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Résumé :

Le jujubier (ou Ziziphus mauritiana Lam.) est un arbuste épineux a usages multiples (fruits, fourrage, bois de
service) prioritaire pour le reboisement et I’arboriculture fruitiére dans le Sahel. Dans ce contexte ou les sols sont
souvent dégradés et pauvres en minéraux (P en particulier), la mycorhization et la fertilisation phosphatée
pourraient jouer un role important dans I’amélioration de la croissance et de la productivité des jujubiers.

L’objectif principal de ce travail était d’améliorer la croissance et la production fruitiere de Z. mauritiana par
I’inoculation mycorhizienne dans deux vergers au Sénégal. Il avait pour objectifs spécifiques (i) d’évaluer les
réponses a I’inoculation avec des CMA de différentes espéces de Ziziphus et de provenances de Z. mauritiana en
serre, (i) d’évaluer I’impact de I’inoculation avec R. irregularis IR27 sur la croissance, la survie et la production
fruitiére de Z. mauritiana, (iii) d’évaluer I’impact de 1’inoculation sur la diversité des communautés de CMA
associés a Z. mauritiana en plantation et (iv) de déterminer la persistance de R. irregularis IR27 dans les racines
de Z. mauritiana en plantation.

Le champignon R. irregularis IR27 s’est avéré le plus efficace parmi les CMA testés. Le couple Z.
mauritiana /R. irregularis IR27 a donc été choisi comme modéle pour étudier I’impact de I’inoculation sur la
production fruitiére de deux provenances, Gola (variété indienne sélectionnée pour ses fruits de grosse taille) et
Tasset (provenance locale a fruits de petite taille) dans deux sites contrastés (Amally et Keur Mangari). Nos
résultats ont montré un effet positif de I’inoculation sur la croissance, la survie et le taux de mycorhization de Z.
mauritiana a 13 et 24 mois respectivement a Amally et a Keur Mangari. L’inoculation a également augmenté la
production fruitiére des jujubiers a 18 et 30 mois de plantation a Keur Mangari. Ces résultats montrent la grande
capacité de R. irregularis IR27 a compétir face aux CMA indigeénes. Le séquencage [llumina MiSeq du géne /85
a permis de révéler un impact négatif de I’inoculation sur la diversité et la richesse des communautés de CMA
natifs a Amally contrairement a Keur Mangari ou 1’inoculation n’a pas eu d’impact ni sur la diversité ni sur la
richesse des CMA. Le géne RPB1 s’est révélé pertinent comme marqueur pour détecter R. irregularis IR27 dans
les racines de Z. mauritiana inoculés et évaluer par qPCR I’intensité de la colonisation racinaire des jujubiers par
R. irregularis IR27 qui a représenté 11 a 13% a 13 mois de plantation & Amally et 12 a 15% a 24 mois de
plantation a Keur Mangari. Cependant, il s’avére important d’évaluer a plus long terme 1’impact de R. irregularis
IR27 et son devenir dans les racines de Z. mauritiana en plantation sur plusieurs conditions environnementales.

Mots clés : Ziziphus mauritiana, Rhizophagus irregularis IR27, Mycorhization contr6lée, Arboriculture fruiticre,
Géne /8S, Géne RPBI, Ingénierie écologique.
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Abstract :

The jujube (or Ziziphus mauritiana Lam.) is an important multipurpose species (e.g. fruits, fodder, wood) for
reforestation and fruit farming in the Sahel. In this context where soils are often degraded and deficient in
phosphorus, mycorrhization and phosphorus fertilization could play a major role on improvement of jujube
growth and productivity.

The main objective of this work was to improve growth and fruit production of Z. mauritiana by mycorrhizal
inoculation in two orchards at Senegal. This work aims (i) to evaluate the responses of different species of
Ziziphus and provenances of Z. mauritiana to inoculation with AMF in greenhouse conditions, (ii) to assess the
impact of inoculation with R. irregularis IR27 on growth, survival and fruit production of Z. mauritiana, (iii) to
assess the impact of inoculation on diversity of native AMF communities associated to Z. mauritiana after
planting and (iv) to determinate the persistence of R. irregularis IR27 in roots of Z. mauritiana after planting.

The fungus R. irregularis IR27 proved to be the most effective AMF tested in this work. The pair Z.
mauritiana /R. irregularis IR27 has been chosen as model to study the impact of inoculation on fruit production
of two provenances, Gola (Indian variety selected for its large size fruits) and Tasset (local cultivar with small-
sized fruits) in two sites with contrasting rainfall (Amally and Keur Mangari). Our results showed a positive
effect of inoculation on growth, survival and mycorrhizal colonization of Z. mauritiana plants at 13 and 24
months after planting at Amally and Keur Mangari respectively. Inoculation increased also fruit production of
jujubes at 18 and 30 months after planting at Keur Mangari. These results indicated the high ability of R.
irregularis to compete with indigenous AMF. The MiSeq Illumina sequencing of /8S rRNA gene revealed a
negative impact of inoculation on AMF richness and diversity at Amally, unlike at Keur Mangari where
inoculation had no impact on AMF richness and diversity. The RPBI gene proved to be an appropriate marker to
detect of R. irregularis IR27 in inoculated Z. mauritiana roots and to evaluate by qPCR the root colonization of
R. irregularis IR27 which accounted for 11 to 13% at 13 months after planting at Amally and 12 to 15% at 24
months after planting at Keur Mangari. Therefore, it is important to assess at long-term the impact of R.
irregularis IR27 and its persistence in inoculated Z. mauritiana roots in large environmental conditions.

Keywords: Ziziphus mauritiana, Rhizophagus irregularis IR27, Controlled mycorrhization, Fruit farming, /8S
rRNA gene, RPB1 gene, Ecological engineering.
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INTRODUCTION GENERALE




Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Dans la zone sahélienne, la principale menace environnementale est la désertification (Ozer et
al., 2010). Elle se traduit par la dégradation des propriétés physico-chimiques et biologiques
des sols et par la disparition du couvert végétal. La désertification provoque 1’insécurité
alimentaire qui pousse les populations vulnérables a la migration. Pour fixer les populations
dans leur terroir et lutter contre la désertification, il est important de développer des
productions agricoles et forestiéres afin de restaurer les écosystémes et satisfaire leurs besoins
alimentaires et générer des revenus. Le projet panafricain « Grande Muraille Verte » (GMV)
est un exemple de restauration écologique et de développement socio-économique intégré qui
répond a ces préoccupations dans les zones arides (Dia & Niang, 2010). Il regroupe 11 pays
d’Afrique de Dakar a Djibouti (Sénégal, Mauritanie, Mali, Burkina Faso, Niger, Nigeria,
Tchad, Soudan, Ethiopie, Erythrée, Djibouti) sur un tracé de 7100 km de long et de 15 km de
large. Au Sénégal, 1’Agence Nationale de la GMV (ANGMV) développe dans le Ferlo des
activités de reboisement avec des especes forestieres dites prioritaires (ex. Acacia senegal,
Balanites aegyptiaca, Ziziphus mauritiana), des activités d’arboriculture fruitiere (ex. Z.
mauritiana variété Gola) et des activités de maraichage associant des groupements féminins
dans des jardins polyvalents irrigués par un systeéme goutte a goutte grace a la proximité d’un
forage. L’arboriculture fruitiere (ex. jujubier, manguier) est également développée dans des
vergers de producteurs privés de la zone du Bassin Arachidier qui couvre le centre ouest du
Sénégal. Le Bassin Arachidier possede une longue tradition de cultures vivrieres (mil, niébé,
etc.) et arachidiere sous pluie sur des sols ferrugineux tropicaux. En concentrant prés de 60%
de la population rurale, cette zone occupe une bonne partie de la production agricole au
Sénégal. Avec la pression démographique et le faible niveau d’utilisation des engrais
chimiques, les sols deviennent de plus en plus pauvres en nutriments (P en particulier) et trés
vulnérables a 1’érosion avec la destruction du couvert végétal ligneux. Il en résulte une baisse

de la productivité dans les sols en particulier quand ils sont soumis a la monoculture.

Dans la zone soudano-sahélienne, les fruitiers forestiers sont des arbres dits « négligés »
malgré leur grand intérét alimentaire et économique (Awodoyin et al., 2015). Leurs fruits
comestibles riches en vitamines, sucres et oligo-éléments, participent a 1’équilibre nutritionnel
des populations (Assobadjo, 2006). Les fruitiers forestiers sont également des espéces a
usages multiples dans les systemes agroforestiers des zones aride et semi-aride de 1’ Afrique
de 1’Ouest (Ba et al., 2000). Ils fournissent des fruits qui sont également une source de

revenus non négligeable pour les populations, notamment en période de soudure (De Caluwé
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et al., 2010). Dans le cadre des programmes de lutte contre la désertification mis en place au
Sénégal, un accent particulier est mis sur la promotion d’espéces a plus-value économique
parmi lesquelles les essences fruitiéres. Ces programmes permettent de concilier au mieux les
impératifs environnementaux (ex. restauration du couvert végétal) et socio-économiques (ex.
lutte contre la pauvreté, malnutrition). Dans ce contexte, un fruitier forestier d’intéréts qui est
le Ziziphus mauritiana Lam., communément appelé jujubier, a retenu notre attention. Z.
mauritiana est une essence alimentaire utilisée pour le reboisement. Des études menées au
Burkina Faso, au Mali, au Niger et au Sénégal ont révélé que le jujubier figure parmi les 10
especes les plus prisées par les agriculteurs (Bonkoungou et al., 1998). Le jujubier joue
¢galement un réle important dans la conservation des sols en raison de la vigueur de son
systéme racinaire (Depommier, 1988 ; Arndt, 2001). Il est aussi planté comme haie vive pour
protéger les cultures pendant la saison séche. En Afrique de I’Ouest, les producteurs sont
intéressés par les variétés indiennes de jujubiers en raison de leur fructification précoce, du
gott et de la grosse taille des fruits (Danthu et al., 2004). Cependant, la petite taille des fruits
de cultivars locaux (1 a 2 g par fruit) et leur sensibilité aux attaques et aux ravageurs limitent
leur culture (Ouédraogo, 1998 ; Diallo et al., 2000). En Asie, la domestication de Z.
mauritiana date de plusieurs décennies et plus de 300 cultivars ont été enregistrés (Azam-Ali
et al., 2006). Pour une meilleure domestication du jujubier, des méthodes de multiplication
végétative horticoles (greffage) et in vitro (microgreffage) ont donné des résultats satisfaisants
au Sénégal (Danthu et al., 2002). Plusieurs approches ont pu étre envisagées pour améliorer le
jujubier: (i) la conservation de la ressource, (ii) la multiplication végétative par le clonage
d’individus repérés in situ pour la qualité de leur fruit, (ii1) le greffage, (iv) I’introduction de
variétés d’arbres fruitiers domestiquées et productives, (v) la création par hybridation de
variétés améliorées qui peuvent étre caractérisées du point de vue moléculaire (Okafor, 1991 ;
Leaky, 1998 ; 1999). Par ailleurs, 1’utilisation de certaines techniques sylvicoles adaptées a la
gestion des espéces fruitieres forestieres permet ¢galement d’améliorer la production. Il s’agit
des techniques de taille de ’arbre, d’irrigation, de fertilisation phosphatée avec des engrais
solubles ou des phosphates naturels et de la mycorhization controlée (Bajwa et al., 1988 ;
Depommier, 1988 ; Bonkoungou et al., 1989 ; Garbaye, 1991 ; Smith & Read, 1997 ; Ba et
al., 2000 ; Ba et al., 2003). L’une des techniques prometteuses qui peut étre utilisée dans la
domestication des arbres fruitiers indigenes est I’inoculation avec les champignons
mycorhiziens a arbuscules (CMA). Plusieurs études ont montré 1’importance de la symbiose
mycorhizienne pour la croissance et la nutrition hydrique et minérale de ces arbres fruitiers

(Guissou et al., 1998b ; Mathur & Vyas 2000 ; Ba et al., 2000, 2001 ; Sidibé ef al., 2012 ;
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Guissou et al., 2016). Des tests de mycorhization avec le champignon Rhizophagus
irregularis IR27 (syn. Glomus aggregatum isolat IR27 ; Ba et al., 1996) menés sur 11
fruitiers sahéliens, ont montré que le jujubier répondait le mieux pour sa croissance, sa
nutrition phosphatée et sa capacité a résister au stress hydrique (Ba et al, 2000 ; Guissou et
al., 1998b). Cependant, toutes ces €tudes ont été limitées en pépiniere et ne permettaient pas
d’¢lucider le réle des CMA dans 1’amélioration de la production fruiticre. Par ailleurs, il a été
démontré que R. irregularis IR27 permet au jujubier de mobiliser efficacement le phosphore
(P) des phosphates naturels (PN) ouest africains (Guissou ef al., 1998a ; Ba et al., 2001). Le
Sénégal dispose de ressources en PN en particulier celui de Matam (30% de P2Os) qui est le
plus réactif des PN. Il est bien établi que les sols ouest-africains sont trés souvent carencés en
phosphore biodisponible (Koide, 1991 ; Azcon & Barea, 1997). De mani¢re générale, la faible
disponibilité¢ du phosphore limite considérablement la nutrition phosphatée des plantes et la
productivité végétale. Dans ce contexte de faible disponibilité en P des sols, 1’utilisation des
PN serait une alternative pour la reconstitution des réserves en P et I’amélioration de la

production fruitiére du jujubier (Ouédraogo et al., 2006).

Du fait que des variétés améliorées du jujubier ont déja été diffusées (Danthu et al., 2002), le
développement d’une stratégie d’ingénierie écologique basée sur la mycorhization permettrait
d’augmenter son rendement et de restaurer la fertilité des sols dégradés dans des vergers au

Sénégal.

Ce travail de recherche a pour objectif général d’améliorer la croissance et la production
fruitiere de Z. mauritiana par 1’inoculation mycorhizienne dans des vergers au Sénégal. Il

s’articule autour de quatre objectifs spécifiques :

1° Evaluer les réponses a I’inoculation avec des CMA de différentes especes de Ziziphus et

de provenances de Z. mauritiana en conditions contrdlées ;

2° Evaluer I’'impact de I’inoculation avec R. irregularis IR27 sur la croissance, la survie et

la production fruitiere de Z. mauritiana ;

3° Evaluer I’impact de I’inoculation sur la diversité des communautés de CMA associés a

Z. mauritiana en plantation ;

4° Déterminer la persistance de R. irregularis IR27 dans les racines de Z. mauritiana en

plantation.
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Cette these est organisée en cing chapitres :

Le chapitre I est consacré a la synthése bibliographique qui présente 1’état des connaissances
sur le jujubier et ses especes, 1’établissement et la diversité des mycorhizes a arbuscules (MA)
et les stratégies d’ingénierie écologique basées sur I'utilisation des CMA pour I’amélioration

de la productivité végétale.

Le chapitre II traite la dépendance mycorhizienne de différentes especes de Ziziphus et de
provenances de Z. mauritiana en conditions controlées. Ce chapitre a fait en partie 1’objet
d’un article publi¢ dans Fruits, the International Journal of Tropical and Subtropical

Horticulture.

Le chapitre III porte sur I’évaluation de I’impact de I’inoculation avec R. irregularis IR27
sur la croissance, la survie et la production fruitiére de deux provenances de Z. mauritiana,
Gola (variété indienne sélectionnée pour ses fruits de grosse taille) et Tasset (provenance

locale a fruits de petite taille).

Le chapitre IV est consacré a 1’évaluation de I’impact de 1’inoculation sur la diversité des

communautés de CMA natifs associés a Z. mauritiana en plantation.

Le chapitre V porte sur 1’évaluation de la persistance de la souche inoculée R. irregularis

IR27 dans les racines de Z. mauritiana en plantation

Les chapitres III, IV et V feront 1’objet d’un article dans Frontiers in Microbiology.
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CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
I. La symbiose mycorhizienne

I.1. Généralités

En milieu naturel, les plantes sont associées a des communautés microbiennes trés denses
autour de leur racine (Garbaye, 2013). Si les bactéries constituent de loin la plus grande
diversité d’espéces dans ces communautés microbiennes, les champignons sont aussi trés
présents. Ainsi un gramme de sol naturel contiendrait prés de 200 métres d’hyphes fongiques
(Leake et al, 2014). Parmi ceux-ci, plusieurs meétres sont constitués d’hyphes de
champignons symbiotiques des plantes (van der Heijden et al, 1998). Ces champignons
symbiotiques sont associés aux racines des plantes pour former des mycorhizes (du grec
«myco » pour champignon et «rhize » pour racine). Les mycorhizes sont les symbioses
végétales les plus répandues dans les écosystemes naturels ou cultivés (Smith & Read, 2008).
L’interaction entre la plante et le champignon se traduit par la mise en place d’un réseau
d’hyphes extramatriciel qui augmente la surface d’absorption de I’eau et de nutriments (ex. P,
N) des racines (Smith & Read, 2008). 11 existe plusieurs types de mycorhizes, mais les plus
étudiées sont les ectomycorhizes et les endomycorhizes a vésicules et arbuscules (VA) ou

mycorhizes a arbuscules (MA) (Figure 1).

Les ectomycorhizes (du grec ektos: a D’extérieur) chez lesquelles les champignons se
développent essentiellement autour de la racine, en formant un manteau mycélien ; de ce
manteau part des hyphes qui se développent entre les cellules corticales de la racine pour
former le réseau de Hartig sans jamais traverser la paroi de ces derniéres (Figure 1). Les
champignons ectomycorhiziens appartiennent aux Basidiomycetes (ex. Bolets, Russules,

Laccaire) et aux Ascomycetes (ex. Truffes).

Les endomycorhizes a VA ou MA (du grec endon: a Dl'intérieur) sont caractérisées par
I’absence de manchon mycélien externe et par la pénétration des hyphes fongiques dans
I’espace périplasmique des cellules corticales (Figure 1). Les hyphes croient dans la racine de

fagon intercellulaire et intracellulaire, pour former des vésicules et des arbuscules.

Nous nous intéressons plus particulierement aux MA qui constituent le type de mycorhize le
plus répandu et le plus ancien remontant a la premicre apparition des plantes terrestres il y a
environ 450 millions d’années (Redecker et al.,, 2000a). Ces champignons sont des symbiotes

obligatoires non cultivables en I’absence de la plante-hote.
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Figure 1. Structures des ectomycorhizes (bleu) et des endomycorhizes a arbuscules (rose)
(Bonfante & Genre, 2010). Les champignons ectomycorhiziens forment le manteau, un amas
d’hyphes qui entoure la racine jusqu’a 1’apex en développant un réseau extraracinaire, et le
réseau de Hartig, un réseau d’hyphes colonisant les espaces intercellulaires. Les champignons
endomycorhiziens développent un hyphopode au point de contact avec la racine et des
arbuscules dans 1’espace périplasmique des cellules corticales. Dans ce cas, I’apex de la racine
n’est pas colonisé.
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I.2. Les mycorhizes a arbuscules (MA)

Les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) étant des symbiotes obligatoires, ils
nécessitent impérativement une plante-hdte pour se développer et se reproduire (Garbaye,
2013). La symbiose MA concerne au moins 86% des plantes terrestres (Newman & Reddell,
1987 ; Wang & Qiu, 2006 ; Smith & Read, 2010). Les CMA forment un phylum
monophylétique (Gehrig et al., 1996 ; Schiiller, 1999 ; Redecker et al., 2000a ; Schwarzott et
al., 2001) appelé Glomeromycota (SchiiBler et al., 2001b) et ils sont ubiquitaires des
écosysteémes terrestres (Smith & Read, 1997).

1.2.1. Partenaire végétal

Chez les plantes terrestres, la mycorhization est la régle, la non-mycorhization 1’exception. Un
tres grand nombre d’espéces sont capables d’interagir avec les CMA notamment les
Bryophytes, les Lycopodes, les Monilophytes, les Gymnospermes et les Angiospermes (Wang
& Qiu, 20006). 11 existe, malgré tout, plusieurs familles de plantes incapables de réaliser cette
symbiose comme les Pinaceae qui ne sont pas endomycorhizables mais interagissent avec
d’autres champignons symbiotiques, les champignons ectomycorhiziens (Wang & Qiu, 2006).
Les Brassicaceae non mycotrophes, comme la plante modele Arabidopsis thaliana, ont
souvent des poils racinaires plus longs, et donc une capacité naturelle plus grande a absorber

I’eau et les nutriments (Bucher, 2007).

1.2.2. Etablissement de la symbiose MA
La mise en place de la symbiose endomycorhizienne a arbuscules se déroule en trois phases :

a) phase asymbiotique : au cours de cette phase, la spore, méme en absence d’une plante
hote, peut germer spontanément (si les conditions physicochimiques sont favorables) et
produire un ou plusieurs tubes germinatifs et quelques ramifications (Figure 2). La croissance
du champignon, trés limitée, ne durera que quelques jours et n’aura alors consommé que tres

peu des réserves carbonées contenues dans la spore (Bécard et al., 2004).

b) phase présymbiotique : cette phase commence lorsque le partenaire fongique a percu la
présence de son hote et active alors son métabolisme et sa croissance. Elle se poursuit ensuite
par la reconnaissance de la présence du champignon par la plante. C’est donc une phase ou

sont échangés, avant le contact physique entre les partenaires, des signaux d’origines végétale
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et fongique (Figure 2). Pendant cette phase les deux partenaires modifient leur métabolisme et
leur expression génique. Cela peut conduire a la mise en place d’une réponse morphologique
adaptée pour favoriser I’interaction, telle que la ramification des hyphes chez le champignon,

et la formation des racines latérales chez la plante.

¢) phase symbiotique : aprés le contact avec le partenaire végétal et afin de pénétrer dans la
racine, le champignon MA forme un hyphopode a la surface de celle-ci (Figure 2). Si les
conditions sont favorables, la plante répond positivement en développant dans la cellule de
I’épiderme racinaire située au contact de I’hyphopode un appareil de pré-pénétration (PPA).
Ce PPA, correspond a une profonde réorganisation du cytosquelette et forme une sorte de
tunnel cytoplasmique dans lequel les hyphes du champignon s’immiscent (Genre ef al., 2005).
La symbiose devient effective avec le développement d’une structure fongique particuliére,
I’arbuscule, formée au sein des cellules du cortex racinaire.

Le champignon colonise donc la racine avec son mycélium en formant des organes de
réserves (les vésicules), des organes d’échange (les arbuscules) et des hyphes et des spores
dans le sol. Toutes ces structures (spores, hyphes, vésicules, arbuscules, fragments de racines
colonisées) sont des propagules de dissémination et de conservation dans le sol en 1’absence
de plante-hote. La colonisation des racines de plantes s’effectue a partir des propagules
fongiques et en particulier des spores présentes dans le sol. Des hyphes extra-radiculaires se
développent aussi sur plusieurs centimetres a ’extérieur de la racine, explorant le sol aux

alentours, et pouvant porter une multitude de spores.
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Figure 2. Les trois étapes de 1’établissement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules
(Bonfante & Genre, 2010). Durant la phase asymbiotique la spore germe et développe
quelques hyphes primaires sans la plante-hote. La phase pré-symbiotique correspond a la
reconnaissance des deux partenaires via des échanges de signaux (strigolactones et facteurs
Myc). Le champignon entre alors en contact avec la racine de la plante par 1’intermédiaire
d’un hyphopode. Les étapes symbiotiques se traduisent par la formation de 1’appareil de pré-
pénétration (PPA) développé par la plante, le développement du réseau extraracinaire, la
formation des spores et des arbuscules.

1.2.3. Role des MA

Si la symbiose MA est autant répandue dans le monde végétal, c’est parce qu’elle est
bénéfique a la plante. En effet, les CMA favorisent la croissance et le développement des
plantes grace a une amélioration de la nutrition minérale et en particulier le phosphore
biodisponible (Smith & Read, 2008). Ils permettent aussi aux plantes d’explorer au mieux les

ressources en eau et de résister a des stress abiotiques (salin et hydrique).

1.2.3.1. Alimentation minérale

Le principal avantage pour la plante est donc une meilleure nutrition minérale en particulier

en phosphore (Smith & Read, 2008). 11 est bien établi que les CMA peuvent contribuer a une
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amélioration significative de 1’absorption de P par les plantes (Smith ef al., 2011). Les plantes
mycorhizées recoivent du phosphore du champignon et cela se traduit le plus souvent par une
augmentation de la biomasse par rapport a des plantes non mycorhizées. L’effet est d’autant
plus net que les plantes sont en conditions de carence phosphatée. Ceci s’accompagne souvent
de teneurs en phosphore supérieures chez les plantes mycorhizées. Le phosphore est un des
¢léments nutritifs les plus importants pour la croissance des plantes car il intervient dans de
nombreux processus métaboliques en particulier la perméabilité membranaire des racines.
C’est aussi 1’¢lément dont la concentration dans la plante est la plus fortement augmentée par
la symbiose MA (Bolan, 1991 ; Smith & Read, 1997). Le phosphore est en effet prélevé sous
forme de phosphate inorganique Pi par les plantes. Or cette forme minérale du phosphore est
en quantité limitée dans le sol. La vitesse d’absorption du Pi est supérieure a celle de son
renouvellement dans la solution du sol. De plus, la vitesse de diffusion du Pi est faible dans le
sol. Il se crée ainsi une zone d’appauvrissement en Pi autour des poils absorbants. La présence
du champignon est donc essentielle pour explorer le sol au-dela des poils absorbants afin de

mobiliser le Pi dont la plante a besoin pour se développer (Smith & Smith, 2011).

D’autres macroéléments tels que 1’azote, le magnésium, le calcium, le potassium et
oligoéléments tels que le cuivre (Li ef al., 1991), le zinc ou encore le fer, sont mieux absorbés
par la plante grace aux CMA (Smith & Read, 2008). Dans certains sols acides (pH < 5), ou les
¢léments Ca, Mg et K sont déficients, les plantes mycorhizées ont des concentrations foliaires
en ces ¢léments supérieures aux plantes non mycorhizées (Clark, 1997). L’amélioration de
I’absorption de ces ¢éléments est ssociée a une augmentation de la biomasse des plantes
mycorhizées. Néanmoins les effets observés sont variables selon les caractéristiques du sol (P
assimilable, C organique, pH, CEC, texture, etc.) et 1’association plante — champignon

(Monzon & Azcédn, 1996 ; Jakobsen ef al., 1992).

1.2.3.2. Alimentation hydrique

L’amélioration de la nutrition hydrique des plantes par ’intermédiaire des mycorhizes
s’explique par un plus grand volume de sol exploré par les hyphes mycorhiziens (Strullu,
1991 ; Smith & Read, 1997 ; Auge, 2001). Les hyphes des CMA sont capables de baisser leur
potentiel hydrique de maniere a maintenir un flux d’eau de la solution du sol vers la racine des
plantes (Auge, 2001). Les CMA renforceraient ainsi la résistance des plantes au stress
hydrique (Auge, 2001). Il semblerait aussi que les CMA jouent un role direct dans

I’acquisition de 1’eau chez les plantes puisque des geénes codant pour des aquaporines,

10
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protéines membranaires des cellules formant des canaux perméables aux molécules d’eau, ont
été récemment détectés dans le génome de D’espece fongique Rhizophagus irregularis
(Tisserant et al., 2013). Les hyphes externes des CMA sécrétent abondamment de la
glomaline, une glycoprotéine, qui contribue a I’adhésion des constituants du sol entre eux et a

améliorer ainsi la structure du sol.

1.2.3.3. Protection contre les agents pathogénes

L’interaction des CMA avec les autres organismes du sol en font un agent protecteur vis-a-vis
du stress biotique provoqué par les pathogeénes. Les MAs protégent la plante des dégats causés
aux racines par des nématodes (Elsen er al., 2003), mais aussi par des champignons
pathogenes tels que Aphanomyces euteiches (Thygesen et al., 2004) et diverses bactéries
pathogenes (Filion et al, 1999). Cette protection des CMA contre les pathogénes est
certainement liée a un ensemble de processus tels quune compétition pour la colonisation des
racines et pour 1’absorption des nutriments, une activation par le champignon des mécanismes
de défense de la plante ou encore la production de substances fongiques perturbant le
développement des pathogenes. Alors que le role de protection direct des CMA sur les plantes
ne se fait que par la présence du réseau mycélien faisant office de barriére physique contre les
microorganismes pathogénes, le role de protection indirect est plus vaste. En effet, ce role
indirect passe par 1’augmentation des défenses des plantes ou par 1’augmentation de leurs
tolérances face aux attaques pathogenes et autres stress. Il a ét¢é montré que des plantes
mycorhizées sont plus résistantes a certains pathogenes racinaires (Whipps, 2004) mais aussi

foliaires (Liu et al., 2007 ; Campos-Soriano et al., 2011).

1.2.3.4. Tolérance aux stress abiotiques

Les stress osmotiques (sécheresse et salinité¢) sont des stress abiotiques fréquemment
rencontrés par les plantes et I’association avec les CMA permet de réduire les symptomes du
stress en complément des mécanismes protecteurs intrinséques de la plante (Ruiz-Lozano,
2003). L’état mycorhizé fournit aussi a la plante une meilleure résistance aux stress abiotiques
comme le stress hydrique, salin ou la présence de métaux lourds (Al-Karaki, 2000 ; Aroca et
al., 2007 ; Hildebrandt et al., 2007). La réponse des plantes mycorhizées en conditions de
sécheresse se traduit par de meilleur taux de transpiration et de photosynthese, une

conductance stomatique et des teneurs en N et P dans les feuilles plus élevées et donc une

11
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meilleure croissance que les plantes non mycorhizées (Ruiz-Lazono et al., 1995). Par
exemple, une augmentation de la densité des racines et une modification de leur morphologie
suite a la colonisation par le champignon permet aux plantes mycorhizées de prélever
beaucoup plus d’eau que celles non mycorhizées en condition de stress hydrique (Davies et
al., 1992, 1996). D’autre part, la salinit¢ peut affecter aussi bien la plante-hote que le
symbiote fongique. Les CMA généralement observés en conditions de stress salin sont du
genre Glomus (Wang et al., 2004 ; Manga et al., 2005). Sous ces conditions il a été observé
une croissance plus importante chez les plantes inoculées comparées aux plantes non
inoculées (Giri et al., 2003 ; Sannazzaro et al., 2007 ; Zuccarini & Okurowska, 2008). Des
résultats similaires ont été obtenus par Diouf et al. (2005) qui ont montré que la double
inoculation champignon et bactérie fixatrice d’azote (Bradyrhizobium) confére une meilleure

résistance au stress salin & Acacia mangium et Acacia auriculoformis.

L.3. Dépendance mycorhizienne

La notion de dépendance mycorhizienne (DM), utilisée pour la premicre fois par Plenchette et
al. (1983), exprime le degré de réponse d’une plante a 1’inoculation mycorhizienne. Elle est
calculée en utilisant 1’équation suivante : [(masse seche des plants mycorhizés — masse seche
des plants non mycorhizés)/masse séche des plants mycorhizés] x 100 selon Plenchette et al.
(1983). C’est une caractéristique génotypique des plantes qui varie non seulement en fonction
des especes, mais aussi des cultivars. La DM est aussi modulée par la teneur en phosphore du
sol. Moins il y a d’ions phosphates dans la solution du sol, plus la plante peut bénéficier de
I’association mycorhizienne. Cependant, il faut bien noter que la réponse d’une plante a la
mycorhization dépendra d’un certain nombre de facteurs, dont, entre autres, la souche
fongique en présence (Plenchette ef al., 1983 ; Miller et al,, 1985 ; van der Heijden et al,
1998) et le niveau de dépendance mycorhizienne de la plante-hote fortement li¢ a la fertilité
du sol (Janos, 1980 ; Plenchette et al., 1983 ; Brundrett, 1991 ; Smith & Read, 1997). On
s’apergoit ainsi que certaines especes répondent en moyenne peu a la symbiose, comme le blé,
alors que d’autres sont si dépendantes que leur développement complet n’est possible qu’en
association avec des CMA, comme les arbres fruitiers. Par exemple, la réponse a I’inoculation
du jujubier (Z. mauritiana) avec des CMA différe en fonction de la colonisation racinaire, de
I’absorption de nutriments et des caractéres morphologiques des racines (Guissou et al.,
1998b ; Mathur & Vyas, 2000 ; Ba et al., 2000, 2001 ; Sidibé et al., 2012). La DM de Z.

mauritiana peut atteindre un maximum de 78% (B4 et al., 2000). Des résultats similaires ont
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été trouvés par Guissou et al. (2001) et Sidibé et al. (2012). Ba et al. (2001, 2003) ont conclu
que I’absence de mycorhizes chez les plants de Z. mauritiana en pépiniére pourrait conduire a
une mortalité €levée des plants apres transplantation. Des études ont montré que les espéces
végétales peuvent différer dans leur réactivité vis-a-vis des CMA (Klironomos, 2003 ;
Tawaraya, 2003). Suivant la colonisation par les CMA, certaines especes présentent des
avantages majeurs en termes de croissance tandis que d’autres montrent une croissance tres

réduite.

L’influence des MA se traduit par une stimulation de la croissance de la plante-hote.
Beaucoup d’études ont montré que la plupart des plantes dépendent des mycorhizes pour une
meilleure croissance dans le sol, a un niveau de fertilit¢ donnée (Jaizme-Vega & Azcon,
1995). Chez les arbres fruitiers, Ba et al. (2000) ont montré que le jujubier s’est révélé étre
I’espece fruitiere qui répond le mieux a la mycorhization avec le champignon MA Glomus
aggregatum. Ainsi, en comparant la dépendance mycorhizienne du jujubier a celle de douze
autres arbres fruitiers forestiers, leurs résultats permettent de conforter le choix du jujubier

utilisé comme plante-

modele dans 1’étude des interactions entre arbres fruitiers et microorganismes. Hetrick ef al.
(1996) ont montré que la dépendance mycorhizienne serait positivement corrélée avec la
dépendance de I’absorption du phosphore lorsque la concentration de phosphore disponible
dans le sol est le facteur limitant pour la croissance de la plante. La capacité d’acquisition et
’utilisation efficace du phosphore par la plante-hote peuvent déterminer la dépendance
mycorhizienne. Il est bien établi que la symbiose MA se produit principalement sous de
faibles niveaux du statut nutritionnel de la plante (principalement P) ou de faible niveau de
fertilit¢ des sols (Smith & Read, 2008). En outre, la dépendance des plantes vis-a-vis des
CMA pour les ¢éléments nutritifs du sol pourrait dépendre de ’architecture des racines et
principalement des poils absorbants (Baylis, 1975). Selon I’hypothese de Baylis (1975), le
CMA peut donc étre tres bénéfique en augmentant le volume de sol exploré permettant une
absorption adéquate de 1’eau et des nutriments tels que le phosphate (Schreiner, 2005).
Toutefois, Maherali et al. (2014) ont montré que I’architecture racinaire est peu susceptible de
limiter la variation de la réponse de croissance des plantes a la colonisation par les CMA.
Garbaye (2013) a montré que chaque espece végétale s’associe préférentiellement aux
CMA qui lui sont le plus favorables en termes de stimulation de croissance. L’efficience des
symbioses a transmettre le phosphore du sol a la plante semble jouer un role dans ce

processus, puisque les especes ou les variétés végétales qui répondent le plus a la fertilisation

13



Chapitre 1. Synthese bibliographique

phosphatée sont souvent aussi trés dépendantes de la symbiose. Cependant, le caractere
physiologique et génétique de la dépendance mycorhizienne reste encore a €élucider (Johnson
et al., 1997). On est trés loin de pouvoir se faire une idée claire des facteurs et des
mécanismes qui déterminent les différences de DM entre plantes, en partie du fait des grandes
difficultés expérimentales rencontrées pour faire la part de I’extension du systéme racinaire,
de son degré de colonisation fongique et de I’importance du mycélium extra-racinaire dans

I’amélioration de la nutrition minérale de la plante.

11. Etude de la diversité des CMA

L’utilisation des CMA en foresterie ou en agriculture durable nécessite la compréhension de
la diversit¢ et de la dynamique de ces champignons dans leur environnement naturel
(Gianinazzi et al., 2010). Durant les derniéres décennies, la taxonomie classique, basée sur les
observations morpho-anatomiques des spores (Rosendahl et al. 1994 ; Morton & Benny,
1990), a profité¢ des percées moléculaires a travers I’analyse moléculaire de I’ADN basée sur
I’amplification des régions ribosomiques (ex. 18S) par PCR pour mieux définir les espéces
voire les taxons moléculaires. Grace aux outils de la biologie moléculaire, toute la
classification des CMA a été revue. A 1’état actuel, il y a 240 espéces de Gloméromycetes

décrites (http://schuessler.userweb.mwn.de/amphylo/; 2 janvier 2013) et la taxonomie est

constamment mise a jour : de nouvelles especes sont régulicrement décrites et des taxons
supérieurs sont ¢galement réorganisés (SchiiBler et Walker 2010 ; Oehl et al., 2011b ; Kriiger
et al., 2012 ; Redecker et al., 2013). L'identification et la quantification de différents taxons
de CMA a partir de racines ou de sol a l'aide de techniques basées sur 'ADN sont essentielles

pour comprendre la structure des communautés de CMA.

I1.1. Morphologie des CMA

Les Gloméromycetes sont les premiers fossiles morphologiquement proches des CMA (Remy
et al., 1994 ; Redecker et al., 2000a) et auraient divergé il y a 450 millions d’années au cours
de I’Ordovicien (Schiiller et al., 2001b). En tant que biotrophes obligatoires, les CMA ont
besoin d’un hote végétal afin de compléter leur cycle de développement. Le champignon peut
tout de méme se retrouver a 1’état de spores dans le sol, consommant avec parcimonie ses

réserves carbonées afin de rester viable et de germer lorsque les conditions de température et
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d’hygrométrie sont satisfaisantes (Smith & Read, 2008). La diversité de structure et de forme
des spores, isolées, sous formes de grappes ou dans des sporocarpes, a souvent été la base de
la classification des CMA qui a été quelque peu remise en question ces derniéres années.
Selon Morton et al. (1995) et Sturmer et Bellei (1991), les spores sont parmi les moyens
disponibles pour mesurer la richesse et la diversité des CMA dans un sol. Les communautés
de ces champignons présentes dans un sol peuvent étre estimées en termes de nombre
d’especes présentes et d’abondance de chacune d’elles dans la communauté. L’estimation de
I’abondance peut étre faite par 1’observation directe et le comptage du nombre de spores
présent dans le sol (Gerdemann et Nicolson, 1963 ; Brundrett ef al,, 1994). Par contre, leur
identification est le plus souvent difficile a cause des faibles variations morphotypiques. Les
spécialistes utilisent plusieurs critéres qui permettent de distinguer au moins les genres. Selon

Brundrett et al. (1994), ces criteres sont (Figure 3) :

- le développement de la spore : c’est un critere essentiel pour définir le genre chez les
glomales (Morton, 1988). Les especes des genres Scutellospora et Gigaspora ont des spores
qui se développent a partir d’un bulbe de I’hyphe suspendeur, par contre les espéces du genre
Glomus se forment a partir d’un hyphe étroit tandis que les espéces d’Acaulospora et
Entrophospora ont des spores qui deviennent sessiles aprés leur détachement du saccule
sporifére ;

- Parrangement des spores : les spores des CMA peuvent étre produites isolées ou en
sporocarpes dans le sol ;

- la forme de la spore : la majorité des spores des CMA ont une forme globuleuse mais une
forme ovoide, allongée ou amorphe peut étre trouvée chez certaines especes ;

- la taille de la spore: c’est un critere peu utilis€ du fait de D’existence d’une grande
variabilité dans la taille des spores des CMA ;

- la couleur de la spore : elle peut étre utilisée pour distinguer et séparer les spores entre
morphotypes ;

- la paroi sporale : les spores peuvent avoir aussi une ou plusieurs couches sporales qui
varient dans leur épaisseur, leur structure et leur apparence. Par exemple : Acaulospora,
Entrophospora et Scutellospora ont une structure sporale complexe avec une couche externe
trés epaisse ;

- le contenu de la spore : les spores contiennent des lipides et autres composé€s qui varient

selon la couleur et peuvent étre arrangées en granules ou en goutellettes ;
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-la germination de la spore : clle peut étre utilisée pour distinguer les spores des CMA,
particuliérement les espéces du genre Scutellospora qui ont des boucliers de germination avec

des replis complexes sur leur paroi externe.

Walker et Sanders (1986) ont standardisé¢ la technique de description des parois et de
nouvelles contributions taxonomiques et systématiques pour compléter la monographie des
Endogonaceae de Gerdemann & Trappe (1974). Jusqu’a ces dernieéres décennies,
I’identification des spores de CMA isolées directement a partir d’échantillons de sol ou a
partir de plantes piege était le principal moyen de détection et d’identification des CMA
(Sanders, 2004 ; Robinson-Boyer et al., 2009). Actuellement ces données morphologiques
sont complétées par d’autres techniques pour délimiter les taxons. On dénombre aujourd’hui
environ 150 espéces, une estimation qui pourrait s’avérer largement en dessous de la réalité en
raison de la difficulté de délimiter clairement les especes chez ces organismes (Smith & Read,
2008). L’identification des CMA nécessite généralement plusieurs mois de culture a partir de
piégeages en serre. En effet, la culture en serre s’effectuant dans des conditions différentes
des conditions naturelles, les champignons arbusculaires cultivés peuvent ne pas étre tout a
fait les mémes que ceux trouvés sur le terrain du fait de nouvelles contraintes. En outre, le peu
de wvariations morphologiques entre les spores de CMA rend cependant difficile
I’identification des espéces (Sanders et al, 1995 ; Redecker & Raab, 2006). Par ailleurs, le
comptage des spores et leur identification ne reflétent pas suffisamment la structure des
communautés réellement actives dans les racines. En effet, la production de spores n’est pas
toujours corrélée avec la colonisation des racines (Clapp et al., 1995 ; Merryweather & Fitter,
1998) car la sporulation de certains membres des Gloméromycetes est assez discontinue voire
absente (SchiiBler ef al., 2001a). En Afrique de 1’Ouest, le genre Glomus est généralement le
plus représenté en termes d’especes dans les sols des agrosystémes, probablement a cause de
sa capacité d’adaptation aux sols dégradés (Ba ef al., 1996 ; Dalpé et al., 2000). Cependant, la
taxonomie basée sur la morphologie des spores présentent les inconvénients suivants : les
caracteres morphologiques peu stables, la faible variation entre les espéces, la sporulation non
corrélée avec la colonisation racinaire et la diversité non représentative des communautés

fongiques actives des racines.

16



Chapitre 1. Synthese bibliographique

Figure 3. Caractéristiques morpho-anatomiques des spores de CMA (Brundrett ef al., 1994).

I1.2. Taxonomie et phylogénie des CMA

Durant les derniéres décennies, la taxonomie classique, basée sur les observations morpho-
anatomiques des spores, a profité des avancées moléculaires et des techniques mises au point
pour I’analyse moléculaire de ’ADN. Comme alternative, les études moléculaires sont
utilisées pour rechercher les relations phylogénétiques et la variabilité génétique chez les
Gloméromycetes (Hegalson et al.,, 1999). D’apres la classification de SchiiBller et al. (2001b),
les Gloméromycetes sont composés de quatre ordres : les Glomérales (Glomus groupes A et
B), les Paraglomérales (Paraglomus), les Archéosporales (Archeospora, Ambispora et

Geosiphon) et les Diversisporales (Acaulospora, Gigaspora, Scutellospora, Pacispora et
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Diversispora) et de neuf familles (Figure 4). La phylogénie des Gloméromycetes au sens de
Schiiler et al. (2001b) est entierement construite sur la base du gene codant ’ARNr 18S. Le
développement des techniques moléculaires et la concordance des résultats avec les
caractéristiques morphologiques ont fait évoluer la phylogénie (Morton & Redecker, 2001a).
Grace a ces techniques, il est aujourd’hui prouvé que des spores ayant des morphologies
similaires peuvent étre produites par des champignons qui sont phylogénétiquement distants

(Walker et al., 2007).

Figure 4. Arbre phylogénétique des Gloméromycétes basé sur les séquences codant pour
I’ARNr 18S répartissant les CMA en 4 ordres (Diversisporales, Glomerales, Archaeosporales,
Paraglomeérales), 10 familles et 19 genres (SchiiBler et al. 2001b).

Récemment, la communauté scientifique a méme été amenée a changer les noms de différents
champignons mycorhiziens dont le champignon modele Glomus intraradices

(DAOM197198), qui a été reclasse en 2009 sous le nom de Glomus irregularis (Stockinger et
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al., 2009). Plus récemment, Walker et Schiiller ont proposé pour cette espéce le nom de
Rhizophagus irregularis (SchiiBler & Walker, 2010 ; Kriiger ef al., 2012). Aprés de nombreux
changements dans la classification des Gloméromycetes ces derni¢res années (Oehl et al.,
2008 ; Morton & Msiska, 2009 ; Schiiller & Walker, 2010 ; Oehl et al., 2011a, b, c), la plus
récente prend en compte les aspects de phylogénie moléculaire et de morphologie (Redecker
et al., 2013). Le phylum des Gloméromycétes fait mention d’environ 240 especes décrites a
ce jour, réparties en 4 ordres, 11 familles et 25 genres (Figure 5). Avec cette classification,
une grande partie des noms scientifiques des especes a été revue et elle sera employée au
cours de cette thése. Toutefois, Sieverding et al. (2014) ont conclu que le nom du genre
Rhizophagus ne peut pas étre appliqué a un groupe de CMA formant des spores dans les
racines des plantes, comme le suggere SchiiBler et Walker (2010). Par conséquent, ils
proposent un nouveau genre, Rhizoglomus, pour dénommer les Glomeraceae qui forment
souvent des spores dans le sol et dans les racines des plantes vasculaires. Ils précisent que la
séparation taxonomique des Rhizoglomus en fonction des caractéristiques morphologiques a
été corroborée par la phylogénie qui place Rhizoglomus spp. dans un clade a part (SchiiBler &
Walker 2010 ; Kriiger et al., 2012), formellement nommé « Glomus groupe Ab2 » (Oehl et
al., 2011b). Le débat reste encore ouvert sur la taxonomie des Glomeraceae en particulier au

niveau des genres Glomus et Rhizophagus.
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Figure S. Phylogénie actuelle des Glomeromycota. Les traits pointillés indiquent une position
phylogénétique incertaine. Les astérisques, quant a eux, soulignent les genres pour lesquels il

manque des données mais qui n’ont pas €été¢ remaniés (Redecker et al., 2013).
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I1.3. Emergence de la taxonomie moléculaire

Parmi les régions utilisables en taxonomie moléculaire, I'unité de transcription des ARN
ribosomiques est celle qui a retenu le plus 1’attention des taxonomistes moléculaires. Cette
unité de transcription, répétée de nombreuses fois dans le génome, est constituée de 2 sous-
unités : la grande sous-unité LSU (« Large sub-unit ») constituée des génes codant les ARNr
58S, 28S et 5.8S et la petite sous-unit¢ SSU (« Small sub-unit ») constituée des geénes qui
codent ’ARNr 18S. Les génes qui codent les ARNr 18S, 5.8S et 28S sont relativement
conservés et proches dans 1’opéron ribosomique. Ils sont séparés par des espaceurs transcrits
internes variables (ITS1 et ITS2). Les premiers marqueurs moléculaires utilisés pour
I’identification des CMA représentent le géne SSU de I’ARNr (Simon et al., 1992, 1993a,
1993b ; Helgason et al., 1998), I'ITS (Sanders et al., 1995 ; Franken & Gianinazzi-Pearson,
1996 ; Lloyd-MacGilp et al., 1996 ; Redecker ef al., 1997) et le géne LSU de I’ARNr (van
Tuinen et al., 1998 ; Kjoller & Rosendahl 2000, 2001). Ces différentes régions sont les plus
utilisées car elles ne sont pas affectées par des changements de caractéres durant I’ontogénése
ou la différentiation des CMA (Redecker et al., 1997). L’amplification des régions de I’ADNr
par la réaction de polymérisation en chaine (PCR, Polymerase Chain Reaction) a ’aide
d’amorces nucléotidiques universelles et spécifiques des champignons (White ef al., 1990) et
le séquengage de ’ADN des CMA a partir de spores ou de racines colonisées permettent
d’identifier directement les especes et d’étudier les relations phylogénétiques entre les

différents groupes (Simon et al., 1992 ; Sanders et al., 1995 ; Redecker et al., 1997).

Depuis la fin du XX*™ siécle, ’avénement des outils moléculaires a permis de faire du
tracage hautement spécifique de CMA dans des échantillons environnementaux (Helgason et
al., 1998 ; Redecker, 2000b ; Kriiger et al., 2009) soit par séquengage (Opik et al., 2009 ;
Jumpponnen et al., 2010 ; Tedersoo et al., 2010 ; Pellegrino et al., 2012) soit par empreinte
génétique moléculaire (Vandenkoornhuyse et al, 2003 ; Gollotte et al, 2004) ou une
combinaison des deux (Borstler et al., 2010 ; Kivlin & Hawkes, 2011). La plupart des
séquences amplifiées a partir de racines ne correspondent pas a celles des taxa connus, ce qui
suggere qu’il existe une diversité considérable de CMA encore méconnus dans les racines
mycorhizées. Ce dernier point a par ailleurs été longtemps sous-estimé via les approches
d’identification ciblant seulement les spores dans le sol (Rosendahl, 2008). En effet, la
taxonomie nouvelle est basée sur des especes dont les spores ont été isolées. Les nouvelles
techniques de séquencage permettent d’obtenir directement des séquences a partir de racines

ou du sol, donnant ainsi accés a d’autres espéces non sporogenes ou trés discrétes, voire
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d’autres genres (Opik et al., 2013). D’ailleurs, la mise en évidence de séquences provenant du
sol pourrait s’avérer trés efficace dans I’é¢tude de la diversité des CMA du sol, en particulier
de ceux soumis a divers stress. Lors d’études utilisant a la fois des échantillons de sol et de
racines, il a été reporté des différences de communautés de CMA selon le type d’échantillon
(Borstler et al., 2006 ; Hempel et al.,, 2007) mais aussi parfois une grande similarité entre
échantillons de sol et de racines (Borriello et al, 2012). Les approches et les défis
d’utilisation des techniques de métagénomique pour 1’étude des communautés de CMA ont
¢té récemment examinés par Hart et al. (2015). Cependant, le développement de marqueurs
moléculaires pour estimer la diversité génétique au sein d’une espece de CMA est encore tres

peu étudié.

I1.4. Marqueurs génétiques
I1.4.1. Diversité interspécifique

La biologie moléculaire est nécessaire pour caractériser les espeéces fongiques directement
associées aux plantes (Helgason ef al., 1999 ; Clapp et al., 2002). Afin d’accéder a la diversité
des CMA en milieu naturel, les recherches se sont basées sur 1’amplification directe des
marqueurs moléculaires a partir de I’ADN environnemental. Historiquement, les génes codant
pour ’ARN des sous-unités de ribosome (LSU et SSU) se sont imposés comme des
marqueurs phylogénétiques de premier choix (Woese & Fox, 1977 ; Long & Dawid, 1980).
La région ITS a été proposée comme marqueur général pour les champignons (Schoch ef al.,
2012). Toutefois, elle est généralement considérée comme hypervariable a I’intérieur des
especes de CMA et possede une faible résolution parmi les espéces pour certains groupes
comme les Gigasporaceae (Redecker et al., 1997). Les CMA peuvent étre détectés in planta
grace a la majorité des approches actuelles ciblant les genes ARNr nucléaires (Helgason ef al.,
1998 ; Wubet et al., 2006 ; Lee et al., 2008 ; Kriiger et al., 2009). Cette procédure fournit une
évaluation des taxa de CMA qui sont présents dans les racines formant vraisemblablement la
mycorhize active, par opposition aux spores dans le sol qui peuvent étre en dormance
(Sanders, 2004). Ainsi, les premieres amorces ciblant la SSU des CMA ont ét¢ VANSI
(Simon et al., 1992) et le couple d’amorces AM1-NS31 (Helgason et al., 1998). Au méme
moment, [’amplification partielle du géne LSU a été possible puisque ’ADN qui code pour
I’ARNr 5.8S a pu étre amplifié grace aux amorces ITS1, ITS4, NS5 (White et al., 1990 ;
Sanders et al., 1995 ; Redecker et al., 1997 ; Redecker ef al., 1999). Le 18S est le marqueur

22



Chapitre 1. Synthese bibliographique

moléculaire le plus largement utilisé¢ pour les ¢tudes moléculaires ciblant spécifiquement les
CMA (Opik et al., 2010 ; Kivlin ef al., 2011 ; Davison et al., 2012 ; Opik et al., 2014). L’un
des avantages majeurs du 18S est qu’il est possible avec ce marqueur de comparer un tres
grand nombre de séquences entre elles grace a la disponibilité d’un nombre croissant et tres
¢levé des séquences de ce gene, entieres ou partielles, dans les bases de données publiques.
Cependant, le 18S n’est pas trés résolutif pour distinguer les CMA phylogénétiquement tres
proches ou faisant partie de la méme espéce. Par exemple, ce marqueur a un faible pouvoir
résolutif chez les Gigasporaceae et Diversisporaceae (Hart et al, 2015). La méthode
classiquement utilisée consiste a cloner et séquencer le 18S de chaque clone. Les banques
ainsi construites, riches de plusieurs dizaines ou centaines de clones, sont supposées étre
représentatives de la diversité spécifique du gene amplifié a partir de ' ADN environnemental,
et donc par extension, de la communauté présente dans 1’échantillon environnemental. La
technique associant clonage et PCR-RFLP permet également d’étudier la structure des
communautés mycorhiziennes complexes directement a partir d’échantillons de racines
(Clapp et al., 1995 ; Helgason ef al., 1998 ; Redecker, 2000b). Elle a souvent été utilisée avec
succes pour tester si des plantes co-existantes sont préférentiellement colonisées par un taxon
particulier (Helgason et al., 1998, 1999, 2002 ; Vandenkoornhuyse et al., 2002, 2003 ; Opik et
al., 2003 ; Mummey et al., 2005). Cependant, la PCR gigogne (nested PCR) de la LSU de
I’ADNr peut étre appliquée avec succes pour détecter les espéces de CMA colonisant les
racines des plantes (van Tuinen et al., 1998 ; Jacquot et al., 2000 ; Kjeller & Rosendahl,
2000) et étudier la diversité des CMA au champ (Jacquot-Plumey et al., 2001 ; Turnau et al.,
2001).

NS31 AMI1

LSUmATr
¢ 550 bp SSUmASF ITS1  ITS2

- SSU —Di LSU —

: ¢ 1500 b
€. 560bp | qqumcE P LSUmBr

¢. 800 bp
AML 1 AML2

Figure 6. L'emplacement de différentes combinaisons d'amorces sur des régions-cibles
d'ADNr. La longueur du fragment amplifi¢ est d'environ 550, 560, 800 et 1500 pb
respectivement avec les couples d'amorces NS31-AMI1, NS31-AML2, AMLI-AML2 et
SSUmMCE-LSUmBr (Kriiger ef al., 2009 ; van Geel et al., 2014).
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Plusieurs ¢tudes ont appliqué des amorces de ’ADNr pour évaluer la diversité et la co-
existence des CMA dans les racines des plantes (Helgason et al., 1998, 1999 ; Daniell et al.,
2001 ; Vanderkoornhuyse et al., 2002). Ces études ont montré une certaine préférence des
plante-hotes vis-a-vis des CMA (Helgason et al., 2002 ; Vanderkoornhuyse et al, 2002).
Helgason et al. (1998) ont congu une amorce AM1 spécifique aux CMA a partir de séquences
SSU de I’ADNr, couplée avec lI’amorce NS31 spécifique aux eucaryotes. Ce couple
d’amorces NS31-AMI1 a été utilisé avec succes pour étudier les communautés de CMA dans
plusieurs écosystémes (Vandenkoornhuyse et al., 2003 ; Helgason et al, 2007 ; Liu et al.,
2009 ; Opik et al., 2009 ; Xiang et al., 2014). Mais il a été montré que I’amorce AM1 ne
pouvait pas détecter certaines especes des Paraglomerales et Archacosporales (Lee et al.,
2008) et dans certaine circonstance, elle pourrait amplifier des séquences non affiliées aux
Gloméromycetes (Liu ef al., 2009). Pour améliorer la spécificité et le recouvrement des
amorces PCR des CMA, plusieurs nouvelles amorces et couples d’amorces ciblant la région
SSU de ’ADNTr ont été développées au cours des derniéres années. Par exemple, Lee et al.
(2008) ont construit une nouvelle paire d’amorces (AML1-AML2) avec une spécificité et un
recouvrement plus élevés que le couple NS31-AM1. Liu ef al. (2011) ont combiné NS31 avec
AML2 en les utilisant avec succes dans la détection des communautés de CMA a partir
d’échantillons de racines. Cependant, certains auteurs ont suggéré que I’inclusion des régions
ITS et LSU de ’ADNTr pourrait largement améliorer la résolution au niveau de 1’espéce
(Kriiger et al., 2009). Sur cette base, Kriiger et al. (2009) ont défini 4 amorces (SSUmAT,
SSUmMCT, LSUmAr et LSUmBTr) qui couvrent une partie de la SSU, la région entiére de I’ITS
et des régions partielles de la LSU (Figure 6). Toutes ces amorces mentionnées ci-dessus ont
été fréquemment utilisées pour détecter les communautés de CMA au champ, mais deux
questions se posent : (i) quelle est la meilleure paire d’amorces ? (ii) est-ce que différents
couples d’amorces donnent des communautés de CMA distinctes ? Toutefois, des travaux ont
montré que parmi 6 paires d'amorces spécifiques aux Gloméromycetes testées, seul le couple
NS31/AML2 correspondait parfaitement a toutes les séquences de Gloméromycetes en
montrant le plus grand nombre de lectures en termes de spécificité et de taux de couverture

(van Geel et al., 2014).

Ainsi, le choix des amorces détermine les résultats d’une étude de communautés de CMA et
les conclusions qu’on en tire. Dans les sols cultivés par exemple, Hijri et al. (2006) ont trouvé
une diversit¢ de CMA plus élevée que celle trouvée précédemment par Helgason et al. (1998)

et Daniell et al. (2001). Ces derniers utilisaient la paire d’amorces AM1-NS31, qui est réputée
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pour ne détecter que certains groupes de CMA comme la famille des Glomus groupe (A)
(Redecker et al., 2000b). Hijri et al. (2006) avaient le mélange d’amorces développées par
Redecker (2000b) qui détecte une tres large proportion de CMA. Mais il est aussi possible
qu’il y ait des especes de CMA présentes dans les racines ou dans le sol qui ne soient pas

détectées par les méthodes utilisées actuellement (Daniell ez al., 2001).

I1.4.2. Diversité intraspécifique

Afin d’étudier la diversité intraspécifique, des geénes en général en simple copie dans le
génome, ont été proposé (Schoch ef al., 2012). Trois d’entre eux ont été utilisés en phylogénie
des champignons : le gene codant pour le facteur d’¢longation 1 alpha et les génes RPBI et
RPB?2 codant pour des sous-unités de I’ARN polymérase II (Helgason et al., 2003 ; Tanabe et
al., 2004 ; James et al., 2006). Bien que I’ITS soit le code-barre génétique universel chez les
champignons, c’est le géne RPBI qui a été sélectionné comme code-barre secondaire des
champignons (Schoch et al., 2012). En effet, ce marqueur a pour avantage de ne pas présenter
de polymorphisme au sein des isolats de CMA, ce qui facilite la distinction d’espéces proches
chez les CMA (Redecker & Raab, 2006). Ce geéne a un pouvoir de résolution spécifique
supérieur a celui de I'ITS chez les champignons testés (Schoch et al., 2012) méme si le
nombre de séquences de référence est jugé insuffisant pour le moment. Récemment,
Stockinger et al. (2014) ont développé des mélanges d’amorces spécifiques du gene RPBI,
avec une tres haute spécificité, permettant d’amplifier tous les CMA testés (Figure 7). Les

amplicons obtenus avec ces amorces sont d’une longueur approximative de 750 pb.

Par ailleurs, le géne nucléaire de la mitochondrie codant pour la grande sous-unité de ’ARN
ribosomal (mtLSU) a été également identifi¢ comme marqueur moléculaire chez les CMA
(Raab et al., 2005). Afin d’étudier avec précision la structure des populations de Rhizophagus
irregularis a partir de racines colonisées, une méthode d’amplification du mtLSU par PCR
gigogne a été développée par Borstler ef al. (2008). Pour différencier des haplotyes au niveau
intraspécifique et étudier la structure et la répartition des populations de R. irregularis au
champ, Borstler e al. (2010) ont pu montrer que ce marqueur moléculaire présente un

polymorphisme au sein de 1’espece.
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Figure 7. Schéma représentant la structure du géne RPB1 amplifié par les couples d’amorces

de PCR gigogne utilisées par Stockinger et al. (2014).

I1.5. Méthodes de séquencage haut-débit

Bien que le clonage et le séquencage de Sanger aient permis de détecter et d’identifier les
CMA sin situ sans avoir besoin de caractéristiques morphologiques reconnaissables,
I’apparition récente d’une deuxiéme génération des techniques de séquencage, appelée
séquencage massif ou nouvelle génération de séquengage (Next-Generation Sequencing
[NGS]) a bouleversé cette approche non seulement par le trés grand nombre de séquences
obtenues a moindre cotlit, mais par 1’économie de 1’étape de clonage supposée associée a
différents biais. Il existe plusieurs techniques de séquencage haut-débit telles que le 454 GS-
FLX (454 Genome Sequencer FLX) de I’entreprise Roche Diagnostic Corporation, la
technologie illumina de Illumina Incorporation ou encore les systtmes SOLiDTM promus par
Applied Biosystems TM. L’introduction du séquengage massif d’échantillons d’ADN
provenant directement de I’environnement a révolutionné notre capacité a explorer la diversité
microbienne et a permis aux chercheurs de dévoiler une diversité encore insoupgonnée. Pour
ce faire, on s€quence uniquement certaines régions génomiques d’intérét taxonomique comme
les régions ITS, 16S (procaryotes) et 18S (eucaryotes) des ARN ribosomaux. De nombreux
logiciels et outils bioinformatiques consacrés aux traitements de données NGS ont vu le jour.
Nous pouvons citer comme exemple les logiciels Mothur (Schloss et al., 2009), Qiime

(Caporaso et al., 2010) ou encore DIYA (Stewart et al., 2009) mais il en existe d’autres.

Du point de vue pratique, toutes les méthodes de NGS reposent approximativement sur le
méme principe (Shendure & Ji, 2008) (Fgure 8A). On ne séquence plus un fragment simple
d’ADN, mais un mélange complexe, allant jusqu’a un génome entier. Ce mélange est
fragmenté et les fragments sont ligaturés a de courtes séquences universelles (adaptateurs)
constituant une banque (library). Chaque molécule est amplifiée localement, dans une

émulsion (ePCR : 454/Roche) ou in situ sur une lame (Illumina).
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IL.5.1. Technologie 454 Life Sciences

Le systeme de pyroséquencage Roche/454 a été la premicre technologie de séquencage de
nouvelle génération introduite sur le marché en 2005 (Figure 8B) (Margulies et al., 2005).
Apres fragmentation de I’ADN par nébulisation, les fragments sont sélectionnés par la taille
puis chaque fragment est fixé individuellement a une nanobille grace a des adaptateurs
spécifiques. Ces billes sont placées dans une émulsion permettant 1’amplification des
fragments en parallele par PCR (Polymerase Chain Reaction). Chaque bille est ensuite
déposée dans un puits sur une plaque de picotitration et les réactions de séquengage ont lieu
simultanément dans chacun des puits. Pendant le pyroséquencage, chaque cycle se compose
de l'introduction d'un type unique de nucléotides. Pendant le pyroséquencage, chaque cycle se
compose de l'introduction d'un type unique de nucléotides. L’incorporation d’un nucléotide
complémentaire par la polymérase, au sein du brin néosynthétisé dans 1’un des puits, libére un
groupe pyrophosphate. Ce groupe pyrophosphate va étre converti en ATP par une ATP-
sulfurylase a partir d’APS (adénosine 5’phosphosulfate). Finalement, un signal lumineux sera
produit par I’enzyme luciférase lors de 1'oxydation de la luciférine en oxyluciférine. Cette
réaction est rendue possible par la présence d’ATP. Le signal lumineux sera alors capté par
une caméra a transfert de charge (CCD) capable de détecter la position de la lumiere émise.

On peut ainsi en déduire la séquence a partir d’une succession de pics de signaux lumineux

(pyrogramme).

I1.5.2. Technologie CRT Solexa/illumina

Solexa est la seconde technologie NGS apparue sur le marché (Figure 8C) (Bentley et al.,
2008). Les brins d’ADN sont fragmentés aléatoirement par nébulisation et des adaptateurs
sont fixés a chaque extrémité des fragments. Pour cette technologie, 1’amplification des
fragments se fait en phase solide. Les fragments sont fixés arbitrairement sur une surface par
hybridation des adaptateurs. Les extrémités libres des fragments immobilisés s hybrident a
une amorce complémentaire (amplification par ponts) et sont copiés par la polymérase. Ce
processus d’amplification est ensuite répété, aboutissant a la formation de clusters de brins
d’ADN. Plusieurs millions (100 a 200) de clusters sont ainsi amplifiés simultanément sur la
surface. En fin d’amplification, chaque cluster contient jusqu’a 1000 molécules identiques.
Cette haute densit¢ de brins d’ADN facilite et augmente le débit de séquengage. Le
séquencage des fragments amplifiés se fait via un procédé de séquencage par synthése qui
incorpore les quatre nucléotides, marqués par des fluorochromes différents, au sein de brins
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d’ADN immobilisés. A chaque cycle de séquencage, les quatre terminateurs réversibles ainsi
que des amorces et la polymérase sont ajoutés sur la plaque de verre. Les terminateurs
réversibles sont alors incorporés dans les brins d’ADN. Apres 1’excitation laser, I’image de la
fluorescence émise par chaque cluster est capturée par lecture optique. Chaque cycle se
termine par le clivage du terminateur et la restauration du groupement fonctionnel du
nucléotide incorporé, ce qui permet a I’ADN polymérase d’incorporer le prochain nucléotide
lors du cycle suivant. Les cycles sont ainsi répétés pour déterminer la séquence de chacun des
fragments, base par base. Cette technique reposant sur la chimie des terminateurs, les
insertions et les délétions sont rares. Les substitutions sont le type d’erreurs le plus courant
pour cette technologie. La trés haute densité de la puce (plus de 100 millions de molécules par

centimétre carré) permet de séquencer jusqu'a plusieurs dizaines de millions de lectures.

®
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Figure 8. Différentes méthodes de séquencage utilisées en NGS.

A : Etablissement des banques de fragments et amplifi cation avant séquengage. L’ADN est
tout d’abord fragmenté, les extrémités sont “ réparées” et ligaturées a des adaptateurs (petits
rectangles verts). Selon les constructeurs, 2 méthodes d’amplification sont proposées le plus
souvent : a. Amplification en émulsion (ePCR), b. Amplification in situ sur la lame de verre.
B : Principe du pyroséquencage, utilisé pour 454/Roche. C : Principe du séquengage utilisé
sur la plateforme Illumina/Solexa.
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III. Stratégies d’ingénierie écologique basées sur Dutilisation des CMA pour

I’amélioration de la productivité végétale

L’effet positif de la symbiose mycorhizienne sur la nutrition minérale et hydrique ainsi que
sur la résistance aux maladies des plantes-hotes, conjointement a 1’état du microbiote
mycorhizosphérique, pourrait étre considéré comme un indicateur de qualité des sols. En
foresterie, deux principales stratégies d’ingénierie écologique peuvent étre utilisées afin
d’améliorer le potentiel mycorhizien des sols et ainsi permettre a la symbiose mycorhizienne
de développer ses propriétés au profit du développement de la plante : I’utilisation des plantes

nurses et la mycorhization controlée.

IIL.1. Utilisation des plantes nurses

Les plantes-nurses sont des especes végétales susceptibles de stimuler le développement des
symbiotes fongiques dans le sol (Duponnois et al., 2001 ; Azcon-Aguilar et al., 2003). Dans
les écosystémes arides et semi-arides, la promotion d’herbacées pionniéres mycotrophes et
fixatrices d’azote (Ex. Zornia glochidiata, Panicum spp.) adaptées aux conditions de stress
hydrique serait un atout pour augmenter le potentiel microbien des sols (Duponnois et al.,
2011). En effet, il a été démontré que le sol influencé par des herbacées mycotrophes pouvait
stimuler la mycorhization et la croissance en hauteur de plants forestiers avec des effets
¢galement positifs sur I’activité microbienne des sols en comparaison avec I’inoculation d’une
souche de champignon mycorhizien (Duponnois et al., 2011). Des études de co-cultures
associant Lavandula multifida comme plante nurse et une espece de Cypres (Cupressus
arizonica) ont été réalisées en conditions controlées (Ouahmane et al., 2006a) afin d’évaluer
les possibles interconnections susceptibles de s’établir entre les deux types de plantes. Les
résultats ont montré un effet bénéfique de la présence de la plante-nurse L. multifida sur la
croissance en hauteur des plants de Cypres comparable a I’effet d’un champignon
mycorhizien inoculé, Glomus intraradices. Dans certains cas, le potentiel de l'inoculum de
CMA ne suffit pas pour assurer le développement des arbres forestiers et 1'utilisation de
plantes-nurses comme Thymus satureioides ou Lavandula spp. pourrait étre d'un grand intérét
pour la restauration de la couverture végétale (Ouahmane et al, 2006b). D'un point de vue
pratique, cette pratique culturale a faible cofit, pourrait étre d'une grande importance pour
améliorer les performances de programmes de plantations ligneuses en zones arides et semi-
arides (Seéne et al, 2012) en favorisant 1’abondance et la diversité des propagules
mycorhiziennes.
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I11.2. Mycorhization controlée

La mycorhization controlée est un ensemble de techniques qui permet d’optimiser la
symbiose a partir d’un processus d’isolement, de culture, de sélection, de multiplication,
d’inoculation et de suivi d’un champignon dans le sol afin de produire des plants
« biologiquement améliorés » (Garbaye, 1991). L’objectif de 1’inoculation par les CMA est
d’établir une symbiose adéquate en mettant a la disponibilité des racines de plantes hotes un
ou des champignons capables de leur apporter un surplus en matiére de croissance et de
nutrition. La technique de la mycorhization controlée fait I’objet de trés peu d’études sur les
arbres tropicaux, en particulier en Afrique tropicale (Ba et al, 2011). Néanmoins, ces
derniéres années, il y a un regain d’intérét pour I’étude de la mycorhization controlée de
quelques essences locales. En Afrique tropicale, les études sur la symbiose mycorhizienne et
sa prise en compte dans les itinéraires techniques de productions agricole et forestiére restent
limitées. Cependant, 1’effet de 1’inoculation avec des souches de CMA sur la croissance, la
nutrition et la résistance au stress hydrique de quelques espéces fruitiéres sauvages ou
domestiquées (ex. Ziziphus mauritiana, Balanites aegyptiaca, Parkia biglobosa, Balanites
aegyptiaca) a été étudi¢ en conditions de pépiniere (Guissou et al., 1998b ; Guissou ef al.,

2001 ; Ba et al., 2001) et au champ (Ba et al., 2001).

L’utilisation de la mycorhization controlée est donc particulierement adaptée aux opérations
de réhabilitation des sols dégradés qui présentent généralement de fortes carences en ¢léments
minéraux et plus particulierement en P assimilable. Les critéres de sélection des meilleures
souches de CMA sont entre autres la compétitivité, 1’effet bénéfique sur la croissance des
plants inoculés et la teneur en éléments minéraux des différents organes des plants, en
particulier le phosphore (Garbaye, 2013). Le processus de sélection doit commencer par une
analyse de la diversit¢ des CMA. Il nécessite ensuite leur isolement et multiplication.
L’efficience de chaque espece ou de mélanges d’especes est déterminée avec une plante-test
mycotrophe sous des conditions expérimentales contrélées (Sieverding, 1991). L’isolement
des spores des CMA peut se faire moyennant la méthode de Gerdemann & Nicolson (1963).
La finalité de cette étape est d’isoler des spores pour les étudier ou pour entamer la production
de I’'inoculum. La multiplication des CMA en culture pure est tres difficile, mais est réalisable
sur des racines transformées (Diop et al., 1994). Actuellement, la technologie de production
d’inoculum la plus utilisée consiste a multiplier les CMA sur les racines d’une plante

mycotrophe cultivée en conditions controlées en serre ou en chambre de culture. Les plantes
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mycotrophes les plus communément utilisées sont le poireau (Fortin et al., 2008), le mil (Ba

et al., 2001), le trefle (Echairi et al., 2008) et le mais.

IV. Les jujubiers
IV.1. Généralités

Les jujubiers appartiennent au genre Ziziphus Miller (1764), Zizyphus Jussieu (1789), a la
famille des Rhamnacées et a I’ordre des Rhamnales. Ils comprenent entre 86 et 170 espéces
(Azam-Ali et al., 2006) réparties dans toutes les régions tropicales et subtropicales du globe.
Ce sont des arbustes qui comportent de nombreuses espéces dont la plus connue au Sud du
Sahara est Ziziphus mauritiana Lam. variété¢ orthacantha (DC) (syn. Ziziphus orthacantha
DC ; Chevalier, 1952). Le fruit constitue 1’intérét principal du jujubier, largement consommé
par les populations et faisant 1’objet d’un commerce lucratif impliquant surtout les femmes.
C’est une drupe dont la pulpe est trés riche en vitamines A et C, en phosphore, en protéines et
en sels minéraux. Les fruits sont consommés frais ou séchés et la farine extraite offre une
bonne boisson (Ouédraogo & Nikiema, 1997). Ils contiennent 14 & 16 % de sucre et 160 mg
de vitamine C pour 100 g de pulpe (Vashishtha, 1997). En outre, les fruits peuvent étre
conservés pendant prés de 6 mois, tout en conservant quasiment la méme quantité¢ de
vitamines A et C (Baumer, 1995). Le jujubier apparait comme 1'un des fruitiers spontanés qui
supportent le mieux les fortes températures et les longues périodes (de 6 a 12 mois parfois)
seéches (Depommier, 1988). Treés rustique, le jujubier se rencontre dans des stations
pluviométriques parfois tres faibles (100 mm ; Chevalier, 1952). Sa plasticité écologique lui
confeére un intérét accru surtout pour les pays sahéliens dans un contexte de désertification et
de baisse des productions agricoles. En outre, I'espece est tres utilisée dans les systemes
agroforestiers tels que les haies vives défensives (Djimd¢, 1997). Le jujubier joue un role
important dans 1’alimentation humaine. C’est sans doute sous 1’action de I’homme et des
animaux en particulier les ruminants que I’aire de distribution et la densité¢ des peuplements

de Ziziphus se sont donc considérablement étendues.
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IV.2. Systématique

Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-Classe : Rosidea

Ordre : Rhamnales

Famille : Rhamnaceae

Genre : Ziziphus

Nom scientifique : Ziziphus mauritiana Lam.
Noms locaux : dem (wolof) ; diabé (peulh) ; ngit (sérére) ; n’tomon (bambara)

Synonymes : Ziziphus jujuba (L) Lam., Z. jujuba (L.) Gaertn. (incluant var. stenocarpa
Kuntze et var. aequilatrifolia Engl.), Z. tomentosa Poir., Z. rotundata D.C., Z. aucheri Boiss.,
Z. insularis Smith, Z. sororia Roem. and Schult., Z. orthocantha D.C. (Azam-Ali et al.,
20006).

IV.3. Présentation des espéces étudiées

Les espéces de jujubier les plus connues dans le monde sont Ziziphus mauritiana Lam.
(Jujubier d’Inde) et Ziziphus jujuba Mill. (Jujubier de Chine). Force est de constater que le
continent africain est le plus pauvre en especes de Ziziphus : on n’y connait que six a huit
especes mais trois d’entre elles, Z. mauritiana Lam., Z. spina-christi Willd. et Z. mucronata
Willd., ont une large distribution. Dans le cadre de nos travaux, nous nous sommes intéresses
a six especes de jujubier (Z. mauritiana, Z. spina-christi, Z. lotus, Z. amphibia, Z. mucronata
et Z. abyssinica) distribuées en Afrique tropicale et a I’espece Z. sphaerocarpa présente aux
Antilles francaises (Guadeloupe). A part Z. mauritiana, le statut mycorhizien des autres

especes de Ziziphus n’était pas encore connu.
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IV.3.1. Ziziphus mauritiana Lam.

®

Planche 1. Aspect morphologique de Ziziphus mauritiana Lam. A : arbre adulte, B : rameau

portant des fruits (Soule, 2011).

Ziziphus mauritiana Lam. est de toutes les especes, celle qui couvre aujourd'hui l'aire la plus
¢tendue a la surface du globe, soit comme arbuste spontané ou naturalis¢, soit comme arbre
fruitier cultivé et devenu par endroits subspontané. Elle aurait été introduite en Asie tropicale,
en Océanie, en Australie, a Madagascar, dans les iles Mascareignes et aux Antilles. En
Afrique tropicale, Z. mauritiana occupe une aire de distribution tres large et constitue 1'espece
souvent dominante qui s'é¢tend au Sud du Sahara, de 1'Atlantique (Sénégal et Mauritanie)
jusqu'a la Somalie et se prolonge méme en Arabie et dans I'Inde. L’espéce est largement
distribuée sur les terrains sablonneux, rocheux et sur les bords des riviéres et des oueds dans
les zones sahéliennes ou sahélo-soudaniennes. Elle est parfaitement adaptée au climat de ces
zones a pluviométrie variant de 150 a 500 mm par an. Elle constitue un des principaux

¢léments de la brousse des épineux de la zone sahélienne.

Arbre ou arbuste, il peut atteidre 6 a 8 m de hauteur, a ramure tortueuse et a branches vertes
¢pineuses (Planche 1A). L’écorce est souvent grise fissurée et les feuilles sont alternes,
ovales-lancéolées, vert lisse brillant, et dentelées sur la face supérieure, blanchatres et
tomenteuses sur la face inferieure. La floraison abondante a lieu en saison seche d’octobre a
janvier ou les fleurs nombreuses, petites et jaunatres sont regroupées en grappe par 2 ou 3 qui
fructifient aprés la 4™ année. Le fruit est une drupe de 1,2 cm de diamétre, ronde, rouge brun
renfermant un gros noyau revétu d’une pulpe rougeatre de faible épaisseur (Maydel, 1990)

(Planche 1B). La plantation de Z. mauritiana se fait avec un écartement de 5 m < 5 m suivant
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les stations et celui-ci pouvant étre réduit a 1 m x 1 m pour les haies vives défensives. Au
Sénégal, la contrainte majeure de I’espece est qu’elle est attaquée par plusieurs parasites des

feuilles et des fruits.

Espéce ligneuse alimentaire largement distribuée au Sénégal, Z. mauritiana produit des fruits
qui peuvent &tre consommés mirs, frais ou séchés et réduits en poudre servant a la
préparation de boissons rafraichissantes par les populations. Les fruits font I’objet d’un
commerce important ce qui augmente substantiellement les revenus des populations rurales en
période de soudure (Soule, 2011). Les feuilles sont treés appétées par le bétail et les branches
servent a faire des clotures de parc a bétail. En médecine traditionnelle, les feuilles sont
utilisées pour soigner les maux de ventre, la bilharziose, la bronchite, les infections
intestinales, les maladies du foie et le diabéte. Son bois est de trés bonne qualité, facile a
travailler et a polir et du tanin est extrait a partir des racines et des écorces. Au Sénégal, il
existe des peuplements importants de Z. mauritiana mais beaucoup d’entre eux nécessitent
encore d’étre identifiés et géoréférencés. Néanmoins, des collectes de semences de cette
espece sont organisées chaque année par les services du Programme National de Semences

Foresticres (PRONASEF).
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1V.3.2. Ziziphus lotus (L..) Lam.

®

Planche 2. Aspect morphologique de Ziziphus lotus (L.) Lam., A : arbres adultes dans une

steppe désertique, B : rameaux contenant des feuilles et des fleurs (Soule, 2011).

Ziziphus lotus (L.) Lam., ou jujubier de Berbérie, est un arbuste trés épineux et sarmenteux ou
forme un buisson de 1 a 2 m de hauteur qui vit sur d'immenses territoires en Afrique du Nord
notamment en Mauritanie (Aubreville, 1950) et en Asie. Son aire de distribution s’étend de la
Mauritanie au Niger et au Sahara, exclusivement dans les steppes désertiques, dans les regs ou
sur des terrains rocailleux des zones sahariennes a saharo-sahéliennes (Planche 2A). Les
feuilles, tres petites, sont alternes, ovales ou elliptiques, plus ou moins pubescentes en dessous
(Planche 2B). Elles sont également treés appétées par le bétail et une fois seches pulvérisées et
additionnées d’eau, donnent une sorte de bouillie avec laquelle les femmes se tressent les
cheveux (Soule, 2011). Cette bouillie aurait la propriété de noircir et d’allonger la chevelure.
La floraison a lieu en fin de saison des pluies au cours de laquelle les fleurs sont en fascicules
de 2 a 3 ou solitaires, blanc jaunatre, et disposées a l'aisselle des feuilles. Les fruits sont sous
forme de drupes globuleuses, glabres, de 0,8-1 cm de diamétre, ocre orangé a maturité,
contenant un gros noyau noy¢ dans une pulpe plus ou moins farineuse. Les fruits de Z. lotus
font l'objet d'une exploitation sous forme de cueillette par les populations. Riches en
vitamines A et C, ils sont consommés frais ou secs a 1’état de fruit ou réduits en poudre
servant a la préparation de boissons rafraichissantes. A notre connaissance, cette espece n’est

pas encore repertoriée au Sénégal.
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1V.3.3. Ziziphus amphibia A. Chev.

®

© O,

Planche 3. Aspect morphologique de Ziziphus amphibia A. Chev., A : arbuste dans son aire
de distribution, B : feuilles et fleurs, C : fruits, D : endocarpes (Soule, 2011).

Ziziphus amphibia A. Chev. est un arbuste trés buissonnant, de 3 a 4 m de hauteur que les
Bambaras nomment Tomboro du fleuve (Planche 3A). 11 vit dans des conditions particuliéres,
dans le lit méme des fleuves et des grandes rivieres submergées pendant la saison des pluies.
L’¢écorce est gris clair crevassée et les feuilles sont ovales ou elliptiques, arrondies aux deux
extrémités, glabres et entieres (Planche 3B). En saison seche, apres la crue, cette espéce émet
des repousses feuillées qui fleurissent en juin et produisent des fruits mirs en juillet-aotit. Les
fleurs pubescentes sont rouges a maturité donnant des fruits qui sont des drupes globuleuses
contenant un noyau enrob¢ dans une pulpe plus ou moins visqueuse. Les fruits de Z. amphibia
sont tres acides (Planche 3C et 3D). Ils mirissent pendant I’hivernage au moment des
inondations ou ils sont difficilement accessibles (Soule, 2011). A notre connaissance, il

n’existe pas a ce jour cette espece au Sénégal.
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1V.3.4. Ziziphus spina-christi (L.) Desf.

®

©

Planche 4. Aspect d’un pied de Ziziphus spina-christi (L) Desf., A : arbre adulte, B : écorce,
C : feuilles et fruits (Soule, 2011).

Z. spina-christi (L.) Desf. est une espece du Moyen-Orient, de I'Afrique de I'Ouest et du
Nord-Est, de I'Ethiopie et de I'Afrique de I'Est. On la trouve particulierement dans les savanes
sahéliennes a sahélo-soudaniennes en bordure des mares et des rivieres. Elle est a la fois
adaptée au climat aride du désert dans les oasis et au climat tropical dans les pays a longue
saison seche pendant laquelle elle perd en partie ses feuilles. Elle a probablement été
introduite en Afrique par les commercants arabes le long de la cote méditerranéenne, mais
aussi a travers la Corne de 1I’Afrique (Azam-Ali et al., 2006). Arbuste épineux de 4 & 5 m de
hauteur a fit tortueux atteignant 0,6 m de diametre, a cime arrondie avec les branches
enchevétrées, ou encore un buisson formant un fourré impénétrable (Planche 4A).
L’inflorescence en cymes courtes, axiales, avec plusieurs fleurs jaune pale et fasciculées,
I’écorce gris clair s’écaillant en plaques rougeatres (Planche 4B) et les feuilles sont alternes,
ovales, lancéolées vert brillant. Les fruits sont des drupes globuleuses rouges a maturité
contenant un gros noyau enrobé dans une pulpe plus ou moins visqueuse (Planche 4C). Z.

spina-christi (L.) Desf. est évoqué dans le Coran et considéré par certains musulmans comme
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un arbre sacré, ou "arbre du paradis”. La pulpe du fruit est consommée fraiche ou séche dans
de nombreuses régions du sud-ouest d’Asie par exemple au Yémen, en Jordanie et en Arabie
Saoudite (Arndt, 2001) mais aussi dans de nombreuses régions d’Afrique de 1’Ouest
(Hutchinson et Dalziel, 1958). Le bois lourd, dur, résistant aux termites, est utilisé pour faire
des piquets, des meubles, des poteaux, des manches d’outils, ou comme bois de feu et de
charbon. Cette espéce produit un ombrage ce qui lui vaut sa réputation dans certains pays
comme le Niger et la Mauritanie comme arbre de concession et alentours. En médecine
traditionnelle, la poudre d’épines calcinées s’utilise contre les morsures des serpents et
d’autres utilisations médicinales sont faites comme compresses en cas d’escarres ou pour

purifier le sang.

Il n’existe pas de peuplements importants de cette espece au Sénégal. Par contre, dans certains
pays comme le Niger, des semences sont collectées chaque année pour la production de
plants. A notre connaissance, aucune donnée bibliographique ne permet d’affirmer qu’un

travail a ét¢é entrepris au Sénégal sur I’amélioration génétique de cette espece.

IV.3.5. Ziziphus mucronata Willd.

®

Planche 5. Ziziphus mucronata Willd.., A : arbre adulte, B : rameaux, feuilles et fruits (Soule,

2011).

Ziziphus mucronata Willd. est appelé le Jujubier de I'hyéne ou « Sidem Bouki »en langue
Wolof au Sénégal. Largement distribué¢ dans les savanes sahéliennes et sahélo-soudaniennes

dans des stations relativement humides, bords des mares, des rivieres, sur différents sols ou
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sur des termiticres, Z. mucronata Willd. est un arbuste épineux et sarmenteux de 4 a 5 m de
hauteur avec des branches enchevétrées et retombantes (Planche 5A). Il se présente sous la
forme d’un arbuste buissonnant. Les rameaux, brun foncé et noirdtres sont en zigzag et
I’écorce gris foncé a tranches rouges, est lisse ou fissurée. Les feuilles sont alternes largement
ovales, pointues, glabres et nettement asymétriques et les fleurs sont en fascicules de 10 a 20
fleurs jaunatres ou verdatres, courtement pédicellées, glabres. Les fruits sont des drupes
globuleuses, brun rouge, foncées a maturité et contenant un gros noyau enrobé dans une pulpe
blanc rosatre plus ou moins farineuse (Planche 5B). Les fruits sont généralement de couleur
rouge et le golt de la pulpe est trés acre et trées amer donc non comestible (Soule, 2011). Les
feuilles et les jeunes pousses sont trés appétées par les dromadaires et les chévres. Les
rameaux servent d’enclos pour le bétail et le bois souvent creux, jaunatre, résistant aux
termites, sert a faire des poteaux, des pieds de lit, des manches d’outils, ou du bois de feu et
de charbon.L’espece passe essentiellement pour une plante médicinale qui jouit d’une tres
grande notoriété surtout a cause de son emploi unanime et son efficacité singuliére contre
I’énurésie, l’incontinence urinaire et d’autres problémes urinaires tels que 1’hématurie,
I’oligurie, 1’anurie ou la dysurie. Par ailleurs, on lui reconnait les mémes propriétés
thérapeutiques que les autres jujubiers i.e. anti-infectieuse, antidiabétique, anticancéreuse,

hypotensive, antivenimeuse et fortifiante.

1V.3.6. Ziziphus abyssinica A. Rich.

®

Planche 6. Ziziphus abyssinica A. Rich., A : feuilles et fleurs, B : fruits
(http://www.eastafricanplants.senckenberg.de/root/index.php?page id=47&id=1685).
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Ziziphus abyssinica A. Rich. est une espece répandue, disséminée et assez commune des
zones seéches de 1’Afrique tropicale, du Sénégal au Cameroun. Elle est retrouvée dans les
savanes soudaniennes a guinéennes, sur divers sols et surtout sur les montagnes. Arbuste de 4
a 6 m de haut a cime étalée, a branches retombantes et a €pines peu développées, les feuilles,
largement ovales, sont grandes (4 a 5 cm de long) trés asymétriques a la base et denticulées
sur les bords (Planche 6A). Les fruits sont des drupes globuleuses assez grosses et
comestibles, glabres et plus ou moins brillantes, brun-pourpre a maturité, contenant un gros
noyau noy¢ dans une pulpe plus ou moins farineuse localement consommée en période de
disette dans certains pays comme le Niger (Planche 6B). Les racines sont utilisées en cas de
douleurs, de gingivite, de gastrite, de coliques et de dysenterie. Les feuilles sont consommées
par bétail et les branches servent de clotures et d’enclos. Son bois est utilisé pour fabriquer
des poteaux de case ou de hutte, comme bois de feu et charbon. Nyaberi ef al. (2010) ont
montré que Z. abyssinica peut étre efficacement utilis¢é comme produit de conservation en

raison de ses constituants phytochimiques et des propriétés antibactériennes et antioxydantes.

IV.3.7. Ziziphus sphaerocarpa Tul.

®

Planche 7. Aspect morphologique de Ziziphus sphaerocarpa Tul., A : arbre adulte, B : fruits.
(http://tropical.forumactif.com/t25-Ziziphus-sphaerocarpa).

Ziziphus sphaerocarpa Tul. est une espeéce de jujubier qui n’est pas trés connue comme étant

originaire d'Afrique, sauf peut-étre dans la partie de I’extréme Nord-Est du continent ou elle
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peut y avoir été introduite comme une plante cultivée (Chevalier, 1947). Par contre, elle est
trés présente en Guadeloupe ou les populations la considérent comme héritage de leurs
ancétres. C'est un arbre épineux qui a su s'adapter sur tous les sols de la Guadeloupe,
particuliérement en bord de mer (Planche 7A). Le fruit, & grosseur d’une olive, également

n

connu sous le nom de "pomme-surette ", représente l'un des fruits les plus consommés
(Planche 7B). La pulpe, jaune verdatre ou presque blanche, est acide et trés rafraichissante. En
Guadeloupe, au lieu d'avoir un rhum issu de la fermentation de la canne a sucre, de 1’alcool
peut étre obtenu a partir de la pomme surette (alcool de surette d'Azincourt). Zozio et al.
(2014) ont étudié la variabilité¢ qualitative de la pomme-surette au cours du processus de

maturation des fruits. Cependant, cette espece reste encore trés peu documentée contrairement

aux autres especes de jujubier. Elle n’est pas présente au Sénégal.

IV.4. Domestication de Ziziphus mauritiana Lam.

Espéce a usages multiples, Z. mauritiana figure parmi les espéces prioritaires du programme
du Centre International pour la Recherche en Agroforesterie (ICRAF) au Sahel. Compte tenu
des différents roles socio-économiques, cette espece a bénéficié d’efforts significatifs de
domestication pour en évaluer les ressources génétiques et développer des techniques
appropriées pour sa culture dans les zones soudano-sahéliennes de 1’Afrique de 1’Ouest.
L’espece est toujours a 1’état sauvage, sauf quelques sujets issus de cultivars en provenance
d’Inde et de la Thailande, introduits récemment au Sahel. Afin d’augmenter la productivité de
Z. mauritiana au Sahel, ’ICRAF et ses partenaires ont introduit de nouvelles accessions dans
la zone sahélienne a partir du Brésil, de I’Inde et de la Thailande. En Asie, la domestication de
Z. mauritiana est en cours depuis des siecles, plus de 300 cultivars ont €té enregistrés (Azam
Ali et al., 2006). Les activités de domestication de l'espece en Afrique de I'Ouest sont récentes
et deux stratégies ont été appliquées: (i) introduction de cultivars en provenance d'Asie, (ii)
essai et sélection des variétés locales. La plupart de ces accessions (Gola, Umran, Kaithli,
Sotubata, etc.) sont diffusées en milieu paysan. Au Sénégal, un programme de valorisation et
de domestication de Z. mauritiana est engagé depuis une dizaine d’années soutenu par le
Fonds National de la Recherche Agricole et Agroalimentaire (FNRAA). Ce programme est
bati selon deux axes principaux : la sélection et ’amélioration des jujubiers locaux et
I’introduction de variétés indiennes (Danthu et al., 2002). Ce second axe repose sur le constat

qu’ , Z. mauritiana est 1’objet d’un trés ancien processus de sélection et d’amélioration
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génétique qui a abouti a la création de variétés a trés haut potentiel de production dont le
volume des fruits est dix a vingt fois supérieur a ceux récoltés dans les peuplements sauvages.
Certaines variétés indiennes telles que Gola, Seb (2 maturité précoce) ou Umran (plus tardive)
et thailandaises de jujubiers domestiqués produisent des fruits de la taille d’une cerise et
s’adaptent bien aux conditions pédoclimatiques d’Afrique sahélienne (Vashishtha, 1997). Au
Burkina Faso, des travaux ont montré que le rendement en fruits de trois variétés indiennes
(Gola, Seb et Umran) était beaucoup plus important comparé a celui d’une variété locale
(Ouédraogo et al., 2006) apres deux saisons de fructification. Introduite au Sénégal par le
Centre National de Recherches Forestieres (CNRF), la variété Gola a été multipliée par
micro-greffage sur porte greffe local (Touré, 2001). Dans des systémes agroforestiers, Z.
mauritiana peut étre exploité en banque fourragere, haie-vive et brise-vent. Le jujubier local
ne fructifie qu’aprés 24 mois de plantation avec des rythmes de fructification treés irréguliers.
Non seulement il est caractérisé par une faible productivité, mais aussi par une production de

fruits de qualité médiocre (la pulpe représente 1% du poids du fruit).
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REPONSES A L’INOCULATION AVEC DES CHAMPIGNONS
MYCORHIZIENS A ARBUSCULES DE DIFFERENTES ESPECES DE
ZIZIPHUS ET DE PROVENANCES DE Z. MAURITIANA EN SERRE




Ce chapitre a fait en partie I’objet d’un article publi¢ dans Fruits — the International Journal

of Tropical and Subtropical Horticulture
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CHAPITRE II. REPONSES A I’ INOCULATION AVEC DES CHAMPIGNONS
MYCORHIZIENS A ARBUSCULES DE DIFFERENTES ESPECES DE ZIZIPHUS ET
DE PROVENANCES DE Z. MAURITIANA EN SERRE

1. Introduction

Le jujubier s’adapte trés bien aux conditions environnementales chaudes et séches comme
nous ’avons largement énuméré dans la revue bibliographique. Il pousse dans les régions
tropicales et subtropicales les plus séches du monde. Ceci explique qu’il est trés répandu dans
les zones arides et semi arides de I’Afrique (Burkina Faso, Cameroun, Mali, Niger,
Sénégal...) et de I’Asie du sud (Inde, Pakistan...). En raison de son adaptation aux conditions
climatiques difficiles, le jujubier joue un rdéle important dans la sécurité alimentaire des
populations locales (Depommier, 1988). Toutefois, la taxonomie des especes de jujubier est
trés complexe et le nombre d’espéces pourrait se situer entre 86 et 170 (Azam-Ali et al.,
2006). Les deux especes majeures couramment utilisées dans les systémes agroforestiers sont
: Ziziphus mauritiana Lam., (Jujube d’Inde) connu sous le nom de « Ber » et Ziziphus jujuba
Mill. (Jujube de Chine) (Azam-Ali et al., 2006). Beaucoup d'autres especes de Ziziphus sont
sous utilisées en arboriculture en raison de leurs intéréts en termes de fruits, de bois de
chauffage, de fourrage et de pharmacopée (Soule, 2011). Compte tenu des données de la
littérature et mis a part ’espece Z. mauritiana, le statut mycorhizien des autres especes de

Ziziphus reste inconnu.

Les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) constituent une composante clef dans les
relations plante — sol (van der Heijden ef al., 1998 ; Smith & Read, 2008). Ils améliorent
I’absorption du phosphore (Bolan, 1991 ; Duponnois et al., 2005), de 1’azote (Barea et al.,
1991) et de micronutriments (ex. Cu, Zn) et par voie de conséquence la biomasse de la plante
(Biirkert & Robson, 1994). Ces effets bénéfiques pourraient varier considérablement entre
especes, provenances et cultivars d’une espece de plante (Lesueur ef al., 2005 ; Plenchette et
al., 2005 ; Sousa et al., 2013). La plupart des arbres fruitiers étudiés ont une large distribution
notamment en zone sahélienne qui regoit trés peu de précipitations. Dans de telles situations,
les arbres fruitiers s’adaptent a ces conditions grace en partie aux CMA (Mathur ef al., 2000 ;
Guissou et al., 2001 ; Fitter ef al., 2011 ; Smith & Smith 2011). Des travaux ont montré que le
jujubier est, parmi 13 arbres fruitiers, celui qui répond mieux a I’inoculation avec deux CMA
(Rhizophagus irregularis IR27 et Rhizophagus intraradices) (Guissou et al., 1998b ; Ba et al.,

2000). Ces données sur la dépendance mycorhizienne (DM) et la nutrition minérale des
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fruitiers ont été obtenues sur une provenance (Ba et al., 2000, 2001 ; Guissou et al., 1998b,
2009 ; Sidibé et al., 2012). Guissou et al. (2016) ont montré que la DM des fruitiers peut
varier sensiblement selon les espeéces et leur provenance. Chez le jujubier, des DM
significativement ¢élevées ont été€ observées avec le champignon R. irregularis IR27 chez deux
provenances au Sénégal (Bandia et Columba) et une provenance du Burkina Faso (Léri)

(Guissou et al., 2016).

Afin d’étudier et de mieux comprendre la variabilité de la réponse a I’inoculation de 7 espéces
de Ziziphus et de 6 provenances de Ziziphus mauritiana Lam., deux expériences ont été
réalisées avec des plants de jujubiers (especes et provenances) inoculés avec trois CMA
(Rhizophagus irregularis, Funneliformis mosseae et Rhizoglomus intraradices) en condition

de sol stérilisé.

II. Matériel et méthodes
I1.1. Préparation du sol

Un sol sableux prélevé dans la localité de Sangalkam (environ 30 km a I’Est de Dakar) a été
utilis€ pour étudier la dépendance mycorhizienne de 7 espéces de Ziziphus et de 6
provenances de Z. mauritiana. Le sol de Sangalkam est caractérisé par sa pauvreté en P
assimilable et en N (cf. annexe 1) (Ba et al, 1999). 1l a été¢ tamisé (maille de 2 mm), puis
stérilisé a ’autoclave a 120°C pendant 4 heures et distribué dans des gaines en plastique (1,5

kg de sol/sachet).

I1.2. Matériel fongique

Trois souches de champignons mycorhiziens a arbuscules ont été utilisées: Rhizophagus
irregularis isolat IR27 (syn. Glomus aggregatum 1R27 ; Ba et al., 1996), Funneliformis
mosseae (T.H. Nicolson et Gerd.) C. Walker et A. Schiissler (Redecker et al., 2013) et
Rhizoglomus intraradices (N.C. Schenck et G.S. Sm.) Sieverd, G.A. Silva et Oehl (Sieverding
et al., 2014). Les souches de CMA proviennent toutes de la collection du Laboratoire
Commun de Microbiologie (Dakar, Senegal). L’inoculum de chaque CMA est composé d’un
mélange de sable (substrat de culture), de fragments de racines mycorhizées (systéme
racinaire du mais), de spores et d’hyphes du CMA. Le nombre de propagules viables dans

chaque inoculum a été déterminé par la Méthode du MPN «Most Probable Number »
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(Adelman & Morton, 1986). L’inoculation consiste a enfouir dans le sol stérilisé¢ 20 g de ce
mélange (inoculum) lors de la transplantation. La densité de propagules de R. irregularis
IR27, de F. mosseae et de R. intraradices a été respectivement évaluée a 1635 [763 ; 3483],
1023 [577 ; 2177] et 1347 [629 ; 2870] propagules viables par 20 g d’inoculum. Les plants
non inoculés ont regu la méme quantité¢ d’inoculum stérilisée a 120°C pendant 4h et 10 ml
d’extrait de I’inoculum filtré afin d’équilibrer la composition microbienne entre les plants

inoculés et les témoins non inoculés.

I1.3. Matériel végétal

Les semences des 7 espéces de Ziziphus (Z. mauritiana Lam., Z. lotus (L.) Lam., Z. spina-
christi (L.) Desf., Z. mucronata Willd, Z. amphibia A. Chev., Z. abyssinica A. Rich. et Z.
sphaerocarpa Tul.) (Tableau 1) et celles des 6 provenances de Z. mauritiana (Sénégal, Mali,
Mauritanie, Burkina Faso, Niger et Inde) (Tableau 2) ont été traitées dans une solution d’eau
de javel NaClO 1% pendant 15 min. Elles ont été ensuite rincées abondamment a ’eau
distillée stérile et semées directement dans des sachets en plastique (24 cm x 7,5 cm) a raison
de 3 graines/sachet. Les plants ont été arrosés a 1’eau de robinet. Les essais ont été conduits en
serre au centre de recherche de Bel Air IRD/ISRA (14°44°N, 17°30°0) a la température et a la
lumiere du jour (température maximale jour/nuit de 30°C/25°C, humidité relative de 75%,

photopériode d’environ 14h).

Tableau 1. Origines des semences des différentes especes de Ziziphus.

Ziziphus spp. Pays de provenance Sites de récolte Longitude Latitude

Z. mauritiana Mauritanie Bouguedra 08°97'0O 32°25'N
Z. lotus Mauritanie Atar 13°05"'O 20° 50'N
Z. spina-christi  Mauritanie Maghama 12°85'0O 15°54'N
Z. mucronata Mauritanie Maghama 12°85"0O 15°54'N
Z. amphibia Mauritanie Bouguedra 08°97" O 32°25'N
Z. abyssinica Burkina Faso Dindéresso 04°25'0 11°13'N
Z. sphaerocarpa  Guadeloupe Bois Jolan 61°36'0 16°23'N
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Tableau 2. Origines des différentes provenances de semences de Z. mauritiana.

Provenances Pays de provenance Sites de récolte Longitude Latitude

Z. mauritiana Sénégal Tasset 16°52'0 14°36'N
Z. mauritiana Mali Ségou 06° 16' O 13°27'N
Z. mauritiana Mauritanie Bouguedra 08°97" O 32°25'N
Z. mauritiana Burkina Faso Dori 00°03'0 14°03' N
Z. mauritiana Niger Sadoré 02°16'0O 13°13'N
Z. mauritiana Inde Sangalkam 17°13'0 14° 46' N

» Expérience 1 : Dépendance mycorhizienne de 7 especes de Ziziphus

L’expérience a été conduite suivant un dispositif factoriel a 2 facteurs (Ziziphus spp. x
CMA) ou le facteur « Ziziphus spp. » est a 7 niveaux et le facteur « CMA » a 4 niveaux (3
CMA et 1 témoin). Ce dispositif comporte 28 traitements avec 10 répétitions par traitement,

soit un total de 280 plants (Figure 9).

Figure 9. Dispositif expérimental mis en place pour étudier les réponses a I’inoculation des 7

especes de Ziziphus.
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» Expérience 2 : Dépendance mycorhizienne de 6 provenances de Z. mauritiana

L’expérience a ¢été conduite suivant un dispositif factoriel a 2 facteurs (Provenance x
CMA) ou le facteur « Provenance » est a 6 niveaux et le facteur « CMA » a 4 niveaux (3
CMA et 1 témoin). Ce dispositif comporte 24 traitements avec 10 répétitions par traitement,

soit un total de 240 plants (Figure 10).

Figure 10. Dispositif expérimental mis en place pour étudier les réponses a 1’inoculation des

6 provenances de Z. mauritiana.

I1.4. Mesure de la hauteur, de la biomasse totale et de la dépendance mycorhizienne

Apres 4 mois de croissance en serre, nous avons mesuré pour chaque expérience, la hauteur
de la tige principale, les biomasses séches (aérienne, racinaire et totale) et le rapport de la
biomasse seche des racines/biomasse seche aérienne des plants. Les poids secs (séchage a
I’é¢tuve pendant 3 jours a 70°C) des biomasses produites pour chaque traitement ont été
mesurés. La dépendance mycorhizienne (DM) de chaque plant a ét¢ déterminée selon la
formule proposée par Plenchette et al. (1983) : DM (%) = 100 x [(biomasse séche des plants

inoculés - biomasse seche des plants non-inoculés) / (biomasse seéche des plants inoculés)].
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IL.S. Evaluation du taux de mycorhization des plants inoculés

Le systéme racinaire de chaque plant a été soigneusement lavé a I'eau distillée pour séparer
les racines des plants du substrat de culture. Pour évaluer I’intensité de mycorhization des
plants, une partie des racines a ¢été traitée avec du KOH a 10 % (w/v) et incubée dans un bain-
marie a 80°C pendant 30 mn. Les racines ont ét¢ ensuite rincées plusieurs fois a I'eau de
robinet puis elles ont été colorées au Bleu de Trypan a 0,05% a 90°C pendant 30 min (Phillips
& Hayman, 1970). Les racines colorées ont été découpées en fragments d'environ 1 cm de
longueur et pour chaque plant, l'intensité de mycorhization a été évaluée sur 100 fragments de

racines latérales examinés au microscope (x 40) selon la méthode de Trouvelot et al. (1986).

I1.6. Dosage des teneurs en P et en K des feuilles

Pour chaque plant de jujubier (mycorhizé¢ et non mycorhiz¢), la partie aérienne (feuilles),
séchée a 1'étude (70°C pendant 3 jours), a ét¢ finement broyée pour déterminer la
concentration en phosphore (P) et en potassium (K) dans les feuilles. Pour le dosage du P
total, la minéralisation de la poudre végétale a ¢été¢ effectuée par calorimétrie au
spectrophotometre a 660 nm. Le K total a été déterminé par absorption atomique au
spectrophotometre a partir de la solution obtenue aprés minéralisation de la poudre végétale
pour le dosage du P. Ces analyses ont été réalisées au Laboratoire d’ Agriculture et de Chimie

de Rio de Janeiro (Brésil).

I1.7. Mesure de la longueur des hyphes

La longueur des hyphes extramatricielles a été déterminée aprés extraction et filtration des
hyphes sur des membranes filtres quadrillées par la technique du « Gridline intersection
method » (Newman, 1966). Pour ce faire, 2 g de sol de chaque traitement mycorhizé ont été
mis dans un tamis de 50 pm et aspergés a 1’aide d’une pissette contenant 500 ml d’eau
distillée. Le lessivat a été récupéré dans un erlenmeyer et agité a pendant 30 secondes. Trente
millilitres (30 ml) ont été prélevés et filtrés a travers une membrane millipore de 1,2 um de
diametre suivant la méthode décrite par Jakobsen et Rosendahl (1990). Une solution de Bleu
de Trypan a ensuite été mise sur le filtre pendant 5 minutes afin de colorer les hyphes. Le
filtre rincé a I’eau est mis a sécher sur une lame. Trois répétitions ont été réalisées par

traitement. Les filtres séchés ont été montés entre lame et lamelle dans du glycérol 50 % et
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observés au microscope optique (Olympus BH4) au grossissement x100 pour le comptage des
intersections entre les hyphes mycorhiziennes et le quadrillage de la membrane filtre. La
longueur des hyphes (H) a été calculée suivant la formule H = tNA/2L ou : N est le nombre
d’intersections entre les hyphes et le quadrillage de la membrane filtre, A est la surface totale
du filtre et L est la longueur totale des lignes de la membrane filtre. Les résultats obtenus ont

été exprimés en cm.g”! de sol.

I1.8. Analyses statistiques des données

Les variables mesurées dans chaque expérience ont ¢té soumises a une analyse de variance
(ANOVA) a deux facteurs (espece ou provenance x CMA). Les données de DM et de
I’intensit¢ de mycorhization ont été transformées en arc sinus avant d’étre soumises a
I’ANOVA. Les moyennes de chaque variable ont été comparées en utilisant le test de Tukey
(HSD) au seuil de significativité¢ (P<0,05) avec le logiciel XLSTAT (version 2010). Le
coefficient de corrélation de Pearson entre les variables dépendantes a été évalué avec le

méme logiciel.

II1. Résultats

I11.1. Effet de ’inoculation avec les CMA sur I’intensité de mycorhization et la longueur

des hyphes chez les 7 espéces de Ziziphus

Les deux facteurs étudiés (Ziziphus spp. et CMA) et leur interaction ont un effet significatif
(P<0,05) sur tous les parametres mesurés (Tableau 3). Les résultats montrent que I’intensité
de mycorhization varie suivant les especes de Ziziphus et de CMA. En effet, la souche R.
irregularis IR27 colonise mieux les especes Z. lotus, Z. amphibia et Z. abyssinica comparée
aux deux autres CMA. L’intensité de mycorhization est significativement plus élevée chez les
plants de Z. spina-christi, Z. mucronata, Z. mauritiana et Z. sphaerocarpa inoculés avec R.
irregularis 1R27 et R. intraradices. Les plus faibles intensités de mycorhization des plants
sont obtenues avec le champignon F. mosseae. La production d’hyphes par les CMA montre
quelques variations suivant les espéces de Ziziphus (Tableau 3). En effet, la longueur totale
des hyphes extramatricielles dans les échantillons de sol rhizosphérique a partir des
traitements inoculés est significativement plus €levée chez les especes de Ziziphus inoculées

avec R. intraradices sauf Z. abyssinica. Quelle que soit I’espece de Ziziphus, la production
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d’hyphes augmente selon 1’ordre suivant: F. mosseae, R. irregularis et R. intraradices

(Tableau 3).

II1.2. Effet de D’inoculation avec les CMA sur la croissance et la dépendance

mycorhizienne des 7 espéces de Ziziphus

Les résultats montrent que la croissance des plants est plus faible chez les espéces non-
inoculées comparée a celles inoculées (Tableau 3). En effet, I’inoculation avec les CMA
augmente significativement la hauteur des plants de Ziziphus sauf ceux de Z. lotus.
L’inoculation avec R. irregularis a un effet positif sur la production de biomasse de tous
plants sauf ceux de Z. mucronata alors que I’inoculation avec R. intraradices augmente
uniquement la biomasse totale des plants de Z. mauritiana, Z. lotus, Z. amphibia et Z.
sphaerocarpa. Quant a la souche F. mosseae, les valeurs de la biomasse totale sont plus
¢levées chez Z. mauritiana, Z. mucronata, Z. amphibia et Z. sphaerocarpa comparativement
aux témoins non inoculés (Tableau 3). Le plus faible effet de I’inoculation sur la biomasse
totale des plants de Ziziphus a été observé avec la souche F. mosseae. Les ratios BR/BA des
plants inoculés et ceux non inoculés sont similaires sauf pour les especes Z. spina-christi et Z.
sphaerocarpa. Ce ratio augmente significativement et uniquement chez les plants de Z.

amphibia inoculés avec R. irregularis et F. mosseae.

Les résultats de la dépendance mycorhizienne des especes de Ziziphus montrent que leur
réponse a l’inoculation différe entre espece de Ziziphus suivant le champignon inoculé
(Tableau 3). Quelle que soit la combinaison Ziziphus/CMA, ’espéce Z. sphaerocarpa montre
les valeurs de DM les plus élevées avec R. irregularis sauf pour Z. sphaerocarpa inoculé avec
R. intraradices et Z. amphibia inoculé avec R. irregularis (Tableau 3). Les valeurs de DM
obtenues chez toutes les especes de Ziziphus varient de 68,81 a 78,65%. L’espece Z.
amphibia, inoculée avec F. mosseae, montre la plus faible valeur de DM (30,5%). Cependant,
les valeurs de DM suivent un ordre décroissant suivant le CMA inoculé: R. irregularis, R.
intraradices et F. mosseae (Tableau 3). La DM est significativement corrélée avec la longueur
des hyphes (r = 0,902 ; P < 0,0001) et avec I’intensit¢ de mycorhization (r = 0,908 ; P <
0,0001) (Tableau 5).
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II1.3. Effet de I’inoculation avec les CMA sur la nutrition minérale des 7 espéces de

Ziziphus

L’analyse de variance a révélé que les concentrations en P et en K varient suivant I’espece de
Ziziphus et le CMA inoculé (Tableau 4). Les combinaisons Ziziphus/CMA telles que Z.
sphaerocarpa-R. irregularis, Z. abyssinica-R. irregularis et Z. abyssinica-R. intraradices ont
montré les concentrations en K les plus élevées dans les feuilles alors que les combinaisons Z.
abyssinica-R. irregularis et Z. lotus-R. intraradices ont montré les concentrations les plus
¢levées en P. Pour toutes les especes de Ziziphus, les souches R. irregularis et R. intraradices
ont respectivement fourni plus de K et de P au niveau des feuilles (Tableau 4). La
concentration en P est significativement corrélée a la longueur des hyphes (r = 0,908 ; P <
0,0001), I’intensité de mycorhization (r = 0,841 ; P < 0,0001) et la DM (r = 0,822 ; P <
0,0001), contrairement a la concentration en K qui n’est corrélée a aucune de ces variables

(Tableau 5).
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Tableau 3. Effet de I’inoculation avec les CMA sur la croissance, la dépendance mycorhizienne, la mycorhization et la longueur de hyphes chez

les 7 espéces de Ziziphus.

Ziziphus spp. avec  Hauteur Biomasse Biomasse Ratio Biomasse Dépendance Longueur Intensité de
ou sans CMA (cm) aérienne (BA) racinaire (BR) BR/BA totale séche mycorhizienne hyphes mycorhization
(2 (€3] (8 (7o) (em.g") (%)

Z. mauritiana
R. irregularis 31,66+£3,34 a 0,58+0,03 b-e 1,06+0,31 a-d 1,85+0,72 b-f 1,64+0,31 abc  71,73£1,07 bed  46,62+0,77 ef 78,20£16,29 ab
F. mosseae 26,114,603 a-¢ 0,57+0,06 b-f 0,9140,19 b-f 1,59+0,29 d-g 1,48+0,24 bed  69,33+0,66 de 34,101,511 46,09+14,46 ghi
R. intraradices  28,00+4,06 a-d  0,55+0,08 c-g 1,01£0,10 a-e 1,8540,38 b-f 1,56+0,14 a-d  70,30+1,22 de 63,14£1,94 a 73,78+18,15 be
Témoin 13,33+1,13 hi 0,14+0,02 Im 0,31+0,14 ijk 2,244+0,62 a-d 0,45£0,16 h-k - - -

Z. lotus
R. irregularis 12,44+1,50 hi 0,33+0,14 h-1 0,38+0,12 h-k 1,1840,26 e-j 0,71+0,25 g-j  45,29+1,80 g 41,94+1,79 g 67,05+15,26 cd
F. mosseae 13,55+1,13 hi 0,31+0,13 i-1 0,15+0,04 k 0,5040,32 j 0,46+0,15 h-k  68,22+1,58 de 40,38+2,70 hi 49,1249,67 fghi
R. intraradices 14,00+1,87 hi 0,43+0,20 e-j 0,30+0,08 ijk 0,67+0,41 h-j 0,7340,24 g-j  55,74+1,46 f 55,46+1,06 be 53,40+8,96 fg
Témoin 11,00+1,22 i 0,08+0,01 m 0,13+0,03 k 1,61£0,31 c-g 0,21+0,03 k - - -

Z. spina-christi
R. irregularis 24,11£6,16 b-f 0,57+0,15 b-f 1,06+0,26 a-d 1,85+0,29 b-f 1,64+0,40 abc  69,66+1,06 de 40,38+3,29 hi 85,49+8,52 a
F. mosseae 25,00+4,10 b-f 0,42+0,08 e-j 0,83+0,17 b-g 1,96+0,67 b-e 1,25+0,54 c-f  57,52+1,38 f 42,54+0,49 fg 73,55+2,42 be
R. intraradices 23,66+4,49 c-g 0,44+0,07 e-j 0,68+0,22 e-h 1,57+0,40 d-g 1,12+0,24 d-g  46,14+1,55 g 61,80+1,25 a 84,96+4,87 a
Témoin 11,551,931 0,21+0,03 klm 0,6340,03 f-i 2,98+0,45 a 0,85£0,06 e-h - - -

Z. mucronata
R. irregularis 18,11+£2,52 gh 0,17+0,02 klm 0,114+0,03 k 1,624+0,18 c-g 0,29+0,04 jk 68,88+1,43 de 52,78+0,47 be 76,95+4,50 b
F. mosseae 23,00+4,59d-g  0,56+0,05 c-g 0,28+0,05 jk 0,50+0,07 j 0,84+0,09 e-i  45,40+0,90 g 4425+1,14 efg  51,67+£5,47 fgh
R. intraradices  20,66+4,55 efg  0,36+0,07 g-k 0,26+0,15 jk 0,8540,45 g-j 0,63+0,17 h-k ~ 55,02+£1,43 f 61,37+1,13 a 74,37+6,02 be
Témoin 11,7741,39 1 0,08+0,01 m 0,11+0,01 k 1,3940,21 e-i 0,20+0,03 k - - -
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Tableau 3. (suite)

en serre

Ziziphus spp. avec Hauteur Biomasse Biomasse Ratio Biomasse Dépendance Longueur Intensité de
ou sans CMA (cm) aérienne (BA) racinaire (BR) BR/BA totale seche mycorhizienne hyphes mycorhization
(2 (2 €9 (%) (em.g™) (%0)

Z. amphibia
R. irregularis 29,2243,10 abc  0,71+0,09 bed 1,16+0,06 ab 1,63+0,13 c-g 1,87+0,15 ab 74,57+2,65 abc  32,81+2,05 1 79,84+14,45 ab
F. mosseae 24,22+3,64 b-f 0,54+0,14 c-g 0,76+0,15 d-g 1,40+0,30 e-h 1,304£0,23 cde  30,50+0,75 h 40,38+0,59 gh  44,02+3,76 hi
R. intraradices 28,00+4,18 a-d 0,70+0,10 bed 0,84+0,03 b-g 1,20+0,14 e-j 1,554+0,12 a-d  67,21+2,16 ¢ 54,28+0,74 bc  46,93+11,86 ghi
Témoin 11,441,811 0,2540,02 j-m 0,124+0,03 k 0,48+0,13 j 0,374£0,04 ijk - - -

Z. abyssinica
R. irregularis 20,22+3,52 fg 0.53+0,03 d-h 1,31£0,30 a 2,46+0,80 ab 1,84+0,31 ab 70,55£1,30 cde  56,83+£0,65b  67,46+6,96 cd
F. mosseae 20,33£2,29 efg 0.37+0,10 f-k 1,05+0,36 a-d 2,83+0,40 a 1,4240,44 bed  44,14+1,26 g 40,38+1,09 i 43,69+8,63 i
R. intraradices 20,33+3,04 efg 0.46+0,08 e-i 1,12+0,21 abc 2,43+0,65 ab 1,584+0,21 a-d  68,154+2,25 de 52,29+1,92 ¢ 56,20+4,94 ef
Témoin 12,88+1,76 hi 0.36+0,11 g-k 0,84+0,29 b-g 2,33+ 0,40 a-d 1,20+0,38 c-f - - -

Z. sphaerocarpa
R. irregularis 29,66+1,58 ab 0.99+0,19 a 1,00+0,20 a-e 1,01+0,41 f+ 1,994+0,33 a 78,65+1,65 a 51,40+1,54 cd  66,89+10,31 cd
F. mosseae 24,55£3,53 b-f  0.74+0,07 bc 0,78+0,15 c-g 1,05+0,23 £+ 1,53+0,14 a-d ~ 68,81+1,66 de 47,55+0,90 de  64,33+9,90d
R. intraradices 29,22+43,52 abc  0.77+0,15b 1,02+0,20 a-e 1,32+0,27 e-i 1,79+0,32 ab 74,96+1,99 ab 53,60+£2,31 bc  62,50+8,60 de
Témoin 13,88+2,80 hi 0.27+0,03 i-m 0,55+0,20 g-j 2,37£1,10 a-d 0,82+0,45 f-i - - -

Facteurs testés

Ziziphus spp. koK Hok * * Hok EEE otk Hok

CMAXZiZlPhuS Spp kkok skeskeosk sk NS sdekk skesksk skskosk ek

Dans chacune des colonnes, les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (P<0,05) selon le test de Tukey
HSD; NS: non significatif; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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Tableau 4. Effet de I’inoculation avec les CMA sur les teneurs en P et K des 7 especes de

Ziziphus.
Ziziphus spp. avec ou sans CMA K P
(%) (%)

Z. mauritiana
R. irregularis 08,11 £ 0,15 klm 2,64 +0,04 cd
F. mosseae 07,33 £0,32 Imn 1,93 £0,04 1
R. intraradices 06,52 £ 0,15 no 2,54 £0,12 cde
Témoin 05,48 £0,02 0 0,70 £ 0,03 k

Z. lotus
R. irregularis 10,97 £ 0,17 fgh 1,95+ 0,03 hi
F. mosseae 11,34 + 0,66 fg 2,32 £ 0,09 efg
R. intraradices 12,15+ 0,43 ef 2,96 £ 0,12 ab
Témoin 08,48 £ 0,02 j-m 0,83 +0,03 k

Z. spina-christi
R. irregularis
F. mosseae
R. intraradices
Témoin

Z. mucronata
R. irregularis
F. mosseae
R. intraradices
Témoin

Z. amphibia
R. irregularis
F. mosseae
R. intraradices
Témoin

Z. abyssinica
R. irregularis
F. mosseae
R. intraradices
Témoin

Z. sphaerocarpa
R. irregularis
F. mosseae
R. intraradices
Témoin

Facteurs testés

CMA

Ziziphus spp.

CMA x Ziziphus spp.

08,61 + 0,12 jkI
07,96 + 0,02 klm
09,73 £ 0,45 hij
07,14 + 0,36 mn

12,71 £ 0,20 de
10,89 + 0,22 fgh
12,94 £ 0,14 cde
10,48 + 0,02 gh

09,73 £ 0,30 hij
11,15 0,27 fe
08,61 + 0,54 ikl
08,81 + 0,56 ijk

15,18+ 0,21 ab
13,75+ 0,83 cd
15,36 + 0,45 ab
10,51 + 0,40 gh

1628 +0,12 a
13,73 + 0,24 cd
14,15 + 0,37 be
10,12 + 0,07 ghi

skeksk
kK
skeksk

2,32 + 0,05 efg
2,12+ 0,03 f-i
2,38 + 0,04 def
0,84 £0,04 k

2,62 +0,10 cd
2,15+0,11 -
2,23 +0,13 fgh
0,64 = 0,04 k

2.21+0,10 f-i
2,17+ 0,09 i
2.15+0,15 i
0,68 + 0,04 k

3,18+ 0,03 a
2,04 + 0,04 ghi
2,29 + 0,08 efg
0,86 + 0,02 k

2,77 £0,10 be
2,80+ 0,03 be
2,54 £ 0,03 cde
1,30 £0,07 j

skoksk
kksk
skoksk

Dans chacune des colonnes, les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P <0,05) selon le test de Tukey (HSD); NS: non significatif;

**P<0,01; ***P<0,001.
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Tableau 5. Coefficients de corrélation (r) entre la longueur des hyphes, I’intensit¢ de
mycorhization, la dépendance mycorhizienne, le ratio BR/BA et les teneurs en P et en K des

feuilles des espéces de Ziziphus.

K P LH M DM Ratio
BR/BA
K 1
P 0,365 1
LH 0,268 0,908* 1
M 0,145 0,841* 0,938* 1
DM 0,166 0,822* 0,902* 0,908* 1
Ratio -0,051 -0,256 -0,300 -0,236 -0,236 1

BR/BA

LH: Longueur des hyphes; IM: Intensit¢ de mycorhization; DM : Dépendance
mycorhizienne ; BR : Biomasse racinaire ; BA : Biomasse aérienne ; * : significatif a P<0,001
selon les coefficients de corrélation de Pearson.

I11.4. Effet de I’inoculation avec les CMA sur P’intensité de mycorhization et la longueur

des hyphes chez les 6 provenances de Z. mauritiana

En serre, Z. mauritiana se montre trés réceptive aux CMA. En effet, le taux de mycorhization
est tres important et dépasse généralement les 70% (Tableau 6). Cependant, les différents
inocula ne présentent pas le méme comportement quant aux valeurs de I’intensité de
mycorhization. En effet, I’inoculum avec R. irregularis s’est montré le plus efficient sur
toutes les provenances tandis que F. mosseae présente les valeurs les plus faibles. Les
résultats montrent que quelle que soit la provenance de Z. mauritiana, le champignon R.
irregularis présente le taux de mycorhization le plus élevé. Il est de 80% chez la provenance
Inde alors que les provenances Sénégal, Mali, Mauritanie et Burkina Faso présentent des taux
de mycorhization comparables avec R. irregularis (Tableau 6). Les plus faibles taux de
mycorhization sont notés chez la provenance Niger avec R. irregularis (55%), R. intraradices
(51%) et F. mosseae (44%). Les valeurs de la longueur des hyphes de CMA sont nettement
plus élevées chez toutes les provenances de Z. mauritiana inoculées avec le champignon R.

intraradices sauf pour la provenance Inde (Tableau 6). La plus grande valeur de la longueur
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des hyphes (65 cm.g™!) est notée chez la provenance Burkina Faso alors que F. mosseae

présente les plus faibles longueurs d’hyphes (38 cm.g™! au plus) chez toutes les provenances.

IILS5. Effet de P’inoculation avec des CMA sur la croissance et la dépendance

mycorhizienne des 6 provenances de Z. mauritiana

Les effets des différents CMA sur la croissance et la dépendance mycorhizienne (DM) chez
les provenances de Z. mauritiana sont présentés dans le tableau 6. Les deux facteurs étudiés
(provenance et CMA) et leur interaction ont un effet significatif (P<0,05) sur tous les
parametres de croissance et la DM. L’effet de I’inoculation avec les CMA augmente
significativement la croissance en hauteur et la biomasse des plants inoculés comparé aux
témoins non inoculés. A part la provenance Inde, les plants des autres provenances de Z.
mauritiana se comportent quasiment de la méme facon avec R. irregularis. En effet, les
provenances Sénégal, Mauritanie, Mali, Burkina Faso et Niger inoculées avec R. irregularis
présentent des valeurs comparables en termes de hauteur, de biomasse totale et de DM
(Tableau 6). La meilleure stimulation a été obtenue lorsque Z. mauritiana est en association
avec R. irregularis quelle que soit la provenance. Néanmoins, la meilleure croissance des
plants a été observée chez la provenance Inde en association avec R. irregularis, F. mosseae
ou R. intraradices. Les ratios BR/BA des plants inoculés et ceux des non inoculés sont
quasiment similaires pour toutes les provenances de Z. mauritiana. Ce ratio n’augmente pas

avec I’inoculation des 3 CMA et il n’est corrélé a aucune variable (Tableau 8).

Les résultats montrent que la DM la plus élevée (68,80%) a été observée chez la provenance
Burkina Faso inoculée avec R. irregularis alors que la plus faible DM a été notée chez la
provenance Niger inoculée avec F. mosseae. La DM des provenances de Z. mauritiana est
significativement corrélée a la longueur des hyphes (r = 0,617 ; P <0,001) et a I’intensité de

mycorhization (r = 0,831 ; P <0,001) (Tableau 8).

I11.6. Effet de I’inoculation avec les CMA sur la nutrition minérale des 6 provenances de

Z. mauritiana

Les effets des CMA sur les concentrations en K et P dans les feuilles des plants de Z.
mauritiana sont consignés dans le tableau 7. Les résultats montrent un effet positif des CMA

sur les concentrations en K et P dans les feuilles de Z. mauritiana. Quelle que soit la
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provenance, les concentrations en K et P dans les feuilles de Z. mauritiana inoculés avec R.
irregularis différent significativement des plants non inoculés. Les plants inoculés avec R.
intraradices et F. mosseae des provenances Sénégal, Mali, Niger et Mauritanie ont des
concentrations en K comparables a celles des témoins. Par contre chez la provenance Inde, la
mycorhization avec R. irregularis ou R. intraradices augmente significativement la
concentration en K comparativement aux témoins (Tableau 7). La concentration en P est
significativement corrélée a la longueur des hyphes (r = 0,655 ; P < 0,001), a I’intensité de
mycorhization (r = 0,758 ; P <0,001) et a la DM (r = 0,548 ; P < 0,001), contrairement a la

concentration en K qui n’est corrélée a aucune de ces variables citées (Tableau 8).
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Tableau 6. Effet de I’inoculation avec les CMA sur la croissance, la dépendance mycorhizienne, la mycorhization et la longueur de hyphes chez

les 6 provenances de Z. mauritiana.

Provenance de Z.  Hauteur Biomasse Biomasse Ratio Biomasse totale  Dépendance Longueur Intensité de

mauritiana avec (cm) aérienne (BA) racinaire (BR) BR/BA séche (g) mycorhizienne hyphes mycorhization

ou sans CMA (2) (2) (%) (cm.gh) (%)

Sénégal
R. irregularis 32,44+3,85 bede  0,61+0,04 bed 1,24+0,11 abc 2,03+0,20 cde 1,85+0,14 abcd  54,494+2,74 cd 39,89+0,60 fgh 76,47+£1,05b
F. mosseae 26,3344,79 e-h  0,51£0,11 d-h 1,04+0,13 a-f 2,04+0,43 cde 1,54+0,21 b-g 47,40+£1,57 ef 38,38+1,48 gh 57,08+1,17 de
R. intraradices  27,8843,77 defg  0,57+0,06 cdef  1,06+0,08 a-f 1,8540,16 def 1,63+0,14 a-f 50,84+1,25 de 59,18+£2,03 b 64,00+2,08 ¢
Témoin 16,00+0,70 j 0,20+0,03 jkl 0,50+0,09 g-k 2,50+0,25 bed 0,70+0,13 jk - - -

Mali
R. irregularis 29,27+4,88 b-f 0,60+0,08 bede 1,39+0,21 a 2,31+0,79 bede 1,99+0,23 ab 61,32+1,68 b 42,65+0,74 fg 65,63+1,49 ¢
F. mosseae 22,88+6,66 f-j 0,38+0,10 f+ 1,21+0,32 abcd  3,18+0,54 ab 1,21+0,38 e-j 36,58+1,72 gh 35,88+1,94 hi 55,50+1,63 ef
R. intraradices 26,66+4,52 defg  0,45%0,06 d-i 1,03£0,15 a-f 2,284+0,30 bede 1,48+0,20 c-g 39,44+1,68 g 52,14+2,41 cd 55,19+1,16 f
Témoin 17,33£1,00 0,16+0,02 1 0,60+0,09 f-k 3,75+0,62 a 0,76+0,10 jk - - -

Mauritanie
R. irregularis 28,5542,64 c-g  0,48+0,03 d-h 1,1740,30 a-e 2,4340,69 bede  1,66+0,30 a-f 50,29+1,23 de 46,40+1,30 ef 76,33£2,51 b
F. mosseae 25,33+3,20 e-i 0,44+0,06 d-i 0,68+0,19 d-j 1,54+0,30 ef 1,13+0,24 f-j 36,78+1,01 gh 32,71£1,17 jj 58,69+1,28 de
R. intraradices  22,44+4,06 f-j 0,49+0,08 d-h 0,82+0,10 b-i 1,67+0,37 ef 1,31+0,14 e-i 22,69+2.24 i 60,51£1,97 b 68,38+0,70 ¢
Témoin 17,00+0,86 j 0,21+0,01 ijkl 0,66+0,09 e-k 3,14+0,52 ab 0,87+0,09 ijk - - -

Burkina Faso
R. irregularis 33,77+4,07 abed  0,62+0,18 be 1,28+0,44 ab 2,06£0,79 cde 1,90+0,56 abc 68,80+£1,47 a 48,02+2,80 de 68,69+1,17 ¢
F. mosseae 28,114£3,96 defg  0,40+0,10 fghi 0,64+0,32 d-j 1,60+0,41 ef 1,04+0,39 hijk 42,52+0,88 f 33,51+1,13 §j 55,88+1,47 ef
R. intraradices  26,55£5,02d-h  0,55+0,08 c-g 1,214£0,15abecd  2,20+0,22 bede  1,76+0,22 a-e 57,85+0,98 ¢ 65,42+1,66 a 70,52+1,70 d
Témoin 19,10+2,10 hij 0,20+0,09 jk1 0,39+0,13 k 1,9540,94 def 0,60+0,20 k - - -
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Tableau 6. (suite)

en serre

Provenance de Z. Hauteur Biomasse Biomasse Ratio Biomasse totale  Dépendance Longueur Intensité de

mauritiana avec ou  (cm) aérienne (BA) racinaire (BR) BR/BA seche (g) mycorhizienne hyphes mycorhization

sans CMA (2 (2 (7o) (em.g™) (%)

Niger
R. irregularis 27,78+3,1 defg  0,48+0,09 d-h 1,17+0,30 a-¢ 2,43+£0,52 bede  1,65+0,37 a-f 49,26+0,99 de  51,18+2,00 cd 55,91£1,96 ef
F. mosseae 26,13+1,83 e-1 0,36+0,07 g-k 0,81+0,20 b-i 2,25+0,39 bede 1,17+0,24 g-k 39,06£1,13 g 31,12+1,44 jk 44,50+2,97 h
R. intraradices 22,69+3,17 f-j 0,46+0,11 dh 0,95+0,16 b-h 2,06+0,26 cde 1,41+0,26 d-h 14,58+1,46 j 56,58+1,27 be 51,04+0,96 g
Témoin 18,77+2,77 ij 0,26+0,06 hijk 0,74+0,11 ¢+ 2,84+0,65 abc 1,00+0,14 hijk - - -

Inde
R. irregularis 40,3345,80 a 0,99+0,18 a 1,29+0,30 ab 1,30+0,40 f 2,2840,43 a 64,27+2,24 ab  44,22+1,66 fg 80,16+2,01 a
F. mosseae 35,33+£5,17 ab 0,55+0,14 c-g 1,20+£0,08 abcd  2,18+0,22 bede  1,75+0,14 a-e 46,86+1,84 ef  30,10+2,45 k 65,05+0,91 b
R. intraradices 34,77£9,01 abc ~ 0,77+0,21 b 1,03+0,15 a-f 1,33+0,28 f 1,80+0,32 abcd  40,98+1,23 fg  46,73+0,97 ef 69,63+2.20 b
Témoin 20,55+5,24 ghij  0,40+0,21 fghi 0,66+0,22 ek 1,65+1,13 ef 1,06+0,41 hijk - - -

Facteurs testés

Provenance skskok k skskok NS sksk skskok skoksk NS

CMA X Provenance skskok skok skok NS sksk skskok skoksk skok

Dans chacune des colonnes, les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (P<0,05) selon le test de Tukey
HSD; NS: non significatif; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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Tableau 7. Effet de I’inoculation avec les CMA sur les concentrations en P et K des feuilles

des 6 provenances de Z. mauritiana.

Provenance de Z. mauritiana K P
avec ou sans CMA (%) (%)
Sénégal
R. irregularis 09,43 £ 0,69 cd 3,06 = 0,05 bc
F. mosseae 06,06 = 0,21 ij 1,79 £ 0,09 jk
R. intraradices 06,44 + 0,06 hij 2,424+ 0,05 fg
Témoin 05,72 £0,05; 1,67+0,01 k
Mali
R. irregularis 08,47 £0,15 de 3,22+0,02b
F. mosseae 08,21 £ 0,14 def 2,21 £0,05 hi
R. intraradices 07,01 £ 0,20 fghi 2,70 £0,03 de
Témoin 06,11 £ 0,06 ij 1,69 +0,02 k
Mauritanie
R. irregularis 08,18 £0,22 def 2,95+0,08 cd
F. mosseae 06,36 £ 0,27 hij 1,84 + 0,03 jk
R. intraradices 06,73 £ 0,58 ghij 2,52 +0,01 ef
Témoin 05,48 £ 0,02 j 0,95+0,03 m
Burkina Faso
R. irregularis 11,13+£0,99b 3,17+0,17 be
F. mosseae 08,31 £0,31 de 2,15+£0,081
R. intraradices 09,31 £0,49 cd 2,23 +£0,05 hi
Témoin 07,76 £ 0,06 efg 0,64 £0,01 n
Niger
R. irregularis 08,41 £0,40 de 2,99+ 0,09 cd
F. mosseae 07,45 £ 0,16 efgh 2,124+ 0,02 1
R. intraradices 07,22 £0,02 e-1 2,21 +0,03 hi
Témoin 06,32 + 0,25 hij 1,16 £0,03 1
Inde
R. irregularis 13,58 £0,39 a 3,97+0,06 a
F. mosseae 10,62 £ 0,18 bc 2,32+ 0,01 gh
R. intraradices 12,84 £ 0,50 a 3,04 +£ 0,06 bc
Témoin 09,95 £ 0,25 be 1,91 £0,07 j
Provenance ok o

CMA x Provenance

*%

*okk

Dans chacune des colonnes, les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas
significativement différentes (P <0,05) selon le test de Tukey (HSD); NS: non significatif;
**P<0,01; ***P<0,001.

61



Chapitre Il. Réponses a [’inoculation avec des champignons mycorhiziens a arbuscules de différentes

especes de Ziziphus et de provenances de Z. mauritiana en serre

Tableau 8. Coefficients de corrélation (r) entre la longueur des hyphes, I’intensité de

mycorhization, la dépendance mycorhizienne, le ratio BR/BA et les teneurs en P et en K des

feuilles des provenances de Z. mauritiana.

K P LH M DM Ratio
BR/BA
K 1
P 0,084 1
LH 0,001 0,655* 1
M 0,066 0,758* 0,688%* 1
DM 0,060 0,548* 0,617* 0,831* 1
Ratio 0,216 0,274 0,165 0,203 0,141 1

BR/BA

LH: Longueur des hyphes ;

selon les coefficients de corrélation de Pearson.

Intensit¢é de mycorhization; DM : Dépendance
mycorhizienne ; BR : Biomasse racinaire ; BA : Biomasse aérienne ; * significatif a P<0,001
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IV. Discussion

Nos résultats montrent que I’inoculation avec les CMA améliore significativement la
croissance et la nutrition minérale aussi bien des especes de Ziziphus que des provenances Z.
mauritiana. Des 3 CMA testés, seuls R. irregularis et R. intraradices sont efficaces sur tous
les paramétres mesurés chez les espéces de Ziziphus tandis que seul R. irregularis a été le plus
efficace chez les provenances de Z. mauritiana. Nos résultats confirment des études
antérieures qui ont montré que les plants de Z. mauritiana donnent les meilleures réponses a
I’inoculation en termes de production de biomasse notamment avec R. irregularis (Guissou et
al., 1998b ; Ba et al., 2000, 2001 ; Guissou, 2009 ; Sidibé et al., 2012 ; Guissou ef al., 2016).
Méme si le champignon F. mosseae présente les plus faibles taux de mycorhization chez les
jujubiers, son association avec Z. spina-christi est quand méme intéressante en termes de
colonisation racinaire (73,55%). Ce champignon couramment utilis¢ en Afrique de I’Ouest a
¢été cependant efficace chez des acacias (Colonna et al., 1991 ; Ducousso et al., 1992). Mais,
comme l'ont montré Bagyaraj (1992) et Ingleby et al. (1997), le niveau du taux de
mycorhization n'est pas nécessairement fonction du nombre de propagules viables dans
l'inoculum. De ce fait, nos résultats montrent que les jujubiers pourraient étre tout simplement
moins réceptifs a F. mosseae. En revanche, le taux de mycorhization le plus élevé trouvé dans
les racines des plants inoculés est a peu pres de ’ordre de 80 % pour toutes les provenances
de Z. mauritiana. Cette valeur est similaire a celles présentées par d'autres auteurs comme
étant de bons indicateurs de 1'efficacité de 1'inoculation (Guissou et al., 1998 ; Ba et al., 2000,
2001 ; Guissou, 2009 ; Sidibé et al., 2012 ; Guissou et al., 2016). De plus, Ba ef al. (2001),
Guissou (2009) et Sidibé ef al. (2012) ont constaté que la pauvreté des sols en propagules

mycorhiziennes pourrait avoir un effet négatif sur la croissance de Z. mauritiana.

Dans notre étude, nous nous sommes intéressé€s a d’autres especes de Ziziphus et a différentes
provenances de Z. mauritiana, et avons montré pour la premiere fois, 1'efficacité de trois
CMA (R. irregularis, R. intraradices et F. mosseae) sur 7 especes de Ziziphus (y compris Z.
mauritiana) et sur 6 provenances de Z. mauritiana dans des conditions en serre. En moyenne,
toutes les especes de Ziziphus et provenances de Z. mauritiana sont colonisées dans les
mémes proportions et dans I’ordre décroissant avec R. irregularis (74,55% et 70,53%
respectivement pour les especes et provenances), R. intraradices (64,59% et 63,12%) et F.
mosseae (53,21% et 56,11%). On constate également que l’effet de I’inoculation avec R.
irregularis sur le taux de mycorhization des plants par chaque CMA est comparable. 11 existe

une forte corrélation positive entre les taux de mycorhization et la DM quelles que soient les
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especes de Ziziphus (r = 0,908, P < 0,0001) et la provenance de Z. mauritiana (r = 0,831, P <
0,0001). En effet, la DM des espéces de Ziziphus avec F. mosseae est de 54,84% alors que les
DM les plus ¢levées, obtenues avec R. irregularis et R. intraradices, ont respectivement
atteint 68,47% et 62,49%. Pour les provenances de Z. mauritiana, la DM la plus ¢élevée est
observée chez la provenance du Burkina Faso fortement colonisée (68,80%). Ces résultats

sont en accord avec ceux de Tawaraya (2003).

Les différences observées dans la réponse a 1’infection mycorhizienne des jujubiers pourraient
étre dues a des différences dans le développement du réseau d’hyphes extra-matriciels. Dans
notre étude, la production des hyphes a augmenté de manicre significative en fonction des
especes de CMA dans I’ordre décroissant R. intraradices, R. irregularis et F. mosseae. 1l
existe en effet une corrélation fortement significative (r = 0,902, P < 0,001) entre le
développement des hyphes extra-matriciels et la DM. Les résultats de notre étude sont en
accord avec ceux de Yao et al. (2001) qui ont montré que la DM de trois cultivars de Triticum
aestivum ¢était déterminée par le développement des hyphes extramatricielles. L'inoculation
mycorhizienne induit également une diminution significative des ratios BR/BA en particulier
chez Z. sphaerocarpa et Z. spina-christi par rapport aux plants non mycorhizés. De plus, il y a
une corrélation négative entre le BR/ BA et la longueur des hyphes (r = -0,300, P < 0,014), la
colonisation mycorhizienne (r = -0,236, P < 0,184) et la DM (r = -0,236, P < 0,184). Ces
résultats sont a rapprocher avec ceux obtenus chez 1’arganier (Nouaim & Chaussod, 1994) et
pourraient étre expliqués par une plus grande efficacit¢ du systeme racinaire grace aux

mycorhizes en raison du développement des hyphes.

L’absorption de nutriments est considérée comme un facteur souvent important associé a
I'amélioration de la croissance de différentes especes de plantes (Mathur & Vyas, 1999 ;
Klironomos, 2003 ; Tawaraya, 2003). Dans notre étude, l'inoculation avec les CMA augmente
de maniére significative les teneurs en P et en K des Ziziphus spp. et des provenances de Z.
mauritiana. L'absorption des éléments minéraux est plus élevée dans les plants mycorhizés
comparé a ceux non mycorhizés. Par conséquent, 'amélioration de la biomasse seche totale
des Ziziphus spp. pourrait étre attribuée a I'amélioration de l'absorption des €éléments minéraux
par les CMA. Nos résultats montrent que les jujubiers différent dans leur capacité d'absorption
en K et en P suivant I’espece de CMA. Z. sphaerocarpa et Z. abyssinica en symbiose avec R.
irregularis accumulent plus de K et de P que les autres combinaisons Ziziphus/CMA alors que

quelle que soit la provenance de Z. mauritiana, on obtient le méme résultat chez les plants
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inoculés avec R. irregularis. On peut ainsi dire que les jujubiers inoculés avec R. irregularis
bénéficient plus de la mycorhization avec de fortes valeurs de DM probablement a cause de sa
forte absorption en P et en K dans les feuilles. Des résultats comparables ont été également
obtenus chez des provenances de Z. mauritiana (Guissou et al, 1998b ; Ba et al., 2001 ;
Guissou 2009 ; Sidibé et al., 2012 ; Guissou et al, 2016). Chez les Ziziphus spp.,
I'amélioration de 1’état nutritionnel en P et K des plants est plus marquée avec R. irregularis
et R. intraradices consécutivement a un meilleur taux de colonisation mycorhizienne avec R.
intraradices et R. irregularis. Nos résultats confirment les résultats de Koide & Mosse (2004)
qui ont montré qu'il existe une relation évidente entre le degré de colonisation par les CMA du
systéme racinaire d'une plante et la capacité de la plante a bénéficier de manicre significative
de cette symbiose. Des études ont également démontré que lorsque le sol est faible en P, la
DM des arbres fruitiers différent fortement avec les CMA (Guissou et al., 1998b ; Ba et al.,
2000 ; Guissou et al., 2016). Le P est un ¢élément critique pour la croissance des plantes et
représente environ 0,2% du poids sec, mais il reste 1'un des éléments nutritifs les plus
difficiles a acquérir pour les plantes (Smith ez al., 2011). Mieux, il a ét¢ bien établi que la DM
est souvent attribuée a une augmentation de l'absorption de P par les CMA (Tawaraya, 2003 ;

Smith & Smith, 2012).

L’absorption du phosphore a probablement plus contribué que celle du potassium (Guissou et
al., 1998b) car une corrélation positive a été observée entre la concentration en P et la DM des
jujubiers alors qu’il n'y a pas eu de corrélation significative entre la DM et la concentration en
K. Ce résultat suggere que le potassium a peu contribué a la production de biomasse des
plants de jujubiers. Dans notre étude, ces parametres nutritionnels pourraient bien contribuer a
améliorer la disponibilité des ¢éléments minéraux pour les Ziziphus spp. et, par conséquent,
augmenter la production de la biomasse. Il a été démontré que la production d’hyphes extra-
matriciels pourrait jouer un rdle-clé dans l'absorption et le transport de P (Jakobsen &
Rosendahl, 1990). Nos résultats montrent que la longueur totale des hyphes dans les
¢chantillons de sol provenant des traitements inoculés est significativement plus élevée avec
R. intraradices. De plus, il y a une corrélation significative entre la DM et la longueur des
hyphes (r = 0,822, P < 0,001). Ce résultat est également obtenu chez les provenances de Z.
mauritiana. Nos données sur la longueur des hyphes montrent clairement que I'efficacité¢ du
champignon dépend de 1’espece de Ziziphus associée. Dans notre étude comme dans d’autres,
la longueur des hyphes differe suivant le CMA (Jakobsen et al., 1992 ; Pearson & Jakobsen,

1993). 11 a été démontré que les réseaux d'hyphes développés par les CMA peuvent influencer

65



Chapitre Il. Réponses a [’inoculation avec des champignons mycorhiziens a arbuscules de différentes
especes de Ziziphus et de provenances de Z. mauritiana en serre

la croissance des plantes, 1'absorption des €léments nutritifs ainsi que les interactions entre
plantes (Smith & Read, 2008). Notre étude montre que la longueur des hyphes diminue
significativement suivant les especes et selon I’ordre décroissant Rhizophagus intraradices,
Rhizoglomus irregularis et Funneliformis mosseae. Le champignon R. intraradices a produit
plus d’hyphes et a également mobilis¢ plus de P que les autres champignons. De plus, une
corrélation significative (r = 0,908, P < 0,001) entre la longueur des hyphes et la
concentration en P dans les feuilles de Ziziphus spp. a été observée. Nos résultats sont en
accord avec les travaux de Smith et al. (2000) qui ont constaté que Medicago truncatula en
association avec Scutellospora calospora se développe mieux qu’avec Gigaspora
caledonium. Ceci était di au développement des hyphes extramatricielles. Nos résultats
confortent les travaux de Guissou ef al. (2016) qui suggerent de prendre en compte la DM des
provenances de Z. mauritiana comme critére de sélection pour la production fruitiere en

VErgers.

V. Conclusion

Notre étude met en évidence pour la premicre fois le statut mycorhizien de 7 especes de
Ziziphus (y compris Z. mauritiana) en condition de sol stérilisé. Nos résultats montrent que
I’inoculation avec les CMA améliore la croissance des jujubiers (espéces et provenances) en
augmentant de maniere significative la production de biomasse et 1’absorption des minéraux
en particulier le P. Les différences de DM obtenues aussi bien chez les especes de Ziziphus
que les provenances de Z. mauritiana sont dues au développement du réseau d’hyphes

extramatricielles qui augmentent 1’absorption du P.

Le champignon R. irregularis s’avere le meilleur CMA en termes d’efficacité sur le
développement des plants toutes especes de Ziziphus et toutes provenances de Z. mauritiana
confondues. D’un point de vue pratique, ce champignon pourrait constituer un biofertilisant
efficace dans la production de plants de jujubiers en pépini¢re et en plantation dans les

systémes agroforestiers.
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IMPACT DE L’INOCULATION AVEC R. IRREGULARIS IR27 SUR LA
CROISSANCE, LA SURVIE ET LA PRODUCTION FRUITIERE DE Z.
MAURITIANA




Cette partie des résultats a fait I’objet :

1) D’une communication orale a la 5¢"¢ édition des Doctoriales de ’ED-SEV :
Babacar Thioye. Effet de I’inoculation et de la fertilisation phosphatée sur la croissance et
la nutrition du jujubier sur le tracé du projet Grande Muraille Verte. 16-17 juin 2014,

UCAD, Dakar, Sénégal.

2) D’une communication orale au Congreés International AFRINOM 3 :
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CHAPITRE I1I. IMPACT DE L’ INOCULATION AVEC R. IRREGULARIS IR27 SUR
LA CROISSANCE, LA SURVIE ET LA PRODUCTION FRUITIERE DE Z.
MAURITIANA

I. Introduction

L’espéce Z. mauritiana Lam., communément appelée jujubier apparait comme une essence de
reboisement a fort impact dans les zones sahélienne et soudano-sahélienne (Depommier,
1988). Elle est trés recherchée par les populations surtout pour ses fruits, son bois et son
fourrage d’appoint en saison séche (Ouédraogo ef al., 2006). Au Sénégal, les producteurs sont
intéressés par les variétés indiennes de jujubiers en raison de leur fructification précoce, du
gott et de la taille des fruits (Danthu ef al., 2004). Dans la zone nord-ouest du pays, au Ferlo,
plus précisément a Amally (une localité située sur le tracé de la GMV), I’agence nationale
(ANGMYV) développe avec des groupements féminins des activités rémunératrices liées a
I’arboriculture fruitiere (ex. Z. mauritiana variété Gola) et au maraichage dans des jardins
polyvalents irrigués par un systéme goutte a goutte grace a la proximité d’un forage. Des
systémes de production traditionnels, basés sur une agriculture pluviale d’arachide, de mil et
de niébé sont également développés dans le sud du Bassin arachidier, au centre-est du pays
plus précisément dans le village de Keur Mangari, caractérisée par une dégradation des
ressources forestieres. Toutefois, dans cette zone, la culture du jujubier en jardins familiaux
est une activité génératrice de revenus. Méme si des techniques de propagation végétative de
certains cultivars du jujubier sont bien maitrisées, des techniques sylvicoles appropriées a
I’arboriculture fruitiere nécessitent une application pour les agriculteurs locaux (Danthu et al.,
2004). En outre, il a été signalé que 90% des vergers dans les régions tropicales arides €taient
déficitaires en phosphore (P) et que l'approvisionnement en eau était le principal facteur

déterminant la productivité et la qualité du jujube dans les zones se¢ches (Pareek, 2001).

Les CMA constituent une composante clef dans les relations plante — sol (Smith & Read,
2008 ; van der Heijden et al., 1998a). Bien qu’ils ne soient pas spécifiques, leurs effets sur les
plantes peuvent varier selon les especes et les isolats (Klironomos, 2003). Des études
antérieures ont montré que parmi les 11 fruitiers forestiers sahéliens testés, le jujubier s’est
avéré le plus dépendant des mycorhizes a arbuscules de Rhizophagus irregularis isolat IR27
(syn. Glomus aggregatum IR27 ; Ba et al., 1996) pour sa croissance et sa nutrition minérale
(Guissou et al., 1998 ; Ba et al., 2000 ; Ba et al., 2001 ; Sidibé et al., 2012 ; Guissou et al.,

2016). Cependant, le role de ce CMA dans I’amélioration de la croissance et de la production
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fruitiére du jujubier reste encore peu connu in situ. Par ailleurs, des études ont montré que le
jujubier inoculé avec R. irregularis IR27 mobilise efficacement le phosphore (P) des
phosphates naturels (PN) ouest africains (Ba et al., 2001). Ouédraogo et al., (2006) ont
également montré une amélioration de la production de fruits de la variété Gola par le PN du
Burkina Faso (Kodjari 25% P»0Os) en conditions d’irrigation. Jusqu'a présent, le succes de
I’inoculation du jujubier avec des CMA est basé sur des plants inoculés en conditions de
pépiniere, tandis que le suivi de ces derniers apres transplantation connait encore trés peu
d'attention (Reebild, 2012 ; Alguacil et al., 2011). Dans ce chapitre, nous essayons d’évaluer
I’impact de I’inoculation avec R. irregularis IR27 sur la croissance de Z. mauritiana en serre

puis, sa survie et sa production fruitiére apres plantation.

Ce travail a d’abord été réalisé en serre avec des plants de deux provenances de Z. mauritiana,
Gola (variété indienne sélectionnée pour ses fruits de grosse taille) et Tasset (provenance
locale a fruits de petite taille), inoculés ou non avec R. irregularis IR27 et fertilisés ou non
avec du PN en condition de sol stérilisé. Au bout de 4 mois, la croissance en hauteur des
plants, le diamétre au collet, la biomasse totale, les teneurs en phosphore, en azote et en
potassium des feuilles et I’intensité de mycorhization des plants ont été déterminés. Puis les
plants ont été transplantés dans deux vergers situés dans les localités d’Amally et de Keur
Mangari respectivement au Ferlo et dans le bassin arachidier aux conditions climatiques
contrastées. Ce travail a fait I’objet d’un suivi régulier dans chaque site d’étude pour mesurer

la croissance, le taux de survie et la production fruitiere de Z. mauritiana apres plantation.

I1. Matériel et méthodes
I1.1. Production de plants de jujubiers en serre

L’expérience a été réalisée sur un sol de Sangalkam stérilis¢ a 120°C a I’autoclave pendant
4h. Deux provenances de Z. mauritiana, Gola (originaire d’Inde et a cycle court) et Tasset
(région de Thies et a cycle long) ont été utilisées. Les graines de Z. mauritiana utilisées dans
cette expérience ont été fournies par le Centre National de Recherches Forestieres (CNRF) de
I’Institut Sénégalais de Recherches Agricoles (ISRA). Les graines ont été concassées afin de
briser I’endocarpe et extraire I’amande. L.’endocarpe comprend deux loges contenant chacune
une graine (Figure 11). Les graines ont été traitées dans une solution d’eau de javel NaClO

1% pendant 15 min, rincées plusieurs fois avec de 1’eau stérile puis trempées dans le dernier
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bain d’eau pendant 30 min avant d’étre semées dans des sachets noirs en plastique a raison de

3 graines/sachet contenant 1,5 kg du sol sableux de Sangalkam.

Figure 11. Graines de jujubier : a) provenance Tasset, b) provenance Gola.

L’inoculum du champignon Rhizophagus irregularis IR27 (syn. Glomus aggregatum isolat
IR27 ; Ba et al., 1996) a été apporté a une quantité de 20 g (mélange de sable, de fragments de
racines mycorhizées, de spores et d’hyphes) contenant 1635 propagules actives déterminées
par la méthode MPN (Adelman & Morton, 1986). Du phosphate naturel (PN) de Matam (30%
de P>Os) fourni par la Société des Etudes et de Réalisation des Phosphates de Matam (SERP)
a ¢t¢ apporté a une dose de 20 g/plant (équivalent a 1,73 g P/kg de sol/plant). Les plants ont
été mis en place en serre selon un dispositif expérimental a 3 facteurs : 2 niveaux pour le
facteur provenance (Gola et Tasset), 2 niveaux pour le facteur inoculation (inoculé et non
inoculé) et 2 niveaux pour le facteur phosphate naturel (fertilisé et non fertilis¢). Au total, 8
(2x2x2) traitements (Gola, Gola+PN, Gola+Ri, Gola+Ri+PN, Tasset, Tasset+Ri, Tasset+PN,
Tasset+Ri+PN) ont été comparés avec 30 répétitions par traitement (Dispositif expérimental
1, Figure 12). Ce dispositif expérimental concerne le site d’é¢tude d’Amally ou le PN de
Matam a été apporté pour corriger la carence en P biodisponible du sol. La méme expérience
a ¢été reproduite en serre sans le PN selon un dispositif expérimental a 2 facteurs (provenance
et inoculation) avec 4 (2x2) traitements (Gola, Gola+Ri, Tasset, Tasset+Ri) et 50 répétitions

par traitement (Dispositif expérimental 2, Figure 13). Ce dispositif expérimental concerne le
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site d’é¢tude de Keur Mangari. Les traitements témoins de chaque dispositif ont re¢cu 10 ml

d’extrait de I’inoculum filtré.

Figure 12. Dispositif expérimental 1 en pépiniere.

Figure 13. Dispositif expérimental 2 en pépinicre.
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I1.2. Evaluation des paramétres de croissance, de mycorhization et de nutrition minérale

Apres 4 mois de croissance en serre, la hauteur de la tige principale, le diamétre au collet et la
biomasse totale (séchage a 1’étuve pendant 3 jours a 70°C) des plants ont été mesurés (Figure
14). L’intensité de mycorhization des plants a été¢ évaluée dans les conditions décrites dans le
chapitre 2. L’analyse des teneurs en phosphore (P), en azote (N) et en potassium (K) dans les
feuilles de chaque plant a été réalisée au Laboratoire des Moyens Analytiques (LAMA) du
centre de Bel Air (Dakar). Les teneurs en P et en N ont été déterminées respectivement par la
réaction au Bleue de molybdeéne et la méthode Kjedahl. Le K total a été déterminé par
absorption atomique au spectrophotometre a partir de la solution obtenue apres minéralisation

de la poudre végétale pour le dosage de P et de N.

Figure 14. Plants de Z. mauritiana utilisés pour la mesure des parametres de croissance.
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I1.3. Sites d’étude

Afin d’évaluer I’impact de I’inoculation avec R. irregularis IR27 sur la croissance, le taux de
survie et la production fruitiere de Z. mauritiana en plantation, les jujubiers agés de 4 mois en
serre ont ¢été transplantés dans des vergers situés dans deux localités (Amally et Keur

Mangari) aux conditions climatiques contrastées (Figure 15).

Figure 15. Localisation géographique des sites d’¢tude et distribution de la pluviométrie

annuelle (mm) au Sénégal (ANACIM 2012).

I1.3.1. Amally

Le village d’Amally (15°59°N, 15°19°0) se trouve dans la communauté rurale de Tessékéreé,
du département de Linguere, situé dans la région de Louga, zone sylvo-pastorale au nord du
Sénégal ou passe le tracé du projet GMV (Figures 15 et 16). La zone sylvo-pastorale se
caractérise par un déficit hydrique (< 400 mm de pluie en moyenne par an) avec une tres
grande irrégularité du régime des précipitations (la saison pluviale dure 1 a 2 mois). Le village
d’Amally, zone importante de transhumance du bétail, est alimenté en eau par un forage situé
a 3 km. Les sols sont ferrugineux tropicaux, de texture sableuse, plus ou moins lessivés et

pauvres en matieére organique, entrainant souvent une production primaire tres faible (Gueye,
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2000). Cette zone est constituée de peuplements naturels épars de balanites, d’acacias et de
jujubiers qui sont les espéces prioritaires de reboisement du projet de la GMV. Dans cette
zone, la vente des jujubes par les villageois, en particulier par les femmes, peut représenter

jusqu’a 50% des revenus.

Figure 16. Tracé de la GMV au Sénégal et situation du site d'étude d'Amally (ANGMYV 2009)

I1.3.2. Keur Mangari

Le village de Keur Mangari (14°27°N, 16°38°’0) se trouve dans I’arrondissement de
Tattaguine et a 15 km de la commune de Fatick au centre-ouest du Sénégal (Figure 15). Cette
zone contraste avec Amally notamment sur le plan climatique car la pluviométrie moyenne
annuelle oscille entre 450 et 600 mm. Les sols sont ferrugineux tropicaux contenant 6 a 9%
d’argile et des peuplements épars de jujubiers, d’anacardiers et de baobabs sont également
présents. Dans cette zone, 1’agriculture familiale basée sur la culture pluviale d’arachide, de
mil et de niébé et I’arboriculture fruitiere (ex. le jujubier) y sont développées dans des vergers

de producteurs privés.
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I1.4. Caractérisation des sols des sites d’étude
I1.4.1. Caractéristiques chimiques des sols

Pour chaque site d’étude, des échantillons de sol rhizosphérique (horizons 0-30 cm) ont été
prélevés (quadra de 0,5 x 0,5 m) a I’aide d’une pellette (10 points de prélévement par parcelle
regroupés en un échantillon moyen/parcelle). Les échantillons de sols ont été ensachés et
conservés en chambre froide a 4°C jusqu’a leur utilisation. Ils ont été analysés au Laboratoire

d’Agriculture et de Chimie de Rio de Janeiro (Brésil) (Tableau 9).

Tableau 9. Composition chimique des sols des sites d’étude.

Echantillons C Al Ntotal Ktotal Passim. Catotal Mgtotal pH
de sol % mg % ppm ppm mg mg

Amally 0,12 0,00 0,04 69,84 6,37 0,80 0,34 6,41
Keur Mangari 0,14 0,04 0,02 19,62 26,93 0,52 0,17 5,43

P assim : P assimilable ; chaque valeur représente la moyenne de 4 répétitions par site.

11.4.2. Potentiel mycorhizien des sols

Le potentiel mycorhizien des sols permet d’apprécier le nombre le plus probable de
propagules (MPN, Most Probable Number) fongiques dans un sol selon la méthode décrite
par Fischer et Yates (1970). Pour chaque site, tous les échantillons de sol sous couvert ont été
mélangés en un échantillon moyen. Ce dernier a été dilué¢ avec du sol stérilis€ de Sangalkam

(120°C, 4h a I’autoclave) dans les proportions indiquées au tableau 10.
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Tableau 10. Dilution des échantillons de sol avec du sol stérilisé¢ de Sangalkam.

Niveau de dilution 1 2 3 4 5 6
Sol de Sangalkam (g) 0 75 93,75 98,44 99,61 99.9
Sol échantillonné (g) 100 25 6,25 1,56 0,39 0,1

Pour chaque dilution de sol, 100 g de sol ont été placés dans un pot de 4,5 cm de diametre et
de 7,5 cm de haut. Cing répétitions ont été effectuées pour chaque dilution (Figure 17). Une
graine de mais (Zea mays), pré-germée dans de I’eau gélosée, est semée dans chaque pot.
Les pots ont été placés en serre a la température du jour comprise entre 25 °C et 30 °C. Les
plants ont été arrosé€s trois fois par semaine avec de I’eau du robinet. Apreés 45 jours,
I’intégralité¢ du systéme racinaire de chaque plant a été colorée (Phillips & Hayman, 1970)
puis examinée au microscope (grossissement x400) pour détecter la présence ou I’absence de
colonisation mycorhizienne. Le systéme racinaire est considéré comme colonisé lorsqu’on y
observe au moins la présence d’une structure mycorhizienne (vésicule, arbuscule ou hyphe
interne). Le MPN a été calculé avec la formule suivante : logl0 MPN=x log a — K. La valeur
de K est déduite dans la table proposée par W.L Stevens (Fisher & Yates, 1963). La valeur
«x » représente la moyenne des plantes mycorhizées et la constante « a » représente le

nombre de dilution. Les résultats sont mentionnés dans le tableau 11.

Figure 17. Plants de mais apres 45 jours de croissance en serre.
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Tableau 11. Potentiels mycorhiziens des sols des sites d’étude.

Origines des sols Nombre moyen de Intervalles
propagules viables de confiance
(100 g de sol sec) (seuil de 5%)

Jardin polyvalent & Amally (GMV) 01,06 0,73 -1,14

Verger a Keur Mangari (Fatick) 23,87 11,19 - 50,81

IL.5. Dispositifs expérimentaux
I1.5.1. Amally

Un dispositif expérimental a été mis en place dans un jardin polyvalent de 5 ha, doté d’un
systéme de goutte a goutte alimenté par un forage. Il est constitué de 4 blocs rectangulaires
compleétement randomisés d’une superficie de 0,25 ha chacun (Figure 18). Dans chaque bloc,
8 traitements (Gola, Gola+PN, Gola+Ri, Gola+Ri+PN, Tasset, Tasset+PN, Tasset+Ri et
Tasset+Ri+PN) ont été répartis de maniére aléatoire avec 6 répétitions par traitement. Les
espacements entre les lignes et intra-lignes ¢étaient de 8 m. L’arrosage des jujubiers a ¢été
réalisé au goutte-a-goutte trois fois par semaine durant les 3 premiers mois puis deux fois par

semaine jusqu’a la fin de I’expérience.
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I1.5.2. Keur Mangari

Le dispositif expérimental a €t€¢ mis en place dans un verger de 5,5 ha cloturé et alimenté en
eau par deux puits chez un producteur de fruits. Il est constitué de 4 blocs complets
entierement randomisés dans lesquels quatre traitements (Gola, Gola+Ri, Tasset et Tasset+Ri)
ont été répartis de maniere aléatoire avec 10 répétitions par traitement/bloc (Figure 19). [l n’y
a pas eu de traitements fertilisés dans ce dispositif expérimental de Keur Mangari en raison de
la teneur élevée en P assimilable (Tableau 9). Les espacements entre les lignes et intra-lignes
¢taient de 5 m. L’arrosage des jujubiers a été réalisé avec 1’eau des puits trois fois par semaine

durant les 3 mois premiers mois puis deux fois par semaine jusqu’a la fin de I’expérience.
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Figure 19. Dispositif expérimental de la plantation des jujubiers & Keur Mangari.
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I1.6. Evaluation des paramétres de croissance et de I’intensité de mycorhization

Pour chaque site d’étude, nous avons mesuré en plantation la hauteur de la tige principale, le
diametre au collet et le taux de survie des plantes. Les diamétres du houppier ont été mesurés
a partir de 12 mois plantation. Pour évaluer I’intensit¢ de mycorhization des plantes apres
plantation, des racines ont été échantillonnées sur 5 plants de chaque traitement par bloc. La

coloration des racines a été effectuée dans les conditions décrites au chapitre précédent.

I1.7. Evaluation de la production fruitiere

La production fruiticre des jujubiers en plantation a été¢ évaluée durant deux saisons de
fructification (2014 et 2015). Etant donné que les jujubiers n’étaient pas au méme stade de
maturité, les fruits mirs de chaque arbre ont été récoltés tous les 15 jours jusqu’a la fin de la
fructification. Le nombre, le diamétre et le poids frais moyen des jujubes ont été déterminés

pour chaque arbre.

I1.8. Analyses statistiques des données

Les variables mesurées ont été soumises a une analyse de variance (ANOVA) a 2 facteurs
(provenance et inoculation) pour Keur Mangari et a 3 facteurs (provenance, inoculation et
fertilisation) pour Amally. Les données de 1’intensité de mycorhization ont €té transformées
en arc sinus avant d’étre soumises a I’analyse ANOVA. Les moyennes de chaque variable ont
été comparées en utilisant le test de Tukey (HSD) au seuil de probabilité de 5% avec le
logiciel XLSTAT (version 2010). Le coefficient de corrélation de Pearson entre les variables

dépendantes mesurées apres plantation a été¢ déterminé avec le méme logiciel.
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II1. Résultats

I11.1. Effet de I’inoculation sur la croissance, le taux de mycorhization et la nutrition

minérale de Z. mauritiana en serre
II1.1.1. Effet sur la croissance

Aprés 4 mois de croissance en serre, les résultats statistiques ont montré que les facteurs,
inoculation et provenance, ont un effet significatif (P<0,001) sur les parameétres de croissance
des jujubiers (Tableau 4). L’interaction des trois facteurs (provenance, inoculation et
fertilisation) n’a pas eu d’effet significatif sur la croissance des jujubiers. Quelle que soit la
provenance de Z. mauritiana, I’'inoculation avec R. irregularis a significativement augmenté
la hauteur, le diamétre au collet et la biomasse totale des plants de Z. mauritiana comparés
aux témoins non inoculés (Figure 20). Par contre, le phosphate naturel seul ou avec R.
irregularis n’a pas eu d’effet sur les parametres de croissance. Les plants Gola ont mieux

poussé que ceux de Tasset.

Figure 20. Effet de I'inoculation sur la croissance en hauteur de Z. mauritiana (Gola) apres 4

mois en pépiniere.
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I11.1.2. Effet sur le taux de mycorhization

Aucune infection mycorhizienne n’a été observée dans les racines des plants non inoculés
et/ou fertilisés (Tableau 12). L’intensité de mycorhization a été plus ¢élevée chez les plants
inoculés avec R. irregularis comparés aux plants non inoculés et/ou fertilisés. L’intensité de

mycorhization est a peu pres la méme chez les deux provenances de Z. mauritiana.

111.1.3. Effet sur la nutrition minérale

La nutrition minérale des plants de jujubiers a été significativement améliorée (P<0,001) par
I’inoculation avec R. irregularis (Tableau 12). Les résultats de ’ANOVA ont montré que
I’effet de la fertilisation n’a été significatif que sur la teneur en N alors que les facteurs

(provenance et inoculation) ont eu un effet significatif sur les teneurs en P, en N et en K.
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Tableau 12. Effet de I’inoculation et de la fertilisation phosphatée sur la croissance, la mycorhization et la nutrition minérale des jujubiers apres

4 mois de croissance en serre.

Traitement Hauteur Diamétre au Biomasse Intensité de N P K

(cm) collet (mm) totale séche mycorhization (%) (%) (%)

(8) (%)

Gola 19,7£23¢ 2,8+0,4 cd 1,4+0,1 cd - 1,3+0,1b 1,3+0,7d 08,4+1,0d
Gola + PN 226+34c 32+03¢ 1,6 0,2 ¢ - 24+04a 1,5+0,6 cd 10,0 £2,1 bed
Gola + Ri 543+4,6a 48+0,6a 3,66+£0,5a 789+8,1a 24+02a 2,7+0,2a 14,6 £0,9 a
Gola + Ri + PN 50,2+ 6,7 a 4,5+ 0,4 ab 35+0,5a 61,4+79Db 2,5+04a 2,6 £0,1 ab 143+0,5a
Tasset 13,9+2,7d 2,5+0,3¢ 1,3+0,1d - 1,3+0,1b 1,2+0,1d 09,4+0,7 cd
Tasset + PN 17,8+2,0cd  3,1+04c 1,3+0,1 cd - 1,6 £0,3b 1,2+0,2d 08,7+1,1d
Tasset + Ri 359+490 41+09Db 2,6+0,5b 758+£9,6a 2,1+0,1a 2,1+0,1 be 11,0 £ 0,6 be
Tasset + Ri + PN 37,7£45D 4,1+0,8Db 2,7+0,5b 48,7+£6,5¢ 2,1+0,1a 2,3+0,1 ab 11,3+£0,4b
Facteurs testés
Provenance (P) ook ok ook NS ok * ok
Tnoculation (T) e ek ok ok s ek o e sk ko
Fertilisation (F) NS NS NS NS roE NS NS
(P) x (I) x (F) NS NS NS *oxck NS NS NS

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey HSD; NS: non
significatif; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; Ri: Rhizophagus irregularis; PN: Phosphate Naturel.
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I11.2. Impact de ’inoculation et de la fertilisation phosphatée sur la croissance, la survie

et la mycorhization de Z. mauritiana en plantation a Amally

La plantation de jujubier dans le jardin polyvalent d’Amally a fait I’objet d’un suivi régulier
pour déterminer les parameétres de croissance des plantes (Figure 21). Aprés 3 mois de
plantation, I’inoculation a augmenté de manicre significative (P<0,001) la hauteur et le
diameétre au collet des plants inoculés quelle que soit la provenance (Tableau 13). Par contre,
le taux de survie des plants n'a pas été significativement affecté par les trois facteurs
(provenance, inoculation et fertilisation). Aprés 8 et 13 mois de plantation, seul le facteur
inoculation a un effet significatif (P<0,001) sur le taux de survie des jujubiers et les
paramétres de croissance (Tableau 14). Les résultats ont montré 41,6% de survie chez Gola
non inoculée contre 70,8% chez GolatRi et 45,8% de survie chez Tasset non inoculée contre
75% de survie chez Tasset+Ri (Tableau 14). Le PN n’a pas eu d’effet significatif sur la survie

et la croissance des plants.

Les résultats ont montré a un effet significatif (P<0,001) de I’inoculation avec R. irregularis
sur la colonisation racinaire des jujubiers aprés 13 mois de plantation (Tableau 14). En effet,
I’intensité¢ de mycorhization des jujubiers a été plus élevée chez les plantes Gola et Tasset
inoculées comparée aux témoins non inoculés et/ou aux traitements fertilisés. L’intensité de
mycorhization a atteint 59,8% pour Gola+Ri et 50% pour Gola+Ri+PN contre 56,4% pour
Tasset+Ri et 46,4% pour Tasset+Ri+PN.

ITL.3. Corrélation entre les paramétres mesurés apres 13 mois de plantation a Amally

Une corrélation positive a été observée entre les paramétres de croissance et 1’intensité de
mycorhization des jujubiers a Amally (Tableau 15). En effet, la hauteur a été positivement
corrélée au diametre au collet (r = 0,682 ; P<0,001) et au diamétre du houppier (r = 0,597 ;
P<0,001). L’intensité de mycorhization a été positivement corrélée (r = 0,714 ; P<0,001) au

diameétre au collet (0,771 ; P<0,001) et au diametre du houppier 0,676 ; P<0,001).
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Tableau 13. Impact de I’inoculation et de la fertilisation phosphatée sur la croissance et la survie des jujubiers apres 3 et 8 mois en plantation a

Amally.
Traitement 3 mois apres plantation 8 mois apres plantation
Hauteur Diametre au Taux de survie Hauteur Diametre au Taux de survie
(cm) collet (mm) (%) (cm) collet (mm) (%)
Gola 24,5+ 1,4 de 07,2+ 1,4 de 83,3+ 8,1 ab 29,1 +2,1cd 13,8 £3,5de 50,0+ 11 cd
Gola + PN 272+1,3cd 08,0+ 1,7 cd 958+ 1,4a 314+ 12¢ 16,5 £ 3,9 abed 66,6 + 8,1 bc
Gola + Ri 59,9+ 73 a 09,3+1,9ab 91,6 £ 2,2 ab 66,3+ 13 a 16,9 £ 2,6 abc 83,3+8,1ab
Gola +Ri +PN 55,6 £5,2 ab 10,2+1,8a 958+ 1,4a 634+1la 193+29a 91,6 +22a
Tasset 18,9 +£2,1de 06,7+ 14¢ 79,1 £ 11 ab 22,7+4,6d 13,1+ 6,1 bede 62,5+ 9,4 bed
Tasset + PN 204+27e 07,2+ 1,2de 75,0+ 14 Db 26,1 £53 cd 128+2,1¢ 41,6 £10,0d
Tasset + Ri 40,1 +£4,3 be 09,2+2,4 ab 83,3+8,2ab 51,2+4,1b 17,6 £ 5,1 ab 91,6+5,8a
Tasset + Ri + PN 42,1 +7,1 bc 08,6 2,3 bc 83,3 +8,1 ab 53,1+£3,8ab 16,7+ 2,9 cde 70,8 £ 16,0 abc
Facteurs testés
Provenance (P) ok ok NS ok * NS
Tnoculation (T) ok ko NS ok ok ko
Fertilisation (F) NS NS NS NS NS NS
(P) x (I) x (F) NS NS NS NS NS NS

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey HSD; NS: non

significatif; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; Ri: Rhizophagus irregularis; PN: Phosphate Naturel.
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Tableau 14. Impact de I’inoculation et de la fertilisation phosphatée sur la croissance, le taux de survie et la mycorhization des jujubiers aprés 13

mois en plantation a Amally.

Traitement 13 mois apres plantation
Hauteur Diametre au collet Diametre du Taux de survie Intensité de
(cm) (mm) houppier (cm) (%) mycorhization (%)
Gola 38,5+8,7d 17,9+ 3,6 be 62,47+13,6 b 41,6 +10d 21,4+ 6,2 ¢
Gola + PN 392+ 11d 21,8+5,1 ab 63,17+23,3b 54,1+ 10¢ 21,8 +£8,8 ¢
Gola + Ri 81,2+ 13 a 20,6 £2,8 abc 88,28 £ 14,0 a 70,8 £ 6,4 ab 59,8+4,3a
Gola+ Ri + PN 79,5+ 15 ab 248+4,1a 9490+ 19,3 a 66,6 £ 8.1 abc 50,0+ 9,0 ab
Tasset 346+10d 18,1 £4,8 be 59,76 £+ 21,4 b 458 +10d 260+25¢
Tasset + PN 37,6 £8,8d 153+2,8¢ 61,11+17,1b 41,6 +10d 21,0+ 6,1c
Tasset + Ri 749+ 11c 20,9 + 4,6 abc 83,72+ 233 a 75,0+42a 56,4+6,3 ab
Tasset +Ri + PN 77,2+ 8,5 abc 19,7 £ 2,6 abc 85,36+ 14,0a 62,5+ 9,4 bc 46,4+ 86D
Facteurs testés
Provenance (P) NS NS NS NS NS
Inoculation (I) ok * * ok ook
Fertilisation (F) NS NS NS NS NS
(P) x (I) x (F) NS NS NS NS NS

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey HSD; NS: non

significatif; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; Ri: Rhizophagus irregularis; PN: Phosphate Naturel.
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Tableau 15. Coefficients de corrélation (r) entre les parameétres de croissance et 1’intensité de

mycorhization des jujubiers en plantation a Amally.

Hauteur Diamétre Diameétre Intensité  de
au collet du houppier mycorhization
Hauteur 1
Diamétre 0,682* 1
du collet
Diameétre 0,597* 0,641* 1
du houppier
Intensité 0,714* 0,771* 0,676* 1

de mycorhization

(*) Coefficients de corrélation de Pearson significatifs au seuil de P<0,001.

Figure 21. Ziziphus mauritiana agé de 13 mois en plantation a Amally.
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III.4. Impact de P’inoculation sur la croissance, la survie et la mycorhization de Z.

mauritiana en plantation a Keur Mangari

Aprés 4 mois de plantation, les résultats ont montré un effet significatif (P<0,001) de
I’inoculation avec R. irregularis sur la croissance des jujubiers chez les deux provenances
(Tableau 16). L’interaction entre les deux facteurs (provenance et inoculation) a eu un effet

significatif sur la hauteur (P<0,01) et le diametre au collet (P<0,05).

Au bout de 8 mois de plantation, I’effet significatif (P<0,001) de I’inoculation avec R.
irregularis s’est maintenu sur les paramétres de croissance et sur le taux de survie des
jujubiers. La hauteur, le diamétre au collet et le taux de survie des jujubiers inoculés ont été

significativement plus développés que ceux des non inoculés (Tableau 16).

Apres 12 mois de plantation, le diametre du houppier des jujubiers a été significativement
augmenté par I’inoculation (Tableau 17). Chez les jujubiers inoculés, le diameétre du houppier
moyen a atteint 1,44 m pour Gola et 1,35 m pour Tasset. La hauteur, le diameétre au collet et le

taux de survie des jujubiers inoculés ont toujours été supérieurs aux témoins.

Au bout de 18 mois de plantation, I’effet de I’inoculation sur le taux de survie a commencé a
se stabiliser. En effet, les taux de survie des jujubiers restent les mémes que ceux obtenus au
bout de 12 mois de plantation. Néanmoins 1’effet positif de 1’inoculation s’est toujours

maintenu sur les parametres de croissance des jujubiers (Figure 22).

Apres 24 mois de plantation, la colonisation racinaire des jujubiers a ét€ mesurée. Les
résultats ont montré que l’intensité de mycorhization a été significativement plus élevée
(P<0,001) chez les jujubiers inoculés comparés aux témoins faiblement colonisés (Tableau
18). A cette période, I’effet positif de 1’inoculation s’est maintenu sur les parameétres de

croissance des jujubiers.

Au bout de 30 mois de plantation, la croissance des jujubiers a toujours été améliorée par
I’inoculation. A cette période, les jujubiers inoculés ont atteint une hauteur moyenne de 2,50
m et un diametre du houppier moyen de 2,72 pour Gola et 2,81 m pour Tasset (Tableau 18).
L’inoculation a toujours un effet significatif (P<0,001) sur I’intensité de mycorhization des

jujubiers quelle que soit la provenance.

87



Chapitre I1I. Impact de l'inoculation avec R. irregularis IR27 sur la croissance, la survie et la
production fruitiere de Z. mauritiana

IIL5. Corrélation entre les paramétres mesurés aprés 30 mois de plantation a Keur

Mangari

Une corrélation positive a été observée entre les parametres de croissance et I’intensité de
mycorhization (Tableau 19) des jujubiers a Keur Mangari. En effet, D'intensit¢ de
mycorhization a été¢ fortement corrélée a la hauteur (r = 0,892 ; P<0,001), au diamétre au
collet (r = 0,746 ; P<0,001) et au diametre du houppier (r = 0,898 ; P<0,001). L’intensité de
mycorhization a été corrélée au poids total de fruits/arbre (r = 0,522 ; P<0,05) et au nombre
total de fruits/arbre (r = 0,485 ; P<0,05). Par contre, aucune corrélation n’a été observée entre

le nombre total de fruits et les paramétres de croissance.

Figure 22. Ziziphus mauritiana agés de 18 mois en plantation a Keur Mangari.
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Tableau 16. Impact de I’inoculation sur la croissance et le taux de survie des jujubiers apres 4 et 8 mois en plantation a Keur Mangari.

Traitement 4 mois apres plantation 8 mois apres plantation
Hauteur Diameétre au Taux de survie ~ Hauteur Diameétre au collet ~ Taux de survie
(cm) collet (mm) (%) (cm) (cm) (%)
Gola 37,7+9,6 ¢ 34+£0,8b 92,5+13,8a 58,8+ 10,1 b 6,3+1,8b 65+17,5b
Gola + Ri 72,4+93a 49+0,7a 95+9,5a 86,7+10,8 a 7,2+23ab 82,5+19,5a
Tasset 34,0+7,8¢ 3.8+1,0b 92,5+138a 51,0+£73b 6,1+1,6b 75+ 18,8 ab
Tasset + Ri 55,6+9,8b 44+0,7a 100+ 0,0 a 81,4+6,2a 8,1+25a 90+8a
Facteurs testés
Provenance (P) ook NS NS ok NS ok
Inoculation (I) oAk oAk NS oAk oAk NS
(P) x (I) ** * NS NS NS *

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey HSD; NS: non
significatif; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; Ri: Rhizophagus irregularis.
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Tableau 17. Impact de I’inoculation sur la croissance et le taux de survie des jujubiers apres 12 et 18 mois en plantation a Keur Mangari.

Traitement 12 mois apres plantation 18 mois apres plantation
Hauteur Diametre Diametre Taux de Hauteur Diametre Diametre Taux de
(cm) au collet du houppier survie (%) (cm) au collet du houppier survie (%)
(mm) (cm) (mm) (cm)
Gola 80,2+11,6c 81+x20b 97,1£82b  65+155b 1175+14,1b 151+1,4b 1183+12,7b 65+155b
Gola + Ri 125,0+14,8a 10,1+1,6a 1443+142a 80+19,5a 1750+16,0a 19,7+19a 1773+185a 80£19,5a
Tasset 67,8+7,2d 75+1,5b 83,6£73¢c 65+12D 93,1+8,1c 11,6£1,7¢  992+92c¢ 65+ 12D
Tasset + Ri 1123+11,6b 10,5+24a 1354+11,5a 83+188a 166,1+9,6a 188+19a 1692+129a 83+18,8a
Facteurs testés
Provenance (P) *** NS oA NS oK oK roH NS
Tnoculation (I)  *** ok ok * ok ok ok . * %
(P) x (D NS NS NS NS * ok NS NS

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (P<0,05) selon le test de Tukey HSD; NS:

non significatif; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; Ri: Rhizophagus irregularis.
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Tableau 18. Impact de I’inoculation sur la croissance et la mycorhization des jujubiers apres 24 et 30 mois en plantation a Keur Mangari.

Traitement 24 mois apres plantation 30 mois apres plantation
Hauteur Diametre Diametre Intensité de Hauteur Diametre Diametre Intensité de
(cm) au collet du houppier mycorhization (cm) au collet du houppier mycorhization
(mm) (cm) (%) (mm) (cm) (o)
Gola 164,1£70b  253+2,0b 160,014, 7b 19,0£5,1b 1993+82b  384+£26b 2128+9,6b 293+£26D
Gola + Ri 228,0+13,4a 31,1+2,0a 233,8+13,7a 453+88a 2548+ 12,0a 43,7+23a 272,6+10,1a 403+48a
Tasset 1372+6,8¢c  209+1,6c 131,5£88c 22,6+3,8b 185,2410,0b  31,0£14c 1928+7,7¢c 24,6 +£3,1b
Tasset + Ri 218,0+11,5a 30,6+2,0a 2320+142a 46,1 +5,6a 252,5+13,8a 433+28a 281,4+10,5a 42,1+56a
Facteurs testés
Provenance (P) ** oA ok NS * oK NS NS
Tnoculation (I)  *** ok ok ko . ok * ko ok
(P) x (I) * ook * NS NS ok ko NS

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (P<0,05) selon le test de Tukey HSD; NS:
non significatif; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; Ri: Rhizophagus irregularis.
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Tableau 19. Coefficients de corrélation (r) entre les paramétres de croissance, 1’intensité de

mycorhization et la production fruitiere des jujubiers en plantation a Keur Mangari.

Hauteur  Diamétre Diamétre Intensit¢é Nombre total Poids total
aucollet du de myco. de fruits de fruits
houppier
Hauteur 1
Diamétre 0,802*** ]
du collet
Diameétre 0,951*** (,792%** ]
du houppier
Intensité 0,892%** () 746***  (),898*** 1
de myco.
Nombre total 0,394 0,087 0,440 0,485* 1
de fruits
Poids total de 0,687**  0,539* 0,640%** 0,522%* 0,174 1
fruits

(*) Les coefficients de corrélation de Pearson sont significatifs aux seuils de P<0,05, (**)
P<0,01 et (***) P<0,001.

II1.6. Impact de l’inoculation sur la production fruitiere de Z. mauritiana a Keur

Mangari

En 2014, les résultats de la 1% saison de fructification des jujubiers ont montré que les deux
facteurs (inoculation et provenance) et leur interaction ont un effet significatif sur le nombre
total de fruits et le poids total de fruits frais (Tableau 20). En effet, le nombre total de fruits a
été significativement plus élevé chez Tasset inoculée (298 fruits/arbre) comparé aux autres
traitements (Figure 23B). Par contre, la production moyenne de fruits en poids frais a été
significativement plus importante chez Gola inoculée (670 g/arbre) comparé aux autres
traitements (Figure 23A). L’inoculation a augment¢ le diametre moyen des jujubes de Tasset

mais n’a pas eu d’effet significatif sur le diametre moyen des jujubes de Gola.

En 2015, les résultats de la 2" saison de fructification des jujubiers sont similaires a ceux

observés lors de la 1 saison de fructification. L effet des deux facteurs a été significatif sur
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le poids total de fruits frais et le nombre total de fruits par arbre (Tableau 20). Le nombre total
de fruits a été significativement plus élevé chez Tasset inoculée avec 556 jujubes/arbre
comparé aux autres traitements alors que la production moyenne de jujubes a été deux fois
plus importante chez Gola inoculée (1044 g/arbre) comparé aux autres traitements. La taille
moyenne des jujubes a été plus élevée chez Tasset inoculée comparée au témoin non inoculé

alors que le diamétre moyen du jujube n’a pas augmenté par I’inoculation chez Gola.

®

Figure 23. Branches portant des fruits de jujubiers (A : Gola ; B : Tasset) observés apres 18

mois en plantation.
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Tableau 20. Impact de I’inoculation sur la production fruitiere des jujubiers évalué¢ en 2014 (18 mois en plantation) et en 2015 (30 mois en

plantation) a Keur Mangari.

Traitement Nombre total de Poids total de fruits Diameétre du jujube

fruits frais/arbre frais/arbre (g) (cm)

2014 2015 2014 2015 2014 2015
Tasset 161 +14b 385+ 13D 239+ 12¢ 278+ 13 b 1,25+0,2¢ 1,3+0,1¢
Tasset + Ri 298+ 17 a 556+ 17a 328+ 14b 434+ 18 b 1,82+0,3b 1,8+0,3b
Gola 119+ 08 ¢ 258+ 15¢ 344+ 11D 467+ 12b 347+0,1a 35+02a
Gola + Ri 165+12b 317+ 13 b 670+ 16 a 1044+ 15a 3,54+0,1a 3,6+0,1a
Facteurs testés
Provenance (P) ook ok ko ko ok ko
Tnoculation (T) ok *k ko ko * * %
(P) x (D * NS rodk roE NS NS

Dans chaque colonne, les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey HSD; NS: non
significatif; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; Ri: Rhizophagus irregularis.
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IV. Discussion

Dans cette étude, nous avons évalué I’impact de l'inoculation sur la croissance, la survie et la
production fruitiére de Z. mauritiana. En serre, nos résultats ont montré que l'inoculation avec
R. irregularis IR27 améliore la croissance et la nutrition minérale des plants des provenances
de Z. mauritiana. Ces résultats concordent avec d’autres ¢tudes qui ont préalablement montré
que cette souche fongique favorisait la croissance du jujubier (Guissou et al., 1998 ; Ba et al.,
2000, 2001 ; Guissou, 2009 ; Sidibé et al., 2012 ; Guissou et al., 2016). Guissou (2009) a
montré que l'absence de l'inoculation avec les CMA est un facteur qui pourrait limiter la
croissance et le développement des plantes en pépinicre. Ba et al., (2000) ont montré que le
jujubier est fortement dépendant de R. irregularis IR27. Dans ces études, les auteurs ont
montré une forte stimulation de la biomasse totale d’especes fruitiéres en présence de R.
irregularis IR27. Nos résultats confirment 1'efficacité de la souche sélectionnée, R. irregularis

IR27 sur la mycorhization contrdlée des plants de jujubiers.

Le phosphate naturel en présence ou non de CMA n’a pas eu d’effet positif sur la croissance
et la nutrition minérale des jujubiers en serre. L’effet de 1’inoculation sur 1’absorption du P a
¢été nettement supérieur a celui des témoins non inoculés. Ceci confirme que les jujubiers
inoculés mobilisent mieux le phosphore que les jujubiers non inoculés (Ba et al., 1997 ;
Guissou et al., 1998a). Pour expliquer ce résultat, I’hypothése la plus couramment admise est
que les plantes mycorhizées ont une plus grande capacité d’absorption du P que les plantes
non mycorhizées grace au réseau d’hyphes extramatricielles qu’elles développent et qui leur
permet d’explorer un volume de sol plus important (Bolan, 1991). Plusieurs études ont
démontré sans équivoque que les plantes colonisées par les CMA sont beaucoup plus
efficaces pour absorber le P du sol que les plantes non inoculées (Fitter, 1988 ; Smith &
Gianinazzi-Pearson, 1988 ; Asmah, 1995 ; Subramanian et al., 1997). Nos résultats ont
également montré que l'absorption en N et en K a été plus importante chez les plantes
mycorhizées comparée a celles non mycorhizées. Les teneurs élevées en N et en K sont
également fréquentes chez les plantes mycorhizées (Willis et al., 2013). Ceci conforte nos
résultats obtenus sur 1’absorption en N et en K des jujubiers qui a été¢ significativement
améliorée par I’inoculation. Le taux de mycorhization élevé observé chez les plants inoculés a
favorisé I’augmentation significative de la hauteur, du diameétre au collet et de la biomasse
totale. Ces résultats confortent les conclusions de Koide & Mosse (2004) qui ont montré

I’existence d’une relation évidente entre le degré auquel un systéme racinaire d'une plante est
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colonisé par des CMA et le potentiel pour la plante de bénéficier de maniére significative de

cette symbiose.

En plantation, le taux de mycorhization des jujubiers évalué aprés 13 mois a Amally, a été
significativement plus élevé dans les jujubiers inoculés et dépasse les 50%. Le méme effet a
¢été obtenu chez les plants inoculés a Keur Mangari mais avec un taux de mycorhization de
45% apres 24 mois de plantation et 40% apres 30 mois de plantation. Ce résultat suggére que
R. irregularis est compétitif vis-a-vis des CMA indigénes. Des études ont montré que ce
champignon peut s'établir avec succes apres son introduction dans une communauté de CMA
indigénes (Badri et al., 2016 ; Kolh et al., 2016). Dans les systémes agroforestiers, il est bien
connu que les arbres a forts taux d'infection mycorhizienne peuvent étre utilisés pour
reconstituer le potentiel mycorhizien des sols (Goldbold & Sharrock, 2003). Dans certains
cas, I’augmentation de la croissance des plantes pourrait étre due aux effets produits par
l'interaction entre différentes especes de CMA (Alguacil et al., 2011). Souvent, les souches de
CMA indigenes peuvent fort bien convenir pour assurer une mycorhization efficace sans avoir
a utiliser la technologie impliquant I’introduction d’inoculum exotique. On croit souvent que
les souches locales sont plus adaptées comme inoculum mais notre étude montre bien que la
souche R. irregularis 1R27 sélectionnée, est d’une grande efficacité sur les jujubiers en
plantation. Ceci est confirmé par les corrélations positives et significatives (P<0,001)
observées entre I’intensité de mycorhization et les paramétres de croissance en plantation dans

les deux sites d’étude.

L’analyse des données a révélé un effet significatif de 1’inoculation sur la croissance et la
survie des jujubiers a Amally et a Keur Mangari. Apres 3, 8 et 13 mois en plantation,
l'inoculation avec R. irregularis a significativement amélioré la croissance et la survie des
jujubiers dans le jardin polyvalent d’Amally. Cet effet positif de I’inoculation a été¢ également
observé sur la croissance et le taux de survie des jujubiers a Keur Mangari jusqu’a 30 mois de
plantation. Pringle et Bever (2008) ont rapporté des corrélations entre les effets des CMA
observés sur les plantes en condition de pépinic¢re et en plantation. Il a été établi que la
réussite de 1’inoculation au champ est liée a la dépendance mycorhizienne des plantes, a la
compétitivité du champignon, a la teneur en P du sol et au potentiel mycorhizogéne du sol
(Fortin et al., 2015). Etant donné que le jujubier est fortement dépendant de R. irregularis
IR27 et que les potentiels mycorhiziens des sols de plantation sont trés faibles (1,06
propagules/100 g de sol a Amally et 23,87 propagules/100g de sol a Keur Mangari), ceci peut

expliquer la réussite de I’inoculation. La compétitivité de R. irregularis serait donc liée aux
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faibles potentiels mycorhiziens des sols de plantation. De ce point de vue, il a ét¢ démontré
que le succes de 1'inoculation avec un CMA exotique dans les sols agricoles dépendrait de
nombreux facteurs tels que la compatibilité des especes, la disponibilité de niche d'habitat
pour le CMA et la concurrence vis-a-vis des champignons naturels (Verbruggen et al., 2013).
Des auteurs ont montré la nécessit¢ d’inoculer avec des CMA pour améliorer la croissance
des plantes dans les sols dégradés (Estaun et al., 1997 ; Duponnois et al., 2005). Des travaux
antérieurs ont également montré que les CMA sont indispensables dans 1’agriculture durable,
car ils améliorent la nutrition hydrique et 1'absorption minérale des plantes et augmentent la
résistance a la sécheresse de la plante hote (Mathur & Vyas, 1999). Tous ces avantages
fournis par les CMA au profit des plantes pourraient expliquer I’amélioration significative de
la survie des jujubiers au champ. Notre étude montre ainsi 1’intérét majeur d’utiliser les
techniques de mycorhization contr6lée dans 1’amélioration de la croissance et de la vigueur
des jujubiers apres transplantation. L’effet de I’inoculation a permis un taux de survie de 75 %
aprés 8 et 13 mois a Amally alors qu’a Keur Mangari les jujubiers inoculés ont montré un
taux de survie de 83% aprés 18 et 30 mois de plantation. La souche R. irregularis semble
donc bien adaptée aux conditions du milieu de nos deux sites d’étude. Duponnois et al. (2005)
ont montré que plus les plants inoculés sont robustes par rapport a ceux non-inoculés, plus ils
pourraient survivre en montrant une grande capacité de résistance aux conditions
environnementales. Malgr¢ les différences climatiques entre nos deux sites expérimentaux, les
effets de I’inoculation sont quasiment les mémes apreés plantation. Nos résultats semblent
confirmer une importance mineure des facteurs environnementaux sur l'efficacité de la

mycorhization (Sensoy et al., 2007 ; Gosling et al., 2006).

La fertilisation phosphatée avec le PN n’a pas eu un effet significatif sur la croissance et le
taux de survie des jujubiers apres plantation notamment sur le site d’Amally. Ce résultat
pourrait s’expliquer par le fait que le PN soit trés peu soluble et que son effet pourrait se

manifester sur le long-terme.

Nos résultats ont également montré une amélioration significative de la production fruitieére
des jujubiers inoculés aprés 18 mois et 30 mois de plantation a Keur Mangari. Cette
augmentation serait due a la pauvreté du sol du verger en phosphore et dans ce cas de figure,
l'inoculation serait un facteur important qui contribue a la production fruitiére du jujubier. Des
résultats similaires ont été rapportés par d’autres auteurs sur des cultures de légumes (Makus,
2004 ; Elahi et al., 2010 ; Conversa et al., 2013 ; Douds et al., 2016). Ces résultats confirment

l'effet bénéfique de l'inoculation avec des CMA en termes de production accrue de fruits. En
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termes de poids total de fruits frais par arbre, la provenance Gola inoculée a été plus
productive que la provenance locale Tasset. Les valeurs de la production moyenne de fruits
par arbre dans la présente étude (670 g/arbre en 2014 et 1044 g/arbre en 2015) étaient
inférieures aux valeurs rapportées dans la littérature pour les arbres adultes (Bakhshi & Singh,
1974 ; Pareek, 2001, Tewari, 2002). Ce résultat peut étre dii au jeune age de nos jujubiers en
plantation (2 ans). Selon Pareek (2001), la productivité du jujubier est maximale a I’age de 10
ans. Dans les conditions d'irrigation, le rendement en fruits par arbre varie de 80 a 200 kg
selon la variété et la pratique de gestion (Bakhshi & Singh, 1974). La provenance Tasset
inoculée est plus productive en termes de nombre total de fruits frais/arbre que celle Gola
inoculée. Ceci pourrait s’expliquer par une faible pression du poids des fruits sur les rameaux
chez Tasset contrairement Gola. Nous avons également noté des décalages des périodes de
maturité entre les deux provenances étudiées (résultats non présentés). En effet, les quantités
de fruits récoltées ont été notées en fonction du temps et il s’est avéré que la maturité des
fruits a été plus avancée chez Gola contrairement a Tasset. Selon Vashishtha (1997), Gola fait
partie a des variétés indiennes précoces, qui a priori, s’adapte le mieux aux conditions
pédoclimatiques d’Afrique tropicale. Par ailleurs, Tewari (2002) ont montré que 1'irrigation et
la fertilisation auraient un effet bénéfique sur la croissance et la grosseur des fruits du jujubier
des cultivars indiens Gola et Seb. Des études antérieures ont également montré que le PN du
Burkina Faso (Kodjari 25% P>0Os) en condition irriguée améliorait la production de fruits de la
variété indienne Gola (Ouédraogo et al., 2006). De telles améliorations sont compatibles avec
le fait que l'eau soit un facteur limitant important dans le Sahel ainsi que le manque inhérent
de phosphore dans les sols de cette zone (Pareek, 2001). Or, dans notre étude, le principal
facteur susceptible d’expliquer 1'augmentation de la production de fruits chez les jujubiers est

I’inoculation avec R. irregularis.

V. Conclusion

Cette étude a clairement montré que la mycorhization controlée avec la souche sélectionnée
R. irregularis IR27 améliore la croissance, la survie et la production fruitiere des jujubiers en
plantation. D’un point de vue pratique, I’inoculation avec R. irregularis serait une bonne
option pour les forestiers et les producteurs privés dans I’amélioration de la productivité des
especes fruiticres en zone aride et semi-aride. Cette étude contribue a une meilleure
compréhension de 1’écologie de la souche R. irregularis IR27 et de son impact sur la

microflore indigéne. D’un point de vue agronomique, les résultats de cette étude soulignent
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I'importance du choix de la souche sélectionnée qui est non seulement efficace sur la
croissance des jujubiers mais compétitive vis-a-vis des CMA natifs. Ainsi, il serait intéressant
d’évaluer I’impact de I’inoculation en tant que pratique culturale sur les communautés de

CMA natifs des sols de plantation.
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CHAPITRE 1V. IMPACT DE L’INOCULATION SUR LA DIVERSITE DES
COMMUNAUTES DE CMA NATIFS ASSOCIES A Z. MAURITIANA EN
PLANTATION

I. Introduction

Les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) jouent un role majeur dans la
productivité végétale via I’amélioration de la nutrition minérale des plantes et de leur
protection contre certains agents pathogénes (Smith & Read, 2008). Les effets bénéfiques des
CMA contribuent a de nombreux services écosystémiques cruciaux pour la durabilité¢ des
agroécosystemes (Gianinazzi et al., 2010). Pour ces raisons, les CMA sont des acteurs de
choix dans la formulation de biofertilisants pour le développement d’agriculture durable
(Gianinazzi et al., 2010 ; Berruti et al., 2016). Néanmoins, l'introduction de CMA exotiques
est considérée comme une perturbation biotique pouvant altérer la structure des communautés
de CMA natifs (Rodriguez & Sanders, 2015). Par conséquent, il a été suggéré que les effets
bénéfiques observés suite a une inoculation avec des CMA, pouvaient étre attribués soit (i) a
un effet direct du champignon inoculé ou (ii) indirect par un changement des communautés de
CMA natifs. Dans les précédents chapitres, nous avons pu montrer que 1’inoculation avec la
souche R. irregularis IR27 avait un effet positif sur la croissance, la survie et la production
fruitiere de deux provenances de jujubiers en plantation. Ces effets bénéfiques seraient dus
soit a la souche R. irregularis IR27 soit a une modification de la diversité et de la structure

des communautés de CMA natifs.

L’analyse de la diversit¢ des CMA au sein des agroécosystémes connait actuellement un
nouvel essor grace au développement des technologies de séquengage de nouvelle génération
(NGS) (Opik et al, 2009). Les NGS permettent une vision relativement exhaustive des
communautés de CMA grace a une tres grande profondeur de séquencage et I’analyse d’un
trés grand nombres d’échantillons pour récupérer méme les taxons rares (Hart et al., 2015).
Afin de caractériser la diversité et la structure des communautés de CMA associés a Z.
mauritiana en plantation, le compartiment racinaire a été privilégié (Opik et al., 2006). En
effet, ’analyse des CMA au sein des agroécosystémes peut révéler des différences
significatives entre les compartiments sol et racine (Saks et al., 2014 ; Varela-Cervero et al.,
2015). La caractérisation taxonomique des CMA a été basée sur la sélection d’une sous-
région de la petite sous unité (SSU) de I’ARN ribosomique 18S. Ce marqueur moléculaire est

le plus largement utilisé dans les études moléculaires des CMA au sein de I’environnement
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(Opik et al., 2010 ; Davison et al., 2015). Le couple d’amorces NS31/AML?2, validé dans
plusieurs études environnementales utilisant les NGS (Davison et al., 2012 ; Opik et al.,
2013), a été sélectionné pour notre ¢tude. Ce couple d’amorces présente deux avantages
majeurs : (i) il cible spécifiquement le géne de I’ARNr 18S de I’ensemble des
Gloméromycetes, (i) il permet la synthése d’un fragment d’ADN d’environ 550 pairs de base
(pb) relativement adapté pour les NGS. Davison ef al. (2015) ont démontré que les conditions
environnementales locales et les configurations spatiales des écosystémes déterminent la
composition des communautés de CMA. Toutefois, la diversit¢ moléculaire des CMA dans

les écosystemes sahéliens reste encore trés peu étudiée.

Le travail réalisé¢ ici s’attache a évaluer I'impact de I’inoculation sur la diversité des

communautés de CMA natifs associés aux jujubiers en plantation.

I1. Matériel et méthodes
I1.1. Echantillonnage des racines de Z. mauritiana

Les prélevements de racines ont été effectués au niveau des plantations de jujubiers sur deux
localités différentes (Amally et Keur Mangari) (Figure 24). Les plantations de jujubiers
comprenaient une variété introduite (Gola) a cycle court originaire de 1’Inde et une
provenance locale (Tasset, région de Thies) a cycle long. A Amally, le dispositif expérimental
était composé de 8 traitements (Gola, Gola+PN, Gola+Ri, Gola+Ri+PN, Tasset, Tasset+PN,
Tasset+Ri et Tasset+Ri+PN) répartis en quatre blocs entiérement randomisés avec 6
répétitions par traitement et par bloc. A Keur Mangari, le dispositif expérimental était
constitu¢ de quatre blocs entierement randomisés dans lesquels 4 traitements (Gola, Gola+Ri,
Tasset et Tasset+Ri) ont été répartis de manicre aléatoire avec 10 répétitions par traitement et
par bloc. Pour chaque traitement, un échantillon de racines a été constitué¢ par bloc,
correspondant a un pool de racines de 3 plants prélevé a une profondeur de 5-10 cm, soit un
total de 32 échantillons prélevés a Amally et 16 échantillons prélevés a Keur Mangari. Au
total, 48 échantillons ont été prélevés et conservés a température ambiante dans des sachets
contenant du silicagel pour prévenir toute humidité jusqu’aux analyses moléculaires des

communautés de CMA.
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Figure 24. Prélévement de racines au niveau des plantations de jujubiers.

I1.2. Caractérisation moléculaire des CMA associés aux racines de Z. mauritiana
11.2.1. Extraction d’ADN total de racines

Les fragments de racines ont été broyés a I’azote liquide dans un mortier a 1’aide d’un pilon
jusqu’a ’obtention d’une poudre. Les extractions d’ADN ont été réalisées avec le Kit
d’extraction FastDNA® SPIN (MP biomedicals, Europe) selon le protocole décrit par le
fournisseur. Les fragments de racines broyés ont été pesés, et 40 mg ont été placés dans des
tubes Lysing Matrix 2 ml. Le broyat a été mis en suspension dans 800 pl de solution de lyse
CLS-VF et 200 pl de tampon de précipitation PPS. La suspension a été vigoureusement
homogénéisée a I’aide de I’instrument FastPrep-24 homogenizer (MP biomedicals Europe,
Illkirch, France) a une puissance de 6.0 pendant 40 s, incubée a température ambiante pendant
12 a 15h et centrifugée a 14 000 x g pendant 10 min a 20°C. Ces étapes correspondent a la

lyse cellulaire, la dénaturation des protéines et la précipitation des débris racinaires et
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cellulaires. Le surnageant a ét¢ ensuite transféré dans un tube 2 ml puis un volume de 800 pl
de solution Binding Matrix contenant des billes fixatrices d’ADN a été ajouté. L’ensemble a
¢été mélangé par agitation pendant 5 min. Un volume de 800 ul du mélange a été transféré
dans une colonne SPIN et centrifugé a 14 000 x g pendant 1 min a 20°C. L’opération a été
répétée avec le reste du mélange. Au cours de ces étapes I’ADN extrait est fixé sur les billes et
retenu par un filtre placé dans la colonne et le filtrat (contenant les composés utilisés pour la
lyse) ¢éliminé. Un volume de 500 pl du tampon de lavage SEWS-M a été ajouté et mélangé
jusqu’a la re-suspension des billes dans le tampon de lavage (obtention d’un mélange
blanchatre). Le mélange a été centrifugé a 14 000 x g pendant 1 min a 20°C. La colonne a été
finalement séchée par une centrifugation supplémentaire a 14 000 x g pendant 2 min a 20°C.
La colonne a été placée dans un nouveau tube 2 ml, et I’ADN a été re-suspendu dans 100 pl
de tampon d’élution DES (détachement de I’ADN jusqu’alors fixé a des billes). La suspension
a été incubée a 55°C a I’aide d’une plaque chauffante pendant 5 min puis la colonne a été
centrifugée a 14000 x g pendant 1 min. L’ADN en suspension est alors contenu dans un tube
2 ml. La présence et la pureté de I’extrait d’ADN ont été¢ ensuite évaluées a I’aide d’un
Nanodrop (détection par spectrophotométrie) et quantifiées a 1’aide de la technologie Qubit
(détection par fluorométrie). La qualit¢ de ’ADN a été vérifiée sur gel d’agarose 1,5%.
L’ADN a ¢été¢ finalement conservé a -20°C jusqu'a son utilisation dans les étapes

d’amplification génique.

I1.2.2. Amplification de la région 18S de ’ADNr par PCR

L’amplification génique par PCR a été réalisée dans un mélange réactionnel de 25 pl
contenant pour chaque échantillon: 14,05 pl H2O ultrapure stérile; 5 pl tampon 5X
(MgCLy) ; 2 ul ANTPs (2,5 mM) ; 0,625 pl de ’amorce NS31 (20 uM) ; 0,625 pul de I’amorce
AML2 (20 uM) ; 0,5 pl tampon BSA (10mg/ml) ; 0,2 pul GoTaq (1U total) ; 2 ul ADN. Le
programme ¢€tait le suivant: dénaturation initiale (94°C, 3min) suivie de 30 cycles de
dénaturation (94°C, 30 s), d’hybridation (58°C, 90 s) et d’¢élongation (72°C, 80 s) et une
¢longation finale (72°C, 10 min). Les produits PCR ont été controlés par migration
¢électrophorétique (100 V durant 30 minutes) sur gel d’agarose 1% réalis¢ dans du tampon
TAE 1X [solution stock TAE 50X : 242 g de Tris Base, 57,1 ml Acide Acétique glacial, 100
mL EDTA a 0,5M, pH 8, gsp 1 L]. Le gel a été ensuite mélangé avec une goutte de solution
de bromure d’éthidium (BET, 0,5 mg/L, Sigma) pour révéler les amplicons aux UV et les

photographier par un appareil Gel Doc 1000 (BIORAD).
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I1.2.3. Purification des produits PCR et dosage au Nanodrop

Apres la PCR, les produits d’amplification (pools de PCR : 2 x 25ul) ont été purifiés a 1’aide
du kit GFX PCR DNA (GE Healthcare Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France) selon le
protocole défini par le fournisseur. Un volume de 500 ul de tampon de capture type 3 a été
ajouté dans 100 pl du produit PCR. Puis le mélange a été abondamment mixé. C’est I’étape de
préparation a la fixation du produit PCR. Le mélange a été centrifugé brieévement afin de
récupérer le liquide collé au rebord du tube. Puis le mélange a été transféré dans une colonne
GFX MicroSpin associ¢e d’un tube collecteur. La colonne a été centrifugée a 16 000 x g
pendant 30 s. Le filtrat a été jeté et la colonne a été remise dans le tube collecteur (I’ADN est
alors fixé sur un filtre contenu dans la colonne). Un volume de 500 pl de tampon de lavage de
type 1 a été ajouté dans la colonne. Puis la colonne a été centrifugée a 16 000 x g pendant 30
s. Le tube collecteur a été jeté et la colonne a été transférée dans un nouveau tube 1,5 ml. Un
volume de 10 a 50 pl de tampon d’¢élution de type 4 a été ajouté au centre de la membrane de
la colonne. La colonne a été incubée a température ambiante pendant 1 min avant d’étre
centrifugée a 16 000 x g pendant 30 s pour récupérer le culot d’ADN purifié. L’ADN purifié a
ensuite été quantifi¢ afin de déterminer sa concentration et sa pureté selon 2 méthodes : (i)
dosage spectrophotométrique a 1’aide d’un Nanodrop (NanoDrop® ND-1000
spectrophotometer, Thermo scientific) et (ii) dosage fluorométrique a I’aide de la technologie
Qubit (Qubit Fluorometric quantitation, Life technologies). Les échantillons ont été ajustés a

une concentration optimale de 10 ng/ul pour le séquengage.

I1.2.4. Séquencage massif du 18S avec la technologie Illumina MiSeq

Tous les échantillons purifiés ont ét€¢ envoyés au laboratoire MR DNA (Molecular Research
LP, Texas, Etats Unis) afin d’effectuer le séquengage des produits PCR (amplicons) a 1’aide
de la technologie Illumina MiSeq (2 % 300 pb). Avant le séquencage, une PCR d’émulsion a
été effectuée afin d’ajouter une clé d’indentification (« tag », séquence de 8 nucléotides) en 5’
du brin sens de I’amplicon. De plus, deux adaptateurs A et B (séquences d’amorcgage) ont été
ajoutés a la suite des amorces NS31 et AML2, respectivement, afin de réaliser le séquencage

bi-directionnel des amplicons.
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I1.3. Traitement bio-informatique des données

Les données de séquencage illumina MiSeq ont été analysées en utilisant le logiciel Mothur

(http://www.mothur.org/wiki/Main_Page) selon une démarche qualité¢ établie par Kozich et

al. (2013). Deux types de fichiers ont été obtenus, R1 et R2, correspondant respectivement au
séquengage a partir de NS31 et AML2. La variabilité de taille des amplicons n’a cependant
pas permis un assemblage satisfaisant des deux brins d’ADN séquencés. Les séquences
obtenues avec NS31 ont été sélectionnées pour la suite du traitement en raison d’une
meilleure qualité de séquencage. La fonction trim.segs() a été utilisée pour €liminer les
séquences de faible qualité (erreur de séquencage, s€quences courtes). Pour chaque séquence,
seules les régions présentant une qualité de séquencage moyen Q > 30 sur une longueur de 50
pb ont été conservées. Toutes les séquences présentant plus d’une erreur dans les amorces, au
moins une base ambigiie, des homopolyméres dépassant 8 bp, et une taille < 150 pb ont été
supprimées du jeu de données. Afin d’augmenter la qualité¢ du jeu de données, des étapes de
pré-regroupement des séquences basées sur leur similarité [fonction pre.cluster(),
regroupement des séquences présentant 1 pb de différence pour 100 pb] (Huse ef al., 2010),
de détection des chiméres [fonction chimera.uchime(), algorithme UCHIME ; Edgar et al.,
2011] et d’¢limination des séquences non spécifiques (hors Gloméromycetes) ont été
appliquées. L’¢élimination des séquences non Gloméromycetes a été effectuée a 1’aide de la
méthode de classification bayésienne de RDP (Ribosomal Data Project) implémenté dans
Mothur [fonction classify.seqs()] et de la comparaison avec des séquences de références
d’Eukaryotes provenant de la base de données SILVA (http://www.arb-silva.de). Afin de dé-
complexifier le jeu de donnée, les séquences ont été regroupées sur la base de leur similarité
nucléotidique avec I'utilisation successive de la fonction dist.segs(), permettant de calculer la
matrice de distance entre les séquences, et la fonction cluster() avec la méthode average pour
regrouper les séquences en groupe de similarité (Unité Taxonomique Opérationnelle, OTU).
Un seuil de 97% de similarité a été adopté pour la constitution des OTU en raison de sa
validation dans de nombreuses ¢études environnementales (Buée et al., 2009 ; Amend et al.,
2010 ; Tedersoo et al., 2010 ; Bahram et al., 2012). Finalement, le jeu de données a ¢été
normalisé avec la fonction sub.sample(), consistant a un sous-échantillonnage aléatoire des
séquences. Cette étape permet d’obtenir un nombre de séquences €quivalent entre chaque
échantillon augmentant ainsi la fiabilit¢ des tests statistiques effectués pour estimer la
diversité alpha et béta (Gihring et al., 2012). Les séquences représentatives de chaque OTU

ont été sélectionnées pour effectuer une analyse phylogénétique et améliorer 1’assignation
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taxonomique des séquences. L’analyse phylogénétique a été effectueé par comparaison avec
des séquences de références de Gloméromycetes provenant de Kriiger et al. (2012), ainsi que
des séquences Gloméromycétes provenant de la base de données GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). L’ensemble des séquences a été aligné a l'aide du

logiciel MEGA version 5.05 (Tamura et al., 2011). Les indices de diversité (Shannon, inverse
Simpson) et de richesse (nombre d’OTU ou Sobs, Chaol) ont été déterminés avec le logiciel

Mothur.

I1.4. Analyses statistiques

Les données de la diversité alpha (richesse et diversité spécifique) ont été soumises a une
analyse de variance (ANOVA) a deux facteurs (provenance et inoculation) et a 3 facteurs
(provenance, inoculation et fertilisation). Les moyennes de chaque variable ont été comparées
en utilisant le test de Tukey (HSD) au seuil de significativité de 5% avec le logiciel R. L’effet
des facteurs et de leur interaction sur la structure des communautés de CMA associés a Z.
mauritiana a été évalué par analyse de variance multivariée par permutation (PERMANOVA)
(Anderson, 2001), intégrée dans la fonction adonis() du package "vegan" installé au sein du
logiciel R. La PERMONAVA a été effectuée a partir d’une matrice de dissimilarité de Bray-
Curtis. Pour chaque traitement, 1’abondance relative des séquences (en pourcentage) de
chaque espece de CMA a été déterminée. Les OTU indicatrices d’une condition donnée
(provenance, inoculation et fertilisation) ont été déterminées a 1’aide de la fonction multipatt()
du package "indicspecies" (De Caceres ef al., 2010) installé au sein du logiciel R. L’analyse
repose sur une analyse de corrélation basée sur le coefficient d’association ‘phi’ de Pearson
(Tichy & Chytry, 2006) et tenant compte de 1’abondance et de la fréquence des OTU au sein

des échantillons.

I11. Résultats
II1.1. Caractérisation moléculaire des CMA associés aux racines de jujubiers

Les conditions d’amplifications PCR du gene 18S a partir de I’ADN extrait des échantillons
de racines ont nécessité plusieurs phases d’optimisation (quantité de racines, purification,
quantit¢ d’ADN). Ainsi, sur les 48 échantillons de racines traités, 47 ont donné des
amplifications positives et analysés par séquencage avec le couple d’amorces NS31/AML2

spécifiques aux Gloméromycetes. L’amplification s’est traduite par 1’obtention d’une seule
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bande de 550 pb quel que soit I’échantillon de racines traité¢ (Figure 25). Ce résultat confirme

la spécificité de ces amorces pour la séquence nucléotidique étudiée.

Figure 25. Amplification du géne 18S a partir des échantillons d’ADN extraits des racines de
jujubiers (T2=Tasset+Ri+PN ; T3=Tasset ; T4=Tasset+PN ; T5=Gola+Ri ; T6=Gola+Ri+PN).

I11.2. Impact de ’inoculation et de la fertilisation phosphatée sur la diversité alpha des

communautés de CMA natifs a Amally

Les résultats de ’ANOVA sur I’impact de I’inoculation et de la fertilisation phosphatée sur la
diversité-o des communautés de CMA associés a Z. mauritiana en plantation a Amally sont
traduits dans le tableau 21. Les facteurs inoculation et provenance ont eu un effet significatif
(P<0,001) sur la richesse des communautés de CMA. La fertilisation a significativement
affecté (P<0,05) le nombre d’OTU et les indices de Shannon et d’Invsimpson. L'inoculation a
également eu un effet significatif (P<0,05) sur la diversit¢ des communautés de CMA.
Aucune interaction significative entre les trois facteurs n’a été observée sur les indices de
richesse et de diversité. Par contre I’interaction entre l'inoculation et la fertilisation a été
significative sur la richesse et la diversité. Les résultats du test de comparaison des moyennes
(Tukey HSD) des indices de richesse et de diversité de chaque traitement sont représentés
dans les figures 26 et 27. Les résultats montrent que 1’inoculation et la fertilisation phosphatée
diminuent la richesse et la diversité des communautés de CMA. En effet, les valeurs les plus
faibles en termes de nombre d’OTU et d’indice Chaol ont été retrouvées chez les traitements
inoculés et fertilis€és comparés aux témoins non inoculés quelle que soit la provenance de
jujubiers (Figure 26). L’indice de Shannon a significativement (P<0,05) diminué avec
I’inoculation et la fertilisation particulierement chez Tasset. L’indice d’Invsimpson n’a pas

varié avec I’inoculation et la fertilisation chez la provenance Gola alors que les traitements
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inoculés et fertilisés chez la provenance Tasset ont connu une baisse significative (P<0,05) de

I’indice d’Invsimpson (Figure 27).

Tableau 21. Impact de I’inoculation et de la fertilisation phosphatée sur la diversité alpha des

communautés de CMA associés a Z. mauritiana en plantation a Amally.

Facteurs testés Nombre d’OTU Chaol Shannon Invsimpson
(Richesse) (Richesse) (Diversité) (Diversité)

Provenance (P) * *E NS NS

Inoculation (I) oA otk * NS

Fertilisation (F) * NS * ok

(P) x (D NS NS NS NS

(P) x (F) NS otk NS NS

(1) x (F) ok ook * *

(P) x (I) x (F) NS NS NS NS

ANAOVA selon le test de Tukey HSD; NS: non significatif; *P<0,05; **P<0,01;
**%P<0,001.
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Figure 26. Richesse des communautés de CMA en fonction de I'inoculation et de la fertilisation phosphatée. ANOVA (Tukey HSD, P<0,05).

Figure 27. Diversité des communautés de CMA en fonction de l'inoculation et de la fertilisation phosphatée. ANOVA (Tukey HSD, P<0,05).
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I11.3. Impact de I’inoculation et de la fertilisation phosphatée sur la béta-diversité des

communautés de CMA natifs en plantation a Amally
I11.3.1. Composition taxonomique des communautés de CMA

Le jeu de données final a été composé de 172556 séquences d’une longueur moyenne de 274
pb. Pour une comparaison fiable entre les échantillons, une normalisation du nombre de
séquences par échantillon a été effectuée (2350 séquences/échantillon), ce qui a conduit & un
sous-échantillonnage de 70500 séquences d’une longueur moyenne de 223 pb. Les 70500
séquences obtenues apres sous-échantillonnage ont été regroupées dans 427 OTU sur
I’ensemble des échantillons de racines traités. Au niveau taxonomique, 1’analyse des données
a montré que les communautés de CMA associés aux jujubiers appartenaient a 4 ordres :
Glomérales (77,30%), Paraglomérales (3,54%), Diversisporales (13,12%) et Archaeosporales
(6,02%). Huit familles de Gloméromycétes ont été détectées dans les racines des jujubiers en
plantation. La majorit¢ des OTU appartenaient a la famille des Glomeraceae (93,11%) suivie
de Diversisporaceae (3,49%), Paraglomeraceae (2,76%), Acaulosporaceae (0,08%),
Claroideoglomeraceae (0,01%), Gigasporaceae (0,01%), Pacisporaceae (<0,01%) et
Geosiphonaceae (<0,01%). Les affiliations taxonomiques ont révélé 16 genres avec une
dominance de Rhizophagus (25%) suivi de Glomus (19%), Incertea_sedis (17%), Redeckera
(14%), Sclerocystis (8%), Septoglomus (5%), Paraglomus (4%). Environ 56% des genres de
CMA ont été affiliés a moins de 8% des OTU.

II11.3.2. Structure des communautés de CMA

Les résultats de la PERMANOVA ont montré que seul le facteur inoculation a eu un effet
significatif (F=2,087, P<0,05) sur la structure des communautés de CMA associés aux
jujubiers en plantation (Tableau 22). L’interaction entre les trois facteurs (provenance,
inoculation et fertilisation) a également eu un effet significatif (F=2,399, P<0,05) sur la
structure. L’abondance relative des communautés de CMA est représentée sur les figures 28
et 29. Les jujubiers (inoculés, fertilisés et témoins) ont ét¢ généralement colonisé€s par les
mémes familles de CMA a des proportions relativement égales a [’exception des
Claroideoglomeraceae (1%) qui ont été uniquement présentes dans le traitement Tasset+PN
et des Pacisporaceae (2%) uniquement présentes dans le traitement Gola+Ri+PN (Figure 28).
En effet, les Glomeraceae ont révélé les abondances les plus €levées (71 a 79%) suivies des

Diversisporaceae (11 a 16%), des Paraglomeraceae (3 a 5%) et des Gigasporaceae (2 a 5%).
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Quelle que soit la provenance de jujubiers, le genre Rhizophagus a été le plus abondant (21 a
28%) suivi de Glomus (17 a 23%), Incertae sedis (13 a 20%), Redeckera (11 a 16%) et
Sclerocystis (6 a 13%) (Figure 29). Les abondances relatives des OTU entre les inoculés et
fertilisés et les non inoculés ont ét¢ généralement les mémes. Toutefois, au niveau de la
provenance Tasset, Rhizophagus a été trés plus abondant chez les jujubiers inoculés (27%)

comparés aux témoins non inoculés (21%).

Tableau 22. Impact des facteurs (provenance, inoculation et fertilisation) et de leur

interaction sur la structure des communautés de CMA associés a Z. mauritiana en plantation a

Amally.

Facteurs testés df SS Fmodel R’ P
Provenance 1 0,349 1,496 0,046 0,155
Inoculation 1 0,487 2,087 0,065 0,032*
Fertilisation 1 0,218 0,935 0,029 0,505
Provenance x Inoculation 1 0,173 0,743 0,023 0,664
Provenance x Fertilisation 1 0,373 1,604 0,051 0,133
Inoculation x Fertilisation 1 0,178 0,762 0,023 0,648
Provenance x Inoculation x Fertilisation 1 0,560 2,399 0,074 0,023*
Résidus 22 5,139 0,686

Total 29 7,481 1

Test PERMANOVA bas¢ sur la distance de Bray-Curtis (*P <0,05). df= degré de liberté ;
SS= somme des carrés ; F model= F statistique; R>= coefficient de determination.
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Figure 28. Abondance relative des familles de CMA détectées dans les racines de Z. mauritiana en plantation a Amally.

112



Chapitre 1V. Impact de [’inoculation sur la diversité des communautés de CMA natifs associés a Z. mauritiana en plantation

Abondance relative %

Figure 29. Abondance relative des genres de CMA détectés dans les racines de Z. mauritiana en plantation a Amally.
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II1.3.3. OTU indicatrices de la provenance, de I’inoculation et de la fertilisation

L’analyse des especes indicatrices a identifi¢ 14 OTU indicatrices de CMA et a montré une
différence en termes d’abondance relative entre les trois facteurs étudiés (Tableau 23). De
toutes les OTU indicatrices retrouvées, la famille des Glomeraceae a enregistré le plus grand
nombre (9 OTU indicatrices). Parmi les 14 OTU identifiées, S OTU (1 de Glomus, 2
d’Incertae sedis, 1 de Redeckera et 1 d’Acaulospora) ont été indicatrices de la provenance
Tasset alors que seule 1 OTU (Rhizophagus) a été indicatrice de la provenance Gola. Chez les
traitements inoculés, seule 1 OTU (Rhizophagus) a été indicatrice alors que les traitements
non inoculés ont enregistré 6 OTU indicatrices (1 de Glomus, 1 de Rhizophagus, 1 de
Septoglomus, 1 d’Acaulospora et 2 de Paraglomus). La méme OTU indicatrice chez les
traitements non inoculés (Septoglomus) a été observée chez les traitements non fertilisés alors

qu'aucune OTU n’a été indicatrice des traitements fertilisés.
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Tableau 23. OTU indicatrices des facteurs provenance, inoculation et fertilisation au niveau des plantations a Amally.

Affiliation Provenance Inoculation Fertilisation
taxonomique'
Tasset Gola Inoculé Non-inoculé Fertilisé Non-fertilisé
phi? P-value®  phi P-value  phi P-value phi P-value phi  P-value phi P-value
Glomeraceae (8)
Glomus 0,282  0,025*
Glomus 0,417  0,004**
Incertae sedis 0,348  0,032%*
Incertae sedis 0,276  0,002**
Rhizophagus 0,427  0,019*
Rhizophagus 0,474  0,001***
Rhizophagus 0,417  0,012*
Septoglomus 0,339 0,027* 0,380 0,008**

Diversisporaceae (1)

Redeckera 0,307  0,005**

Acaulosporaceae (2)

Acaulospora 0,447  0,035%

Acaulospora 0,324  0,011*
Paraglomeraceae (2)

Paraglomus 0,420  0,004**
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Tableau 3. (suite)

Affiliation Provenance Inoculation Fertilisation
taxonomique'

Tasset Gola Inoculé Non-inoculé Fertilisé Non-fertilisé

phi? P-value*  phi P-value  phi P-value phi P-value phi  P-value phi P-value
Paraglomus 0,238  0,036*

'L affiliation taxonomique est basée sur le consensus le plus proche et sur la méthode Wang utilisée dans Mothur (fonction Classify.seqs). Les
séquences de référence de CMA dans Kriiger ef al. (2012) ont été utilisées. Le nombre total d’OTU indicatrices de chaque famille de CMA est
indiqué entre-parenthéses. 2Les OTU indicatrices ont été obtenues par le coefficient d’association de Pearson (phi) (Tichy & Chytry, 2006) en
utilisant la function multipatt du package indicspecies du logiciel R (De Caceres et al., 2010). L’effet de chaque facteur a été analysé séparément.
SNiveau de significativité: “**** P<0,001; “**> P<0,01; ‘*> P<0,05.
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I11.4. Impact de ’inoculation sur la diversité alpha des communautés de CMA natifs en

plantation a Keur Mangari

Les résultats de I’ANOVA sur I’impact de I’inoculation sur la diversité-a de la communauté
de CMA associés a Z. mauritiana en plantation a Keur Mangari sont représentés dans le
tableau 24. Les facteurs inoculation et provenance et leur interaction n’ont pas eu un effet
significatif sur la richesse et la diversité des communautés de CMA. En effet, le nombre
d’OTU, I’indice de Chaol, de Shannon et d’Invsimpson n’ont pas vari¢ avec 1’inoculation

quelle que soit la provenance.

Tableau 24. Impact de I’inoculation sur la diversité-a des communautés de CMA associés a

Z. mauritiana en plantation a Keur Mangari.

Traitements Nombre d’OTU Chaol Shannon Invsimpson
(Richesse) (Richesse) (Diversité)  (Diversité)
Gola 178+ 15a 255+28a 1,9+£03a 42+12a
Gola + Ri 153+17a 235+ 19a 1,7£t04a 45+1,3a
Tasset 160+ 16 a 224 £ 26 a 19+04a 45+19a
Tasset + Ri 168+ 12 a 229+24 a 1,9+02a 44+1,6a
Facteurs testés
Provenance NS NS NS NS
Inoculation NS NS NS NS
Provenance x Inoculation =~ NS NS NS NS

ANOVA selon le test de Tukey HSD; NS: non significatif.
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IIL.5. Impact de I’inoculation sur la béta-diversité des communautés de CMA natifs en

plantation a Keur Mangari
I11.5.1. Composition taxonomique des communautés de CMA

Le jeu de données final a été composé de 939198 séquences d’une longueur moyenne de 200
pb. Une normalisation du nombre de séquences par échantillon a été effectuée (38806
séquences/échantillon), ce qui a conduit a un sous-échantillonnage de 543284 séquences
d’une longueur moyenne de 200 pb. Les 543284 séquences obtenues aprés sous-
échantillonnage ont été regroupées dans 994 OTU sur I’ensemble des échantillons de racines
traités. L’analyse des données a montré qu’au niveau taxonomique, les communautés de
CMA associés aux jujubiers en plantation a Keur Mangari appartenaient a 4 ordres :
Glomérales (87%), Paraglomérales (2%), Diversisporales (10%) et Archaeosporales (1%).
Neuf familles de Gloméromycetes ont été détectées dans les racines des jujubiers en
plantation. La famille des Glomeraceae a été majoritaire (88%) suivie des Diversisporaceae
(5%), Gigasporaceae  (3%), Paraglomeraceae (2%), Acaulosporaceae (1%),
Archaeosporaceae (<1%), Claroideoglomeraceae (<1%), Geosiphonaceae (<0,01%) et
Ambisporaceae (<1%). Les affiliations taxonomiques ont révélé 19 genres avec une
prédominance de Rhizophagus (58%) suivi de Glomus (17%), Sclerocystis (11%), Redeckera
(5%), Gigaspora (2%), Paraglomus (2%). Environ 75% des genres de CMA ont été affiliés a
moins de 4% des OTU.

II1.5.2. Structure des communautés de CMA

Les résultats de la PERMANOVA ont montré que les deux facteurs étudiés (inoculation et
inoculation) et leur interaction n’ont pas eu un effet significatif sur la structure des
communautés de CMA associés aux jujubiers en plantation (Tableau 25). L’abondance
relative des communautés de CMA est représentée sur les figures 30 et 31. Dans les
plantations a Keur Mangari, les jujubiers (inoculés et témoins) ont été quasiment colonisés par
les mémes familles de CMA a des proportions relativement ¢égales. Les
Claroideoglomeraceae et les Geosiphonaceae ont été présentes chez tous les traitements sauf
Gola inoculé. Quel que soit le traitement, les Glomeraceae ont été largement majoritaires avec
les abondances les plus élevées (85 a 91%) suivies des Diversisporaceae (4 a 6%),
Gigasporaceae (2 a 5%) et Paraglomeraceae (1 a 2%) (Figure 30). L’abondance relative de
Rhizophagus, le plus abondant dans les traitements de jujubiers, a diminu¢ avec I’inoculation

particulierement chez Gola (Figure 31). Par contre, I’abondance relative de Glomus et de
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Sclerocystis a augmenté avec 1’inoculation chez Gola. Rhizophagus, Glomus, Sclerocystis,
Gigaspora, Redeckera et Paraglomus ont été présents dans tous les traitements de jujubiers.
Claroideoglomus, Racocetra et Geosiphon ont été absents uniquement chez Gola non inoculé
alors que Archaeospora et Septoglomus 1’ont été que chez Tasset non inoculé. Diversispora a
été seulement présent dans les traitements Gola inoculés et témoins avec une abondance

relative trés faible (1%).

Tableau 25. Impact des facteurs (provenance et inoculation) et de leur interaction sur la

structure des communautés de CMA associés a Z. mauritiana en plantation a Keur Mangari.

Facteurs testés df SS F model R? P value
Provenance 1 0,244 1,077 0,078 0,395 NS
Inoculation 1 0,296 1,306 0,095 0,213 NS
Provenance x Inoculation 1 0,296 1,306 0,095 0,223 NS
Residuals 10 2,266 0,730

Total 13 3,102 1,000

Test PERMANOVA basé sur la distance de Bray-Curtis. NS: non significatif (P>0,05). df=
degré de liberté ; SS= somme des carrés ; F model= F statistique; R*= coefficient de
determination.
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Abondance relative %

Figure 30. Abondance relative des familles de CMA détectées dans les racines de Z.

mauritiana en plantation a Keur Mangari.
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Abondance relative %

Figure 31. Abondance relative des genres de CMA détectés dans les racines de Z. mauritiana

en plantation a Keur Mangari.
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I11.5.3. OTU indicatrices de la provenance et de I’inoculation a Keur Mangari

Au niveau des plantations de Keur Mangari, I’analyse des espéces indicatrices a identifié¢ 23
OTU indicatrices de CMA (Tableau 26). Sur les 23 OTU, 21 ont été indicatrices de la famille
des Glomeraceae, 1 de Paraglomeraceae et 1 de Diversisporaceae. Une seule OTU
(Paraglomus) a été indicatrice de la provenance Tasset alors que 10 OTU ont été indicatrices
de Gola (3 de Glomus, 2 d’Incertae_sedis, 3 de Rhizophagus et 2 de Sclerocystis). Aucune
OTU n’a été indicatrice des traitements inoculés alors que 12 OTU (2 de Glomus, 8 de

Rhizophagus, 1 de Sclerocystis et 1 de Redeckera) ont été indicatrices des traitements non

inoculés.
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Tableau 26. OTU indicatrices des facteurs provenance et inoculation au niveau des plantations de Keur Mangari.

Affiliation Provenance Inoculation
taxonomique'

Tasset Gola Inoculé Non-inoculé

phi? P-value® phi P-value phi P-value phi P-value
Glomeraceae (21)
Incertae_sedis 0,830 0,001 ***
Incertae_sedis 0,733 0,001 ***
Incertae_sedis 0,626 0,019*
Glomus 0,603 0,015%*
Glomus 0,494 0,028%*
Glomus 0,568 0,021%*
Glomus 0,280 0,020%*
Rhizophagus 0,574 0,033*
Rhizophagus 0,505 0,021*
Rhizophagus 0,486 0,050*
Rhizophagus 0,593 0,028*
Rhizophagus 0,583 0,034*
Rhizophagus 0,567 0,034*
Rhizophagus 0,498 0,044*
Rhizophagus 0,472 0,047*
Rhizophagus 0,277 0,027%*
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Tableau 6. (suite)

Affiliation Provenance Inoculation
taxonomique'

Tasset Gola Inoculé Non-inoculé

phi? P-value? phi P-value phi P-value phi P-value
Rhizophagus 0,264 0,044*
Rhizophagus 0,263 0,040%*
Sclerocystis 0,619 0,018%*
Sclerocystis 0,296 0,012%*
Sclerocystis 0,574 0,034*

Paraglomeraceae (1)

Paraglomus 0,338 0,035*

Diversisporaceae (1)

Redeckera 0,502 0,019%*

'L affiliation taxonomique est basée sur le consensus le plus proche et sur la méthode Wang utilisée dans Mothur (fonction Classify.seqgs). Les
séquences de référence de CMA dans Kriiger ef al. (2012) ont été utilisées. Le nombre total d’OTU indicatrices de chaque famille de CMA est
indiqué entre-parenthéses. 2Les OTU indicatrices ont été obtenues par le coefficient d’association de Pearson (phi) (Tichy & Chytry, 2006) en
utilisant la function multipatt du package indicspecies du logiciel R (De Caceres ef al., 2010). L’effet de chaque facteur a été analysé séparément.
3Niveau de significativité: ‘***° P<0,001; “**> P<0,01; ** P<0,05.
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IV. Discussion

Dans cette ¢tude, nous avons évalué I’'impact de I’inoculation avec R. irregularis sur la
diversité des communautés de CMA natifs associés a Z. mauritiana dans des vergers ou la
teneur en P disponible dans le sol variait de 6,37 ppm (Amally) a 26,93 ppm (Keur Mangari).
Dans les plantations du jardin polyvalent d’Amally, nos résultats ont révélé un impact
significatif de l'inoculation et de la fertilisation phosphatée sur la diversité des communautés
de CMA. En effet, I’inoculation et la fertilisation phosphatée ont significativement diminu¢ la
richesse et la diversité des communautés de CMA natifs particuliérement chez la provenance
Tasset. Cette observation peut s’expliquer par la pré-colonisation des jujubiers inoculés par R.
irregularis induisant une faible colonisation par les espéces natives de CMA en plantation.
Ces résultats sont en accord avec d’autres travaux qui ont révélé une influence du type
d'utilisation des terres sur la diversité des CMA, a partir de 1’analyse des spores (Oehl et al.,
2003) ou de I’analyse de données moléculaires (Helgason et al., 1998). La plupart de ces
études ont montré une diminution de la diversité des CMA dans leur habitat naturel. Or, il
bien connu que la richesse des espéces de CMA contribue grandement au maintien de la
diversité des especes végétales et du fonctionnement des écosystemes (van der Heijden et al.,
1998). Dans les jujubiers inoculés, nous avons constaté une diminution significative de la
richesse des CMA exprimée par le nombre d'OTU et I’indice de Chaol. Ce résultat n'est pas
surprenant car il a été démontré que les pratiques agricoles ont une incidence négative sur la
richesse des CMA (Schnoor ef al., 2011). Donc, si une diminution de la diversit¢ des CMA
est susceptible d'étre considérée comme un impact environnemental négatif, nous ne
comprenons toujours pas quels aspects de la diversit¢ des CMA (richesse, équitabilité)
favorisent la croissance des plantes. Cependant, des travaux ont montré que la diversité des
CMA peut étre augmentée par certaines pratiques culturales (Oehl ef al., 2003 ; Jansa et al.,

2006).

Dans les plantations de jujubiers a Keur Mangari, nos résultats ont montré que I'inoculation
n’a pas eu un effet significatif sur la diversité des communautés de CMA. En effet, la richesse
et la diversité observées chez les jujubiers inoculés étaient similaires a celles des jujubiers non
inoculés. Ces résultats suggerent que I’inoculation avec R. irregularis peut conserver la
diversité¢ des CMA natifs en plantation a Keur Mangari. Dans la littérature, on sait encore tres
peu de chose sur I’impact potentiel de l'inoculation avec un CMA exotique sur les

communautés indigenes de CMA dans les sols agricoles. Contrairement a nos observations,
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Douds et al. (2011) et Mummey et al. (2009) ont montré que l'inoculation mycorhizienne

modifiait les communautés naturelles de CMA.

L'ajout du phosphate naturel dans le systéme de culture a Amally apparait comme un facteur
homogénéisant de la richesse des CMA. Ce phénomene pourrait s'expliquer, dans le cas de la
nutrition phosphatée de la plante, par une pression de sélection moindre sur les CMA
performants lors d'apport supplémentaire de phosphate naturel. En effet, on peut supposer que
dans ce cas la compétition pour les ressources nutritives est diminuée et que la coexistence de
différents groupes de CMA, présentant potentiellement des efficacités symbiotiques variables,
est facilitée. D'autres ¢tudes ont considéré la fertilisation comme un facteur majeur pouvant
influencer les communautés de CMA (Sieverding, 1990 ; Wang et al., 2011). En outre, une
¢tude récente utilisant le pyroséquengage comme technologie de séquencage massif, a montré
une influence de la fertilisation azotée sur les communautés de CMA au champ (Lin et al.,
2012). Ces auteurs ont montré que la fertilisation phosphatée a long terme additionnée a une
fertilisation azotée diminuait la richesse et la diversité des communautés de CMA. 1l a été
¢tabli que la seule variable chimique étroitement liée a la richesse et a la diversité¢ des
communautés de CMA est la teneur en P disponible dans le sol (Lin et al., 2012). Par
conséquent, 'absorption en P par la fertilisation pourrait réduire la symbiose mycorhizienne
en augmentant ainsi la compétition pour le P des espéces de CMA, ce qui conduit
potentiellement a une plus faible richesse. En effet, la compétition peut étre suffisamment
forte pour exclure certaines espéces de CMA des racines de la plante hote (Hepper ef al.,

1988).

Le séquencage Illumina MiSeq de ’ADN des CMA a partir des racines de jujubiers en
plantation nous a permis de détecter au total 16 genres répartis en 8 familles & Amally et 19
genres répartis en 9 familles a Keur Mangari. Ces résultats montrent qu’il existe une grande
diversit¢ de CMA associés au jujubier et confirment la possibilité d’amplifier plusieurs
groupes de CMA avec les amorces NS31-AML2 (Lee ef al., 2008). Des travaux ont montré
que parmi 6 paires d'amorces spécifiques aux Gloméromycetes testées, seul le couple
NS31/AML2 correspondait parfaitement a toutes les séquences de Gloméromycetes en
montrant le plus grand nombre de lectures en termes de spécificité et de taux de couverture
(van Geel et al., 2014). Le couple NS31-AML2 est clairement capable d'amplifier les
Ambisporaceae et les Gigasporaceae (van Geel et al., 2014), méme si elles ne forment pas une
plus grande partie des communautés dans notre étude. Sur ce point, la comparaison des

résultats entre différentes études est difficile, car on utilise différents génes cibles (ou régions
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de ceux-ci) et des combinaisons d'amorces, avec des spécificités et des efficiences

potentiellement différentes.

La famille des Glomeraceae a été la plus abondante dans les racines de jujubiers (93% a
Amally et 88% a Keur Mangari). Au Sénégal, plusieurs études ont montré la prédominance
des Glomeraceae dans les écosystémes (Manga et al., 2007 ; Séne et al., 2012; Ndoye et al.,
2012). Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que les Glomeraceae ont une aptitude a
développer trés vite un réseau d’hyphes ou a sporuler rapidement. Les Glomeraceae peuvent
former rapidement des anastomoses entre les différentes branches mycéliennes du méme
génotype ou de génotype voisin. Cela confere a ses especes la capacité a rétablir un réseau
interconnecté aprés une rupture mécanique des hyphes (Voets et al., 2006 ; de la Providencia
et al., 2005). Plusieurs études réalisées a partir des spores de CMA du sol ont montré la
prédominance des especes du genre Glomus dans la plupart des écosystémes, au Sénégal
(Manga et al., 2007 ; Séne et al., 2012 ; Ndoye et al., 2012), en Chine (Zhao & Zhao, 2007 ;
Wang et al., 2008) au Burkina Faso (Ba et al., 1996) et en Europe Centrale (Oehl et al.,
2003). Or nos résultats ont clairement montré que le genre Rhizophagus était le plus abondant
dans les racines de jujubiers en plantations (25% a Amally et 58% a Keur Mangari). Ceci
marque une forte abondance de ce genre dans les racines de jujubier et concorde avec la
préférence de ce taxon pour les milieux arides et semi-arides. Grace au séquengage Illumina
MiSeq, notre ¢tude a permis de détecter plusieurs taxons rares de CMA comme Racocetra,
Cetraspora, Geosiphon, Dentiscutata Pacispora, Incertae sedis et Archaeospora dans la zone
aride (Amally) et semi-aride (Keur Mangari) du Sénégal. Nos résultats soulignent que ces
zones sont parmi les écosystémes qui peuvent encore abriter un grand nombre de CMA non
décrits (Opik et al., 2013).

Aucun impact de ’inoculation sur la structure des communautés de CMA natifs n’a été
observé a Keur Mangari alors que dans le site d’Amally seul I’inoculation impacte la structure
des communautés. Ce résultat pourrait s’expliquer par les conditions environnementales
contrastées entre les deux sites. Les jujubiers inoculés et fertilisés comparés aux témoins ont
montré quasiment la méme composition de CMA dans les racines a Amally. De méme les
Jjujubiers inoculés et les témoins des plantations de Keur Mangari ont été quasiment colonisés
par les mémes familles de CMA a des proportions relativement similaires. Ces résultats
montrent que la souche inoculée, R. irregularis IR27 ne modifie pas la composition des
communautés de CMA. Par ailleurs, on sait peu de choses sur l'écologie du genre

Claroideoglomus qui a été récemment séparé de la famille des Glomeraceae (Schiifler &
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Walker, 2010) et qui n'a été trouvé que chez les jujubiers fertilisés de la provenance Tasset a
Amally. L’unique présence des Claroideoglomeraceae chez Tasset fertilis¢é et des
Pacisporaceae dans chez Gola inoculé et fertilisé a Amally pourrait s’expliquer par le fait que
ces deux familles contiennent des taxons relativement rares car leurs abondances relatives
¢taient trés faibles (1%). Par contre a Keur Mangari, Claroideoglomeraceae et
Geosiphonaceae ont été présentes chez tous les traitements sauf Gola inoculé¢ mais avec une
abondance relative négligeable (1%) qui traduit également les taxons rares. Des études ont
montré qu’une modification de la communauté mycorhizienne affecterait la réponse de la
plante, car l'identité¢ des champignons qui colonisent une racine végétale est importante et que
les CMA varient dans leur capacité a fournir des ¢léments nutritifs aux especes végétales
(Ravnskov & Jakobsen 1995 ; Smith et al., 2000). Les expériences dans lesquelles les CMA
sont appliqués aux champs agricoles concernent a la fois I'abondance et la composition des
CMA, ce qui rend souvent difficile de discerner indépendamment leurs effets. Un des
phénomeénes qui peuvent affecter fortement la composition des communautés de CMA c’est
les effets prioritaires (Verbruggen et al., 2013) c'est-a-dire le processus par lequel les especes
initialement présentes dans une communauté détermine la composition éventuelle de la
communauté. Nos résultats sont contradictoires avec ceux de Mummey et al. (2009) qui ont
constaté que lorsque des plantes déja colonisées par un CMA particulier ont été introduites
dans une communauté native de CMA, la diversité et la composition éventuelles de la

communauté résultante seraient largement modifiées par rapport aux plantes non inoculées.

Tres peu d'articles ont utilis€ des modéles statistiques rigoureux pour identifier les especes
indicatrices comme nous l'avons fait dans cette étude. L’analyse des especes indicatrices au
niveau des plantions de jujubier a montré que les Glomeraceae enregistraient le plus grand
nombre d’OTU indicatrices quel que soit le site. Ces résultats renforcent la prédominance des
Glomeraceae dans les racines de jujubiers. Aucune OTU n’a été indicatrice des traitements
inoculés a Keur Mangari alors qu’a Amally, seule 1 OTU (Rhizophagus) a été indicatrice des
traitements inoculés. Ces observations suggerent que 1’inoculation favorise le maintien des
communautés de CMA a Keur Mangari alors qu’elle impacte la diversité et la structure a
Amally. Certaines OTU étaient préférentiellement associées a Tasset (5 OTU a Amally et 1
OTU a Keur Mangari), tandis que d'autres étaient préférentiellement associés a Gola (1 OTU
a Amally et 10 OTU a Keur Mangari). Ces résultats peuvent étre liés a la provenance du

jujubier ou a des caractéres génétiques de la plante.
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V. Conclusion

L’objectif de cette étude était d’évaluer I’impact de 1’inoculation avec R. irregularis sur la
diversit¢ des communautés de CMA natifs associés a Z. mauritiana en plantation.
L’utilisation du séquengage Illumina MiSeq a permis de révéler une large gamme de CMA
associés aux jujubiers en plantation. Dans les deux sites, la famille des Glomeraceae a été la
plus abondante particuliérement le genre Rhizophagus. L’inoculation diminue la diversité des
communautés de CMA natifs a Amally contrairement au site de Keur Mangari ou
I’inoculation n’a pas eu d’impact sur la diversité¢ des communautés de CMA. Du point de vu
de la structure des communautés de CMA, un effet significatif de ’inoculation a été observé
sur le site d’Amally contrairement au site de Keur Mangari ou I’inoculation n’a pas eu

d’impact sur la structure des communautés de CMA.

Cette étude montre ainsi que 1’inoculation avec la souche exotique R. irregularis IR27 a un
impact limité sur les communautés de CMA natifs associés au jujubier, dépendant des
conditions environnementales. Cependant, il s’aveére important d’évaluer a plus long terme
I’impact de la souche R. irregularis IR27 et son devenir dans les racines de jujubiers inoculés

en plantation avec une large gamme de conditions environnementales.

129



CHAPITRE V

PERSISTANCE DE R. IRREGULARIS IR27 DANS LES RACINES DE Z.
MAURITIANA EN PLANTATION




Cette partie des résultats a fait I’objet :

1) D’un poster au 5 International EcoSummit :

Babacar Thioye, Dirk Redecker, Diederik van Tuinen, Aboubacry Kane, Dioumacor Fall,
Hervé Sanguin, Diaminatou Sanogo, Robin Duponnois, Samba N. Sylla, Amadou Ba.
Analysis of persistence and effectiveness of the arbuscular mycorrhizal fungus
Rhizophagus irregularis isolate IR27 inoculated on jujube trees (Ziziphus mauritiana
Lam.) in the field, using the RPBI gene marker and measurement of fruit yield. 29

August - 1 September 2016, Montpellier, France

2) D’un article en préparation dans Frontiers in Microbiology :

Thioye B, Redecker D, Sanguin H, van Tuinen D, Kane A, Mahé F, de Faria SM, Fall D,
Sanogo D, Ndiaye C, Duponnois R, Sylla SN, B4 AM. Analyse of persistence and
effectiveness of Rhizophagus irregularis IR27 on growth and fruit production of Ziziphus

mauritiana Lam. and its native mycorrhizal community.



Chapitre V. Persistance de R. irregularis IR27 dans les racines de Z. mauritiana en plantation

CHAPITRE V. PERSISTANCE DE R. IRREGULARIS IR27 DANS LES RACINES DE
Z. MAURITIANA EN PLANTATION

1. Introduction

L'inoculation avec les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) est de plus en plus
utilisée comme outil de bio-fertilisation pour I'agriculture et I'horticulture dans les
agroécosystémes (Gianinazzi et al., 2010 ; Berruti ef al., 2016). Cependant, il a ét¢ difficile de
prouver l'efficacité de cette technologie en termes de succés au champ, c'est-a-dire la
compétitivité des souches exotiques vis-a-vis des CMA indigénes. Dans le passé, le suivi de
lI'inoculation des CMA et de leur effet ne pouvait étre évalué que par des mesures
microscopiques au niveau des racines (vésicules, arbuscules, hyphes), dans le sol (propagules,
spores, mycélium) et par des analyses biométriques et nutritionnelles des plantes hotes
inoculées (McGonigle, 1988). Ni les différentes especes de CMA ni les différents isolats de la
méme espece ne pouvaient étre distingués au microscope a travers les hyphes, les vésicules ou
les arbuscules formés dans les racines. Au cours des 15 derniéres années, I’avénement des
outils moléculaires a permis de faire du tracage hautement spécifique des CMA dans
n’importe quel type d’échantillon environnemental (Redecker et al., 2000 ; Kriiger et al.,
2009) soit par séquencage (Opik et al., 2009 ; Pellegrino et al., 2012) soit par empreinte
génétique moléculaire (Vandenkoornhuyse et al., 2003 ; Gollotte et al., 2004) ou une
combinaison des deux (Borstler et al., 2010). 1l est bien établi que la communauté
mycorhizienne indigéne est l'un des facteurs biologiques essentiels du sol déterminant le
succes de l'inoculation MA (Kohl ef al., 2016). Malgré plusieurs études sur l'inoculation avec
les CMA, seules quelques, utilisant des outils moléculaires, ont été faites pour montrer si une
souche exotique peut coloniser avec succes des plantes hotes et persister dans le sol malgré la
présence de CMA indigenes (Farmer et al., 2007 ; Pellegrino et al., 2012 ; Sykorova et al.,
2012).

Rhizophagus irregularis est devenue 1’espece modele chez les CMA car elle peut étre
facilement utilisée en culture in vitro (Bécard & Fortin, 1988) et son genome a été récemment
séquencé (Tisserant et al., 2013). Des études ont montré que R. irregularis est largement
distribué a ’échelle mondiale (Opik et al., 2006) et s’adapte bien aux sols ayant subis des
pratiques agricoles intensives (Ba ef al., 1996 ; Dalpé et al., 2000 ; Oehl et al., 2004). Chez
les Gloméromycetes, cette espece est la seule ou des marqueurs moléculaires développés ont

permis de faire des analyses de structure de populations dans les racines de plantes colonisées
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au champ (Borstler et al., 2008). De récentes €tudes basées sur le développement de
marqueurs moléculaires (géne mtLSU) ont permis de mettre en évidence une grande diversité
intraspécifique chez R. irregularis. Le géne RPBI codant pour une sous-unit¢ de I’ARN
polymérase II a été également proposé pour 1’étude de suivi de souche chez les CMA. En
effet, ce marqueur a pour avantage de ne pas présenter de polymorphisme au sein des isolats
de CMA, facilitant ainsi la distinction d’espéces proches (Redecker & Raab, 2006). Ce n’est
trés récemment que des mélanges d’amorces RPBI spécifiques aux Gloméromycetes
permettant d’amplifier tous les CMA testés avec une treés haute spécificité ont été¢ développés

par Stockinger et al. (2014).

Bien qu’un effet positif de I’inoculation avec la souche R. irregularis IR27 ait été observé sur
la croissance et la production fruitiére des jujubiers, deux questions se posent en plantation :
quel est le devenir de la souche inoculée dans les racines de jujubiers apres plantation? Quelle
est I’abondance de la colonisation racinaire de R. irregularis IR27 par rapport a la population
de R. irregularis associés a Z. mauritiana en plantation? Afin d’évaluer la persistance R.
irregularis IR27 dans les racines de Z. mauritiana en plantation, le géne RPBI en tant que
marqueur moléculaire, couplé a une approche basée sur la quantification en temps réel ou

qPCR, ont été utilisés.
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I1. Matériel et méthodes
I1.1. Echantillonnage des racines de Z. mauritiana en plantation

Les prélévements de racines de Z. mauritiana ont été effectués aprés 13 mois de plantation a
Amally et 24 mois de plantation a Keur Mangari. Pour chaque traitement en plantation, un
¢chantillon composite (un pool de racines de 3 plants) a été prélevé dans chaque bloc. Soit un
total de 32 échantillons prélevés dans les essais de jujubiers a Amally (dispositif expérimental
avec 8 traitements et 4 blocs) et 16 échantillons prélevés dans les essais de jujubiers a Keur
Mangari (dispositif expérimental avec 4 traitements et 4 blocs). Les échantillons de racines
ont été conservés a sec dans du silicagel a température ambiante jusqu’a leur utilisation pour

les analyses moléculaires.

I1.2. Caractérisation moléculaire de R. irregularis IR27
I1.2.1. Extraction de spores

La méthode utilisée est basée sur celle du tamisage humide décrite par Gerdemann &
Nicolson (1963). Un échantillon de 100 g de I’'inoculum de la souche R. irregularis IR27 a été
mélangé avec 1 L d'eau de robinet dans un bécher. Ce mélange a été agité¢ pendant 1 minute
puis laissé a décanter pendant 30 s. Le surnageant a été filtré sur un jeu de tamis superposés a
mailles de diamétre décroissantes (500 pm, 200 pm, 100 um, 50 um). Les spores retenues par
les tamis de 200 pm et 50 pm ont été récupérées dans de l'eau distillée puis triées
manuellement sous une loupe binoculaire. Les spores ont été conservées a -80°C jusqu’a leur

utilisation pour I’extraction d’ADN.

I1.2.2. Extraction d’ADN de spores

Environ 7 a 10 spores de R. irregularis ont été prélevées avec le moins d’eau possible et
mises dans un tube Eppendorf 1,5 ml. Les spores ont été écrasées avec 3 pl de tampon GoTaq
Flexi 1X (Promega) a I’aide d’une pointe de cone. Le tube, bien fermé, a été placé dans un
bloc chauffant a 95°C pendant 2 min puis rapidement centrifugé avec une centrifugeuse de

paillasse. Avec cet extrait d’ADN, 1ul a été prélevé pour faire la PCR.
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I1.2.3. Amplification du géne RPB1 et séquencage

L'amplification par PCR gigogne a été réalisée avec les amorces RPB1-Ac, RPB1-DR1730r,
RPBI-DR160FA et RPB1-1210r (Tableau 27). Les amorces choisies ici ont déja été testées et
utilisées par Stockinger et al. (2014). La 1°¢ PCR a été réalisée avec RPB1-Ac et RPB1-
DR1730r dans un mélange réactionnel de 20 ul contenant pour chaque échantillon : 12,4 pl
H>O ultrapure stérile ; 4 pl Buffer HF Phusion 5X ; 0,4 ul dNTPs (40 mM) ; 1 ul RPB1-Ac
(10 uM) ; 1 ul RPB1-DR1730r (10 uM) ; 0,2 pl Taq Phusion (5U/ul) (Promega) ; 1 ul ADN,

suivant le programme ci-dessous :

30" a 63°C (3X 30" ae61°C 30" a 58°C -=16°C

30" a98°C 10" a98°C 10" a 98°C 10" a 98°C 10"a 72°C
3X 16X
1"a 72°C 1"a 72°C 1"a 72°C

Les produits de la PCR1 ont été dilués 100 fois et utilisés en guise d’ADN. La 2™ PCR a été
réalisée avec RPBI-1210r et RPBI-DR160FA dans un mélange réactionnel de 50 pl
contenant pour chaque échantillon : 31 pl H>O ultrapure stérile ; 10 pl Buffer HF Phusion 5X
; 1 ul ANTPs (40 mM) ; 2,5 ul RPB1-1210r (10 uM) ; 2,5 ul RPB1-DR160FA (10 uM) ; 0,5
ul Taq Phusion (5U/ul) ; 2,5 ul PCR1 suivant le programme ci-dessous :

30" a98°C 10" a 98°C 10" a 72°C
20" a 60°C [~ 35X -=16°C
1"a 72°C

Les produits PCR ont été contrdlés par migration électrophorétique (100 V durant 30 min) sur
un gel d’agarose (Sigma) a 1,2 % réalisé¢ dans du tampon TAE 1X [solution stock TAE 50X :
242 g de Tris Base, 57,1 ml Acide Acétique glacial, 100 ml EDTA a 0,5M, pH 8, gqsp 1 L]. Le
gel a été ensuite coloré dans un bain de bromure d'éthidium pendant 15 min puis décoloré
dans un bain de H>O pendant 15 min. Les amplicons ont été révélés aux UV et photographiés
par un appareil Gel Doc 1000 (BIORAD). Les produits d’amplification ont été envoyés pour

le séquengage a I’entreprise Genoscreen (France).
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Tableau 27. Liste des amorces utilisées.

Amorce Sequences (5° —>3’) Organisme cible Tm (°C) Référence

RPBI-Ac GARTGYCCDGGDCAYTTYGG Gloméromycetes 60,0 Stockinger et al. (2014)
RPB1-DR1730r CAAATTGTCCGAATTTATACCT Gloméromycetes 63,0 Stockinger et al. (2014)
RPB1-1210r GACCCATCATTGACATTTTRTG Gloméromycetes 55,6 Stockinger et al. (2014)
RPBI1-DR160FA CCSAGTATTCAAATGGAYGG Rhizophagus 60,0 Stockinger et al. (2014)
LR1 GCATATCAATAAGCGGAGGA Eucaryotes 58,0 van Tuinen et al. (1998b)
NDL22 TGGTCCGTGTTTCAAGACG Eucaryotes 60,0 van Tuinen ef al. (1998b)
FLR3 TTGAAAGGGAAACGATTGAAGT Gloméromycetes 58,0 Gollotte et al. (2004)
FLR4 TACGTCAACATCCTTAACGAA Gloméromycetes 54,0 Gollotte et al. (2004)
RPB GA-F GCTTTATTACAGGTACTTATTCGTCTAC R. irregularis IR27 60,7 Cette étude
RPB_DvT922 CATCTACTGATATATTCGGATCTCC Gloméromycetes 59,7 Cette étude

RPB_826F GTAAAGAAGGACGTCTTCGTGG Rhizophagus 60,3 Cette étude

134



Chapitre V. Persistance de R. irregularis IR27 dans les racines de Z. mauritiana en plantation

I1.2.4. Analyses phylogénétiques de la séquence RPBI de R. irregularis IR27

Une analyse par Blast a été effectuée pour comparer la séquence RPBI de la souche IR27
obtenue aux séquences RPBI présentes dans la base de données de NCBI (National Center for

Biotechnology Information;  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). ~Un  arbre

phylogénétique (méthode du Maximum de Parcimonie, programme MEGAS) a été construit a
partir de ces séquences pour déterminer le positionnement de la séquence R. irregularis IR27

vis-a-vis des séquences de référence.

I1.2.5. Construction d’amorce spécifique a R. irregularis IR27

Toutes les séquences du gene RPBI de R. irregularis disponibles dans la base de données de
NCBI et la séquence RPB1 obtenue de la souche IR27 (688 pb) ont été assemblées a 1’aide du
logiciel Sequencher® 5.4.1. Ce programme d’assemblage de séquences a permis de mettre
ensemble des séquences qui avaient au minimum 95% de similarité sur 30 pb. Pour détecter la
souche IR27 dans les racines de Z. mauritiana en plantation, il était nécessaire de développer
un couple d’amorces spécifiques a la souche IR27. Pour ce faire nous avons comparé la
séquence RPBI de la souche IR27, a celles d’autres Rhizophagus (Figure 32) avec le logiciel
JalView (Waterhouse et al, 2009). Ainsi un couple d’amorces RPB GA-F (5’-
GCTTTATTACAGGTACTTATTCGTCTAC-3’) et RPB_DvT922 (5°-
CATCTACTGATATATTCGGATCTCC-3’) donnant un produit d’amplification de 286 pb a
été dessiné, et leur spécificité a été testée in silico a I’aide du logiciel Amplify4 v1.0

(http://engels.genetics.wisc.edu/amplify/, © Bill Engels, 2015).

Figure 32. Alignement des séquences RPB1 de R. irregularis disponibles dans GenBank et
de la séquence RPB1 obtenue a partir de R. irregularis IR27. L'alignement est visualisé

suivant I’orientation 5'-3 ' de 'amorce RPB_GA F.
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I1.3. Tracage moléculaire de R. irregularis IR27 dans les racines de Z. mauritiana
I1.3.1. Extraction d’ADN total des racines

Pour chaque échantillon, les racines ont été placées dans un mortier et broyées dans de 1'azote
liquide a l'aide d'un pilon. Le Kit DNeasy Plant Mini (Qiagen, France) a été utilis€é pour
extraire I’ADN des échantillons de poudre racinaire (50 mg a 100 mg de broyat/échantillon),
en suivant le protocole décrit par le fournisseur. La premicre élution a été réalisée dans 70 ul
de tampon d’¢lution et la seconde ¢lution dans 100 pl. Le restant du broyat a été conservé a -

80°C dans des tubes Eppendorf 1,5 ml.

I1.3.2. PCR de vérification de I’extraction d’ADN

L’extraction d’ADN des racines de jujubier a été vérifiée par PCR classique avec les amorces
LR1 et NDL22 (Tableau 27 ; van Tuinen et al., 1998b) spécifiques aux Eucaryotes. La PCR a
été réalisée dans un mélange réactionnel de 20 pl contenant pour chaque échantillon : 12,5 pl
H>O ultrapure stérile ; 4 ul Buffer GoTaq 5X ; 0,4 ul dNTPs (40 mM) ; 1 pul LR1 (10 uM) ; 1
ul NDL22 (10 uM) ; 0,1 pl GoTaq (5U/ul) ; 1 ul ADN de racine suivant le programme ci-

dessous :

2"a 95°C 30" a 95°C 10"a 72°C
45" a 58°C [ 35X -=16°C
1"a 72°C

11.3.3. Détection des CMA dans les racines

Les produits d’amplification obtenus avec LR1 et NDL22 ont été dilués 100 fois puis utilisés
en guise d’ADN pour détecter tous les CMA associés aux racines de Z. mauritiana avec les
amorces FLR3 et FLR4 (Tableau 27 ; Gollotte et al., 2004) spécifiques aux Gloméromycetes.
La PCR a été utilisée dans un mélange réactionnel de 50 pl contenant pour chaque échantillon
: 31 pl HoO ultrapure stérile ; 10 ul Buffer HF Phusion 5X ; 1 pl ANTPs (40 mM) ; 2,5 pl
FLR3 (10 pM) ; 2,5 ul FLR4 (10 pM) ; 0,5 pl Taq Phusion (5U/ul) ; 2,5 pl PCR
(LR1/NDL22) suivant le programme ci-dessous :

2"a95°C 30" a 95°C 10" a 72°C
45" a3 58°C [ 35X ->=16°2C
1"a 72°C
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I1.3.4. Détection de R. irregularis IR27 dans les racines

Afin de détecter la souche inoculée dans les racines de Z. mauritiana en plantation, I’ADN de
chaque échantillon de racines a été amplifi¢ par PCR gigogne avec RPB1-Ac et RPB1-1730r
(PCRI1) puis RPB GA-F et RPB DvT922 (PCR2). Seule la présence ou I’absence de R.
irregularis IR27 dans les échantillons de racines a été évaluée. La PCRI1 a été réalisée dans un

mélange réactionnel de 20 pl dans les conditions suivantes :

30" a98°C 10" a 98°C 10" a 98°C 10" a 98°C 10"a 72°C
30" a 63°C 3X 30"a6le°C [ 3X 30"as58°C [ 16X -=16°C
1"a 72°C 1'a 72°C 1"a 72°C

Les produits de la PCR1 ont été dilués 100 fois et utilisés en guise d’ADN pour la seconde
PCR. La PCR2 a été réalisée dans un mélange réactionnel de 50 pl les amorces spécifiques

RPB_GA-F et RPB_DvT922 dans les conditions suivantes :

30" a98°C 10" a 98°C 10" a 72°C
20" a 60°C [~ 35X -=16°C
1"a 72°C

I1.3.5. Quantification de la colonisation racinaire de R. irregularis IR27

La technique d’amplification par qPCR basée sur le SYBR®Green a été utilisée en suivant les
conditions d'application du Kit ABSolute™ QPCR SYBR®Green ROX Mix (2007, Thermo

Fisher Scientific, France). La Thermo-Start™

Taq DNA Polymerase est l'enzyme requise
dans ce kit pour I’amplification des séquences d’ADN cibles. La technique de qPCR a ¢été
utilisée car elle permet de mesurer avec précision la quantité absolue d’acides nucléiques
(ADN) présente a un instant t dans un échantillon grace a un marqueur fluorescent, le
SYBR®Green. Deux étapes majeures ont été nécessaires pour le calibrage des réactions de
qPCR: le test d’efficacité des amorces et la quantification des ADN cibles dans les

échantillons.

- Efficacité des amorces
L’efficacit¢ de 2 couples d’amorces du géne RPBI (RPB_826F/RPB 1210r pour les
Rhizophagus et RPB_GA-F/RPB_DvT922 pour R. irregularis IR27) a été analysée en qPCR
en utilisant ’ADN de la souche R. irregularis IR27. Afin d’évaluer ’efficacité des couples
d’amorces et de définir la condition de dilution optimale, sept dilutions successives d’ADN de
I’échantillon « mod¢le» ont été réalisées (1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64) et utilisées en
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gPCR avec les différents couples d'amorces et deux répliquats pour chaque geéne. Les
séquences des couples d’amorces utilisés pour chaque géne sont présentées dans le tableau 1.
Une dilution (1/20) pour chaque amorce spécifique a été testée. Les plaques de 96 puits ont
¢été utilisées. Chaque puits contenait un volume réactionnel final de 15 pL (7,5 pL 2X
ABsolute gPCR SYBR Green ROX mix + 5,5 uL amorces sens et anti-sens + 2 uL ADN).
Toutes les analyses en qPCR ont été faites avec 1’appareil Applied Biosystems® StepOne™
Real-Time PCR Systems, en utilisant le programme ci-dessous :

- Nombre de cycles : 40

- Programme pour chaque cycle : 95°C / 15 min, 95°C/ 15 s, 60°C / 30's, 72°C /30s, 77°C /
30s,95°C /15 s, 60°C / 1min et 95°C / 15 s.

- Quantification de I’abondance de R. irregularis IR27
La derniére étape de la qPCR permet d’évaluer la quantit¢é d’ADN du géne d'intérét
(amplicons du RPBI) de la souche IR27 pour chaque échantillon. Seuls les échantillons des
traitements inoculés ont été pris en compte. La dilution 1:2 pour chaque échantillon d’ADN
(produit PCR avec RPB1-Ac et RPB1-1730r a 15 cycles) et une dilution (1/20) pour chaque
amorce spécifique ont été retenues avec deux répétitions techniques. La spécificité de chaque
réaction qPCR est vérifiée pour chaque échantillon par visualisation des courbes de fusion,
correspondant a la variation de la fluorescence en fonction de la température et validant la
présence d’une amplification unique. La moyenne des valeurs de Ct (« Cycle Threshold » ou
Cycle seuil représentant la valeur a laquelle la quantité d’ADN permet a la sonde fluorescente
de dépasser le seuil) de chaque échantillon a été comparée. Afin d’évaluer la colonisation
racinaire par R. irregularis IR27 par rapport a la population de Rhizophagus associés aux
racines de Z. mauritiana, 1a moyenne des valeurs Ct du gene RPB IR27 a été soustraite de la
moyenne des valeurs Ct correspondantes du geéne RPB_Rhizophagus. Ceci est appelé la
valeur Delta Ct (ACt). L’intensité de la colonisation racinaire des jujubiers inoculés avec R.

irregularis IR27 a été calculée par 22 (Livak & Schmittgen, 2001) pour chaque échantillon.
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I11. Résultats
II1.1. Caractérisation moléculaire de R. irregularis IR27

Les extraits d’ADN de spores de R. irregularis IR27 ont tous donné des amplifications
positives avec les amorces RPB1-1210r et RPB1-DR160FA. Les résultats de séquengage du
geéne nous a permis d’identifier la souche IR27 comme étant un Rhizophagus irregularis, en
raison du niveau de similarité (99%) avec des séquences RPBI de référence

(http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov). La séquence RPBI de R. irregularis obtenue au cours de

cette ¢tude a ¢été¢ alignée avec des séquences RPBI de références présentes dans NCBI.
L’analyse phylogénétique basée sur la méthode de Maximum de Parcimonie a révélé

I’appartenance de la souche IR27 au groupe des Rhizophagus irregularis (Figure 33).
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Figure 33. Arbre phylogénétique de la souche inoculée R. irregularis IR27 (en gras) avec des

séquences de références du gene RPBI de la base de données NCBI (Stockinger et al., 2014).
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I11.2. Persistance de R. irregularis IR27 dans les racines de Z. mauritiana

Pour vérifier la réussite de 1’extraction, I’ADN total des racines a été¢ amplifié¢ avec le couple
d’amorces LR1/DNL22 spécifiques aux Eucaryotes. Ainsi, tous les échantillons de racines de
Z. mauritiana traités ont donné des amplifications positives par PCR gigogne (Figure 34). En
effet, I’amplification a révélé des bandes intenses a 600-750 pb chez tous les échantillons. La
taille des bandes a 600 pb représente les amplifications de ’ADN de la plante et celle a 750

pb représente les amplifications de I’ADN des champignons.

Afin de vérifier la colonisation racinaire des échantillons de racines par les CMA, les extraits
d’ADN ont été amplifiés par PCR gigogne avec le couple d’amorces FLR3/FLR4 spécifiques
aux Gloméromycetes. Les résultats ont montré des amplifications positives a une taille de 400

pb chez que tous les échantillons de racines traités (Figure 35).

600-750 bp —>

Figure 34. Amplification des Eucaryotes dans les racines de Z. mauritiana avec le couple

d’amorces spécifiques LR1/NDL22 (van Tuinen et al., 1998b).

400 bp—>

Figure 35. Amplification des Gloméromycetes dans les racines de Z. mauritiana avec le

couple d’amorces spécifiques FLR3/FLR4 (Gollotte ef al., 2004).
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Nous avons testé la spécificité des amorces RPB_ GA-F et RPB_DvT922 sur des racines
provenant des jujubiers inoculés par R. irregularis IR27 et des témoins non-inoculés.
L’amplification positive obtenue avec les amorces FLR3 et FLR4 (Figure 35) a permis de
confirmer que tous les échantillons de racines de Z. mauritiana étaient colonisés par des
Gloméromycetes. Par contre la réaction positive avec les amorces spécifiques a la souche R.
irregularis IR27, obtenue exclusivement avec les racines provenant des jujubiers inoculés, a
permis de confirmer leur spécificité, ainsi que la persistance de cette souche dans les

plantations a Keur Mangari (Figure 36) et a Amally (Figures 37 et 38).

300 bp—>

Figure 36. Amplification de la souche inoculée R. irregularis IR27 avec le couple d’amorces
spécifiques RPB_GA-F/RPB_DvT922 dans les racines de Z. mauritiana en plantation a Keur

Mangari.
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300 bp —>

Figure 37. Amplification de la souche inoculée R. irregularis IR27 avec le couple d’amorces
spécifiques RPB_ GA-F/RPB_DvT922 dans les racines de la provenance Gola en plantation a
Amally.

300 bp —>

Figure 38. Amplification de la souche inoculée R. irregularis IR27 avec le couple d’amorces
spécifiques RPB_ GA-F/RPB_DvT922 dans les racines de la provenance Tasset en plantation
a Amally.
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I11.3. Quantification de la colonisation racinaire par R. irregularis

La souche R. irregularis IR27 a été spécifiquement tracée dans les racines de jujubiers
inoculés en plantation. Aprés 24 mois de plantation a Keur Mangari, les résultats de la gPCR
ont montré que R. irregularis IR27 représentait en moyenne 12% pour Gola et 15% pour
Tasset de I’intensité de la colonisation racinaire par rapport a la population indigéne de R.
irregularis (Figure 39). Aprés 13 mois de plantation a Amally, R. irregularis IR27
représentait en moyenne 11% pour Gola (Figure 40) et 13% pour Tasset de I’intensité de la

colonisation racinaire des jujubiers inoculés (Figure 41).

Colonisation racinaire (%)

Figure 39. Quantification par qPCR de I’intensité de la colonisation racinaire des jujubiers
inoculés avec R. irregularis IR27 par rapport a la population indigéne de R. irregularis aprés

24 mois de plantation a Keur Mangari.
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Colonisation racinaire (%)

Figure 40. Quantification par qPCR de I’intensité de la colonisation racinaire des jujubiers
(Gola) inoculés avec R. irregularis IR27 par rapport a la population indigene de R. irregularis

aprés 13 mois de plantation a Amally.

Colonisation racinaire (%)

Figure 41. Quantification par qPCR de I’intensité de la colonisation racinaire des jujubiers
(Tasset) inoculés avec R. irregularis IR27 par rapport a la population de R. irregularis apres

13 mois de plantation a Amally.
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IV. Discussion

La persistance de la souche inoculée R. irregularis IR27 dans les racines de Z. mauritiana a
¢été évaluée a 13 mois apres plantation a Amally et a 24 mois apres plantation a Keur Mangari
grace a I’approche moléculaire basée sur le géne RPBI. Tous les échantillons de racines
traités (inoculés et non inoculés) ont donné des amplifications positives avec le couple
d’amorces FLR3/FLR4 spécifiques aux Gloméromycetes. Ce résultat indique que les racines
de Z. mauritiana prélevées des deux sites de plantations ont été toutes bien colonisées par des
CMA. Ces mémes amorces FLR3/FLR4 ont donné des amplifications positives a 400 pb dans
d’autres études de suivi de CMA inoculés au champ (Farmer et al., 2007 ; Gollote et al.,

2004).

La présence de R. irregularis IR27 dans les racines de Z. mauritiana inoculées a été
confirmée par le couple d'amorces spécifiques RPB_GA-F / RPB_DvT922. Quel que soit le
site d’étude, R. irregularis IR27 a été détecté uniquement dans les échantillons de racines
inoculés montrant la persistance de cette souche au niveau des plantations. Ceci concorde
avec les résultats de Farmer et al. (2007) qui ont montré la persistance d’une espece de CMA,
Glomus etunicatum, dans tous les échantillons de racines de patate douce prélevés de
parcelles inoculées. Nos résultats sont également similaires a ceux de Sykorova, ef al. (2012)
qui ont montré la persistance d’une souche inoculée R. irregularis BEG140 dans les racines
de Phalaris arundinacea au champ avec une autre approche moléculaire basée sur le geéne
mtLSU. II a été bien établi que la persistance d’un inoculum de CMA introduit dans un sol
doit étre considérée comme une condition préalable pour la réussite des pratiques
d'inoculation (Pellegrino ef al., 2011). Dans la littérature, aucune étude a long terme n'ait été
réalisée dans les agro-écosystemes au Sénégal pour évaluer la persistance d’une souche de
CMA inoculée sur les racines d’une plante. Cette étude démontre pour la premiere fois la
faisabilité¢ de suivre une souche de CMA inoculée dans les racines d’une plante avec le geéne
RPBI. L'utilité de cette approche moléculaire est démontrée par son potentiel a détecter R.
irregularis IR27 colonisant efficacement les racines jusqu’a 2 années de plantation a Keur
Mangari. Plusieurs techniques moléculaires basées sur 1'analyse de ' ADN génomique ont été
appliquées pour discriminer les populations de CMA dans les racines de plantes et dans le sol
(Jeffries et al., 2003). Des études ont montré 1’utilité¢ de la PCR gigogne basée sur ' ADNr du
gene LSU pour discriminer les différents CMA dans des racines d’oignon et de poireau
colorées au bleu de trypan (van Tuinen ef al., 1998a). Cette approche par PCR gigogne a été

¢galement utilisée pour suivre de pres les communautés de CMA dans des sols ou des racines
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mycorhizées (Kjoller & Rosendahl, 2000 ; Jacquot et al., 2000 ; Renker et al., 2003 ; Turnau
et al., 2001). De études antérieures ont également montré que parmi les différents marqueurs
moléculaires testés sur R. irregularis (Croll et al., 2008, Koch et al., 2004 ; Raab et al., 2005),
seul le géne mtLSU pouvait étre utilisé pour caractériser et distinguer différents haplotypes de
ce champignon au champ (Borstler ef al,, 2008, 2010). Toutefois, en raison du manque de
polymorphisme et de la rareté des données avec le géne mtLSU, la détection spécifique
d'isolat d'autres especes de CMA comme par exemple Funneliformis mosseae dans les racines
n'est actuellement pas réalisable (Thiéry et al., 2010). Or les résultats de notre étude prouvent
clairement que le geéne RPBI est un bon marqueur moléculaire capable de tracer
spécifiquement R. irregularis IR27 dans les racines de Z. mauritiana en plantation. C’est la
premiére fois qu’une amorce spécifique a une souche ait été développée avec le gene RPBI.
Stockinger et al. (2014) ont développé un mélange d’amorces RPBI spécifiques aux
Gloméromyceétes et donc capables d’amplifier tous les CMA au champ. Cependant, ce

mélange d’amorces ne peut pas étre utilisé pour tracer spécifiquement une souche de CMA.

Dans nos deux sites de plantation, les résultats ont montré que R. irregularis IR27 peut
efficacement rivaliser avec les CMA natifs et est bien adapté aux conditions des deux milieux.
Cette présence de R. irregularis IR27 dans les deux sites d’études indique sa compatibilité
avec un large éventail de conditions de sol variant en pH (6,41 a Amally et 5,43 a Keur
Mangari) et en disponibilité de phosphore (6,37 ppm a Amally et 26,93 ppm a Keur Mangari).
Verbruggen et al. (2013) ont montré que la compatibilit¢ d’'un CMA avec l'environnement
(conditions du sol et plante hote) est non seulement un facteur déterminant dans ’efficacité
d'un inoculum au champ mais aussi une caractéristique importante pour une application
commerciale. Toutefois, Sykorova et al. (2007) ont montré la difficulté¢ de vérifier le succes
de l'inoculation au champ si des souches locales des especes inoculées sont déja présentes
dans le sol de plantation. Par ailleurs, la quantit¢ de I’inoculum a apporter est un aspect tres
important susceptible d’affecter fortement la réussite de I’inoculation. L’étude de suivi
pluriannuel de Pellegrino et al. (2012) a montré de fortes preuves de persistance d'au moins
un des deux isolats de Funneliformis mosseae utilisés. Cependant, la quantit¢ d'inoculum
appliqué dans leur étude était a peu pres équivalente a la densité des populations de CMA
indigénes. Or, si une telle dose est une exigence pour la réussite de 1’inoculation et la
persistance des CMA inoculés au champ, cela réduirait sérieusement la faisabilité¢ des
approches d'inoculation. Par exemple, la quantit¢ d’inoculum appliquée dans 1’étude de

Pellegrino et al. (2012) augmenterait jusqu'a des taux d'application de 7 tonnes par hectare de
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sol. L'analyse du potentiel mycorhizien des sols de nos parcelles expérimentales effectuée
avant la transplantation des jujubiers inoculés et non inoculés avait révélé 1,06
propagules/100 g de sol a Amally et 23,87 propagules/100 g de sol a Keur Mangari. La
souche inoculée R. irregularis IR27 avait donc tendance a rivaliser avec les souches
indigeénes. De plus, nos résultats par PCR gigogne n’ont pas révélé une présence de R.
irregularis IR27 dans les échantillons de racines non inoculés. Ce qui suppose I’absence de

cette souche dans les sols de plantation.

Les résultats de la qPCR ont montré que R. irregularis IR27 représentait 11 a 13% apres 13
mois de plantation & Amally et 12 a 15% aprés 24 mois de plantation a Keur Mangari par
rapport a la population indigéne de R. irregularis. Ces proportions représentent 1’intensité de
la colonisation racinaire par R. irregularis 1IR27, qui différe de [Defficacité de la
mycorhization. Des études antérieures ont montré que la qPCR est un outil trés sensible et trés
utile pour suivre les changements au sein des communautés de CMA (Alkan et al., 2006 ;
Jansa et al, 2008). De nombreuses études ont précédemment exploré la quantification
moléculaire de CMA a partir de I’ADN nucléaire ribosomique (Alkan et al., 2004 ; Filion et
al., 2003 ; Gamper et al., 2008). Krak et al. (2012) sont parvenus a décrire la quantification
des CMA en utilisant des marqueurs de I’ADN mitochondrial. Dans notre étude, nous avons
quand méme testé en premier une quantification directe de I’ADN mais les résultats ont donné
un seuil treés faible (24 cycles). Ce qui nous a obligé de passer par une PCR gigogne pour faire
la qPCR d’ou I’inconvénient du gene RPBI pour la quantification moléculaire. 1l serait
intéressant aussi de connaitre la proportion de R. irregularis IR27 par rapport aux autres
CMA natifs en plantation. Ceci n’est possible qu’en comparant le gene LSU avec le géne
RPBI. Or, jusqu’a présent, il n’y pas encore un rapport direct entre le géne LSU et le gene
RPBI méme si I’idéal aurait ét¢ d’avoir une amorce RPB/ capable de prendre en compte tous

les CMA (cocktail d’amorces), ce qui n’est pas encore possible.

Les résultats de cette étude montrent que R. irregularis IR27 s’installe et s’adapte bien a la
fois dans deux localités géographiquement différentes. Notre étude apporte des connaissances
supplémentaires en montrant un caractére non envahissant de la souche R. irregularis 1IR27
étant donné qu’elle est remplacée par des especes locales et ne détruit pas la communauté
native de CMA en plantation. Il est maintenant reconnu que les invasions par les especes
exotiques constituent une menace trés grave pour la biodiversité par la mise en danger, et

voire méme I’extinction des especes natives (Pimentel et al., 2000 ; Cabin et al., 2002 ; CBD,
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2006 ; Meiners, 2007). Donc pour une utilisation raisonnable d’un inoculum de CMA, il faut

(1) qu’il soit tres efficace et (ii) qu’il ne soit pas trés persistant.

V. Conclusion

L’objectif de cette étude consistait a évaluer la persistance de la souche inoculée R.
irregularis 1R27 dans les racines de Z. mauritiana en plantation. L’approche moléculaire
basée sur le géne RPBI nous a permis de détecter la souche inoculée et de quantifier son
intensité de colonisation racinaire par rapport a la population indigéne de R. irregularis. Les
résultats ont montré que le couple d’amorces RPB. GA-F / RPB_DvT922 est bien spécifique
a R. irregularis IR27. Quel que soit le site d’étude, la PCR gigogne indique que R. irregularis
IR27 est toujours présent dans les racines de Z. mauritiana inoculés et absent dans les racines
des témoins non inoculés. Cette étude montre clairement que R. irregularis IR27 persiste dans
les jujubiers inoculés apres plantation bien que plusieurs genres de Rhizophagus indigénes
coexistent dans les racines. Mais cette persistance n’est pas aussi forte car les résultats de la
qPCR ont montré que I’intensité de la colonisation racinaire de R. irregularis IR27 représente
11 a 13% aprés 13 mois de plantation a Amally et 12 & 15% aprés 24 mois de plantation a

Keur Mangari.

Cette approche moléculaire permettant de suivre une souche de CMA inoculée dans le long
terme, a aujourd’hui le potentiel de contribuer considérablement au développement de la
technologie de I’inoculation mycorhizienne. A partir de nos résultats, les futurs utilisateurs de
la souche R. irregularis IR27 pourront évaluer sa persistance dans les racines d’autres plantes
apres plantation. En méme temps, nos résultats sont d’une importance capitale pour 1’écologie
mycorhizienne car nous venons de démontrer pour la premiére fois avec le marqueur
moléculaire RPB1 qu’un isolat de CMA inoculé€ est capable de persister jusqu’a deux années
de plantation dans des vergers au Sénégal. Cette étude permet donc de mieux contribuer a la
sélection d’isolats performants en vue d’applications agronomiques dans I’amélioration du

fonctionnement des agro-écosystémes arides et semi-arides.
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1. La dépendance mycorhizienne varie en fonction des CMA, de la provenance et de

I’espéce de jujubier

Dans les conditions arides et semi-arides, les arbres fruitiers dépendent largement des CMA
pour leur croissance et leur nutrition minérale (Guissou et al., 1998b ; Mathur et al., 2000 ;
Guissou et al., 2001 ; Fitter et al., 2011 ; Smith et al., 2011). Il a été démontré que parmi 13
arbres fruitiers, Z. mauritiana répondait mieux a l'inoculation avec Rhizophagus irregularis
(syn. Glomus aggregatum IR27) (Guissou et al., 1998b ; Ba et al., 2000). Ces résultats ont été
obtenus sur une provenance de 1’espéce Z. mauritiana. Notre étude porte sur les réponses a
I’inoculation avec trois souches de CMA (R. irregularis, R. intraradices et F. mosseae) de 7
especes de Ziziphus et de 6 provenances de Z. mauritiana en conditions controlées. Nos
résultats montrent que 1’inoculation avec les CMA améliore significativement la croissance
des jujubiers (especes et provenances). En effet, R. irregularis et R. intraradices sont
efficaces sur tous les paramétres mesurés chez les espeéces de Ziziphus tandis que R.
irregularis parait le plus efficace chez les provenances de Z. mauritiana. Ces résultats
confirment ceux obtenus par Guissou et al. (1998b), Ba et al. (2000, 2001), Guissou (2009),
Sidibé et al. (2012) et Guissou ef al. (2016). 1l est bien établi que la réponse des plantes a
I’inoculation avec des CMA peut varier en fonction de 1’espece, de la provenance, de la
variété ou du génotype (Maherali & Klironomos, 2007 ; Bever et al., 2009 ; Hoeksema et al.,
2010 ; Reinhart et al., 2012).

Dans notre étude, les jujubiers, toutes espeéces et provenances confondues, ont montré
différents niveaux de dépendance mycorhizienne. La DM la plus faible chez les especes de
Ziziphus est obtenue avec F. mosseae (54,84%) alors que les DM avec R. irregularis et R.
intraradices, ont respectivement atteint 68,47% et 62,49%. Chez les provenances de Z.
mauritiana, 1a DM la plus élevée est observée chez la provenance du Burkina Faso fortement
colonisée (68,80%). Des études ont montré que des valeurs élevées de DM sont souvent
observées chez Z. mauritiana et varient selon les espéces de CMA utilisées comme inoculum
(Mathur & Vyas, 2000 ; Smith et al., 2000 ; Urcelay & Diaz, 2003). Néanmoins, nos résultats
démontrent, pour la premiere fois, que la DM des jujubiers varie en fonction des especes de
Ziziphus et de la provenance de Z. mauritiana. Ces résultats sont en accord avec les
conclusions de Klironomos ef al. (2003) qui ont montré que la réponse de la croissance des

plantes aux CMA dépend du partenaire végétal et du partenaire fongique.
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Quelle que soient la provenance de Z. mauritiana et I’espéce de Ziziphus, la production des
hyphes a augmenté¢ de maniére significative en fonction des especes de CMA dans ’ordre
décroissant suivant : R. intraradices, R. irregularis et F. mosseae. Les différences observées
dans la réponse a ’infection mycorhizienne des jujubiers résulteraient des différences dans le
développement du réseau d’hyphes extra-matriciels. Ces résultats corroborent ceux de Smith
et al. (2000) qui ont montré que des plants de Medicago trunculata inoculés avec
Scutellospora calospora poussaient mieux que ceux inoculés avec Gigaspora caledonium qui
développait un réseau d’hyphes moins important. Nos résultats indiquent également une
corrélation significative entre la DM et la longueur des hyphes aussi bien chez les espéces de
Ziziphus que les provenances de Z. mauritiana, ce qui suggere que l'efficacité du champignon
dépend de I’espéce de Ziziphus associée.

Chez toutes les provenances et espéces de Ziziphus, l'inoculation avec les CMA a
significativement amélioré l'absorption en P et en K comparativement aux témoins non
inoculés. Ces résultats sont en accord avec les travaux publiés sur l'augmentation des
nutriments observée chez les plantes mycorhizées (Fitter et al, 2011 ; Smith et al., 2011 ;
Jiang et al., 2013) en partie a cause de l'existence d'un réseau d’hyphes extramatricielles
capable d’explorer un volume de sol plus important (Simard et al., 2002 ; Marulanda ef al.,
2003 ; Schnepf et al., 2008). Toutefois, les jujubiers différent dans leur capacité d'absorption
en K et P suivant I’espéce de CMA. Z. sphaerocarpa et Z. abyssinica en symbiose avec R.
irregularis accumulent plus de K et de P que les autres combinaisons Ziziphus/CMA alors
qu’on obtient le méme résultat quelle que soit la provenance de Z. mauritiana inoculée avec
R. irregularis. Nos résultats suggerent que 1’amélioration de l'absorption des éléments
minéraux par les CMA, plus élevée dans les plants mycorhizés comparée a ceux non
mycorhizés, serait a I’origine de 1'amélioration de la biomasse se¢che totale des Ziziphus spp.
On obtient le méme résultat chez les plants inoculés avec R. irregularis quelle que soit la
provenance de Z. mauritiana. Nous pouvons ainsi conclure que les jujubiers en particulier Z.
mauritiana (espece et provenances) inoculés avec R. irregularis dépendent fortement des

mycorhizes pour leur croissance et nutrition en P et en K.

2. Rhizophagus irregularis IR27 est un champignon compétitif et efficace pour la

croissance, la survie et la production fruitiére de Z. mauritiana en plantation

Compte tenu des résultats précédents, nous avons choisi le couple Z. mauritiana /R.

irregularis IR27 pour étudier I’impact de I’inoculation sur la production de jujubes. Dans
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cette étude, I’impact de I’inoculation avec R. irregularis IR27 sur la croissance, la survie et la
production fruitiére de deux provenances de Z. mauritiana (Gola et Tasset) a été¢ évalué. Nos
résultats ont montré un effet positif de 1'inoculation avec R. irregularis IR27 sur la croissance
des deux provenances de Z. mauritiana en serre. Tous les paramétres de croissance mesurés
¢taient plus €levés chez les plants inoculés comparés a ceux non inoculés quelle que soit la
provenance. Nos résultats confirment des études antérieures qui indiquent que 1'inoculation
avec R. irregularis IR27 augmente la croissance et la biomasse totale des plants de Z.
mauritiana en conditions contrélées (Guissou ef al., 1998 ; Ba et al., 2000 ; Ba et al., 2001 ;
Guissou et al., 2009 ; Sidibé et al., 2012 ; Guissou et al., 2016). Ici, nous avons montré pour
la premiere fois I'efficacité de I’inoculum de R. irregularis sur la production de jujubes chez
Z. mauritiana en milieu réel. Le fait que les plants de Z. mauritiana aient été inoculés avec R.
irregularis sur sol stérilisé en serre puis transplantés au champ confeére au champignon
introduit un avantage compétitif par rapport aux CMA natifs dont le potentiel en propagules
viables était relativement bas dans les sols de plantation (Verbruggen et al., 2013). En effet, a
la sortie de la serre, les plants étaient vigoureux et bien colonisés par R. irregularis par
rapport aux témoins non inoculés quelle que soit la provenance. Cependant, a ce stade,

I’inoculation a été plus bénéfique pour Gola que pour Tasset.

Apres transplantation, I'inoculation avec R. irregularis IR27 a augmenté les parameétres de
croissance et le taux de survie des deux provenances de Z. mauritiana apres 3, 8 et 13 mois a
Amally et apres 4, 8, 12, 18, 24 et 30 mois de plantation a Keur Mangari. Nos résultats
montrent que les différences de croissance entre les plantes inoculées et non inoculées en
serre se sont maintenues malgré la compétition entre R. irregularis et les CMA natifs en
plantation. Le taux de mycorhization des jujubiers estimé, apres 13 et 24 mois de plantation
respectivement a Amally et a Keur Mangari, était significativement plus élevé chez les
traitements inoculés comparés aux non inoculés quelle que soit la provenance. Ceci montre la
grande capacité du champignon R. irregularis a compétir face aux CMA indigenes (Lekberg
& Koide 2005 ; Kohl et al., 2016) et pourrait expliquer son efficacité sur les jujubiers apres 13
et 30 mois de plantation respectivement a Amally et Keur Mangari. L’augmentation de la
croissance des jujubiers avec la souche R. irregularis IR27 est en accord avec des études qui
ont montré que d’autres souches de ce champignon peuvent s'établir avec succes sur des
plantes de prairies malgré la présence des communautés de CMA indigenes (Badri et al,
2016 ; Kolh et al., 2016). Nos résultats sont également en accord avec ceux de Kolh ef al.

(2016) qui ont montré que la souche exotique R. irregulare BEG21 (également appelé R.
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irregularis) améliorait la croissance du trefle quelles que soient la disponibilité du sol en P et
'abondance des propagules de CMA indigenes. Cette espéce est considérée comme un CMA
compétitif et efficace avec une large distribution dans les écosystémes naturels ou anthropisés
(Badri et al., 2016 ; Kolh et al., 2016). C’est pourquoi cette espece fait 1’objet d’une
production d’inoculum a grande échelle a des fins de commercialisation (Badri et al., 2016).
D'autres especes de CMA exotiques peuvent également jouer un role similaire. Par exemple,
Pellegrino et al. (2012) ont montré que l'inoculation avec deux souches exotiques de
Funneliformis mosseae IMAI et AZ225C a augmenté¢ la production de biomasse de Medicago
sativa au champ.

La compétitivité de R. irregularis serait en partie liée aux faibles potentiels mycorhiziens des
sols de plantation. De ce point de vue, il a été démontré que le succés de 1'inoculation avec un
CMA exotique dans les sols agricoles dépendait de nombreux facteurs tels que la
compatibilité des espéces, la disponibilité de niche d'habitat pour le CMA et la compétitivité
vis-a-vis des champignons natifs (Verbruggen et al., 2013). Cependant, la quantité d'inoculum
appliquée dans cette étude était supérieure a celle trouvée dans les sols de plantation, ce qui
indique que la dose d'inoculum pourrait également étre une exigence pour le succes de

I’établissement et de la persistance de R. irregularis.

Nos résultats suggerent également une contribution de 1'inoculation avec R. irregularis dans
'amélioration de la production fruitiere de Z. mauritiana apres 18 et 30 mois de plantation a
Keur Mangari. Nos résultats montrent que la provenance Gola inoculée est plus productive en
jujubes que la provenance locale inoculée. L'augmentation de la production fruitiére obtenue
pendant deux saisons de fructification serait due a la pauvreté des sols en P. Dans ce contexte,
l'inoculation serait un facteur important qui contribue a la production fruitiére du jujubier. Des
résultats similaires ont été rapportés dans d’autres travaux suite a l'inoculation mycorhizienne
sur des cultures de légumes (Douds ef al., 2007 ; Regvar et al., 2003 ; Salvioli et al., 2012 ;
Baum et al., 2015). Contrairement a nos observations, Lojan et al. (2016) n’avaient pas trouvé
d’augmentation significative de la croissance ou du rendement de Solanum tuberosum inoculé
avec R. irregularis. Ouédraogo et al. (2006) ont indiqué que Gola répondait positivement a
l'irrigation et a la fertilisation avec du phosphate naturel dans un sol pauvre en P. Ces auteurs
avaient également montré une production de fruits plus ¢élevée chez Gola comparée a la
variété locale. Ces résultats sont semblables aux noétres, bien que dans ces études, les facteurs
étudiés étaient 1’irrigation et la fertilisation phosphatée avec du PN. Les valeurs de la

production fruitiere du jujubier obtenues dans notre étude ont été inférieures a celles trouvées
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dans la littérature (Pareek, 2001 ; Tewari, 2002 ; Ouédraogo et al., 2006). Ce constat peut étre
di au jeune age de nos arbres (18 et 30 mois).

D’un point de vue agronomique, les résultats de cette étude soulignent la pertinence du choix
de la souche sélectionnée, R. irregularis IR27, pour augmenter la production fruitiére du

jujubier au moins pendant deux saisons de fructification.

3. L’inoculation de Z. mauritiana avec Rhizophagus irregularis IR27 a un impact limité

sur les communautés de CMA natifs en plantation

Dans cette étude nous avons évalué I’impact de I’inoculation et de la provenance de jujubier
sur la diversité des communautés de CMA natifs des sols en plantation dans deux sites
d’études. Le séquengage avec la technologie Illumina MiSeq du gene 18S ciblant
spécifiquement les Gloméromycétes a permis de révéler des communautés de CMA natifs tres
diversifiées dans les racines des deux provenances de Z. mauritiana. Les résultats ont montré
que la majorité des séquences obtenues en plantation dans les deux sites sont affiliées a des
Glomeraceae (>85%), notamment le genre Rhizophagus qui a été le plus abondant (25% a
Amally et 58% a Keur Mangari). Ce résultat n’est pas surprenant dans la mesure ou les
Glomeraceae sont en général les plus abondants parmi les Gloméromycétes dans nos
agroécosystemes (Manga et al.,, 2007 ; Séne et al., 2012 ; Ndoye et al., 2012). Des taxons
rares de CMA comme Racocetra, Cetraspora, Geosiphon, Dentiscutata Pacispora,
Incertae_sedis et Archaeospora ont également été détectés dans nos deux sites d’études. Nos
deux zones d’étude ont révélé des OTU non encore identifiés, ce qui suggere qu’elles

comporteraient un grand nombre de CMA non décrits (Opik et al., 2013).

L’une des préoccupations majeures de l'inoculation avec un CMA exotique est la possibilité
de modifier la structure et la composition des communautés de CMA indigenes (Rodriguez &
Sanders, 2015). Toutefois, nos résultats montrent un impact négatif de I’inoculation sur la
richesse et la diversité des communautés de CMA (P<0,05) sur le site d’Amally contrairement
au site de Keur Mangari ou I’inoculation n’a pas eu d’impact sur la richesse et la diversité des
communautés de CMA. L'analyse PERMANOVA n’a pas révélé d’effet significatif du facteur
inoculation sur la structure des communautés de CMA natifs a Keur Mangari alors que dans le
site d’Amally seule 1’inoculation impacte la structure des communautés. Cette étude montre
que I’inoculation avec la souche exotique R. irregularis IR27 a un impact limité sur les
communautés de CMA natifs du jujubier en particulier dans le site de Keur Mangari. Ce

résultat pourrait s’expliquer d’une part par les conditions environnementales contrastées entre
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les deux sites (P en particulier) et d’autre part par les différences de potentiels mycorhiziens
des sols. Dans la littérature, on sait encore trés peu de chose sur I’impact potentiel de
l'inoculation avec un CMA exotique sur les communautés autochtones de CMA dans les sols
agricoles. Contrairement a nos observations, des ¢études ont montré que l'inoculation
mycorhizienne diminuait la diversité des communautés naturelles de CMA (Douds et al,
2011; Mummey et al., 2009). D’autres études ont montré une augmentation de la diversité des
communautés de CMA indigeénes apres inoculation (Alguacil et al.,, 2011). Nos résultats ont
¢galement montré que les jujubiers inoculés et les témoins non inoculés partagent les mémes
especes de CMA quel que soit le site. Ce résultat montre que 1’inoculation avec R. irregularis
IR27 ne modifie pas la composition des communautés de CMA natifs de nos sites de
plantation. Cette étude contribue donc a une meilleure compréhension de 1’écologie de la
souche R. irregularis IR27 et de son impact sur la microflore fongique symbiotique de deux

agroécosystemes.

4. Le gene RPBI est un marqueur moléculaire spécifique pour détecter et quantifier R.

irregularis IR27 dans les racines de Z. mauritiana en plantation

La persistance de R. irregularis IR27 dans les racines de Z. mauritiana a été évaluée apres 13
et 24 mois de plantation respectivement a Amally et a Keur Mangari. Nos résultats ont montré
des amplifications positives par PCR gigogne avec le couple d’amorces RPB GA-F /
RPB _DvT922 exclusivement dans les racines des jujubiers inoculés quel que soit le site. Ce
résultat suggere que le couple d'amorces RPB_GA-F / RPB_DvT922 construites a partir de la
séquence d’ADN de spores est spécifique a R. irregularis IR27. De nombreuses études ont
utilisé des marqueurs ribosomiques tels que les genes SSU ou LSU pour identifier des especes
de CMA en milieu naturel (Helgason et al., 1998 ; Opik et al., 2010 ; Kriiger et al., 2012 ;
Opik et al., 2014 ; Hart et al., 2015). Cependant, ces marqueurs ribosomiques ne sont pas
appropriés pour discriminer les isolats d'une espece de CMA donnée. Dans la littérature, trés
peu d’études ont été faites sur le tracage moléculaire d’une souche exotique inoculée au
champ. Alguacil et al. (2011) ont montré la persistance de trois souches natives de CMA
(Glomus sp., G. intraradices et un mixte des deux CMA) inoculées dans les racines d’O.
europaea apres 14 mois de plantation. Des auteurs sont également parvenus a identifier des
CMA inoculés parmi des communautés indigenes (Farmer et al., 2007 ; Douds et al., 2011 ;
Antunes et al., 2009 ; Koch et al., 2011 ; Sykorova et al., 2012 ; Kbhl et al., 2016). Toutes les

¢tudes faites sur ’identification de souches de R. irregularis en conditions naturelles ont
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utilis¢é I’ADN mitochondrial (mtLSU) comme marqueur moléculaire (Borstler et al., 2008,
2010 ; Sykorova et al., 2012 ; Peyret-Guzzon et al., 2016 ; Badri et al., 2016). Notre étude
montre bien que le couple d'amorces RPB_ GA.F / RPB_DvT922 est bien adapté et pertinent
pour détecter R. irregularis IR27 dans les racines de jujubiers inoculés. C’est la premiére fois
que le géne RPBI est utilis¢é pour discriminer un isolat de R. irregularis des populations
indigeénes de R. irregularis dans des agroécosystémes. Pour quantifier un CMA par qPCR, la
plupart des études ont fait recours a 1'ADN ribosomique comme marqueur moléculaire
(Gamper et al., 2008 ; Kohl et al., 2016). Les résultats de la gPCR montrent que R. irregularis
IR27 a représenté environ 12% a 15% a Keur Mangari et 11 a 13% a Amally des populations
indigénes de R. irregularis dans la colonisation racinaire des jujubiers. Ces résultats montrent

bien que R. irregularis IR27 a persisté malgré tout dans les racines de Z. mauritiana.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’objectif principal de ce travail était d’améliorer la croissance et la production fruitiere du
jujubier (Z. mauritiana Lam.) par I’inoculation mycorhizienne dans des vergers au Sénégal.
La premicre partie de ce travail consistait a connaitre les réponses a 1’inoculation avec des
champignons mycorhiziens a arbuscules de différentes especes de Ziziphus et de provenances
de Z. mauritiana en pépinicre. Les résultats obtenus ont montré que 1’inoculation avec les
CMA améliore la croissance des jujubiers (especes et provenances) en augmentant de maniére
significative la production de biomasse et 1’absorption des minéraux en particulier le P. Ces
résultats ont également révélé que la DM des jujubiers, serait liée au développement du réseau
d’hyphes extramatricielles qui augmentent 1’absorption du P. Le champignon R. irregularis
IR27 s’est avéré le meilleur CMA en termes d’efficacité sur le développement des plants
toutes especes de Ziziphus et toutes provenances de Z. mauritiana confondues. Il est important
de noter que c’est la premicre fois que le statut mycorhizien des especes de Ziziphus (excepté

Z. mauritiana) en condition de sol stérilisé a été étudié.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons évalué¢ I’impact de 1’inoculation avec R.
irregularis IR27 sur la croissance, la survie et la production fruitiere de Z. mauritiana. 11
s’agissait tout d’abord d’évaluer I’effet de I’inoculation aprés quatre mois de croissance en
serre puis de faire un suivi régulier de la croissance et de la survie des plants de Z. mauritiana
en milieu réel. Nos résultats ont montré que la mycorhization contrélée avec la souche
sélectionnée R. irregularis IR27 améliorait la croissance, la survie et la production fruitiere
des jujubiers en plantation. A partir de ces résultats, il s’avére possible de développer la
mycorhization controlée du jujubier en zone soudano-sahélienne pouvant a terme générer des
revenus pour les populations locales. D’un point de vue pratique, I’inoculation avec R.
irregularis IR27 serait une bonne option pour les forestiers et les producteurs privés dans
I’amélioration de la productivité des especes fruitieres en zone aride et semi-aride. Cette étude
contribue a une meilleure compréhension de 1’écologie de la souche R. irregularis IR27 et de
son impact sur la microflore fongique symbiotique indigéne. D’un point de vue agronomique,
nos résultats soulignent I'importance du choix de la souche sélectionnée qui est non seulement
efficace sur la croissance des jujubiers mais compétitive vis-a-vis des CMA natifs.

L’objectif de la troisieéme partie de ce travail consistait a évaluer I’impact de 1’inoculation sur
la diversité des communautés de CMA associés a Z. mauritiana en plantation. L utilisation du
séquencage Illumina MiSeq du géne 18S a permis de révéler une large gamme de CMA qui

s’associent au jujubier. Une prédominance de la famille des Glomeraceae a été observée dans
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les racines de jujubiers avec 93% a Amally et 88% a Keur Mangari particulicrement le genre
Rhizophagus. Les résultats obtenus ont montré que I’inoculation diminue significativement la
richesse et la diversité des communautés de CMA natifs particuliérement chez la provenance
Tasset a Amally alors qu’a Keur Mangari, 1’inoculation n’impacte pas la richesse et la
diversit¢ des CMA natifs. Du point de vue de la structure des communautés de CMA,
I’inoculation avec R. irregularis IR27 ne modifie pas la composition des communautés de
CMA en plantation. Les résultats suggérent que 1’inoculation avec la souche exotique R.
irregularis IR27 a un impact limité¢ sur les communautés de CMA natifs du jujubier en
particulier a Keur Mangari.

La derniére partie de cette thése avait pour objectif d’explorer la persistance du champignon
inoculé R. irregularis IR27 dans les racines de jujubiers en plantation. Les résultats ont
montré que le couple d’amorces RPB_GA-F / RPB DvT922 est bien spécifique a R.
irregularis IR27. Quel que soit le site d’étude, la PCR gigogne indique que R. irregularis
IR27 est toujours présent dans les racines de jujubiers inoculés et absent dans les témoins non
inoculés. Cette étude montre clairement que la souche inoculée R. irregularis IR27 persiste
dans les jujubiers inoculés aprés plantation bien que plusieurs souches de R. irregularis
indigenes coexistent dans les racines. Mais cette persistance n’est pas aussi forte car les
résultats de la qPCR ont montré que 1’intensité de la colonisation racinaire par R. irregularis
IR27 a représenté 11 a 13% apres 13 mois de plantation a Amally et 12 a 15% apres 24 mois
de plantation a Keur Mangari. L approche moléculaire basée sur le géne RPB1 s’est révélée
pertinente pour évaluer la technologie de 1’inoculation mycorhizienne sur un pas de temps
relativement long. Dans cette étude, nous avons montré pour la premiére fois que le marqueur
moléculaire RPBI permet de détecter un isolat de CMA jusqu’a deux années de plantation

dans des vergers au Sénégal.

Cette thése souligne 1I’importance de sélectionner une souche de CMA efficace et approprice
pour augmenter la production fruitiere du jujubier. Cependant, il s’aveére important (i) de
comparer la souche fongique introduite avec des souches locales potentiellement plus
adaptées aux conditions locales, (ii) d’évaluer a plus long terme 1’impact de la souche R.
irregularis IR27 et son devenir dans les racines de jujubiers inoculés en plantation dans une
large gamme de conditions environnementales, (iii) d’évaluer I’impact de I’inoculation avec
R. irregularis 1R27 sur la production fruiticre d’autres espéces d’intérét dans d’autres

agroécosystémes et (iv) de développer les NGS sur d’autres sites d’études du tracé de la GMV
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pour mieux appréhender I’impact de 1’inoculation sur les communautés de CMA natifs des

agro-écosystémes en milieux arides et semi-arides.
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Annexe 1. Caractéristiques physico-chimiques du sol de Sangalkam (Ba et al., 1999).

ANNEXES

Composants Teneurs
pH (H20) 6,0
Argile 5,8 %
Limon 5,4 %
Sable 88,8 %
Matiére organique 0,6 %
Carbone total 0,3 %
Azote total 0,02 %
Rapport C/N 14
Potassium total 333,5 ppm
Calcium total 1,03 ppm
Magnésium total 0,3 ppm
Phosphore total 41,4 ppm
Phosphore assimilable 2,1 ppm
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production of jujube trees in a semiarid field condition
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Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) play a major as biofertilizer for sustainable agriculture.
Nevertheless, it is still poorly documented whether inoculated AMF can successfully establish
in field soils with exotic AMF and improve plant growth and productivity. Here, we
inoculated two cultivars of provenances (Tasset and Gola) of the fruit tree Ziziphus
mauritiana (Jujube) with the exotic AM fungus Rhizophagus irregularis isolate IR27. There
were four treatments to compare (Tasset non-inoculated, Tasset inoculated, Gola non-
inoculated and Gola inoculated). All inoculated seedlings vs non-inoculated seedlings showed
a significant increase in growth at the end of the nursery stage and these differences remained
after 18 months on jujube growth in the field. Molecular analysis of AMF community based
on MiSeq Illumina sequencing of 18S rRNA gene, revealed no significant effect of
provenance and inoculation factors and their interactions on richness, diversity and abundance
of native AM fungal communities whatever the inoculated treatments. The inoculant R.
irregularis IR27 was specifically traced and discriminated from native R. irregularis isolates
in roots by using qPCR assay targeting a fragment of the RNA polymerase Il gene (RPBI)
and still accounted for 12% to 15 % of the root colonization. Fruit production was
significantly increased in inoculated jujubes compared with non-inoculated controls. Success
and sustained positive effects of inoculation with R. irregularis IR27 hold promise for the role
that AM fungal inoculum could play within fruit production of jujubes cultivated in semi-arid
field conditions.

Keywords : Ziziphus mauritiana ; Glomeromycota ; qPCR ; MiSeq sequencing ; Ecological
engineering ; Senegal
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Résumé

Le jujubier (ou Ziziphus mauritiana Lam.) est un arbuste épineux a usages multiples (fruits, fourrage, bois de
service) prioritaire pour le reboisement et I’arboriculture fruitiére dans le Sahel. Dans ce contexte ou les sols sont
souvent dégradés et pauvres en minéraux (P en particulier), la mycorhization et la fertilisation phosphatée
pourraient jouer un role important dans 1’amélioration de la croissance et de la productivité des jujubiers.

L’objectif principal de ce travail était d’améliorer la croissance et la production fruitiere de Z. mauritiana par
I’inoculation mycorhizienne dans deux vergers au Sénégal. Il avait pour objectifs spécifiques (i) d’évaluer les
réponses a I’inoculation avec des CMA de différentes espéces de Ziziphus et de provenances de Z. mauritiana en
serre, (ii) d’évaluer I’impact de I’inoculation avec R. irregularis IR27 sur la croissance, la survie et la production
fruitiere de Z. mauritiana, (iii) d’évaluer I’impact de 1’inoculation sur la diversité des communautés de CMA
associés a Z. mauritiana en plantation et (iv) de déterminer la persistance de R. irregularis IR27 dans les racines
de Z. mauritiana en plantation.

Le champignon R. irregularis IR27 s’est avéré le plus efficace parmi les CMA testés. Le couple Z.
mauritiana /R. irregularis IR27 a donc été choisi comme modéle pour étudier I’impact de I’inoculation sur la
production fruitiére de deux provenances, Gola (variété indienne sélectionnée pour ses fruits de grosse taille) et
Tasset (provenance locale a fruits de petite taille) dans deux sites contrastés (Amally et Keur Mangari). Nos
résultats ont montré un effet positif de I’inoculation sur la croissance, la survie et le taux de mycorhization de Z.
mauritiana a 13 et 24 mois respectivement a Amally et & Keur Mangari. L’inoculation a également augmenté la
production fruitiére des jujubiers a 18 et 30 mois de plantation a Keur Mangari. Ces résultats montrent la grande
capacité de R. irregularis IR27 a compétir face aux CMA indigénes. Le séquencage Illumina MiSeq du géne /8S
a permis de révéler un impact négatif de I’inoculation sur la diversité et la richesse des communautés de CMA
natifs & Amally contrairement a Keur Mangari ou 1’inoculation n’a pas eu d’impact ni sur la diversité ni sur la
richesse des CMA. Le géne RPBI s’est révélé pertinent comme marqueur pour détecter R. irregularis IR27 dans
les racines de Z. mauritiana inoculés et évaluer par qPCR I’intensité de la colonisation racinaire des jujubiers par
R. irregularis IR27 qui a représenté 11 a 13% a 13 mois de plantation & Amally et 12 a 15% a 24 mois de
plantation a Keur Mangari. Cependant, il s’aveére important d’évaluer a plus long terme I’impact de R. irregularis
IR27 et son devenir dans les racines de Z. mauritiana en plantation sur plusieurs conditions environnementales.
Improved growth and fruit production of Ziziphus mauritiana Lam. by mycorrhizal inoculation
in orchards in Senegal

Summary

The jujube (or Ziziphus mauritiana Lam.) is an important multipurpose species (e.g. fruits, fodder, wood) for
reforestation and fruit farming in the Sahel. In this context where soils are often degraded and deficient in
phosphorus, mycorrhization and phosphorus fertilization could play a major role on improvement of jujube
growth and productivity.

The main objective of this work was to improve growth and fruit production of Z. mauritiana by mycorrhizal
inoculation in two orchards at Senegal. This work aims (i) to evaluate the responses of different species of
Ziziphus and provenances of Z. mauritiana to inoculation with AMF in greenhouse conditions, (ii) to assess the
impact of inoculation with R. irregularis IR27 on growth, survival and fruit production of Z. mauritiana, (iii) to
assess the impact of inoculation on diversity of native AMF communities associated to Z. mauritiana after
planting and (iv) to determinate the persistence of R. irregularis IR27 in roots of Z. mauritiana after planting.

The fungus R. irregularis IR27 proved to be the most effective AMF tested in this work. The pair Z.
mauritiana /R. irregularis IR27 has been chosen as model to study the impact of inoculation on fruit production
of two provenances, Gola (Indian variety selected for its large size fruits) and Tasset (local cultivar with small-
sized fruits) in two sites with contrasting rainfall (Amally and Keur Mangari). Our results showed a positive
effect of inoculation on growth, survival and mycorrhizal colonization of Z. mauritiana plants at 13 and 24
months after planting at Amally and Keur Mangari respectively. Inoculation increased also fruit production of
jujubes at 18 and 30 months after planting at Keur Mangari. These results indicated the high ability of R.
irregularis to compete with indigenous AMF. The MiSeq Illumina sequencing of /8S rRNA gene revealed a
negative impact of inoculation on AMF richness and diversity at Amally, unlike at Keur Mangari where
inoculation had no impact on AMF richness and diversity. The RPBI gene proved to be an appropriate marker to
detect of R. irregularis IR27 in inoculated Z. mauritiana roots and to evaluate by qPCR the root colonization of
R. irregularis IR27 which accounted for 11 to 13% at 13 months after planting at Amally and 12 to 15% at 24
months after planting at Keur Mangari. Therefore, it is important to assess at long-term the impact of R.
irregularis IR27 and its persistence in inoculated Z. mauritiana roots in large environmental conditions.
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