effet bénéfique est inversement
proportionnelle a la teneur en azote du substrat plus il est bas, plus

l'effet bénéfique est élevé.

Quand les jeunes plantules sont transférées au champ, deux phénomeénes
peuvent avoir lieu. Si une souche spécifique et effective de Rhizobium est
présente dans la station de la plantation, l'écart entre les plants inoculés
et non inoculés tend a diminuer au bout de quelques années (Cornet et Diem, 1982).
Si par contre la souche n'est pas présente, les effets bénéfiques sont spec-
taculaires. Un exemple est l'absence de réponse notée au Sénégal a une inocu-

lation : 17 mois apreés l'inoculation chez Acacia holoserica.
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Les plants inoculés mesurant 1,19 m et les non inoculés 1,05 m (Cornet
et al 1985). La raison majeure est que le sol contenait déja la souche ino-

culée & Acacia holoserica. Par contre en Australie avec Leuceana feuco-

cephala, l¢e- plants inoculés mesuraient 2,10 m et les non inoculés 0,33 m

{Diut]lotf 1973).

bu fait que la plupart des sols du Sud du pays sont acides, il est en-
visageakble de sélectionner les souches en fonction de leur tolérance a
l'acidité. et aux fortes concentratiéns en aluminium. Il est a noter que la
plante hdte est moins tolérante & ces contraintes que la bactérie symbiotique.
Il est donc nécessaire de ne pas toujours mettre l'adaptation du microor-
ganisme, mais aussi de la plante hdte. Ceci est bien illustré par le compor-

tement de Leucaena leucocephala qui inoculé avec une souche de Rhizobium

tolérante a l'acidité, dans une station a bas pH, n'a pas permis d'aug-

menter le développement du Leuceana malgré la nodulation induite (Halliday,
1984) . routefois il est reconnu que le processus de la symbiose, notamment
la nodulation est beaucoup plus sensible a l'acidité que la bactérie seule

ou la racine poussant seule (Evans et gl, 1980) .

Ceci est contre l'idée selon laquelle les souches locales s'adaptent
mieux aux conditions environnementales et par conséquent sont plus effectives
dans ces conditions locales . Il:a été observé que certaines souches de

Bradyrhizobium introduites fixaient mieux l'azote que certaines souches

indigénes de la station. C'est ainsi que Tal 651 isolé a partir de Psopho-
carpus sp - et provenant de la collection MIRCEN a Hawal était plus

efficient sur Acacia holosericea au Sénégal que les souches locales

(Cornet et Diem 1982).
Il est donc envisageable de travailler aussi bien sur les microorganismes

que sur la plante-hdte pour un meilleur devenir de cette symbiose.

Luns les systémes symbiotiques fixateurs d'azote, le génotype de la
{lart: Ore est considéré comme eninte;relationavec la souche de Rhizobium
infective en conditionnant le potentiel de la fixation de l'Azote. Il est
possible d'exploiter les différences énormes qui existent entre les géno-

types de ces espéces végétales. Excepté Leuceanaleucocephala et Prosopis

ssp, la variation génétique des légumineuses arborescentes n'est pas

encore trés bien exploitée (Koslowski and Huxley 1983).



...59..

11 est aussi important de contrdler, voire de dominer les régles d'amé-
nagement comme l'application des engrais qu#isi elle est une excellente chose
en agriculture, n'est pas toujours profitable en foresterie ou en agrofores-
terie. Quelques alternatives existent. La plus connue est l'inoculation
avec des champignons mycorhiziens,La double inoculation des arbres avec un
Rhizobium et un V.A.M. donne des résultats meilleurs que 1l'inoculation avec

un Rhizobium seul. Le fait remarquable est que l'inoculation avec des V.A.M.

augmente l'uniformité des arbres aprés la transplantation (Cornet et al 1985).

C'est pourquoi Acacia mangium pouvant présenter : une nodulation avec

une souche de Bradyrhizobium infective et trés efficiente (Bay I) (souches

indigénes) ; une symbiose endomycorhizienne (souches indigénes) et une sym-

[, iose: e-tomycorhizienne (Pisolithus senegalensis p.t.) qui est aussi une

~ou v ndigeéne, est un atout extraordinaire a jouer dans le sud du pays
ou l'on peut s'attendre a de multiplesavantages.
A l'annexe 5 figurent des sites envisageables pour son implantation

dans le sud du Sénégal.
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6.- GLOSSAIRE

CHAMPIGNON ECTOMYCORHIZIEN : champignon susceptible de former des ectomy-
corhizes avec la plante. Il désigne le champignon
seul.

CHAMPIGNON ENDOMYCORHIZIEN : Champignon susceptible de former des endomyco-
rhizes VA. Ce terme désigne le champignon indé-
pendamment des tissus racinaires.

CONCENTRATION EN N OU EN P : Pourcentage de ces éléments dans les parties
aériennes (tiges et feuilles) des plantes.

EFFICACITE (ou effectivité): Ce terme peut s'appliquer a une souche de Rhi-
zobium ou a un champignon endomycorhizien.

1 - Cas d'une souche Rhizobium
Aptitude d'une souche de Rhizobium a fixer Nj
dans le nodule.

2- Cas d'un champignon endomycorhizien
Aptitude d'un champignon endomycorhizien a sti-
muler la croissance d'une plante.

ECTOMYCORHIZE : Organe mixte résultant de la colonisation du
cortex d'une racine par un champignon. Cet or-
gane est caractérisé par la présence d'un manteau
péri-racinaire avec des filaments myceliens
qui pénétrent entre les cellules épidermiques
et parois corticales, créant ce gu'on appelle
le Réseau de Hartigqg.

ENDOMYCORHIZE VA : Organe d'origine mixte résultant de la coloni-
sation du cortex d'une racine par un champignon.
Cet organe est caractérisé par la présence de
vésicules et d'arbuscules d'origine fongique

dans les cellules corticales.
{

HYPHE : Filament d'origine fongique dont 1l'ensemble
constitue l'appareil végétal des champignons.

INFECTION ENDOMYCORHIZIENNE: Développement du champignon endomycorhizien a
l'intérieur des racines de la plante-hdte. On
distingue la fréquence d'infection, c'est-a-
dire le pourcentage de racines infectées, et
1'intensité d'infection qui est le pourcentage
du volume de cortex racinaire infecté,

INFECTIVITE : Aptitude d'une souche de Rhizobium a induire
la formation de nodules chez une légumineuse.
Cette notion n'implique pas celle d'efficacité.

NODULATION : Résultat de la succession d'événements aboutis-
sant a la formation d'un nodule.



SPECIFICITE : 1l - Cas de Rizhobium
Ce caractére peut se rapporter a la souche ou
a la plante-hote :

a) Spécificité de la souche : propriété d'une
souche définie par son spectre d'hdtes. Une
souche trés spécifique a un spectre d'hdtes
réduit, une souche peu spécifique a un large
pectre d'hdte.

b) Spécificité de la plante-hdte : aptitude
d'une plante a &tre nodulée par un nombre plus
ou moins important de souches de Rhizobium. sp

2- Cas des MVA

On admet que la symbiose endomycorhizienne n'est
pas spécifique en ce qui concerne l'infection
mycorhizienne. En revanche, 11 existe une cer-
taine spécificité en ce qui concerne l'effica-
cité de l'association symbiotigue.

SPECTRE D'HOTE : Ensemble des plantes-h8tes gqui nodulent avec
une méme souche de Rhizobium.

SPOROCARPES : Organes reproducteurs de certains champignons
constitués de plusieurs spores.

TENEUR TOTALE EN N OU EN P : Poids de ces éléments par partie aérienne des
plantes.



A. R. A

C. N. R. F.
D. O.

E. C. :

0. R. T. :
MNM

Mva

VA

7.~ ABREVIATIONS

Activité Réductive d'acelyléne. Elle peut étre rapportée
a la plante : ARAP, ou au poids sec des nodules ARAS.
(S = spécifique)

Centre National de la Recherche Forestiere.
Densité Optique.

Eucalyptus camaldulensis
Organisation—-Reconstruction-Travail

Milieu dg Mélin et norskman

Mycorhizes a vésicules et arbuscules

Vésicules et arbuscules.
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ANNEXE 3

Carte de la région naturelle de 1l'Acacia mangium.

; - <
///J NEW GUINEA

/\F« AUSTRALIA

7//1”/ Native distribution
mﬁ;ﬁ Main area of current cultivation

:’ ~ .

Mangium is native to sthree.small areas of Queensland, the
southwestern portion of Guinea, and the islands of eastern
Indonesia. Ir the last decade i1t has been planted widely in
Sabah, Malaysia (where it is, for instance, the principal
species in a 200,000 hectare reforestation scheme), but so
far it is little known elsewhere.

SOURCE : National Resarch council (1983).



ANNEXE 4 Principales caractéristiques physiques et chimiques des sols prélevés en CASAMANCE

_— (Analyses effectuées par le laboratoire de chimie de 1'ORSTOM Dakar).
I | | | [P assimi-] I I | I
| SoL S | Argile | Limon | Sable | lable |P total |N total | CyN |pH (KCI N{ pH (H50)
I | ¢y | = | ™ | (ppm) | I I I I
I | I I I I | I | |
I I I I I I I I | |
|  BAYOTTES | 11.5 | 7.1 | 79.5 | 10 | 49 | 320 | 16. | 3.8 | 4.9
I I | I | | I I I I
|  BIGNONA | 9.5 | 6.4 | 80.9 | 13 | 67 | 540 | 13. | 6.5 | 7.5
I I I | | | I I | |
|  DIAKENE | 6.9 | 9.2 | 83.5 | 23 | 41 | 320 | 11. | 4.1 | 5.3
I I I I I I | I I I
| DIEGOUNE | 4.5 | 15.1 | 78.8 | 11 | 35 | 570 | 13. | 3.8 | 4.8
I I I | I I I I | I
| DIEMBERRING | 2.3 | 2.3 | 95.6 | a3 | 104 | 680 | 12. | 5.9 | 6.5
I I I I I | I I | I
| DJIBELOR | 6.0 | 9.4 | 83.9 | 9 | 43 | 340 [ 11. | 3.8 | 4.9
I I I | | I I | | |
|  KABROUSSE I 8.3 | 10.3 | 80.8 | 21 | 61 | 410 | 8. | 4.7 | 5.7
| I I I I I I | I I
|  TENDOUK | 18.5 | 41.6 | 37.7 | 11 | 52 | 670 | 13. | 4.2 | 5.4
l, I I I I I I | I |
|  TOoBOR | 9.8 | 8.9 | 79.5 | 19 | 54 | 660 | 12. | 5.0 | 5.8
| I I | | | I I I |
| SANTIABA - MANJAK | 7.4 | 11.2 1 80.4 1 13 f 43 f 360 I 8. f 4.0 , 4.8
I | | |

* Dosage selon la méthode de OLSEN (1954)

e ——— —_—



ANNEXE 5 :

Sites envisageables pour l'implantation de l'Acacia mangium au Sénégal

———— . e . e e e e e e, e e, e, e e e ]

} ’Altitude |PJnviomé—= [
SITES | Types de végé | (m) i trie I Types de sol | PH
(m)
I I | | I
I | I I I
Santiaba Manijak (12°24'N, 16°35W) | Guinéenne | 10 | 1800 | Sol hydromorphe | 4
(1) (2) | | | | sol ferralitique |
I I I | I
Bayottes (12°29'N, 16°17'W) (2) | seudano-guinéenne ! 10 |1600-1700| Sol rouge ferralitique | 3,8
I I I I |
Djibélor (12°34'N, 16°19'W) (2) | " | 10 |1500-1600| " | 3,8
I I I I I
Tobar (12°43'N, 16°14'W) | " | 20 |1400-1500] " | 5
I I I I I
Tendouk (12°46'N, 16°27'W) | " | 20 | 1400-1500| " | 4,2
I I I | |
Diégoun (12°49'N, 16°19'W) | " | 25 | 1400-1500]| " | 3,8
I I | I |
Kalounayes (12°50'N, 16°8'W° 53) | " | " 1300-1400| " | 4,5
I | I I
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ANNEXE 7

Genres signalés pour posséder des espéces

ectomycorhizées,

présents au Sénégal.

FAMILLES GENRES
CASUARINACEES Casuarina
EUPHORBIACEES Uapaca
CAESALPINACEES Afzelia

Anthanong

Cassia

Swartzia
MINOSACEES

Acaclia
MYTRACEES Eucalyptus

Melaleuca
SALICACEES

Salix
SAPINDACEES Allophyllus
PINACEES Pinus.



ANNEXE 8 :

SOUCHES DE CHAMPIGNONS ISOLEES AU SENEGAL A PARTIR DE CARPOPHORE

Amanita. cf. rubescens

Amanita. cf. aurefloccose
Tubosaete brunnosetose
Amanita cf. rubescens.
Amanita sp.

Amanita sp.

Xerocomus subspinutosus

Pisolithus sengalensis

Xerocomus Ssp.

Amanita sp.

Xerocomus cf boletiformis
Xerocomus rubspinutosus
Amanita a verrue grise
Amanita jaune

Truffe ?

Pisolithus senegalensis

HOte  présumé

Date isolement

. herbier.

Provenance

Afz.

africana

Uapaca cf. g

Afz.
Afz.

africana

africana

Uapaca cf. g

C.
E.
E.

equisetifolia
camaldulensis
camaldulensis

africana

africana

. africana

camaldulensis

-
I
I
I
I
|
|
|
I
I
I
I
|
|
I
I
I
|
|
|
I
I
I
I
|
I
I
I
I
I
I|
|

24
22
25

.07

.07

.07

25.

27
27
25

07

.07

.07

.07

19.
.06

21

06

.08

I
I
|
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
|
|
|
|
I
I
I
I
I
I
I
I
I
|
I
I
I
I

7566
7545
7573
7571
7578
79

Ps2
Psl

7514
7523

FC Bayottes
FC Kalounayes
PNBC

PNBC

Bayottes
Bayottes

PNBC

Hann-ORSTOM
Jard. Bot. Univ.
Dakar.

ékés. Sen Oriental
Dindeffelo Sen Orir
Orient.

Thiara-Kolda

CNRF Dijibélor

Tobor-Projet FAO.



Annexe 9 Liste de quelques champignons présumés mycorhiziens dans
les for8ts classées du Sud du Sénégal.

Especes { Famille { Période de { Mycorhize { Plante hidte % Provenance
fructification J
— ——- —— I[ | S
Pulverobeletus aff. trinitenpis Boletaceae Juillet ? i U. guineensis PNBC
Xerocomus subspinulosus Boletaceae Juallet ecto- U. guineensis PNBC

camaldulensis Djibelor ISRA/CNRA

m
.

Gyrodon cupreus Boleteceae

—_—
1
|
|
{
I
1
|
{
|

- |
c |
o8
—
—

®

o

®

o

o

o

)

‘Tubosaete brunneosetosa Boleteceae guineensis PNBC
Amanita rubescens Amaniteceae Juillet T ecto- U. guineensis PNBC
Scleroderma sp. I Sclerodermataceael Aout - sept. ? A, africana PNBC, Bayottes,

Djebelor, Tobor,

Oct. et Nov. |

I l |
Kalounayes.

|
|
|
I
|

[
=
ol
—_
_
1 ]
or
~
—_—t———— — ———————{—
(=
.

]
|
1
|
1
)
|
|
|
|
|
1
1
}
1
|
1
1
}
|
]
]
1
~

Russula sp. | Russulaceae Sept. Oct. A. africana Bayottes
Boletus sp; | Boletaceae | Sept. Oct. ? A. africana Bayottes.
SOUR PNBC = Parc National de Basse Casamance

SOURCE : BA A.M. (1985),



Annexe 10

|
A lB C
p—1

ATPases Phosphatases

alcalines
ATPazes(?)

Schéma «LLustrant Les Echanges au ncveau de ¢'intenjace

: Cytoplasme de la cellule-hdte ; B : Plasmalemme de la cellule-hdte ;

: Matrice ; D : Paroi de l'endophyte ; £ : Plasmalemme de 1'endophyte ;

: Cytoplasme de l'endophyte ; G : vacuole avec un granule de polyphosphate ;
: Plasmalemmasome de 1l'endophyte.

. Liberation de phosphore a partir d'un granule de polyphosphate.

: Migration du phosphore a travers le tonoplaste.

: Migration dans le cytoplasme.

: Passage a travers le plasmalemme (phénomene actif et intervention des
ATPases, ou diffusion passive et participation éventuelle des plasmalem-
masomes) .

S : Diffusion a travers la paroi fongigue.

6 : Diffusion a travers la matrice.

7 : Traversée active (intervention des ATPases ; pompe ionique) du plasma-
leinme de lthdte.

A
c
F
H
Transfert de phosphore :
1
2
3
A

Pour les étapes 1 et 2, intervention probable, mais dont les modalités res-
tent 3 préciser, des phosphatases alcalines et d'éventuelles ATPases vacuo-
laires.

Transfert de sucre :

1' : Transport de précurseurs des polysaccharides (monomeres) (S') dans le
cytoplasme de la cellule-h8te,

2t : Polymérisation des polysaccharides sur le plasmalemme (S) ou les membra-
nes des plasmalemmasomes. Les astériques représentent les synthétases in-
cluses dans ces membranes. -

3¢ : Polysaccharides accrochés sur la paroi fongique.

4' : Emission d'enzymes lytiques par l'endophyte. Libération de sucres
solubles (S").

5' : Passage a travers la paroi fongique.

6' : Traversées par phosphorylation du plasmalemme fongique (intervention
des ATPases).

Les échanges au niveau du plasmalemmasome de l'endophyte sont indiqués par
deux~fléches en sens contraire accompagnées d'un point d'interrogation. En
effet, le r8le de ces structures n'apparalt pas clairement et elles pour-
raient 2tre impliquées dans des phénomenes aussi variés que la dégénérescence
cytoplasmique, l'entrée d'eau au moment de la vacuolisation ou la sortie de
phosphore par exocytose.

Source : J. DEXHEIMER (1982)



Annexe 11

PROCESSUS PHYSIOLOGIQUES AMELICRES SUITE A L'INFECTION

DES PLANTES PAR DES CHAMPIGNONS MYCORHIZOGENES.

de l'azote

Résistance aux patho-
génes telluriques

| rﬁ Exemples de
jus physiologiques| Type de mycorhizeg Références bibliographique$
I
I I
Nutrition phosphatée |val, éricoide?, | HARLEY 1989, 1978 ;
|ectomycorhize | TINKER 1978 ; GIANINAZZI-
| | PEARSON et GIANINAZZI 1981
I I
Nutrition azotée |éricoide, | HARLEY 1969n 1978 ;
|ectomycorhize | READ 1980
I |
Absorption d'oligo- | | ROUTIEN et DAWSON 1943 ;
éléments |VA, ectomycorhize | SIHANOUTH et TODD 1977 ;
| | TIMMER et LEYDEN 1978, 1981
I I
Tolérance aux métaux [ | READ 1980 ; BRADLEY et al.
lourds |va, éricoide | 1981 ; GILDON et TINKER1981
| I
T rance au calcaire |ectomycorhize | CLEMENT et al 1977
| I
Avsorption d'eau |VA, ectomycorhize | REID 1978 ; DUDDRIDGE et al;
| | 1980 ; GIANINAZZI-PEARSON
| | et DIEM 1982
I I
Production d'hormones |VA, ectomycorhize | HARLEY 1969 ;
| | ALLEN et al. 1980, 1982
| I
Fixation biologique | va | SMITH et DAFT 1977 ;
I |
| I
I I
| I
| I
| I
I I

VA, ectomycorhize

ASIMI et al. 1980 ;
ROSE et YOUNGBERG 1981

MARS 1982 ;
SCHENCK et KELLAH 1978 ;

BARTSCHI et al., 1981

1 L .« e
endomyccrhize a vesicules et arbuscules

2 . P . .
endomyccrhizes specifiques des Ericaceées.

SQURCE :

V. GIANINAZZI - PEARSON (1982).



Lj Zone désertique & semi-désertique

*-+Limite enlre les régions

Annexe 12 Carte pluviométrique et subdivisions phytogéographiques de

1'Afrique (LEBRUN, 1974). La pluviométrie est exprimée en mm.
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O Afzelia
& Brachystegia
4 Anthonotha
Q Julbernardia
& Gilbertiodendron
L Monopetalanthus
- » Paramacrolobium
X Monoles

Annexe 13. Aire de répartition des L aaumin euses ectomycorhiziques actuel-
- — 4
lement connum§en Afrique Soudanienne et Guinéenne. La pluviométrie

est exprimé en mm.



Annexe l4.pire de répartition des territoires ou la forét claire

(miombo) est le type principal de végétation.
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NOM :  NDAaO
PRENOMS : Babacar

DATE DE SOUTENANCE
Septembre 1987

NATURE : SPECIALITE
I —— \*
Dipldme d'Etudes Approfondies ECOLOGIE MICROBIENNE

CONTRIBUTION A L'ETUDE D'UNE TRIPLE SYMBIOSE CHEZ L'ACACIA MANGIUM

AU SENEGAL.

L'Acacia mangium est une essence forestiére oriqginaire des zones
humides australiennes, qul a une croissance trés rapide or produit un excellent
bois.

Son utilisation comme essence de reboisement duns le sud du Sénégal
en zone soudano-quinéenne devrait permettre la reforestat,non de cette zone et
lutter ainsi contre la désertification.

Chez cette légumineuse, nous avons isolé & partir ge nodules raci-
naires, plusieurs souches de Rhizobium et de Bradyrhizohium et sélectionné les
souches les plus performantes a la fois au laboratoire et ap pépiniere. I1
apparait que seules les souches de Bradyrhizobium fixent |'azote dans ]es
nodules d'Acacia mangium, les souches de Rhizobium formant des nedules
ineffectifs.

L'effet de 1l'inoculation en pépiniére par les ‘i,uches sélectionndes
est trés net et a permis de doubler la croissance des plants en trois mois.

Nous avons observé des Ectomycorhizes sur des joaunes plants cultivés
en pépiniére a la fois aprés piegeage dans un sol acide Casamance et aprés
inoculation par une culture de Pisolithus senegalensis. li,us avons tentd de
maitriser la synthése ectomycorhizienne en tube au laborutrrjre.

D'autre part, nous avons observé une infection “ndomycorhizienne
sur de jeunes plants d'Acacia mangium. Ces endomycorhize: -semblent formées
par des souches indigénes presentes dans un sol de Casamara,
infection endomycorhizienne n'a été observée aprés une i
plants par Glomus mosseae.

Nous avons ainsi mis en évidence, pour la premi.ra fois chez une
legumlneuse (Acacia mangium) l'existence d'une triple symhinse, une symbiose
fixatrice d'azote avec les Bradyrhlzoblum et deux symbio:es assimilatrices de
phosphore et d'autres éléments minéraux avec des champigrne,ng ectomycorhiziens
{Pisolithus senegalensis, souches indigénes) et endomycorhziens (endogonacées
indigénes).

alors gu'aucune
,culation de jeunes

et mycorhize,

MOTS-CLES : Acacia mangium, Rhizobium, Bradyrhizobium,
endomycorhize.

PRESIDENT DU JURY : Mademoiselle GOUNOT.

COMPOSITION DU JURY :




