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Introduction

INTRODUCTION

Les propagules fongiques des champignons mycorhiziens arbusculaires (MA) sont soit sous
forme de mycélium ou spores libres dans le sol, soit de vésicules ou de fragments de racines
associés au champignon MA. Chacune de ces formes offre des potentialités susceptibles de
provoquer la germination du ¢ hampignon MA et I'infection de la plante. Cependant, les
spores de certains champignons a MA ont une période de dormance qui peut s'étendre de
quelques semaines a plusieurs mois selon I'espéce ou le mode de conservation (Tommerup,
1983). De ce fait, la culture et l'entretien et la conservation fiable des cultures fongiques est
important aussi bien pour la recherche que pour l'usage des champignons au niveau
commercial. La réussite de la culture dépend infiniment des plantes, du champignon et des
propriétés physiques et chimiques du sol ou le substrat (Smith et Read, 1997).

Afin de bénéficier de propagules avec un potentiel infectieux bien préservé, des conditions de
conservation appropriées sont essentielles pour les collections de culture fongiques.

Diverses techniques telles que le stockage sec, la lyophilisation, la cryopréservation avec ou
sans cryoprotectant, ont été développées pour la préservation a long terme des champignons
MA ; mais les investigations ont impliqué différentes especes fongiques et conditions de
conservation de sorte qu'il soit difficile de normaliser un procédé.

Par exemple, Young (1982) rapporta que quelques propagules de champignons MA sont
capables de germer et de coloniser des racines des plantes d'essai biologique aprés une
période de 2a 28a ns de conservation dans les sols secs maintenus & une certaine
température. Le lot de spore utilisé au cours de cette étude inclus les représentants des
especes de Glomus, de Acaulospora, de Gigaspora, et de Sclerocystis.

Pour que Iques espéces (Gigaspora margarita, Glomus mosseae, Glomus intraradices,
Acaulospora longula) il a été démontré que les spores ont différentes réponses a la durée de
conservation et la disponibilité de 1’eau dans le sol (Douds et Schenk, 1991). Ce qui refléte la
complexité des problémes de conservation des champignons mycorhiziens dans le sol.
Ferguson et Woodhead (1982) ont conseillé de stocker les pots de culture dans du sol sec a
3-6°C. Cependant, Siquera et al (1985) ont propos¢ que la méthode la plus simple et la plus

réussie pour conserver des champignons MA aété de laisser les spores dans du sol
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partiellement sec, et de garder 1'échantillon entier dans un récipient en plastique scellé a 4-
6°c.
Des auteurs ont montrés que le traitement par stockage prolongé dans le sol sec a 25-30°c
suivi d'un bref traitement au froid a 4°C avant prégermination, a au gmentée la germination
des spores de Glomus clarum sur eau d'agar (Louis et Lim, 1987) .
Il a également été rapporté que des espéces de Glomus clarum survivent mieux a la
conservation en milieu humide que dans le sable ou le sol sec (Draft et al, 1987). Mugnier et
Mosse (1987) ont stockés des sporocarpes de Glomus mosseae pendant 4 années a 4°C dans
une atmosphere moite, tandis que Afek et al (1994) constataient que I'inoculum sec (mélange
des racines, du sol et des spores) de G. mosseae était efficace une fois stocké pendant 4 ou 8
semaines a 24°C, ou au-dessous de 10°C.
Certains champignons MA ne peuvent étre cryoperservés par les techniques standard. Les
meilleures méthodes de cryoprotection et de cryopréservation sont avérées étre le séchage du
sol dans des pots de culture et la congélation (pendant 3 mois) des spores in situ, et cela dans
le sol dans lequel elles ont été produites (Douds et Schenk, 1990).Ce procédé¢ est satisfaisant
pour quelques especes représentatives de cinq genres de champignons MA. Saphir et al
(1990) ont suggéré le stockage du sol de l'inoculum a -10°c pendant 28 a 58 jours, afin
d'améliorer et de synchroniser la germination de spore de Glomus mosseae et de Glomus
fasciculatum.
Quand des cultures in vitro de Glomus intraradices sont lentement refroidies avant la
congélation la majorité contient des hyphes actifs, tandis qu'on élimine l'activité hyphale
presque totalement par la congélation dans les cultures non-préréfrigérées (Addy et al, 1990).
Ces différents travaux montrent que la viabilité et I’efficacité des propagules mycorhiziennes
varient selon les souches et les modes de conservation. Cependant il s’avere difficile de tirer
des conclusions générales au sujet de l'effet des conditions de stockage, sur le potentiel
infectieux des différentes souches fongiques de champignons MA et les formes d'inoculum a
partir de ces informations.
Le but du présent travail est :

e d’une part de mettre au point un protocole simple pour la conservation a long terme

des propagules mycorhiziennes afin de garantir une réserve et une source alternative

d'approvisionnement pour le début de cultures.

e ct d’autres parts d’évaluer 1’efficacité de ces propagules en conditions naturelles.
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Les résultats seront discutés dans un contexte de domestication et de valorisation de

I’inoculum MA dans les itinéraires techniques agricoles au Sénégal.

Rapport- gratuit.com i}
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Synthése bibliographique

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

L.- NOTION DE MYCORHIZES

Le terme "mycorhizes " (du grec mukes : champignon et rhiza : racines) fut a 1’origine crée
par le phytopathologiste Allemand Frank en 1885. Ce sont des associations symbiotiques
durables entre les racines des Végétaux supérieurs et le Mycélium (ensemble d’hyphes)
filamenteux des champignons telluriques. Il s’agit d’une union m utualiste basée sur des
échanges a bénéfices réciproques entre les deux partenaires symbiotiques. L’état de
mycorhization est trés répandu si bien que dans la nature il constitue la régle (Gerdemann,
1968) et intéresse environ 95% des plantes supérieures. Selon des critéres morphologiques et
anatomiques les mycorhizes sont réparties en trois groupes: les ectomycorhizes, les

ectendomycorhizes et les endomycorhizes.

Concernant les endomycorhizes ou champignons mycorhiziens arbusculaires (MA), il se
forme des spores souterraines dont la germination produit un hyp he mycélien capable
d’infecter les racines des végétaux. Le transfert des ¢éléments nutritifs du champignon vers les
cellules de la racine de la plante est possible grace aux arbuscules fortement ramifiés qui
constituent le site d’échange situé¢ entre la plante et le champignon. Les vésicules quand a
eux sont des structures en forme de sac, qui stockent le phosphore sous forme de

phospholipides. (Voire figure 1).

Cette forme d’association est plus connue sous le nom de symbiose mycorhizienne
arbusculaire, (Dommergues et Mangenot, 1970), la plante assure 1’approvisionnement en
photosynthétats dus ymbiote et le champignon mycorhizien améliore la nutrition
hydrominérale de la plante hote (voire figure 2). Caractérisés par une biotrophie obligatoire
(Hepper, 1987), les champignons mycorhiziens arbusculaires ne peuvent se développer qu’en
présence de racines de la plante hote et sous des conditions climatiques favorables. ; Jusqu’a
ce jour il est quasi impossible d’obtenir leur culture pure. La croissance et le développement
du champignon nécessiteraient de maniere indispensable plusieurs éléments nutritifs fournis
par le partenaire végétal. Pour accomplir son cycle de développement, le champignon aurait
besoin de conditions physico-chimiques propres a la culture in vivo et qui seraient pour autant
essentiels pour la culture pure. Les composés phénoliques en particulier les flavonoides
stimulent la croissance hyphale in vitro. L'impossibilité de cultiver le champignon MA sans la

plante hote serait attribuée également selon une hypothése a une perte d'une partie de son



matériel génétique au cours de 1’évolution, le rendant dépendant ldu métaholisme lde a plante

verte .

Les champignons MA sont également caractérisés par une absence de spécificité d’hdtes ce

qui est a I’origine de leur ubiquité. Ils se retrouvent sous tous les climats, dans tous les
écosystemes et ce, indépendamment du type de sol, de la végétation ou des conditions de
croissance. Cela explique le fait que la symbiose mycorhizienne arbusculaire s’étend des
poles aux tropiques a l’exception de quelques familles végétales comme les cruciféres et les
chénopodiacées qui sont dépourvues de mycorhizes (Hirrel et al.,). Cette particularité tout a
fait remarquable constitue une différence fondamentale par rapport aux autres symbioses et
justifie leur adaptation a des climats trés contrastés (Gerdemann, 1968; Mosse, 1973) ou a des
milieux désertiques, salés (Khan, 1974) ou métalliféres (Morton, 1986). Un champignon isolé
a partir de racines d'une plante ou de spores de sa rhizosphére peut facilement étre associé non
seulement a des espéces appartenant au méme genre (Molina et al, 1978) mais aussi a d'autres

plantes de genres ou de familles différents (Plenchette et al, 1982).
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1.1- Morphologie et nutrition

Les champignons mycorhiziens arbusculaires développent dans le sol un réseau important de
filaments microscopiques : les hyphes. Lorsque ces filaments entrent en contact avec une
jeune racine, ils s’y faufilent entre les cellules corticales et se propagent rapidement en
différenciant des arbuscules intracellulaires et dans certains cas, des vésicules intercellulaires.
On parle de champignons a ar buscules en référence a la forme des structures qu’ils
différencient dans les racines. Des spores sont également différenciées soit dans le sol et dans
les racines; elles servent d’organes de réserve et de propagation ainsi que de structure de
référence pour 1’identification des especes. On ne posséde a cej our aucun indice sérieux

quant a la sexualité des champignons MA.

Le contact étroit créé entre la plante et le champignon par le biais du réseau filamenteux
constitue le siege d’échanges nutritifs grace aux arbuscules permettant la survie et la
croissance des deux partenaires. D’une part, le champignon largement dispersé dans le sol par
le biais de son important réseau de filaments, a accés a un volume de sol plus important que le
systéme racinaire lui-méme. Les filaments fongiques servent donc de « pompe » pour diriger
vers la racine un supplément d’eau et de sels minéraux auquel celle-ci n’aurait pas
normalement accés. En échange, le champignon recoit de la plante des éléments métabolisés
qu’il s’avére incapable de synthétiser lui-méme, tels que sucres, acides aminés et métabolites

secondaires.

1.2- Cycle de développement

La culture in vitro en présence de champignons mycorhiziens en présence de racines isolées a
permis de mieux connaitre leur cycle de développement (Bécard et Piché, 1992 ; Diop et al.,

1992 ; Strullu et al., 1997).



Cycle de développement des Glomus

1a 5 : stades de développement; C: contact racinaire; Fi : forme intraracinaire; M: maturation

sporale; S: phase saprophytique; T: thalle.




dans les cellules corticales et se transforment en vésicules. La mycorhize ainsi constituée
produit un réseau extra matriciel qui serait a I’origine de chlamydospores selon plusieurs

auteurs.

Apres la maturation (M) ces sp ores sont disséminées dans le sol et seront a I’origine de
promycélium de départ. Lorsque les racine ou les tissus corticaux vieillissent, les vésicules
libérées dans le sol se développent en saprophytes(S). Le mycélium continue de croitre dans
les conditions naturelles grace a la constitution du réseau extra-matriciel représentant le thalle
(T). Ce thalle posséde des capacités d’assimilation et de croissance. La multiplication
végétative est alors réalisée grace a d es chlamydospores (4). Aprés maturation (M) et
libération, les chlamydospores redeviennent aptes a réinfecter les racines en produisant un

promycélium (1).

1.3.- Influence de la température sur la germination des propagules mycorhiziennes
L’environnement dans lequel sont conservées les propagules de champignons MA joue un
role essentiel pour leur survie et leur efficacité¢ dans la symbiose. Il est donc indispensable de
maitriser I’ensemble des paramétres qui interviennent dans le conditionnement et déterminent
le comportement futur de I’inoculum.

Parmi ces paramétres, la température occupe une place de choix. Ce qui justifie les nombreux
travaux effectués en vue de mieux comprendre le réle de ce facteur dans la conservation des
propagules.

Schenk et al., (1975) ont étudiés les effets de la température sur la germination des spores et la
mycorhization en conditions axéniques. Ce qui a permis de montrer la préférence des
températures élevées (34°C) pour Gigaspora coralloidea et Gigaspora heterogama et des
températures basses (5°C) pour Glomus mosseae.

Le stockage des spores des champignons MA dans le sol a 5°C est une maniére commune de
préserver ces champignons. Cette méthode est s atisfaisante pour Glomus intraradices
(Schenk et Smith) mais pas pour Glomus margarita (Becker et Hall), Glomus mosseae
(Nicholson et Gedermann) (Gedermann et trappe), et Acaulospora longula (Spain et Schenk)
L’incubation pour 47h dans le tréhalose a conféré une mesure de protection contre les effets
néfastes pouvant affecter la germination de spores de Glomus margarita précédemment
congelées.

La meilleure méthode de cryoprotection et de cryopréservation s'est avérée étre le séchage

lent des sols dans des pots de culture et la congélation des spores par le procédé in Situ.



La méthode la plus généralement utilisée de maintien du potentiel germinatif des
champignons MA est la culture continue dans des pots contenant du sol avec une plante hote.
Mais cette méthode est un travail qui nécessite beaucoup de temps et de I’espace et peut ne
pas maintenir la variabilité génétique des champignons rassemblés dans un champ.

Les spores de champignons MA sont généralement stockées a 4-5°c dans des pots de culture
contenant du s ol sec ( Siquera et al., 1985).Les cultures de Glomus fasciculatum ont été
stockées avec succes pendant 4 années dans le sol sec a 3-5°C(Ferguson et Woodhead, 1982).
Cependant I’inoculum issu du stockage frais et sec n’est pas efficace a tous les coups.
Mugnier et Mosse (1987) ont stocké les sporocarpes de Glomus mosseae pendant 4 années a
4°C dans des solutions salines trés saturées qui maintiennent une grande humidité relative.
Les spores des habitats tropicaux survivent mieux au stockage dans des sables ousols
humide que dans les sables ou sols secs (Draft, Spencer et Thomas, 1987).

Les essais pour préserver ces champignons dans l'azote liquide n'ont pas réussis (Sylvia,
1984). L'¢tape de lyophilisation simple a été efficace seulement pour les especes ayant des
spores emmurées, épaisses (Dalpé, 1987). La basse congélation des pots de culture contenant
du sol, du sol avec de la kaolinite, ou la kaolinite a -40°c suivi rapidement de la congélation a
-196°c, a été testée pour préserver le potentiel infectieux de champignon MA colonisés dans
des morceaux de racines, mais les solutions cryoprotectives étaient inefficaces (Tommerup et
Bett, 1985).

Tommerup (1988) a conservé avec succes les spores et les hyphes de champignons MA par
séchage et stockage sous vide. Cependant, Tommerup (1988), déclare que la
cryopréservation peut étre le choix final dans les méthodes de conservation mais il y a peu

d'études visant a développer ceci comme procédé courant pour les champignons MA.

1.4.- Effets bénéfiques de I’inoculation des champignons mycorhizienne sur les plantes
cultivées

Les effets bénéfiques des champignons MA sur les plantes cultivées sont largement

démontrés notamment par le biais de ’amélioration de la nutrition phosphatée, de I’absorption

du potassium, de 1’azote et des oligo-¢éléments tel que le cuivre, le zinc et le souffre (Cooper et

Tinker, 1978 ; Strullu et al., 1981 ; Francis et al., 1986 ; Declerck et al., 1994).

Ces effets résultent de I’intense exploration du sol par les hyphes fongiques pour prélever les

ressources hydrominérales (Gianinazzi Pearson et Diem, 1982).
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En effet, de nombreux travaux ont mis en évidence le role bénéfique des associations
mycorhiziennes dans la nutrition hydrominérale et la protection phytosanitaire des plantes

(azco-Aguilar et Barea, 1992 ; Lindermann, 1992).

1.5.- Role dans I’amélioration de la nutrition phosphatée

Le phosphore participe a plusieurs processus physiologiques au sein de la plante comme la
floraison, la fructification, le transfert d’énergie et la fonction chlorophyllienne (Camiré,
1987).

Le sol contient du phosphore sous divers états et en grande quantité mais seulement une tres
petite partie est assimilable par les plantes. De plus, le phosphore est connu comme étant
moins mobile que les ¢léments majeurs (Gianinazzi Pearson et Gianinazzi, 1976 ; Harley et
Smith, 1983). Selon Harley et Smith, 1983, une carence en phosphore est observée dans de
nombreux sols tropicaux entrainant une limitation de la croissance chez les plantes.

Les racines constituant I’interface entre les besoins de la plantes et la disponibilité du sol en
¢léments nutritifs, n’explorent qu’une partie de ce dernier, la rhizosphére. Il se produit alors
une zone d’épuisement autour de la racine et untransfert d’ions est indispensable pour
réapprovisionner la solution du sol. L’absorption du phosphore est facilitée par les hyphes
mycéliens des champignons MA qui prospectent au-dela de la zone d’épuisement des racines.
Par ailleurs, les hyphes fongiques s ont capables de jouer unr 6le trés important dans
I’accumulation et 1’absorption du phosphate du fait qu’elles peuvent prélever rapidement le
phosphate a partir des solutions peu concentrées en phosphate de potassium (Harley et Mc
Cready, 1952 ;Harley,1978 ; Strullu et al ,1986). Le phosphore est ainsi accumulé sous forme

de polyphosphates dans les vacuoles du champignon.

1.6.-Protection phytosanitaire :

Le role protecteur des mycorhizes contre les phytopathogénes a été mis en évidence (Perrin,
1991) et dépendrait du niveau de phosphore dans le sol (Davies et al, 1979 ; Smith, 1998).
Des études ont montré des effets soit néfastes (Schoenbeck, 1980), soit bénéfiques
(Feldemann et al, 1990) de la mycorhization sur les maladies de la partie aérienne des plantes.
L’infection mycorhizienne permet une atténuation des effets produits sur la plante par des
nématodes phytoparasites du s ystéme racinaire (Sikora et Schoenbeck, 1975 ; Schenk et
Kellam, 1978).

Jusqu’a présent, aucune étude n’a mentionné un effet direct de prédation ou d’antibiose sur

les interactions MA et organismes pathogeénes. D’aprés Meyer et Lindermann (1986),
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I’aptitude prophylactique serait due a une modification a la fois qualitative et quantitative de
I’exudation racinaire.

L’effet protecteur est dépendant de la nature du symbiote. Les champignons mycorhiziens
renforcent la résistance et favorisent la croissance des cultures. En effet, la gravité¢ des
maladies des plantes mycorhizées est presque toujours réduite. Par exemple: les
endomycorhizes permettent une réduction de la gravité des pourritures racinaires produites
par Phytophthora spp. Elles sont évoquées dans différentes revues de synthése (Schoenbeck
1979, Dehne 1982, garcia garrido et Ocampo 1987).

Des études ont montré que les plantes mycorhizées comptent moins d’organismes pathogenes
dans leur rhizosphére que celles qui ne le sont pas (Baker et Cook, 1974).

On ne connait pas de fagon précise le role des mycorhizes dans cette protection. Des
hypothéses sont avancées pour expliquer ces phénomene : I’action direct sur les bactéries, les
champignons et les virus pathogenes ; la modification de 1a microflore environnante et la
stimulation des mécanismes de défense.

On pense que la mycorhization agirait comme une vaccination en préparant la plante a réagir
plus vite a ’attaque du pathogene. Quoiqu’il en soit, les mycorhizes jouent un rdle protecteur
incontestable comme antagoniste d’autres espéces en empéchant leur pénétration et en

s’opposant a leur role de pathogéne.

1.7.-Mycorhizes et stress environnementaux

La plante mycorhizée s’avére mieux nourrie et mieux adaptée a son environnement. Elle
acquiert ainsi une protection accrue contre les stress environnementaux, notamment la
sécheresse (Subramanian et al, 1995), le froid (Chorest et al., 1993 ; Paradis et al., 1995) la
salinité élevée (Young et al., 1995), la pollution (Leyval et al., 1994 ; Stetty et al., 1995).

Les plantes mycorhizées résistent mieux ala transplantation et répondent de fagon plus
favorable au stress hydrique. Les champignons endomycorhiziens, Glomus intraradices et
Glomus albidum ont montré un e ffet positif sur la croissance de Manihot esculenta. Les
plantes de manioc endomycorhizées montrent une résistance plus grande au stress hydrique
que les témoins non mycorhyzés (Subramanian et al, 1995).

Globalement les plantes mycorhizées voient leur croissance et leur santé améliorée et
acquierent du coup une protection accrue contre les conditions environnementales
défavorables a leur survie.

Les mycorhizes contribuent de plus a l’équilibre des terres en influengant particuliérement

leur structure (Miller et Jastrow, 1992). Les substances polysaccharidiques (stockées en
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générale dans les vacuoles) avec les composés aromatiques et les cations libérés par les
mycorhizes cimentent les particules d’argile et les débris organiques donnant ainsi des macro-

agrégats stables.

II.-METHODES DE PRODUCTION D’INOCULUM

2.1.-Culture in vivo

Il s’agit 1a de systémes de culture ouverts. Plusieurs types de propagules (spores, hyphes,
vésicules intraracinaires) peuvent servir a produire des mycorhizes a vésicules et arbuscules
de facon isolée ou bien avec des mélanges de substrats contenant des spores ou des racines
colonisées. La densité d'inocula si critique soit-elle dépend du bon v ouloir du chercheur
(Diop, 1990). Une constante pour ces types de culture est le choix d'une plante mycotrophe

comme partenaire végétal. Parmi les méthodes de culture, nous distinguons:

2.1.1- La culture sur sol préparé

Elle est I'une des plus efficaces et se fait traditionnellement a méme le sol préalablement
fumigé ou stérilisé. Cette méthode trés usitée dans les pays en voie de développement du fait
de son coflit peu ¢€levé, permet de produire de I'inoculum en grande quantité¢ souvent utilisé

comme biofertilisant.

2.1.2- La culture en pots
Elle permet de produire de l'inoculum MA dans des contenants avec un substrat
préalablement stérilis¢ (Turface, sable ou vermiculite), une plante piege et de I'inoculum MA

sous forme de fragments de mycorhizes ou d'entités sporales.

2.1.3- La culture aéroponique:
Développée par Zobel et al., (1976) puis perfectionnée par Hung et Sylvia (1988); Elle
consiste a vaporiser de fagcon mécanique et constante une solution nutritive (Hoagland) sur

des racines afin de fournir a ces derniéres une humidité et une aération adéquate.
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2.1.4- La culture hydroponique:

Il existe deux systémes de culture qui reposent sur le méme principe de renouvellement de la
solution nutritive. D'une part la culture hydroponique classique utilisée par Ojala et Jarell
(1980) avec comme substrat de la silice imbibée de solution nutritive de Hoagland et un
recyclage quotidien d'éléments nutritifs. D'autre part la culture sur film nutritif qui consiste a
produire des MA sur des plateaux inclinés dans lesquels on note une perpétuelle recirculation
de la solution nutritive de Hoagland sans azote (Mosse et Thompson, 1984). Ces systemes
nécessitent pour étre bien exploités, une bonne connaissance scientifique des partenaires

symbiotiques ainsi qu'une surveillance accrue des éventuels contaminants.

2.2- Culture in vitro

Ce sont des systemes de culture en milieu fermé. La culture in vitro des champignons
mycorhiziens a v ésicules et arbuscules se heurte a une difficulté¢ énorme : la nécessité de
maitriser les besoins nutritionnels des deux organismes (le champignon et le végétal) tres
¢loignés d’un point de vue systématique.

Dans ces types de culture on distingue : les cultures fongiques monoxéniques (avec un seul
organisme étranger, la racine isolée) et les cultures axéniques ou culture pure de champignons
(spores, vésicules ou mycélium) ou de racines sans d’autres organismes étrangers (Strullu et

al., 1997).

2.2.1- Culture axénique

La culture pure ou axénique massive constitue actuellement le verrou biotechnologique que
les microbiologistes cherchent a f aire sauter. Cependant 1’impossibilité de cultiver les
champignons mycorhiziens av ésicules et arbuscules sans la plante hote constitue la

complication majeure a la réussite de ces cultures.

a) Culture a partir de spores

Les premieres synthéses axéniques ont été réalisées chez le fraisier et le pommier par Mosse
(1959) a partir de spores pré germées en conditions axéniques sur agar. Les réserves sporales
peuvent maintenir une croissance limitée des hyphes germinatifs pendant une semaine avant
'apparition des septations (Hepper, 1983). Certains flavonoides (Morandi, 1989; Chabot et
al., 1992) et composés volatils particulierement le CO, (Bécard et Piché, 1989a) peuvent

maintenir une culture axénique des spores pendant plus de trois mois. Le systéme ensuite été
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simplifié lorsqu’on a réussi a associer des spores de Glomus mosseae a des racines excisées
de tréfle et de tomate(Hepper et Mosse,1975,1980 ;Mosse et Hepper,1975) sur agar puis des
synthéses ont été réalisées en milieu liquide (Mac Donald,1981 ;St John et al.,1981).Plus
récemment des spores ont pu étre associées a des racines (tomate et carotte) transformées par

le plasmide d’Agrobacterium rhizogenes (Mugnier et Mosse, 1987 ; Bécard et Fortin,1988).

La culture in vitro de Glomus par la forme intraracinaire seule ou en association avec des
racines excisées de tomate ou de carotte a montré un important potentiel de production de
propagules MA et révélé différents aspects du mode de vie biotrophique des Glomus. Par
exemple : par des subcultures réguliéres en conditions axéniques, les champignons MA
isolés d’Acacia albida sont maintenues en culture continue permettant de créer des banques

de champignons.

Des sections de racines mycorhizées sénescentes de 2 espéces de champignons MA (Glomus
intraradices et Glomus versiforme) ont formé, in vitro des structures extraracinaires dans 2
milieux différents (eau gélosée et milieu minimal M) au bout de 3 mois de culture en
l'absence de 1'hote végétal. Une soixantaine de spores viables a pu étre obtenue avec Glomus
intraradices. Ces spores étaient capables de compléter leur cycle de vie en les réassociant a
des racines d'explants de tomate. Le développement du mycélium et la sporulation obtenus a
partir de fragments de mycorhizes sénescents dans des milieux pauvres ont montré
lI'importance des facteurs abiotiques pour le succés de la culture in vitro des formes
intraracinaires des champignons MA (Diop et al., 1994 a).

Ces différentes synthéses axéniques produisent des spores et il a été démontré avec
Gigaspora margarita qu’il été¢ possible de maintenir ces cultures pendant une trés longue
période (Diop et al. ,1992).

b) Culture a partir de vésicules
Les vésicules présentes dans le cortex de la racine mycorhizée sont des organes de réserve
capables de reproduire la symbiose et dans bien des cas, 1’inoculat sous forme de racines
mycorhizéees ser évele plus actif que les spores. Cependant les racines stériles peuvent
héberger d’autres champignons que les champignons MA et aprés plusieurs tentatives
d’isolement plus ou moins fructueuses (Barrett, 1961 ; Gerdemann, 1968), ce sont les travaux
de Strullu et Rolland (1986,1987) qui ont aboutit & la mise au point d’un standard pour
I’isolation des mycéliums en conditions axéniques, soit a partir de racines mycorhizées, soit a

partir de vésicules isolées. Ces mycéliums ont été réassociés in vitro a des racines de tomates.
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Cette méthode a permis récemment d’obtenir la production de plusieurs milliers de spores
axéniques (Diop et al., 1994). Actuellement on développe un standard de culture associant in
vitro une seule vésicule a une racine excisée. Ce standard vise a permettre, d’une part la
purification des souches et leur maintien en culture permanente, et d’autre part, la production
de matériel axénique pour la caractérisation du génome et de 1’état symbiotique en biologie

moléculaire (Simon et al., 1992,1993a, 1993b ; Simoneau et al., 1994).

¢) Culture de racines isolées
L'utilisation des racines excisées en tant que partenaire hote dans la symbiose des
champignons MA a été proposée la premicre fois par Mosse et Hepper (1975). Les racines
isolées peuvent Etre propagées sans interruption dans différents milieux solides et liquides
avec une reproductibilité ¢levée. Des racines clonales d'environ 15 plantes ont été établies
(Butcher, 1980), et cette liste a été agrandie pendant les derni¢res décennies.
Le déclenchement des racines isolées exige le pré germination de graines dans des surfaces
précédemment stérilisée avec les désinfectants classiques (hypochlorite de sodium, peroxyde
d'hydrogéne).
La transformation des racines par I'ADN de transfert (T-DNA: transfer-DNA) du plasmide
Ri (Root inducing) d'Agrobacterium rhizogenes, bactérie responsable de la maladie du "hairy
root " offrent des possibilités intéressantes de production axénique et a plus grande échelle
d'inocula endomycorhiziens. Ces racines transformées présentent des caractéristiques
tumorales, en particulier une potentialité de croissance supérieure aux racines normales. In

vitro, les racines transformées se caractérisent morphologiquement par leurs nombreuses

ramifications latérales, leur développement homogene, 1'abondance de leurs poils absorbants
et leur tendance a p ousser horizontalement. Elles poussent de maniére indéfinie sur des
milieux nutritifs simples sans phytohormones, liquides ou gélosés; en boite de Pétri ou en
fermenteurs. Leur croissance peut étre extrémement rapide. Elles apparaissent idéales pour

¢étudier les symbiotes obligatoires (Rajnchapel-Messai, 1989).

2.2.2- Culture monoxénique
Le systeme de culture monoxénique comprend : le choix de 1’inoculum de départ approprié
et son isolation, et 1’établissement de la symbiose c'est-a-dire 1’association de I’inoculum a

une plante hote mycotrophe sur le milieu de croissance synthétique.
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a. Choix del'inoculum :

En général, les spores et les racines mycorhizées utilisées pour initier les cultures
monoxéniques proviennent de plantes pieges cultivées sous conditions controlées de serre sur
du sol naturel ou en présence de propagules isolées de champignon MA. Les systémes de
culture hydro et aéroponique peuvent également servir a la production d'inoculum. Pour la
phase intraracinaire du champignon MA, on recommande souvent d'utiliser le poireau
(Allium porrum) comme plante piége en raison de sa cr oissance rapide et son caractere
mycotrophe marqué. Les jeunes racines de poireaux sont également translucides sous
binoculaire, rendant les vésicules facilement discernables.

Les spores et les racines mycorhizées de la plante piége sont récoltées sur un tamis. Les
spores sont examinées sous binoculaire et récoltées aprés plusieurs isolations dans 1'eau. Les
vieilles spores et les débris sont ¢liminés. Les racines sont observées sous binoculaire. En
pratique, les racines mycorhizées turgescentes, jeunes et blanches (contenant de nombreuses
vésicules) sans contaminants de surface discernables et sans blessures sont sélectionnées.
L’utilisation des fragments racinaires contenant des vésicules est plus recommandée. C'est
notamment le cas pour certains genres de Glomus, Acaulospora et Entrophospora. Pour les
espéces appartenant au genre Gigaspora et Scutellospora (qui ne contiennent pas de

vésicules), les spores sont préférées.

b. Etablissement de la symbiose mycorhizienne

Les spores présentant une germination et les fragments racinaires mycorhizés montrant une
croissance hyphale sont réassociés avec une racine hote sur le milieu de culture synthétique:
le milieu Strullu-Romand modifi¢ (SRM), (Declerck et al., 1998 m odifi¢ de Strullu et
Romand, 1986) ou le milieu minimum M (Bécard and Fortin, 1998). En général, la propagule
est transférée dans une boite de Pétri prés d'une zone en croissance active de la racine
(Declerck et al., 1998), ou en transférant une racine hote en croissance active a proximité de la
propagule. Une sporulation est observée apres plusieurs semaines ou mois suivant la souche
considérées.

Des espéces appartenant a Gigaspora (Bécard et Piché, 1989; Diop et al., 1992), Glomus (St
Arnaud et al., 1996; Strullu et al., 1997; Declerck et al., 1998, Gryndler et al., 1998; De Souza
and Berbara, 1999; Pawlowska et al., 1999; Declerck et al., 2000b), Acaulospora (Dalpé and
Declerck, 2002), Scutellospora (de Souza and Declerck, 2003; Declerck et al., 2004) et
Sclerocystis sont cultivés avec succes suivant cette méthodologie. L'amélioration continue des

techniques résulte en un nombre croissant d'espéces disponibles. De cette fagon, il est possible
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de créer une collection monoxénique de ces symbiotes (Glomeromycota IN vitro collection -
GINCO).

Bien que la culture in vitro soit un systéme artificiel, ce peut étre un outil valable pour étudier
l'aspect fondamental et pratique de la symbiose de MA, complétant les approches
expérimentales. Le développement du mycélium extraradical dans des conditions aseptiques
est souvent accompagné par la production de prétendu arbuscule comme les structures (ALS)
(Bago et al., 1998a) ou des structures absorbantes embranchantes (BAS) (Bago et al., 1998b).
Les auteurs suggerent l'implication possible d'ALS/BAS dans les emplacements d'échange
entre les champignons MA et les plantes de hotes.

En faisant la synthése de plusieurs travaux réalisés en conditions naturelles et controlées,
Diop (1995) a proposé unm odele d’extraction, de purification, de conservation de
germplasme fongique (voire figure). Ce modele permet d’assurer la permanence génétique
des champignons MA et d’avoir du matériel pour les études appliquées et fondamentales.

Les propagules produites (les spores, les hyphes, les racines infectées) peuvent germer et
réinfecter de nouvelles plantes efficientes .L' encapsulation stabilise les propriétés biologiques
des racines mycorhyziennes et des vésicules ou spores isolées (Strullu et al., 1991; Declerck
et al., 1996b).Cet immobilisation préservent également l'infectiosité des propagules de MA

en culture in vitro ou des essais in vivo.

La figure 4r eprésente unm odéle d’extraction, de purification, de conservation de
germplasme .Les champignons MA peuvent étre isolés de la rhizosphére des arbres au niveau
de la nappe phréatique a des profondeurs pouvant atteindre 35m (1). Les spores sont soit
multipliées en serre en combinaison avec une plante mycotrophe (2) ou cultivées en
conditions monoxéniques en présence de racines isolées (3,4); elles peuvent aussi étre
associer a une plante hote (5). Les formes intraracinaires des champignons MA (6,7) peuvent
étre utilisées comme inoculum de départ pour obtenir des cultures monoxéniques (8) dans les
milieux M de (Bécard et Fortin, 1988) ou MSR de (Diop, 1995). Ainsi par cette technique,
plusieurs générations de champignons MA sont obtenues par repiquage tous les quatre mois
avec une transmission totale de la mycorhization : sans perte de viabilité (9). Méme les pertes
susceptibles de se produire peuvent étre annihiler par une introduction dans le milieu d’une
plante mycotrophe (10). Dans les systemes de culture In vitro, 1’utilisation de "sunbag" est
une autre alternative pour 1’obtention d’une production massale de spores exemptes d’une

quelconque contamination (11).
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Matériel et Méthodes

MATERIEL ET METHODES

L.- Site d’étude

Le travail a été réalisé dans un premier temps au laboratoire (LBC) pour I’isolement des
souches fongiques et leur conditionnement dans différentes étuves selon les températures
requises et dans unsecond temps en serre dans le jardin botanique du Département de
Biologie végétale de la faculté des sciences et techniques de Dakar pour une éventuelle
inoculation. Cependant le sol a été préalablement stérilisé par autoclavage (120°C pendant 1H
30mns) puis refroidit et mis dans des gaines de 1,5 kg pour éviter toute contamination

extérieure qui pourrait affecter 1’effet de I’inoculation mycorhizienne.

I1.- Matériel fongique (voire photos)
Le matériel fongique utilisé est constitué de trois espéces de champignons du genre Glomus. 11

s’agit de :

Glomus aggregatum (Schenke & Smith emend. Koske) (DAOM 227 128) : les spores sont

quelquefois solitaires mais le plus souvent en petites grappes, sphériques a ovoides jaunes
pales a dorées. Le diamétre des spores varie entre 30 et 210 um. Dans quelques cas on
observe la présence d’une structure sporale a I’intérieur d’une spore (Koske, 1984).La paroi

sporale est formée de 1 a 2 groupes et ’hyphe suspenseur est souvent droit ou courbé.

Glomus mosseae (T.H. Nicholson & Gerd. Gerd & Trappe) (DAOM 227 131): le nom

Glomus mosseae a été donné a ce champignon pour rendre hommage a Barbara Mosse qui en
1962 aréalisé la premiére culture aseptique de spores en présence de racines isolées sur
gélose (Langley & al.,1983).Les spores isolées de couleur jaunes a dorées sont globuleuses
ou ovoides avec un di amétre pouvant varier de 100a 320um. L’hyphe suspenseur en

entonnoir est caractéristique.

Glomus intraradices (Schenk &Smith) (DAOM 197 198): Les spores sont soit en agrégats

pourvues d’hyphes ou solitaires dans le sol et sont parfois méme formées dans les racines. A
I’étape juvénile, elles sont hyalines, jaune pale a jaune grisonnant; mais a maturité elles
présentent une teinte verdatre et sont de forme globuleuse a subglobuleuse. Leur diametre est

compris entre 30 et 120 um.
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Ces souches appartiennent a la collection duL aboratoire de Biotechnologies des
Champignons (LBC) du Département de Biologie Végétale de I’Université Cheikh Anta Diop
de Dakar.

2.1- Production d’inoculum

Les souches utilisées comme source d’inoculum sont multipliées séparément en serre dans des
pots en plastiques de capacité 1.5kg. La plante ayant servi de plante piége est le mais (Zea
mays L.), le substrat de culture est constitué de sable grossier de plage pauvre en phosphore
préalablement lavé a I’eau courante et stérilis¢ a 120°C pendant 2h.

Les plants sont arrosés tous les 15 jours avec 100ml d’une solution nutritive de Long Ashton
(voire annexe) (Hewit, 1966). Apres trois mois de culture le substrat de culture et la partie
racinaire du mais infectée par la souche appropriée sont minutieusement récoltés et conservés

au frais jusqu’a leur utilisation.

Composition du sable de plage

Caractéristiques physico-chimiques du sable de plage (Diop, 2003)

argile Limon limon sable sable matiere C P N C/N pH

fin grossier  fin grossier organique (%) ppm  (%o) eau
(%) (%)
0,0 0,00 0,00 0,16 98,2 0,00 <0,08 16,00 0,073 Faible 8.50

2.2.- Bullage, Conditionnement et conservation

2.2.1- Bullage

L’extraction des spores se fait par tamisage humide selon la méthode de Gerdemann et
Nicolson, (1963).Le substrat contenant les propagules mycorhiziennes ( fragments de
mycorhizes, spores, hyphes) est d’abord placé dans un grand bécher puis rincé abondamment
a I’eau de robinet. Aprés avoir laissé décanter pendant quelques secondes, la suspension
sporale est versée dans un tamis a mailles tres fines (32pou 50um) pouvant retenir les spores.
L’eau est alors filtrée et le résidu contenu dans le tamis versé dans un petit bécher.

L’opération de ringage, de décantation et de tamisage humide est répétée trois fois afin de
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récupérer le plus de spores possible. Le substrat tamisé sera ensuite réparti dans des tubes de
centrifugation tubes Corex). Une solution de saccharose a 60% est ajoutée dans chaque tube.
Ces tubes sont centrifugés pendant 10minutes a 8000 tours par minute a une température de
4°C.

Apres centrifugation de la suspension sporale , il sera observé deux phases distinctes dans
chaque tube de centrifugation : un liquide en suspension clair contenant les spores prélevé a
I’aide d’une pipette et une phase solide plus dense constituée de débris divers accumulée au
fond des tubes qui sera jetée. Les spores contenues dans le liquide en suspension sont placées
sur un tamis a mailles fines (50um) et rincées abondamment avec de I’eau afin de les
débarrasser de 1I’exces de saccharose puis elles subissent un dernier ringage avec de la solution
physiologique additionnée d’antibiotiques. Elles sont conservées au froid a 4°C dans des
tubes fermés avec la solution physiologique jusqu’a utilisation.

La sélection des fragments mycorhizés s’effectue ala loupe binoculaire. Les segments de
racine sélectionnés sont ceux montrant la présence de vésicules. Ces segments sont sectionnés

et mis dans des tubes eppendorf contenant du liquide physiologique et conservés au froid.

2.2.2- Conditionnement et conservation
Dans nos travaux, le conditionnement consiste a conserver les propagules mycorhiziennes
(spores et fragments mycorhizés) dans un substrat sous une gamme de température allant de -

4 a45°C.

- Le substrat : Nous avons deux types de substrat

Le son de riz

Le son de riz mélangé avec de la gomme arabique

Pour la préparation de la gomme nous procédons de la sorte :

Dans 100ml d’eau distillée chaude nous malaxons 60g de gomme en poudre ce qui nous
permet d’obtenir une solution de gomme relativement homogene. C’est ainsi que pour n

quantité¢ de gomme nous ajoutons n quantité de son de riz ce qui nous permet d’avoir un autre

substrat.
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- températures : les différentes températures testées sont les suivantes :

-20°C
0°C
4°C
25°C
35°C
45°C

- propagules : deux types de propagules sont utilisés : les spores et les fragments mycorhizés

Ce dispositif peut étre qualifié de factoriel puisque toutes les combinaisons de facteurs s’y

retrouvent.

A la loupe, les propagules mycorhiziennes sont récupérées a 1’aide d’une micropipette en
raison de 20 pour les spores et 3 pour les fragments mycorhizés et déposées dans le substrat
contenu dans des boites de pétri. Pour chaque température nous effectuons 5 répétitions.

Les boites de pétri sont ensuite conservées aux températures pré requises pour une durée de

deux mois.

I11.- Matériel végétal

Des graines d’Acacia nilotica var adansoni fournies par la direction des semences (Pronasef)
ont ét¢ utilisées. Au laboratoire les graines subissent une scarification chimique dans de
I’acide sulfurique pendant 1H30, puis elles sont rincées abondamment a1’eau afin de les
débarrasser des traces d’acide avant d’étre imbibées dans de 1’eau stérilise pendant 24h .A
I’issue de ce traitement, les graines sont déposées dans des boites de pétri contenant de la
gélose (0,8%) et placées a une température de 35°C a I’obscurité pour la prégermination

Au bout de 48h, les plantules sont transférées en serre pour 1’inoculation avec les propagules

préalablement conditionnées a différentes températures.
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IV.- Dispositif expérimental

L’inoculation aét é effectuée au moment de la transplantation en serre. Le dispositif
expérimental utilisé est de type factoriel faisant intervenir 3 facteurs que sont : la température,
le substrat et les propagules. Les plantes sont disposées dans un systéme totalement
randomisé avec 4 répétitions par traitement. Elles sont maintenues en culture pendant 3 mois.
L’abri est éclairé par la lumiére du jour avec une photopériode approximative de 12h et une
température de 30+ 2°C. Les plants sont régulicrement arrosés a 1’eau de robinet et

maintenues a la capacité du champ.

V.- Paramétres mesurés

Afin de détecter I’impact de I’inoculation sur les plants de Acacia nilotica, un s uivi de
I’évolution de la croissance des plants est effectu¢ a I’aide de mesure de leur taille tous les 15
jours pendant 3 mois.

A la récolte, la biomasse aérienne a € té séchée pendant 72 h a I’étuve a 7 5°C afin de
déterminer le poids sec aérien.

Pour estimer I’infection mycorhizienne arbusculaire, des prélévements de racines sont
effectués. Les racines séparées de leur partie aérienne sont soigneusement rincées a 1’eau de
robinet pour éliminer les particules adhérentes de sable. Elles sont ensuite éclaircies au KOH
10% et colorées au bleu Trypan (0,05%) selon la méthode de Philips et Haymans (1970).

Le taux de mycorhization est par la suite évalué¢ par la méthode de Gridline intersect method
(Giovannetti and Mosse, 1980).

Pour la nutrition minérale, 1’azote total a été dosé selon la méthode de Kjeldahl, le phosphore
selon la méthode au métavanadate et molybdate d’ammonium (Jakson) et le potassium par
photométrie au niveau dul aboratoire d’analyses des sols de la Compagnie Sucricre
Sénégalaise (C.S.S.), Richard Toll, Sénégal.

La méthode de Green Line permettra par la suite de déterminer 1’intensité de la mycorhization
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Résultats et Discussions

L.-Impact des différentes souches sur le poids de matiére seche de la partie aérienne des
plants de Acacia nilotica

1.1-Impact de Glomus aggregatum

A la température de -20, la meilleure production de biomasse est observée avec 1’inoculation
avec les fragments racinaires mycorhizés non enrobés alors que les plants les moins
développés ont été observés lorsque 1’inoculum est constitué de spores non enrobées.

A la température de conservation 4°C, les biomasses les plus importantes ont été retrouvées
avec I’inoculation avec les spores enrobées. De poids secs relativement tres faibles de moins
de 0.3 gont obtenus lorsque I’inoculum est composé de spores enrobées. Les meilleurs
rendements avec 1’inoculation avec cette souche quel que soit le traitement considéré sont
obtenus au niveau de l’inoculation avec le non enrobage des fragments mycorhizés et les
spores non enrobées a la température de 25°C alors qu’aucune différence significative n’est
notée entre 1’effet de 1’inoculation avec les fragments racinaires non enrobés et celui de
I’inoculation avec des spores enrobées. Lorsque la température de conservation est de 35°C,
le non enrobage des fragments ainsi les spores non enrobées induisent toujours les meilleurs
rendements avec un poids sec moyen de 0.75 g. Avec I’inoculation avec les spores enrobées,
induits par les autres types d’inoculum. A la température 45 °C de conservation de
I’inoculum, seuls les fragments mycorhizés permet une production de matiere satisfaisante ;
le poids sec moyen observé avec les autres inocula reste faible et aucune différence
significative n’est notée entre leurs effets respectifs sur la production de biomasse des plants

d’Acacia nilotica.
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1.2-Impact de Glomus intraradices

Avec cette souche, I’enrobage des fragments stimule considérablement la production de
matiere. En effet le moyen poids sec moyen des plants avec ce traitement est plus de 1 g et
moins de 0.7 g avec les autres types d’inoculum. Lorsque la température de conservation est
de 4°C, les fragments enrobés permettent une plus grande stimulation de biomasse. Les
biomasses obtenues avec 1’inoculation par les propagules non e nrobées sont les moins
importants observés avec cette souche a cette température. Lorsque la température monte a
25°C, aucune différence sur la biomasse n’est notée entre les plants inoculés par des spores
enrobées ou nonou par des fragments mycorhizés enrobés. A cette température de
conservation, I’inoculum formé de fragments non enrobés induisent les poids secs les plus
faibles. A la température de 35°C, les fragments enrobés induisent considérablement une
stimulation de la production de biomasse comparativement aux autres types d’inoculum.
L’inoculum constitué¢ de fragments seuls restent comme avec les températures les plus basses
le moins stimulant. Ce méme inoculum a également induit I’effet le moins positif sur la
production des parties acriennes (0.3 gde poids sec moyen) quand la température de
conservation monte a 45°C . A cette température, 1’enrobage permet une meilleure
stimulation du développement en biomasse des plants d’Acacia nilotica dont le poids sec

moyen dépasse 0,9 g.
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1.3-Impact de Glomus mosseae

Avec I’inoculation avec les fragments racinaires enrobé€s et conservés a -20°C, le poids sec
moyen est plus important comparativement a celui obtenu avec 1’inoculation avec les autres
types de propagules. La biomasse la moins importante est observée avec les spores non
enrobées ; le poids sec moyen des plants est moins de 0.3 g. U ne augmentation de la
température de 1I’inoculum a 4° C, entraine une diminution de 1’effet stimulant des fragments
racinaires mycorhizés enrobés sur le poids de matiere des plants comparativement aux
observations faites a -20° C. Les plus faibles biomasses sont enregistrées avec 1’inoculation
avec des spores enrobées qui induisent des poids secs moyen environ de 0,3 g alors qu’avec
tous les autres inocula, la valeur de cette variable est de plus de 0,5 g.

L’augmentation de la température de 10°C entraine une stimulation de I’inoculum constitué
de spores seules sur la biomasse. Avec ce type d’inoculum, on assiste a une augmentation de
plus du doubl e dupoids sec comparativement aux valeurs obtenues a la température de
conservation 25° C. Avec la conservation a 45°C, les meilleures productions des parties
aériennes des plants ont été constatées avec 1’enrobage des spores avec lequel les poids sec
moyen des plants passe a 0,8 g. Aucune différence significative n’est notée entre les effets
respectifs de 1’inoculum constitué de fragments racinaires mycorhizés enrobés ou non et
spores seules. Le poids sec moyen des plants obtenu avec ces propagules est environ de 0,6 g
alors que lorsque I’inoculum est constitué de spores enrobées la production des parties

aériennes augmente jusqu’a 0,8 g de poids sec.
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I1.- Effet des différentes souches sur la croissance en hauteur des plants de

Acacia nilotica

2.1-Effet de Glomus aggregatum

Les plants inoculés avec les spores enrobées et les fragments racinaires non enrobés
conservées a -20°C, ont une taille moyenne un peu plus importante que celle des plants
inoculés avec les autres inocula conservés a la méme température. A la température de 4°C, la
croissance en hauteur des plants n’est pas trés importante quelle que soit la propagule enrobée
ou non, testée et aucune différence significative n’est notée sur le développement en
croissance des plants en fonction du type d’inoculum. Si on augmente la température de
conservation jusqu’a 25°C, I’inoculum constitué de spores non enrobées devient tres efficace
sur la croissance en hauteur des plants. Par contre, les plants inoculés avec ces propagules
enrobées conservées a cette méme température ont présenté un développement en hauteur tres
faible comparativement aux autres traitements. L’augmentation de la température a 35°C, a
entrainé une diminution d’efficacité sur la croissance en hauteur de 1’inoculum non enrobé
alors qu’avec I’enrobage la taille moyenne des plants augmente considérablement

A la température de conservation 45°C, seuls les fragments racinaires mycorhizés non
enrobés présentent une efficacité plus importante comparativement aux résultats obtenus a
35°C alors qu’on note une diminution des tailles moyennes des plants inoculés avec les autres

inocula.
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2.2-Effet de Glomus intraradices

De trés faibles croissances en hauteur des plants sont observées avec I’inoculation avec les
fragments racinaires non enrobées ou les spores enrobées conservés a — 20°C. Une différence
de plus de 10 cm est notée entre la tailles moyennes des plants inoculés avec ces types
d’inocula et celles des plants inoculés avec les fragments enrobés ou spores enrobées.

A la température de conservation 4°C, une bonne stimulation de la croissance est observée
surtout chez les plants inoculés avec les spores enrobées. On note méme une augmentation
légeére du développement en hauteur des plants dont I’inoculation a €té effectuée avec des
fragments racinaires mycorhizés non enrobés. Quand la température de conservation passe a
25°C, tous les types d’inoculum stimulent la croissance en hauteur avec des tailles allant
méme jusqu’a 35 cm. Une augmentation de 10°C a entrainé une baisse de 1’efficacité sur le
développement en hauteur des plants inoculés avec des inocula constitués de fragments seuls
ou de spores enrobées ; une diminution méme de plus de 7 cm est notée chez ces plants.
L’augmentation de la température de conservation a 45°C a permis une plus grande efficacité
des spores enrobées sur la croissance bien qu’avec les autres types d’inocula on n’ait pas noté
de variation considérable comparativement aux résultats obtenus avec la température de

conservation 35°C.
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2.3-Effet de Glomus mosseae
Aux conditions de conservation basses températures (-20°C), la taille moyenne des plants
inoculés avec des spores non enrobées est de plus de 20 cm alors que les plants inoculés
avec les autres types d’inoculum ont des tailles environ de 15 cm. A la température 4°C, la
taille des plants inoculés avec les fragments racinaires mycorhizés passe a plus de 23 cm
alors que les plants inoculés avec des propagules non enrobées ne présentent aucune
différence de taille. Les tailles les plus faibles (environ 8 cm) sont enregistrées avec les
plants inoculés avec les spores enrobées. Avec une augmentation de la température de
conservation jusqu’a 25°C, I’inoculum constitué de fragments enrobés devient moins
efficace sur le développement en hauteur des plants. Une augmentation d’efficacité des
spores enrobées est notée a cette température comparativement aux résultats obtenus a 4°C.
Un développement en hauteur important des plants est noté a 35°C et ceci quel soit le type
de propagule considéré. La taille des plants inoculés avec les fragments racinaires enrobés
ou nonet les spores seules atteignent environ 24 cm et ceux inoculés avec les spores
enrobées plus de 13 cm. Cependant, une augmentation de 10°C, entraine une baisse de
I’efficacité des inocula constitués des fragments racinaires et des spores non enrobées.
Seules les spores enrobées résistant a ce tte température, maintiennent le méme niveau

d’efficacité sur le développement en hauteur des plants de Acacia nilotica.
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I11.- Effets des différentes souches sur la mycorhization de Acacia nilotica

(Voire tableaux)

3.1-Mycorhization des racines de Acacia nilotica par Glomus aggregatum en fonction
des modes de conditionnement et de conservation
Quelque soit la température de conservation, I’enrobage des fragments mycorhiziens induit la
meilleure infection de Acacia nilotica.
Aux températures de conservation ( -20°C, 4°C, 25°C et 45°C), toutes les autres propagules

ont des influences similaires sur la mycorhization ce qui n’est pas le cas a 35°C.

3.2- Mycorhization des racines de Acacia nilotica par Glomus intraradices en fonction
des modes de conditionnement et de conservation
Entre -20 et 35°C, le mode de conditionnement entraine une colonisation racinaire similaire
avec une nette prédominance des fragments enrobés suivie des autres propagules.
Par ailleurs, a 45°C, ceux sont les spores enrobées qui induisent une stimulation de la

mycorhization plus significative.

3.3- Mycorhization des racines de Acacia nilotica par Glomus mosseae en fonction des

modes de conditionnement et de conservation
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A 4°C, 25°C, et 45°C, on ne note aucune différence significative sur la colonisation racinaire
de Acacia nilotica quelque soit le mode de conditionnement. Cependant, aux températures

-20°C et 35°C, I’enrobage des spores est moins favorable a I’établissement de la symbiose.

IV.- Influence des différentes souches sur la nutrition minérale des plants de
Acacia nilotica

4.1-Influence des souches sur la teneur en azote des plants de Acacia nilotica

4.1.1-Influence de Glomus aggregatum

Au niveau des plants inoculés avec des inocula conservés a -20°C, les teneurs en azote les
plus importantes (26 mg) sont trouvées au niveau des plants inoculés avec des fragments
racinaires mycorhizés non enrobés. Une différence de teneur de plus de 5 mg est observée
chez les plants inoculés avec les autres types d’inocula.

Quand la température de conservation augmente a 4°C, les plants inoculés avec les spores
enrobées et les fragments racinaires non enrobés présentent les teneurs les plus élevées avec
respectivement comme valeurs 25 mg et 22,75 mg. De trés faibles teneurs d’azote (en
moyenne 8,75 mg) sont obtenues avec I’inoculation avec 1’enrobage des fragments racinaires
mycorhizés. Avec une conservation de I’inoculum a 4°C, I’inoculation avec les fragments
enrobés ou les spores seules induisent les plus importantes teneurs comparativement a celles
obtenues au niveau des plants inoculés avec les autres inocula. La méme tendance est
quasiment maintenue quand la température de conservation est de 35°C. En effet, des va
inoculation avec les fragments enrobés ou les spores non enrobées. Les plus faibles teneurs
(17leurs moyennes de plus de 26 mg sont observées avec 1’,5 mg) sont trouvées chez les
plants inoculés avec les spores enrobées. Si on augmente la température de conservation de
10°C, on note d’une manicre générale une diminution de la teneur des plants en azote avec
des valeurs un peu plus élevées chez les plants inoculés avec les fragments racinaires non
enrobés.

4.1.2-Influence de Glomus intraradices

Une teneur moyenne de plus de 36 mg est observée au niveau des plants inoculés avec les
fragments racinaires mycorhizés. Une différence de moins de 13 mg sur la teneur en azote des
plants inoculés avec les autres inocula est observée comparativement a cel le des plants

inoculés avec les fragments racinaires mycorhizés. Lorsque 1’inoculum est conservé a 4°C,
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les plus grandes quantités d’azote sont trouvées avec ’enrobage des fragments mycorhizés
(30 mg en moyenne) alors que les plants inoculés avec les fragments racinaires non enrobées
ont les teneurs les plus faibles (12 mg en moyenne).

A une température de conservation de 25°C, la plus faible teneur en azote est observée chez
les inoculés avec les fragments racinaires non enrobés (21 mg) et aucune différence entre les
teneurs en azote des plants inoculés avec les autres inocula n’est notée.

Avec une augmentation de la température de conservation de 10 °C, de fortes teneurs (plus
de 37 mg) sont enregistrées chez les inoculés avec les fragments enrobées ou avec spores non
enrobées ; avec cependant une différence moyenne au moins de 10 mg est observée chez les

inoculés avec fragments non enrobés

4.1.3-Influence de Glomus mosseae
Avec cette souche, I’inoculation avec des fragments racinaires mycorhizés conservés a -20°C
ont induit au niveau des plants les plus fortes teneurs d’azote comparativement aux plants
inoculés avec des spores. L’augmentation de la température jusqu’a 4°C n’a pas permis de
déceler de différence significative entre les teneurs en azote des plants inoculés avec
fragments racinaires enrobés ou pas ou avec spores seules. Une petite diminution de cette
teneur est observée chez les plants inoculés avec des spores enrobées conservées a cette
température. Aprés une conservation de 1I’inoculum sous une température de 25°C, les spores
enrobées ou ont induit des teneurs de plus de 23 mg ; la plus faible est obtenue chez les plants
inoculés avec les fragments racinaires non enrobés (14 mg en moyenne). A la température de
conservation de 45°C, les propagules enrobées ont permis des teneurs d’environ de plus de 28

mg ; avec les plants inoculés avec les autres propagules, on note des teneurs de 21 mg.

4.2-Influence des souches sur la teneur en phosphore des plants de Acacia nilotica

4.2.1-Influence de Glomus aggregatum
Les mémes teneurs de phosphore sont trouvées au niveau des plants inoculés avec les
propagules enrobées conservées a -20°C pendant 3 mois. A cette température de conservation,
les quantités de P les plus importantes ont été enregistrées chez les inoculés avec les

fragments racinaires non enrobés. A la température de 4°C, I’inoculation avec des spores
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enrobées permet d’obtenir les plus grandes teneurs (3,60 mg en moyenne) alors que les plus
faibles sont notées au niveau des plants inoculés avec des fragments racinaires enrobés.
Lorsque les fragments racinaires sont enrobés et conservés sous une température de 25°C, les
plants présentent les plus fortes teneurs de phosphore ( 4,25 mg e n moyenne)
comparativement aux autres types d’inocula conservés a la méme température. Aprés une
conservation sous une température de 35°C, les teneurs de P les plus importantes sont notées
au niveau des plants inoculés avec des fragments enrobés ou avec des spores non enrobées
(3,75 mg en moyenne) ; les plus faibles teneurs étant trouvées au niveau des plants inoculés
avec des spores enrobées. Pour une conservation a une température plus élevée (45°C), les
fragments seuls induisent les plus fortes teneurs de P (3 mg en moyenne) au niveau des plants.
I1 est constaté une différence au moins de 1 mg de cette teneur au niveau des plants inoculés

avec les autres types d’inoculum conservés a cette méme température.

4.2.2-Influence de Glomus intraradices
Une teneur relativement ¢élevée en P au niveau des plants est obtenue avec I’inoculation avec
des fragments enrobés conservés a une température de -20°C, les plants inoculés avec les
autres inocula conservés a la méme température enregistrent des teneurs inférieures de P au
moins de 1,5 mg. Aprés une conservation sous une température de 4°C, les plants inoculés
avec les fragments ou spores enrobés montrent des teneurs moyennes de P largement
supérieures a ce lles des plants inoculés avec les autres inocula conservés a la méme
température. A 25°C de température de conservation, les inocula constitués de spores
enrobées ou non ou de fragments enrobés présentent les plus fortes teneurs de P (au moins
3,75 mg en moyenne) comparativement aux plants inoculés avec des fragments non enrobés
dont la teneur en P est en moyenne de 3 mg. Avec une augmentation de la température de
conservation a 35°C, les plus fortes teneurs de P (5,35 mg) ont été trouvées au niveau des
plants inoculés avec des fragments enrobés ou avec des spores non enrobées ; les plants
inoculés avec des fragments non enrobés présentant les plus faibles teneurs (2,74 mg). A
45°C, les inocula enrobés ont induit des teneurs au moins de 4,5 mg au niveau des plants, les

fragments non enrobés ayant induit les teneurs les plus faibles (1,45mg).
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4.2.3-Influence de Glomus mosseae

Une teneur de P en moyenne de 4 mg est mesurée au niveau des plants inoculés avec les
fragments enrobés et elle représente la plus élevée trouvée chez les plants inoculés avec des
inocula conservés sous la température de -20°C. Les teneurs de P les plus faibles sont notées
chez les inoculés avec des spores non enrobées (1,4 mg en moyenne). Par contre, aprés une

conservation sous une température de 4°C, les propagules non enrobées

4.3-Influence des souches sur la teneur en potassium des plants de Acacia nilotica

4.3.1-Influence de Glomus aggregatum

Au niveau des plants inoculés avec des inocula conservés a -20°C, les teneurs en azote les
plus importantes (26 mg) sont trouvées au niveau des plants inoculés avec des fragments
racinaires mycorhizés non enrobés. Une différence de teneur de plus de 5 mg est observée
chez les plants inoculés avec les autres types d’inocula.

Quand la température de conservation augmente a 4°C, les plants inoculés avec les spores
enrobées et les fragments racinaires non enrobés présentent les teneurs les plus élevées avec
respectivement comme valeurs 25 mg et 22,75 mg. De trés faibles teneurs d’azote (en
moyenne 8,75 mg) sont obtenues avec 1’inoculation avec I’enrobage des fragments racinaires
mycorhizés. Avec une conservation de 1’inoculum a 4°C, I’inoculation avec les fragments
enrobés ou les spores seules induisent les plus importantes teneurs comparativement a celles
obtenues au niveau des plants inoculés avec les autres inocula. La méme tendance est
quasiment maintenue quand la température de conservation est de 35°C. En effet, des va
inoculation avec les fragments enrobés ou les spores non enrobées. Les plus faibles teneurs
(17leurs moyennes de plus de 26 mg sont observées avec 1,5 mg) sont trouvées chez les plants
inoculés avec les spores enrobées. Si on augmente la température de conservation de 10°C, on
note d’une manicre générale une diminution de la teneur des plants en azote avec des valeurs

un peu plus ¢élevées chez les plants inoculés avec les fragments racinaires non enrobés.

4.3.2-Influence de Glomus intraradices
Une teneur moyenne de plus de 36 mg est observée au niveau des plants inoculés avec les
fragments racinaires mycorhizés. Une différence de moins de 13 mg sur la teneur en azote des
plants inoculés avec les autres inocula est observée comparativement a cel le des plants

inoculés avec les fragments racinaires mycorhizés. Lorsque 1’inoculum est conservé a 4°C,
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les plus grandes quantités d’azote sont trouvées avec ’enrobage des fragments mycorhizés
(30 mg en moyenne) alors que les plants inoculés avec les fragments racinaires non enrobés
ont les teneurs les plus faibles (12 mg en moyenne). A une température de conservation de
25°C, la plus faible teneur en azote est observée chez les inoculés avec les fragments
racinaires non enrobés (21 mg) et aucune différence entre les teneurs en azote des plants
inoculés avec les autres inocula n’est notée.

Avec une augmentation de la température de conservation de 10 °C, de fortes teneurs (plus
de 37 mg) sont enregistrées chez les inoculés avec les fragments enrobées ou avec spores non
enrobées ; avec cependant une différence moyenne au moins de 10 mg est observée chez les
inoculés avec fragments non enrobés. Apres une conservation a 45°C,les plants inoculés avec
les propagules enrobées ont présenté les teneurs en azote les plus importantes (plus de 31 mg
en moyenne). De trés faibles teneurs en azote sont notées chez les plants inoculés avec les

fragments racinaires non enrobés.

4.3.3-Influence de Glomus mossead

Avec cette souche, I’inoculation avec des fragments racinaires mycorhizés conservés a -20°C
ont induit au niveau des plants les plus fortes teneurs d’azote comparativement aux plants
inoculés avec des spores. L’augmentation de la température jusqu’a 4°C n’a pas permis de
déceler de différence significative entre les teneurs en azote des plants inoculés avec
fragments racinaires enrobés ou pas ou avec spores seules. Une petite diminution de cette
teneur est observée chez les plants inoculés avec des spores enrobées conservées a cette
température. Aprés une conservation de I’inoculum sous une température de 25°C, les spores
enrobées ou pas ont induit des teneurs de plus de 23 mg ; la plus faible est obtenue chez les
plants inoculés avec les fragments racinaires non e nrobés (14 mg en moyenne). A la
température de conservation de 45°C, les propagules enrobées ont permis des teneurs
d’environ de plus de 28 mg ; avec les plants inoculés avec les autres propagules, on note des

teneurs de 21 mg.
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Conclusions et Perspectives

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Cette étude a permis de mettre au point des méthodes de préservation et de conditionnement
de différentes propagules mycorhiziennes. Les parameétres mesurés nous ont édifiés sur les
potentialités de mise en place d’unité de production d’inoculum au Sénégal.

Ainsi la gamme de température testée, supporte la conservation de I’inoculum et surtout
maintient un fort taux de viabilité des propagules mycorhiziennes.

Aussi, cette ¢tude a montré que les contraintes thermiques ne sont pas trés importantes pour la
culture des champignons symbiotiques. C’est ce qui explique sans doute leur ubiquité
remarquable : dans la nature, I’état de mycorhization est la régle.

Les méthodes de conditionnement (enrobage par la gomme arabique ou non) permettent aussi
aux propagules mycorhiziennes arbusculaires de conserver leur efficacité et leur agressivité
méme si on a noté une réponse génétique dans leur réactivité.

Des réponses positives ont €té enregistrées sur les parametres de mycorhization, de rendement
et de nutrition de Acacia nilotica en conditions naturelles apres trois mois de culture.

Il serait cependant intéressant de voir la réponse de ces propagules issues des méthodes de
conditionnement proposées en conditions de stress abiotique (hydrique et salin) et biotiques
(attaques parasitaires) et sur d’autres spéculations.

L’utilisation de la gomme arabique pour le conditionnement est moins coliteuse que
I’enrobage par les billes d’alginate. Ceci offre aussi des possibilités réelles de valorisation de
la filiére gommeraie (Acacia senegal et Sterculia setigera).

Cette ¢étude est la premicre au Sénégal concernant les conditions d’assurer la permanence
génétique du ge rmplasm des champignons mycorhiziens et leur efficience. Ces résultats
offrent des bases réelles de mise en place d’unités de production d’inoculum fiables en

Afrique.
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THE GRIDLINE INTERSECTION METHOD

1. Randomly disperse cleared and stained roots in dish with grid lines

Fine forceps and dissecting neadle

2. Assess mycoirhizal colonisation
under a dissecting microscope

2. Follow all horizontal and vertical |
lines. Count intersects with roots

and mycorrhizas separately
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