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Glossaire

GLOSSAIRE

Abiotique : Se dit d’'un milieu qui ne permet pas la vie, ourdfacteur qui ne concerne pas
directement la vie.

Aborigene : Se dit d’'une personne originaire de I'endroit de glt, par exemple les aborigénes
d'Australie sont les personnasginaires d'Australie et y vivent.

Apex : La pointe de la racine

Arbuste : végétal ligneux dont la tige n'est pas ramifiée d# base et dont la hauteur ne
dépasse pas sept metres.

Bactéries sulfo-oxydantes Bactéries qui oxydent les sulfures et utilisenh&ggie induite par
cette oxydation pour incorporer le carbone minératarbone organique.

Biomasse c’est la masse totale des organismes vivants meslargs une population.

Boomerang : une arme de jet en bois dur, coudée de facon enirea son point de départ,
utilisée naguére pour la chasse par les aboriggustgaliens, et aujourd’'hui pour le jeu et
la compétition.

Carpophores :organe de reproduction des champignons contenargpiees.

Cladode : du grecklad6désest un rameau aplati, simulant des feuilles. Pamgte sur les
cactus du genre Opuntia, les articles en formedeatte constituent des cladodes.

Cortex : une couche de cellules qui se trouve ebdpderme et la stéle.

Exsudat : Le résultat d’'une sorte de suintement a partireggetaux.

Facteurs biotiques :ils représentent I'ensemble des interactions dantigur le vivant dans un
écosysteme. Il s'agit des ressources alimentalessrelations trophiques de prédation,
compétition, parasitisme, etc.

Ferrobactéries :Organisme apte a utiliser le fer ferreux dans teétabolisme.

Fongique : Ce qui est en rapport avec champignon.

Forets sclérophylles :Type de végétation dépendant des conditions climes caractérisées
par une saison séche marquée et des minimums @gérare assez accusés.

Hétérotrophe : Se dit d'un étre vivant qui ne peut assurerdation carbonée qu’'aux dépens
de composés organiques déja élaborés qu'il préeser des matériaux inertes ou sur
des hétes vivants. Sont par définition hétérotreples étres vivants dépourvus de
chlorophylle.

Héte : Individu qui héberge un parasite ou un symbiotet dom investi les tissus. Dans le cas
des champignons parasites I'h6te est toujoursé&pohns le cas de symbioses fongiques

ou bactériennes, il y a association avec I'héte.
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Hyphe : Filament de champignon ; élément constitutif déolaation morphologique de base
chez les étres vivants.

Inoculation : Apport controlé d’'un germe, bienfaisant dans witice végétale.

Inoculum : mycéliums fongiques destinés a l'inoculation.

Morphotype : Le type morphologique des racines mycorhizées

Mycélium : Ensemble de fins filaments constituant la fornmatinorphologique de base du
champignon (un agrégat des hyphes). C'est un appargétatif d’'un champignon
correspondant au thalle.

Mycorhization : production de mycorhize.

Mycorhize : Symbiose entre plante et champignon.

Phyllode : c’est un pétiole qui, par suite de l'avortementichbe foliaire, s'aplatit et forme une
lame qui remplace la feuille.

Pyoverdine : Pigments hydrosolubles jaune vert qui fluoressnis rayonnement ultraviolet
(UV) a 230nm.

Rage de dents douleur dentaire trés violente.

Saprophyte : étre vivant hétérotrophe qui s’alimente en matiéagbonée par le biais du
saprophytisme, a partir de matiére organique esordposition d’origine végétale.

Souches mycéliums purifiés issus de la culture de mycabiz

Spore : cellule isolée, ou amas pluricellulaire pouvamtdbuer, en germant, a la propagation
d’'une espéece par la voie végétative.

Symbiose : Vie en commun d’individus appartenant a des espatiférentes dont les
organismes demeurent proches l'un de l'autre, @eet avantages réciproques pour les

deux partenaires.
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Introduction

Au cours des derniéres décennies, la surexplaitates ressources en bois a conduit a
une dégradation spectaculaire du couvert forestiet'lle de Madagascar. Cette surexploitation
du couvert végétal engendre des perturbations dagemu niveau des propriétés physiques,
chimiques et biologiques des sols (érosion, baleda fertilité, etc.) limitant ainsi les processu
de régénération naturelle des essences forest@m@dmiques de la Grande lle. Parmi les
dysfonctionnements biologiques enregistrés dangcesystemes, la structure et les fonctions
des communautés microbiennes des sols sont géméralgrofondément altérées. Ainsi, les
communautés de champignons ectomycorhiziens, iedsgbles au développement des
essences ectotrophes (EWapaca sp Intsia sp etc.), se trouvent fortement réduites tant au
niveau de leur richesse spécifique que de leurddmme (Dickie & Reich, 2005).

Devant cette situation, des initiatives ont étésewmi visant plus particulierement a
restaurer le couvert végétal en privilégiant lepeess ligneuses exotiques dans le cadre de
plantations forestiéres ou de systémes agro-ferssiie choix de ces espéces a été basé sur leur
vitesse de croissance assez rapide et leur aptidudésister aux différentes contraintes
environnementales. Or, il est maintenant clairemétatbli que lintroduction de plantes
exotiques pourrait modifier la composition spécaifigdu couvert végétal autochtone. Certaines
d’entre elles limitent le développement d’'un cotweargétal autochtone, et d’autres dont entre
autres les légumineuses ligneuses, créent desticmsdpédoclimatiques et microbiologiques
favorables a la croissance d’essences ligneuseshdanes. Dans le cadre de cette étude, nous
avons pris comme modele biologique une plante légemse Acacia mangiumune espece
d’acacia australien a croissance rapide introduite a Mastzayadepuis des années et une
essence ligneuse autochtometsia bijuga, qui est une essence socio-économiquement
importante.

Dans les programmes de restauration écologiqua d&aconservation d’'une couverture
forestiere saine entrepris surtout en milieu trapid apparait que la symbiose mycorhizienne

tient une position centrale. Cette symbiose camstitne relation indispensable entre les deux

1
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partenaires : le champignon et la plante hétecHampignon puise chez la plante, les éléments
carbonés nécessaires a son métabolisme et a sifidation. En contrepartie, le champignon,
augmentant la surface d’échange entre le solreciae, préléve I'eau et des éléments minéraux
(phosphore, azote...) qu'il transférera a la pladte.HJn des avantages les plus importants dont
la plante peut bénéficier de cette association emec 'amélioration de sa nutrition
phosphatée et azotée.

L’hypothése principale sur laquelle repose ce m@ogne est la suivante « La
mycorhization provoquerait des changements profeudsiveau de la structure et I'activité de
la population microbienne du sol au profit du dé&pglement de I'arbre et des facteurs biotiques
favorable a l'installation d’autres essences ligees autochtones ».

Nos approches consistent, & décrire I'évolutionalstructure de la communauté des
champignons ectomycorhiziens et de la microflore st en général durant et apres la
mycorhizationd’Acacia mangiumpuis les impacts de cette structure sur le dépelognt
ultérieur dintsia bijuga Les différentes activités ont été réalisées emditons contrblées
(mycorhization et élevage sous serre) et au labioeafproduction d’inoculum et évaluation de
la structure de la population des champignons egtorhiziens) en suivant les différentes
étapes ci apres :

v" mycorhization contrélée Acacia mangiunmavec deux souches dRisolithus et
deux souches de&clerodermale provenances différentes ;

v" mycorhization dAcacia mangiunavec les mémes souches fongigues mais dans
les conditions proches du milieu naturel c'estra-dtilisant le sol sans traitement préalable ;

v' plantation préalable écacia mangiumsur un sol prélevé dans une surface
dégradée d’'une formation naturellénésia bijuga;

v' suivi du développement lditsia bijugasur le sol préalablement colonisé gar

mangium
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A chaque étape de I'étude, la caractérisation desttacture de la communauté
ectomycorhizienne associée aux plantes a été sparnda mesure du développement de la
plante, des activités microbiennes et enzymatigiuesol de culture. Les travaux effectués sont
présentés dans ce document en trois parties (smthibliographique, matériels et méthodes,
résultats) précédés par une introduction généralsolt terminés par une partie traitant la
discussion et la conclusion.

Le présent travail a bénéficié des apports maggridchniques et scientifigues du
Laboratoire de Microbiologie de I'Environnement (BYldu Centre National de Recherches sur
'Environnement (CNRE) et a été réalisé dans lereatk son programme de recherche en
collaboration avec le Laboratoire de Biotechnolddierobiologie du Département de

Biochimie de la Faculté des Sciences de I'UnivérdiAntananarivo.
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I. Généralités sur les plantes d’étude

I.1 Le genreAcacia
[.1.1 Description

Acacia est un genre d’arbres et arbustes appartenantaamide des Fabacées (sous-
famille des Mimosacées). Dans le langage couraatespéces de ce genre prennent, selon les
cas, l'appellatiodcaciaou Mimosa. On compte plus de 1500 espéaegiaa travers le monde
dont prés de 1000 espéces sont trouvées en Aasitadist d'ailleurs uAcaciaou Mimosa, le

mimosa doréAcacia pychanthajui est la fleur nationale de I'Australie.

Les feuilles deé\caciassont composées de nombreuses paires de foliotes,certaines
espéeces développent des phyllodes. Quelques ulusstapes, n'ont pas de feuilles du tout et
possedent des tiges transformées en cladodes. dosition verticale assure une protection
contre la déshydratation et la trop grande insmtatieurs fleurs sont régulieres, généralement
petites, groupées en tétes globuleuses ou en §fiisdrques. Selon les espéces, les
inflorescences peuvent comporter de quelques flaupus d'une centaine. En général, ils
fleurissent tout au long de I'année avec une émigsiincipale au printemps et une floraison de
moindre importance le reste de I'année. Leursdlsont en général de couleur jaune, bien qu'il

existe quelques espéces aux fleurs roses. Lelts $ant des gousses.

Parmi ces espéces figuremtcacia holosericea Acacia mangium et Acacia
auriculiformis qui peuvent s’associer en symbiose a la fois ades champignons
endomycorhiziens et ectomycorhiziens. Ces espédesadia sont fortement dépendantes des
champignons symbiotiques pour I'absorption de agsta&lément nutritifs en particulier le

phosphore et de rhizobia pour la nutrition azo@adnna et al, 1991 ; Barea et al, 1992).

Figure |. Etapes de développement des folioles en phyllodes le genrécacia
(Source: http://fr.wikipedia.org/wikéd{cacig
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[.1.2 Importances du genreéAcacia
a) Importances biologiques
Une détérioration accrue des propriétés physianighes et biologiques du sol est souvent
le résultat des perturbations d’origine différedés écosystemes terrestres. Le sol ainsi formé est
caractérisé par une faible capacité a accueiléraouverture végétale saine et a croissance normale
Beaucoup de programme de réadaptation, dansdiesisedégradés des régions africaines
occidentales, ont été essayés pour reconstitueéaesystémes soutenables (Giffard, 1974). Les
résultats ont montré que les arbres améliorentnpiellement les caractéristiques du sol par
lentretien de la matiere organiqgue du sol. Pares kspéces d'arbres expérimentées, les
legumineuses boisées telles queAeacig se sont montrées extrémement importantes (Cessalt
1986 ; Dreyfus et al, 1987 ; Giffard, 1975).

b) Importances socio-économique

Les graines de quelques especégatia fournissent une source de nourriture précieuse
pour 'homme et les animaux. Principalement, cefgs peuvent étre utilisées comme additifs des

farines alimentaires.

Plusieurs extraits des phyllodes ont été utilasles aborigenes australiens pour une large
variété de buts médicinaux tels que pour soulagerde de dents ou rhume ou pour appliquer sur
les blessures et brllures. Les branches couvertisiiles vertes de quelques espéces peuvent étre

utilisées par les gens qui souffrent d'un boissss.

Acacia gummiferafournit une gomme abondante, connue sous le nongameme
arabique est commercialisée dans les régions diugion. Cette espece constitue également
une source de bois de feu et de charbon de boest ettilisée pour la confection de manches
d'outils et autres usages domestiques. Il est émtgqque les arbres soient mutilés par les
chevaux et les moutons qui les broutent. Ainsiplesteurs nomades ne pourraient pas survivre

au Sud du Maroc sars gummiferaet ses produits (Boudy, 1950).

Différentes espéces Atacia ont fait I'objet d’utilisation intensive dans leadre de
plantation pour lI'industrie papetiere en Indonégtien Thailande.
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¢) Importances environnementales

Différentes especes Altacia présentent une importance environnementale et
économique considérable dans beaucoup de paysiqiidfitropicale séche et semi-aride
(Cossalter, 1986 ; Dreyfus et al. 1987 ; Giffar@l73).

De part leur qualité supérieure en tant que soukeepaturage arboré, beaucoup
d'especes dcacia sont largement utilisées en agroforesterie sédlsi que dans des
programmes de conservation et de gestion durabkleedsources en eau (Bhandari, 1990). C’est
ainsi que ces plantes trouvent leur place dansskawuration du couvert végétal des zones séches
et semi-arides. Du point de vue écologique, plusiespéces de fourmis en particulier les
Crematogaster mimosat Crematogaster nigricepsivent en parfaite symbiose avec certaines
especes de ces plantes daoacia drepanolobiumChacun y trouve son comp#sgaciafournit
un nid aux fourmis (des cavités dans de grandesegpiet de quoi s’alimenter (un délicieux
nectar fourni par les nectaires extra-floraux)éehange les fourmis défendent I'arbre contre les
mammiféres herbivores (girafe) et autres insectes.

[.1.3 Répartition géographique

LesAcacias occupent des vastes régions dans la partie sgtbda et se trouvent dans
des habitats trés difféerents. Les espec@satiasont abondantes dans les savanes et les régions
arides de I'Australie, de I'Afrique, de I'lnde e¢ dAmérique (Colonna et al, 1991 ; Barea et al,
1992), on les trouve aussi naturalisés a Madagasnaisie et dans la région du Pacifique. A

Madagascar, leAcacias sont particulierement présents dans les zondesaet semi-arides du

pays.
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Figure 2. Répartition géographique mondialédacia
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(Source http://www.flora.sa.gov.au/id_tool.htinl

[.2 Intsia bijuga
[.2.1 Description dlntsia bijuga

Intsia bijuga est une plante vasculaire, dicotylédone, apparteaafra famille des
Fabaceae. Ces arbres sont connus sous les nomsuosnti® « Hintsy », « Tsararavina » ou
« Harandranto » en Malagasy, faux gaiac en Franghis Merbau », « Borneo teak » ou
« Moluccan ironwood » en Anglais.

Les adultes de cette plante ont une taille moyelan&5 & 40 m de hauteur et 60 & 120
cm de diametre. Elles présentent souweniport ramifié et a houppier dense étalé en pharaso
Leur tronc est épais avec des écorces lissestrgasa lenticelles épaisses et avec des taches
blanchatres irrégulieres. Elles ont des feuilleswposées et des folioles a limbe glabre. Leurs
fleurs sont de couleurs blanches a 4 sépales, tatepét 3 étamines. Leurs fruits sont des
gousses comprimées, déhiscentes en deux valvesagtie fruit contient un a trois graines

noires exalbuminées enveloppées dans un parenghylpeux.

Photo 1 Intsia bijuga(Source www.ctahr.hawaii.edu

[.2.2 Importance d’Intsia bijuga
Une des variétés tres connues ldisia bijuga porte les noms communs de « ipil »,
« merbau » ou « kwita ». Cette variété produit s bois de construction les plus précieux du
Sud Est Asiatique utilisé pour la fabrication degamix, de poutres, de mobilier, d’armoire et
aussi pour la construction d’instrument de musidigt. arbre, baptisé arbre officiel du territoire
des Etats Unis est exploité sur le marché amérigairuropéen pour la fabrication de parquets
7
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et pour extraire des teintures. L'écorce et lesillemu ont des vertus thérapeutiques
essentiellement contre la toux (Q.M.M, 20¥ndriamiarantsoa, L., 2006).

Face a la qualité supérieure du boikdia bijuga cet arbre fait I'objet d’importation
dans plusieurs pays comme I'Allemagne, la Hollaodde bois est utilisé essentiellement pour
la construction des maisons. Ce qui explique leistaitique de cet arbre dans certains pays en
terme de disparition. Ainsi, il est enregistré coenespéce menacée en Indonésie, vulnérable
aux Philippines et considéré comme une espéceymatigparue dans le Sabah (Meijer, 1997).
Cette situation est due a l'insuffisance de volat#é gens a utiliser cet arbre comme plant de
reboisement et au manque accru de connaissanegisagla I'écologie et aux conditions de

développement de cet arbre.

Il. Les compartiments biologiques du sol

II.1 La rhizosphere

La rhizosphére est la région du sol directememaiémicée par les racines. Elle représente
le lieu d’échange essentiel entre la plante eble@n y observe une présence importante de
microorganismes liés les uns aux autres par de lexegp réactions de guerre et de paix. On
observe souvent dans la rhizosphére une quantimicteorganismes au moins 1000 fois plus
importante que dans le sol ambiant non influencdgsaracines (Jacques G.F, 1999).

Une différence dans la composition des coloniesébi@nnes de la rhizosphere et celle
d'un sol qui n'a pas été influencé par les ractleeplantes vivantes est souvent observée. Les
bactéries de la rhizosphére ont des besoins wutnigls bien différents de celles qui vivent en
sols ouvertgAtlas & Bartha 1987). Dans cette partie du sokstee l'influence spécifique des
racines sur la microflore tellurique (Soufiane, 899%Campbell etal, 1990 ; Westover «il,
1997). Toutes les activités microbiennes, favomabde non a la vie de la plante, sont
rencontrées dans cette zone. Pourtant, les astifatéorables au développement de la plante
sont particulierement intenses telles la soluliisaou métabolisation des minéraux libérant
des éléments nutritifs et la sécrétion d’antibiogis,

[1.2 La mycorhizosphere

La mycorhizosphére est la rhizosphere des racmgorhizées (Marx 1972 ; Rambelli
1973). Cette zone privilégiée héberge une populati®@ microorganismes saprophytes,
fongiques ou bactériens, en général plus abondguée dans le sol témoin éloigné des
mycorhizes (Dommergues, 1978). La distribution desicroorganismes dans la

mycorhizosphere est trés hétérogdpeur le sapin de Douglas, la composition des pdpuaks
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bactériennes dépend de I'espece de champignonsringiens impliqués dans l'association
(Neal J. etal. 1964).

L’effet mycorhizosphérique se traduit souvent pae résistance plus grande des racines
contre un grand nombre de parasites telluriquagied@amélioration de la structure du sol, cet
effet mycorhizosphérique est a la base d’'une pdpualanicrobienne et fongique particuliere
qui vit en étroite relation avec la plante.

[1.3 La mycosphére ou hyphosphére

Au-dela de la rhizosphere et de la mycorhizosph&ae, hyphes de champignons
mycorhiziens agissent comme des prolongements al@ses de la plante en augmentant la
surface de sol explorée. Ainsi, le volume de solditionné par ce réseau d’hyphes est qualifié
de « mycosphére » (Gilbert & Linderman, 1971). ©ukes activités d’échange qu’elles
effectuent avec la plante, les hyphes du champigmgeorhizien favorisent par leurs exsudats,
la formation d’agrégats résultant de 'assemblagendtieére organique et de particules de sol au
niveau des hyphosphéres (Linderman, 1988). Cestgtas stimulent également la prolifération

d’'une population microbienne particuliere.

lll. Les microorganismes de la rhizosphere et leuractivités

Les microorganismes du sol rhizosphérique sont eemquour jouer des réles essentiels
dans des processus écologiques différents (Garba961l). Plus particuliéerement, les
phénomeénes soit d’inhibition soit de stimulatiorégissant la structure des communautés
microbiennes de cet habitat sont basés sur plgsieacanismes comme la sécrétion d’enzymes
hydrolytiques, la production d’acides organiques de sidérophores, la production
d’antibiotiques ou de composés toxiques (Hoffmanalgel1951 ; Anderson E.T. et al, 1994 ;
Ching-Hong Yang et al, 1999 ; Patrick A.W. Van Hesal, 2005).

Parmi les microorganismes favorisés par l'effezobphérique, on peut trouver des

bactéries, des champignons et des actinomycetes.

a) Les bactéries
En général, les bactéries constituent les micrausgaes les plus nombreux dans la
rhizosphére (Morel, 1996). Leur densité varie d&&10F Unité Formant Colonie/g de sol. On
peut y trouver aussi bien des bactéries hétérodomui participent a la dégradation des
matieres organiques du sol que des bactéries apl@s comme les bactéries nitrifiantes et

sulfo- oxydantes, les ferrobactéries, les bactéhgdrogéno- oxydantes qui sont capables
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d'utiliser le CQ et les carbonates comme sources de carbone. Ce&siés peuvent produire
eégalement des substances organiques dans le sol.

Le développement des bactéridlBseudomonasdu groupe des fluorescents est
particulierement stimulé au sein de la rhizosph€eesont des bactéries Gram (-) généralement
mobiles par ciliature polaire, possédant souveatideusions de polyhydroxybutyrate pouvant
donner une coloration tigrée aprés la techniquealieration de Gram. lls se caractérisent par
leur aptitude a synthétiser une substance appgi@eerdine (substances de couleur bleu-vert
qui fluorescent sous UV a la longueur d’onde 369 santout en situation de carence en fer. Les
pyoverdines sont des sidérophores qui ont une ffftnité pour le fer (Fé'") (Meyer et al,
1987). La production de ces sidérophores est fagernpar I'abondance de phosphate.

La présence de®seudomonasfluorescents autour du mycélium extra-matriciel des
fructifications ainsi que leur réle dans I'étabéissent de la symbiose ectomycorhizienne ont été
déja démontrés (Duponnois et Garbaye 1991 ; Fownainal, 2002). LePseudomonas
fluorescents font partie des groupes de bacténgegptegent les plantes contre les agents
pathogenes. Ces bactéries qui agissent en tamitggnistes des agents phytopathog&oes
trés importantes pour I'équilibre microbien au rivedu sol (Jacques G. FUCHS, 1999).

b) Les actinomycetes

Ce sont des microorganismes hétérotrophes a steucégétative de type mycélien. lls
sont présents en grande quantité dans le sol stpalticulierement dans la rhizosphére. Leur
densité avoisine les 10Unité Formant Colonie/g de sol et varie selon Ipetyle sol.Les
véritables actinomycetes sont des bactéries gramq(t+ se développent en formant un
mycélium (Jacques G. FUCHS, 1999). Les actinomgdéterviennent dans la dégradation des
matieres organiques difficiles a dégrader par lesmpignons et les bactéries. De plus les
actinomycetes sont capables de produire des saestanobiotiques dont les vitamines B1, B2,
B6, B12, la biotine et I'acide folique (Morel, 199®ommergue eal, 1970). Ces substances
sont essentielles pour la croissance et la suteida plante. Outre la production de ces
substances, la plupart des actinomyceétes (50 a)7%4wdduisent des antibiotiques dont les plus
connues sont la streptomycine, la chlorotétracgclitoxytétracycline et la cycloheximide
(Dommergue etl, 1970 ; Morel, 1996) qui tiennent un réle centtahs la protection de la
plante contre différents pathogénes. Les actinotegc@articipent également au processus
d’humification par la production de composés dacitre chimique voisine de celle des acides

humiques (Dommergue, 1970).

10
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Les actinomycetes au sein de la rhizosphere samicydgéerement actifs vis-a-vis de
certaines activités physiologiques telles que laifisation des aliments minéraux, la fixation
de l'azote et la sécrétion des substances de amoissou des molécules inhibitrices du
développement des microbes pathogénes des plante(IMan, 1988).

c) Les champignons
Les champignons sont des microorganismes tres dépastans le sol. Au niveau de la
rhizosphére, sa densité est généralement estiriée3a1C /g de sol (Soufiane, 1998 ; Morel,
1996). Les champignons, que ce soient les champgmnférieurs (Zygomycetes) ou les
champignons supérieurs (Ascomyceétes et Basidioragrete présentent généralement sous
forme d’hyphes et/ou de spores germés ou non éasd.| Ces champignons interviennent dans
la dégradation de certaines substances comme rimdigAu niveau de la rhizosphere, les

champignons les plus abondants sont les champigngogrhiziens.

d) Autres microorganismes

D’autres groupes de microorganismes du sol peudeattrouvés dans la rhizosphere,
cependant, ces microorganismes sont moins nombf&est le cas des algues qui sont des
microorganismes unicellulaires regroupés en cofooie filaments. Leur densité est comprise
entre 10% et 10°/g de sol. Ces algues sont constituées par lesopfignées (algues bleues
vertes) et les chlorophycées (algues vertes). Lurcipal role est la fixation de G@t de N.

La fixation de CQ@ peut atteindre jusqu’a 39 mgitheure (Morel, 1996).

Outre les algues, la microfaune du sgprésentée essentiellement par les nématodes,
peut étre trouvée dans la rhizosphére. Ces dermnetituent souvent des pestes des racines des
plantes (Morel, 1996). Duponnois et al en 2002 pumtisoler et identifier trois genres de
nématodes phytoparasites au niveau de la rhizosplibkcacia mangiuma savoir

Helicotylenchus, Pratylenchus, Scutellongf@acavenessi.)

IV. Les activités enzymatiques du sol rhizosphérige

Les déterminations quantitatives de nombreusesitéstienzymatiques du sol peuvent
étre effectuées a partir d’échantillons de solpkésence et I'activité des étres vivants dans le
sol se traduisent par la synthese d’enzymes dedadrtes, localisées a I'intérieur des cellules
(intracellulaires) ou a l'extérieur des cellulext(acellulaires), adsorbées sur les parois des
microbes ou sur les minéraux argileux, ou encomadmt des copolymeéres avec des substances

humiques (Burns, 1982).
11
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Les mesures d’activités enzymatiques sont utiliskgmiis un demi-siecle pour évaluer
la "fertilité" des sols (Hoffmann et Seegerer, 19%les activités enzymatiques ont été utilisées
ultérieurement pour étudier le fonctionnement laloe des sols aprés certains traitements tels
gue l'inoculation ou la fertilisation. Les enzymés sol sont souvent classées dans différents

groupes selon leur origine, fonctionnement et feetgte substrat.

IV.1 Oxydoréductases (déshydrogénases, cataladescases)

Il s’agit d’enzymes de type “ respiratoire ”, ddatplus courante est la Déshydrogénase.
La mesure est parfois incluse dans des tests écologiques (Rossel & Tarradellas, 1991)
pour une estimation rapide de l'activité biologigebale du sol. Toutefois, les résultats sont
assez variables en fonction des conditions opéestgMerlin & Rossel, 1992). L'activité des
catalases a été parfois aussi déterminée a patthahtillons de sol. La mesure consiste a
enregistrer la formation d’'oxygene gazeux lors aeécomposition du peroxyde d’hydrogene
(eau oxygénée). Cependant, des réactions abistisp fréquentes et peuvent sérieusement
biaiser les résultats (activité physico chimique deydes de manganése). Les polyphénols-
oxydases interviennent dans les processus d'hatidiica travers la dégradation de la lignine.

Cette famille d'enzymes comprend également lesi$smsc

IV.2 Hydrolases (cellulases, phosphatases)

La plupart des enzymes du sol appartiennent a oapgr et les activités qui s’y
rattachent correspondent frequemment a des tranafans d’intérét agronomique. Les
cellulases sont en lien avec la dégradation dedugsie récolte, de nature essentiellement
ligno-cellulosique. Les activités phosphatasiqpiosphatase acide, phosphatase alcaline,
phosphodiestérases) quant a elles séparent I'tbn-phosphate d'une molécule organique. La
synthese de I'enzyme est inhibée par la présencgramde quantité d’'ion ortho-phosphate.
L'activité de I'enzyme est donc dépendante de hcentration en ions RO dans le sol. Un
apport d'engrais phosphatés, par exemple, entasainee diminution de cette activité,
indépendamment de I'abondance et des autres éstdas populations microbiennes présentes.

L’activité phosphatasique est corrélée positivenauetc la teneur en matiere organique
du sol. Elle semble tres sensible au stockage mpgeéloméme a basse température. Les
phosphatases sont a la fois endo- et exo-cellslaiEbes sont localisées soit dans les cellules
vivantes microbiennes ou végétales, adsorbéessurdgments des parois cellulaires ou soit
associées a des composés abiotiques du sol (asgilesmposés humiques). On peut ainsi

supposer que plusieurs processus sont a l'origmelad perte importante de [I'activité

12
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phosphatasique au cours du temps de stockage otades cellules racinaires libérant des
phosphatases ainsi facilement dénaturées, unegplusle sensibilité au stress de I'enzyme a
I'état exo-cellulaire, une protection relative disisons argile- et acide humique-enzyme
(BROHON B et al,).

Les phosphatases acides (phosphomonoesterasedgs@xo-enzymes hydrolytiques, qui
liberent le phosphore inorganique d'une gamme dbstmsits tels que le phosphate d'inositol,
polyphosphates et sucres phosphorylés (Eleanaves| 1973 ; Tibbett et autres, 1998).

IV.3 Les enzymes hydrolysant le diacétate de fluescéine (estérases,
protéases, lipases)

L'utilisation des esters de fluorescéine pour uresure d'activité enzymatique a été
effectuée pour la premiére fois par Kramer et Guilb(1963) ou un procédé simple a été décrit
pour l'analyse de l'activité de lipase en présaliaetres estérases. Ce n'était qu'en 1980 que
l'utilisation des esters de fluorescéine pour lsune d'activité microbienne a été appliquée aux
échantillons environnementaux. Swisher et Carrd880Q) ont démontré que la quantité de
fluorescéine produite par I'hydrolyse du diacétdee fluorescéine (FDA) était directement
proportionnelle a la population microbienne acsamt sur le feuillage de sapin de Douglas et
depuis, une méthode normalisée a été développée. iGéthode a été, par la suite, adaptée par
Schnrer et Rosswall (1982) pour déterminer |'@étmicrobienne totale dans la civiére de sol et
de paille suite a sa capacité a hydrolyser le FDA.

La méthode consistant a mesurer I'hydrolyse deDA ESchnirer & Rosswall, 1982)
fait intervenir plusieurs groupes d’enzymes diffées. Le diacétate de fluorescéine étant en
effet hydrolysé par des lipases, des protéasesestémses ou d’'autres enzymes. Cette activité
enzymatique connait actuellement un vif intérétest tres utilisée pour mesurer l'activité
enzymatique globale de la population microbiennsau

L'hydrolyse de diacétate de fluorescéine (FDA) lasjement acceptée comme une
méthode précise et simple pour mesurer lactivitierabhienne totale dans une gamme
d’échantillons environnementaux, y compris des. dadsdiacétate sans couleur de fluorescéine est
hydrolysé par des enzymes libres et/ou attachdes lés membranes, libérant ainsi un produit
final fluorescent qui absorbe fortement dans laglmur d’'onde 490 nanométre. La méthode
courante pour mesurer I'hydrolyse de la FDA dassss est souvent limitée par certains
facteurs. L'hydrolyse de la FDA est tres basss temnsols arénaces et argileux.

L'avantage de cette méthode est due a sa mise \@e cmple et rapide et a sa qualité
acceptée pour évaluer l'activité microbienne ¢ot@lest pourquoi, cette méthode est actuellement

applicable sur différents types de sol aussi l@spéré que tropical.
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V. La symbiose mycorhizienne

V.1 Définition des mycorhizes

Etymologiquement, le terme Mycorhize vient de dewts grecs mukés(champignon)
et rhiza (racine) traduisant l'union durable entre champign et racines d'une plante
(Dechamplain, 2002). Cette union est basée suédesnges réciproques entre les racines des
végétaux et certains champignons du (@rith et al, 199\ Dans certains cas, la symbiose
mycorhizienne est obligatoire. Il arrive que lesixl partenaires (champignons et plantes) ne se
développent pas normalement dans les conditiongeali@s, sans cette association mutuelle
(Smith et Read 1997 et 2008).

V.2 Classe et type de champignons mycorhiziens

Vers la fin du XIX siécle, la distinction des mycorhizes a été basgdeurs critéres
morphologiques. Ainsi, Frank (1885) a distingué »xdetypes : I'endomycorhizes (forme

endotrophe) et I'ectomycorhizes (forme ectotrophe).

Ultérieurement, d’autres classifications sont apearselon des critéres physiologiques
et écologiques. Toutefois les critéres morphologggde Frank (1885) restent toujours valables.
En effet, Smith et Read en 1997 décrivent semgyje mycorhizes dont les endomycorhizes a
vésicules et arbuscules, les ectomycorhizes, etdemdomycorhizes, ainsi que des mycorhizes

arbutoides, monotropoides, éricoides et orchidoides
V.2.1 Les endomycorhizes

L’endomycorhize est caractérisée par le développéehe champignon a l'intérieur des
cellules corticales, par l'absence de manteau doegiautour de la racine ni de manchon
extérieur ni de réseau intercellulaire. Les endartyizes sont largement distribuées dans le
monde végétal. On les rencontre essentiellemerz lelseplantes herbacées en général et chez
plusieurs espéces ligneuses. Les endomycorhiZsement des anatomies tres variées d’ou
I'apparition de ces classifications dont les endoonlgizes a pelotons et les endomycorhizes a

vésicules et arbuscules (MVA).

Parmi ces endomycorhizes, les mycorhizes a vésicel arbuscules (MVA) sont les
plus fréquentes (environ 95% des plantes vascalayrecompris de nombreuses plantes

agricoles) (Smith et Read, 1997). Ainsi les chamgits endomycorhiziens formant les MVA
14
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sont des Champignons Inférieurs (Phycomycétes)ga kspectre d’hotes, qui appartiennent a la
famille des Endogonacées (Zygomycetes) mycorhidarités nombreuses especes végeétales et
qui, par conséguent, peuvent se rencontrer dan®ades/stemes tres divers (Morton adt
1995).

V.2.2 Les ectomycorhizes

Les premiéres tentatives d’inoculation ectomycoeme datent de 1920, en Australie
(MIKOLAS, 1970), ou la pratigue se poursuit (THOMSOet al. 1996 ; DELL et
MALAJCZUK, 1997). En Europe, dans les années 185@ycorhization déinus cembragar
Suillus ploransa connu des réussites considérables dans lesfibeist en zones alpines peu
favorables en Autriche (MOSER, 1958). La productarbres forestiers inoculés a grande
échelle a d’abord été développée aux Etats-Uniss tlss années 1980 (MARX et al. 1982).
Ainsi l'utilisation de Pisolithus arhizusdans l'inoculation des plants de pépiniéere y est
maintenant routiniere (MARX et al. 1988).

a) Description des ectomycorhizes

Ce type de symbiose concerne environ 5% des plarssulaires et n'a jamais été
observé chez les monocotylédones. Dans le cagcterycorhize, le champignon forme autour
des racines fines un manchon compact a partir dugaehyphes se développent tant vers
l'intérieur jusqu'au cortex, formant un réseau itontappelé «réseau de Hartig » entre les
cellules corticales, que vers l'extérieur jusqusli environnant. L'ectomycorhize présente
souvent une allure charnue et ramifiee, modificatjoi résulte probablement de la synthese de
phytohormone par le champignon (GAY et GEA ,1994).

b) Structures et particularités des ectomycabizes

b-1) Structure anatomique des ectomycorhizes
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Photo 2.Structure anatomique des ectomycorhizes

Au niveau anatomique, une structure ectomycorhiaesst constituee :

- des hyphes extra-matricielsqui se propagent dans le milieu extérieur en foitntkes
connexions entre le sol et les carpophores. Etlasnt le réle d'exploration du sol et
d'absorption des éléments nutritifs.

« du manteau: filament mycélien formant un manchon engainamtracine. Il est
constitué par un feutrage a organisation spatiafirente selon le champignon
mycorhizien et selon la présence ou absence deshesuexternes ou internes. Les
hyphes de manteau sont presque vides et aplatiessies couches externes et ont, au
contraire, dans les couches internes, les carsitgres d’un myceélium juvénile. Le
manteau joue le rdle de connexion entre le mycééupiorateur et les cellules corticales
de la racine

- des hyphes du réseau de Hartifprmées par des cellules fongiques séparant solevent
premiere couche des cellules corticales de la eactes hyphes sont tout a fait
semblables aux hyphes les plus internes du margeas;insinuent entre les cellules du
cortex racinaires sans jamais pénétrer dans ledete I'héte. C'est a leur niveau que

s'effectuent les échanges d'éléments nutritifs¢syacides aminés, éléments minéraux).
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Suivant I'espéce du champignon ectomycorhizieexiste une grande variabilité de la
structure du manteau et du réseau de Hartig. Ledeaaret les hyphes extra matriciels varient
aussi bien par leurs caractéres morphologiquesictataux que par leurs caractéres
anatomiques. Le réseau de Hartig, quant a luipueatplus ou moins les cellules corticales de la
racine.

b-2) Particularités des ectomycorhizes

Comparées aux endomycorhizes, beaucoup plus repgésedans le regne végétal, les
ectomycorhizes ont les particularités suivantesezCles ectomycorhizes, seules les racines
courtes spécialisées sont colonisées, le champigagrénétre pas les cellules corticales de la
racine mais forme un réseau autour de celles-d¢g Btycélium constitue un manchon continu
autour de la racine. Ce dernier caractere a uneéguence importante qui fait que le
champignon est un passage obligé pour la plus grpadie des flux de matiére entre le sol et la
racine. C’est ainsi que la symbiose est un dewdiastclés de I'absorption d'eau et d'ions
minéraux indispensables a l'arbre.

Les ectomycorhizes se trouvent le plus souvent teespeces ligneuses, en particulier
les essences forestieres de la famille des PinadeaeFagaceae, des Betulaceae et quelques

essences tropicales (Garbaye, 1988)

¢) Les champignons ectomycorhiziens

Les champignons formant les ectomycorhizes appawtigt au groupe des champignons
supérieurs tels les Basidiomycetes et les Ascotegd®ILLER, 1982) et contiennent plus de
5000 especes (MOLINA et al. 1992).

Les Basidiomycétesonstituant des ectomycorhizes sont courants demdoréts ou
autour des arbres isolés des parcs et des jatldirmnt en général des aptitudes limitées a vivre
en saprophytes mais acceptent un large spectréed:hGhez les Basidiomycetes, beaucoup de
familles présentent une ou plusieurs espéces depbaons ectomycorhiziens.

Les familles et genres concernés sont entre sutreAmnitaceaeAmanitg,
TricholomacaeaT{icholoma, Armillaria, Laccarig PaxilacaeaRaxillus), BoletacaeaBoletus
Leccinum, Suillus Russulacaea Rissula, Lactarids Sclérodermacad&cleroderma,
Pisolithug, CorticiacaeaRiloderm3.

Chez les basidiomycetes, les spores se difféereneie@rieurement a I'extrémité des

filaments courts appelés stérigmantes.

Chez les Ascomycetes, les familles les plus comesrnsont :Elaphomycetaceae

(Elaphomyces, Cenococclyierfeziaceae (Terfézes), Tubéracaea (Tuber).
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Des 1885, Frank et les premiers mycorhizologuasagint déja que les champignons
ectomycorhiziens favorisaient la nutrition azotée phosphatée des arbres associés et
dépendaient des sucres synthétisés chez ces depoi@r assurer leur croissance végétative et

pour accomplir leur cycle sexuel.

Physiologiquement, le champignon ectomycorhizigmiteun apport carboné venant de
la plante héte. L’'ensemble des ectomycorhizes cans® entre 10 et 40% des photosynthetats
de la plante-héte. En retour, divers réles des gigmons ectomycorhiziens ont été mis en
evidence dans l'alimentation minérale de la plaBtetre les ressources minérales phosphatées
et azotées solubles (MOUSAIN, 1989 ; MARTIN et LQROU, 1997), le champignon peut
exploiter les ressources organiques du sol, notarhraa sécrétant différentes enzymes tels que
des protéases (NASHOLM et al. 1998) et des phoapaat{MOUSAIN, 1989

d) Rdéles des ectomycorhizes

La symbiose ectomycorhizienne est connue plus qodigrement pour sa capacité a
ameliorer la nutrition phosphatée et azotée destgda Cette amélioration est surtout due a la
capacité des hyphes fongiques a explorer une supias importante du sol et a mobiliser des
éléments nutritifs a partir des formes peu solubl€sir ce point, la présence des
microorganismes capables de solubiliser cet élémentoisinage des mycorhizes et/ou du sol
environnant pourrait constituer un facteur ameéhota nutrition en phosphate de la plante. Le
phosphore est d’abord accumulé dans les hypheprgspectent un important volume du sol
autour de la structure mycorhizienne. Cette accatimn dans les cellules fongiques se fait sous
forme de polyphosphates (ASHFORD et al, 1975 ; GHHRS et HARLEY, 1980 ; STRULLU,
1982 et 1983). Chez les plantes ectomycorhizéesadtivité enzymatique plus particuliérement
les activités phosphatasiques, est susceptibleusd un réle important dans la mobilisation des
formes peu ou pas solubles de phosphore dans (Badlett et Lewis, 1973 ; Williamson et
Alexander, 1975).

L’ectomycorhize joue également un rble importanhsddiabsorption, le transfert ou
immobilisation d’autres éléments minéraux du ®i$ que le cuivre, le fer, zinc et potassium.
Ce type de symbiose peut accumuler également demsca@dons mycéliens des quantités
considérables de métaux lourds présents en exeesles sols acides (aluminium, cadmium,
zinc). Les champignons sont de bons détoxificatdesssols.

L’ectomycorhize protege la racine-hote contre igs agressions. La protection contre
les microorganismes du sol (Marx, 1972) serait semlement liée au role d’écran du manteau,
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mais aussi a des interactions plus complexes @ansizosphére, amenant a une modification
locale de la microflore (FREY et al. 1997).

De méme, certains champignons ectomycorhiriziendliarent la réponse des arbres au
stresse hydrique (GUEHL et al. 1992)

Par la technique de la mycorhization contréléestéimycorhize pourra étre exploitée
egalement pour la production commerciale de begudewchampignons comestibles (DANIEL
et CAMACHO, 1997)

V.3 La mycorhization contrélée
V.3.1 Historique

Lespremiers essais de mycorhization contrdlée en p¥piont été réalisés vers 1920 en
Australie par inoculation de semis d&@nus radiataavec des carpophores @hizopogon
lutéolus Il a fallu attendre jusqu’aux alentours des asnE&70 pour que cette technique soit
développée a petite échelle aux Etats Unis par Mamis a grand échelle a partir de 1982
(Marx et al., 1982 et 1984). En 1996, le nombreselmis de pin inoculés artificiellement avec
du Pisolithus tinctoriusavoisinant les 18 millions. Au canada, le prenmeculum liquide a été
commercialisé en 1988 par les Laboratoires Rhibollec a Saint Jean Chrysostome au Québec.
On a pensé pendant plusieurs années que la myaton controlée devait étre limitée aux
zones dépourvues ou ayant trés peu d’inoculum elaf@ones tropicales ou équatoriales-
Bjorkman, 1970 ; Mikola, 1970 ; Marx, 1980 ; DeMlatet al, 1982 ; Le tacon, 1982a). Depuis
guelques années, il est clairement établi qu’ibestsible de trouver des voies pour améliorer la
croissance des arbres forestiere via la mycorloizatontrolée dans diverses conditions

écologiques (Le Talcon et al, 1997)

V.3.2 Définition

La mycorhization contrélée est un ensemble de tgalknqui consiste a optimiser
I'établissement de la symbiose mycorhizienne emodhtisant en pépiniére des souches
mycorhiziennes sélectionnées et a évaluer leut sffe la croissance de I'héte (Le Talcon,
1982 ; Le Talcoret al, 1986 ; Garbayet al, 1988 ; Yazidet al, 1994). Cette technique permet a
la fois de déterminer l'efficacité des souches fqugs sur la croissance de la plante et de
sélectionner des champignons susceptibles d'éiliséstpour la production de plants pour le
reboisement (Garbaye et al, 1988 ; Garbaye, 19®% Talconet al, 1992 ; Le Talcoret al,
1997 ; Palardét al, 1997, Dekt al, 1997).
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V.3.3 Technique de mycorhization contrélée :

L’inoculation en pépiniére est souvent réalisée solr stérilisé, afin d’éliminer les
compétiteurs éventuels de I'inoculum (LE TACON Et1®86). Ainsi, avant de mélanger le sol
avec l'inoculum fongique, le sol est préalablemierttyé, tamisé et stérilisé pendant 40 mn a
140°C. Apres la stérilisation, les caractéristigplegsico-chimiques du sol sont identifiées.

La technique de préparation d’inoculum varie suivas substrats utilisés. Duponnois et
Garbaye (année) ont proposé une technique utillsamtélange tourbe/vermiculite (4/1 ; viv).
Chaque souche de champignon est ensemencée dansoutedlles contenant ce substrat
préalablement stérilisé. Dans ce mélange tourbmicatite est ajouté le milieu liquide MNM et
le tout est stérilisé (120°C, 20min) avant I'enseosment de souche. La culture est incubée a la
température 28°C pendant six semaines.

L’inoculum est mélangé avec du sol préalablemetilise a raison de (1/10 ; v/v). La
culture est arrosée au moins deux fois par sems@hen la plante, avec de I'eau de robinet sans
la fertilisée. La croissance de la plante doit &tsvie aussi bien en pépiniere gu’apres
transplantation en milieu naturel.

L’effet bénéfique de cette technique sur la canise des plantes en pépiniere et aprés
transformation a permis de sauver plusieurs espgBessences ligneuses dans beaucoup de pays
tempére, surtout lorsque le champignon est adapté€@nditions écologique du site a reboiser.
Chez les ectomycorhizes, I'inoculation en pépinjgeat entrainer un maintien a court terme (1
a 2 ans apres transplantation) de I'espece suiyde&erme racinaire (MARX et al., 1988 ;
DANIELSON et VISSER , 1989 ; BUSCHENA et al., 199PHOMSON et al., 1996 ; HONIG
et al., 2000) et jusqu’a 10 ans apres transplam#gtARBAYE et CHURIN, 1997 ; SELOSSE
et al., 1998a et 1999).

V.4 Intéréts de la mycorhization

Les plantes mycorhizées sont plus riches en él&maméraux que les plantes non
mycorhizées. Pour un développement égal, il faygodpr plus d’engrais aux plantes non
mycorhizées qu’aux plantes mycorhizées. On distribette efficacité a une augmentation des
surfaces absorbantes du systéme racinaire.

La mycorhization des plantes peut permettre amméssance normale dans des sols
calcaires. En absence de mycorhization, on obsehez les plantes concernées des chloroses
calciques caractéristiques (CLEMENT et al, 197APEYRIE, 1983). De la méme facgon, on a
noté que la mycorhization permet le développemesd dlantes sur des sols fortement

contaminés par des métaux lourds.
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La mycorhization améliore par ailleurs l'alint@tion en eau des plantes. On attribue
ceci a une meilleure exploitation du sol ou a lasémuence d’une nutrition minérale améliorée
(PIGOTT, 1982 ; DUDDRIDGE et al, 1982 ; SAFIR et H972).

La présence de champignons symbiotiques a I'euéd’'une racine ou a sa surface agit
sur la microflore environnante. Plusieurs auteumssignalé une diminution due a la symbiose

ectomycorhizienne des dégats causés par des agdmnt®pathogenes (nématodes et
champignons) (MARK ,1969 ; BONDOUX et PERRIN, 1982)

Un cortege mycorhizien optimal constituerait un raigy vert compatible avec une

gestion durable de I'écosystéme forestier.
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MATERIELS ET METHODES
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Al IMPACTS DE LA MYCORHIZATION SUR LE DEVELOPPEMENT
d’Acacia mangiumeET SUR LA COMMUNAUTE MICROBIENNE DU SOL
|. Matériel biologique

I.1. Acacia mangium

I.1.1. Description

Acacia mangiumest un arbre de la famille des Iégumineuses @ignde la zone
Australienne (Queensland) et qui peut atteindre 8@rhauteur. Ses racines portent souvent de
nombreux nodules fixateurs d'azote et des morplestyd’ectomycorhize. Cette plante
représente l'une des especes les plus productimegoree tropicale humide et elle a été
largement plantée sur des terrains peu fertilgeetirbés comme les zones abandonnées par la
culture itinérante.

[.1.2. Classification

Régne : Végeétale

Sous régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Rosidae
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Genre Acacia

Espece mangium

[.2. Souches de champignons ectomycorhiziens
1.2.1. Origine des souches
Les quatre souches de champignons ectomycorhizighsées ont été fournies par la
collection de souches du Laboratoire de Microlgmode I'Environnement du CNRE. Ces
souches ont été isolées a partir des carpophodta® dans différents écosystemes a
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Madagascar et sous des plantes déja reconnuesyeoiiziennes. Ainsi, deux souches de
scléroderme originaires des formations forestieraturelles et deux souches de pisolithe
originaires de plantation d’essences exotiquegtinttilisées.

a. Scleroderma sp2odé SC02-ME
SCO02-ME est une souche de scléroderme isolée a partir cigmophore de petite taille et de
couler blanc grisatre récolté sduapaca bojeridans la forét sclérophylle d’Arivonimamo.

b. Scleroderma sp8odé SC03-ME
Le carpophore, a partir duquel la souche de sidEmeSCO03-ME est isolée, a été récolté sous
l. bijuga dans la forét naturelle d’Antetezana, une fornmafarestiere de basse altitude de la
cOte orientale de Madagascar.

c. Pisolithus spicodé Pis01-ME
La souchePis01-ME a été isolée a partir de carpophore de pisol#elté sous une plantation
homogene ducalyptus globulussur le haut plateau de Madagascar plus précisément
Mangamila.

d. Pisolithus spZodé Pis02-ME
Dans le district de Manjakandriana, sur le hautegla de Madagascar, des plantations mixtes
d’'Eucalyptuset de Pinus sont observées. La souclkés02-ME a été isolée a partir d'un
carpophore de pisolithe récolté sous une plantatience type au sud d’Ambatomena -
Manjakandriana.

1.2.2. Classification

Les quatre souches appartiennent toutes a l'ordr8aérodermatales selon les classifications

suivantes.

Sous embranchemer : Basidiomycotina Sous embranchemer : Basidiomycotina
Classe : Homobasidiomycéte Classe : Homobasidiomycete
Sous classe : Gastéromyceétidées Sous classe : Gastéromycétidées
Ordre : Sclérodermatales Ordre : Sclérodermatales
Famille : Sclérodermaceae Famille : Pisolithaceae
Genre Scleroderma Genre :Pisolithus

(SC02-ME, SC03-ME) (PisO1-ME, Pis03-ME)
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Il. Mycorhization d’ Acacia mangium

La mycorhization dA. mangiuma été réalisée sous deux conditions bien dissraiesol
de culture. Dans un premier temps et pour détemhdngépendance mycorhizienne de la plante,
la mycorhization a été contr6lée c'est-a-dire séaliavec du sol préalablement stérilisé. Puis et
pour s’approcher de plus prés des conditions diemilaturel, I'inoculation a été faite avec du
sol non stérilisé. Cette deuxieme étape permetadement d’évaluer la réceptivité du sol a
I'inoculation et la compétitivité des souches fapgis utilisées vis-a-vis des microorganismes
natifs du sol.

[I.1. Scarification et mise en germination des graiesd’A. mangium

Des graines &. mangium provenant du Silo National des Graines Forestjesat été
stérilisées dans I'acide sulfurique concentré a @&¥dant 60mn. La solution d’acide sulfurique
a été par la suite éliminée et les graines ontigtées 4 a 5 fois avec de 'eau distillée stérile
(140°C, 40 min) puis incubées pendant 12 h a tob& dans de I'eau distillée stérile. Ces
graines ont été, par la suite, transférées apaptient dans des boites de Pétri contenant
préalablement de I'eau gélosée stérile (Agar : .10Ygpuis incubées de nouveau & I'obscurité
sous une température de 25°C pendant 72 h.

[I-2. Préparation de I'inoculum

Les souches de champignons ectomycorhiziens utild#ns cette expérience sont
entretenues régulierement en culture dans dessbo@dPétri sur milieu nutritif MNM gélosé
(Marx, 1969). L'inoculum fongique a été préparéosele protocole décrit par Duponnois &
Garbaye (1991). Des bouteilles ou erlens de 1 éentemplis par 600ml d’'un mélange tourbe —
vermiculite (1/4; v /v) et stérilisé a l'autocla@40° C, 40 min). Ce substrat est ensuite
humidifié par 300 ml de milieu MNM liquide sans agaouchés hermétiquement avec du coton
cardeé et puis autoclavés de nouveau a 140°C ped@anin.

Sous hotte a flux laminaire et a une températureisaant 25°C, le substrat est

ensemenceé par des implants fongiques prélevésesucultures préalablement préparées sur
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milieu solide. Les bouteilles d’'inoculum fongiquens ensuite incubées a I'obscurité sous une
température de 30°C pendant une période de 6 sesndirant laquelle, la souche colonise le

substrat tout entier.

Photo 3 Inoculum de champignons ectomycorhiziens surtsati®urbe/Vermiculite

[1.3. Le sol de culture

Le sol utilisé a été prélevé a la périphérie d'dioienation forestiére naturelle sur le
moyen Est de Madagascar. Les caractéres physiotegles de ce sol sont donnés par le
tableau ci aprés (Tableau 1). Le sol a été tamisgvars un tamis de 2mm de maille et puis soit
stérilisé a l'autoclave a une température de 12p&@dant 40 mn pour la mycorhization

contrblée, soit utilisé directement sans stérilisapréalable.
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Tableau 1.Caractéristiques physico-chimiques du sol de cailtu

pH Azote totale Carbone total Phosphate totale Potassium
C/N
(H20) (%) (%) (ppm) (méq/1009)
Sol de culture 6.15 0,084 1.47 19.3 0.043 17.5

[I.4. Dispositif expérimental

Pour les traitements inoculés, le sol préalablemsédrilisé ou non a été mélangé avec
I'inoculum ectomycorhizien (10%, v/v). Le mélang#t distribué dans des sachets plastiques de
llitre puis rangé sur une tablette métallique dgria randomisée. Des graines pré-germées
d’Acacia mangiunont été repiquées a raison d’'une graine par p@betépétitions ont été
établies pour chaque traitement. Les plantes t&nmin été plantées sur le sol stérilisé ou non
mélangé avec du mélange Tourbe/Vermiculite préatabht stérilisé et sans culture fongique
préalable. Les expériences ont été réalisées gsusohditions de la serre du LME ou les

plantes ont été arrosées deux fois par semainedavikeau du robinet sans fertilisation.

III. Evaluation des résultats

[11.1. Développement de la plante
L’évolution du développement des plantes pour gbhatjaitement a été évaluée en
mesurant leurs biomasses aériennes et racinaires @btant régulierement la hauteur de
chaque plante.
l11.1.1. Biomasse aérienne
La hauteur de la tige de chaque plante, du callegy’au bourgeon terminal, a été

mesurée tout les 30 jours durant les 5 premiers a®ison développement.

La biomasse aérienne des plantes est constitud&epsemble des feuilles et des tiges
au dessus du collet. Aprés 5 mois de culture, d&gs aériennes ont été récupérées en coupant

au niveau du collet. Aprés un léger lavage a l'dauobinet, elles ont été enveloppées dans du
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papier aluminium, puis séchées dans une étuve €lPéndant 24h. La biomasse aérienne est
par la suite évaluée sur une balance de précisiste jguelques instants aprés avoir sorti les
échantillons de I'étuve. Cette précaution perméviter d’éventuel changement de poids des

échantillons d( aux conditions de conservatiorehoratoire.

[11.1.2 Biomasse racinaire

Apres cing mois de culture, les plants ont été tipoet leurs systemes racinaires ont
été soigneusement lavés a I'eau du robinet.

Les sols rhizosphériques sont récupérés en sectagmacines et éventuellement par
rincage a I'eau courante. Les sols ainsi obtenas sechés a l'air libre, puis conservés a +4°C
pour des analyses microbiologiques. Apres avoeotfie les observations relatives au taux de

mycorhization, les systemes racinaires ont étééstah’étuve 100°C pendant 24h. La biomasse

racinaire est évaluée sur balance de précisiote jggelques instants aprés avoir sorti les

échantillons de I'étuve.

[11.2. Taux d’ectomycorhization

La mesure du taux d’ectomycorhization est effectifredes systémes racinaires frais.
Ces derniers sont nettoyés a I'eau courante paisépldans une boite de pétri de maniére a
obtenir une répartition homogéne des bouts de eaciBous loupe binoculaire au grossissement
fois 40, on choisit au hasard un champ d’obseyugbrésentant au moins 100 bouts de racine
dont on compte les mycorhizés et les non mycorhiz&s moins, trois comptages ont été

effectués pour le systeme racinaire de chaqueaeplaa moyenne ainsi obtenue donne le taux

d’ectomycorhization en pourcentage selon la fornsuigante :

Taux d’ectomycorhization = (Nombre de racines egtmorhizées / Nombre total de racines

observées) X 100
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La dépendance mycorhizienne exprime l'importandgnel souche mycorhizienne
donnée sur le développement de la plante (Plemchetttal, 1983). Cette dépendance

mycorhizienne, exprimée en pourcentage est doraréla formule suivante.

Dépendance mycorhizienne = [(poids sec de biomatmete mycorhizée — poids sec [de

biomasse plante non mycorhizfe)ids sec de biomasse plante mycorhizée] X 100

*Le poids sec de biomasse de la plante est exg@mgramme
[11.3. Caractérisation morphologique des morphotype d’ectomycorhize
Chaque morphotype d’ectomycorhize observé surdeenye racinaire de la plante a fait
I'objet de caractérisation morphologique. Ainsk lgiteres suivants ont été étudiés : la couleur
et la texture du manteau, la présence ou abséhgphes extramatricielles et la présence ou
absence du cordon.
l1l.4. Mesure des activités microbiennes du sol
I11.4.1. Activité microbienne totale du sol mesuée par I'hydrolyse de la
Fluorescéine Di Acétate (FDA)
[11.4.1.1.Préparation de la solution tampon de ptassium phosphate
Une quantité de 8.7g de;HPO, (Riedel —De HaeEn.cie .Itd.Analar de sigma Aldrieh)
de 1.3g de KKPQ, (Merck, BDH Analar) a été dissoute dans 800ml d’'dastillée stérile. Le
pH a été ajusté a 7.6 avec du NaOH. Ensuite, leposéna été complété a 1l avec de l'eau
distillée stérile et puis stocké dans le réfrigéuata +4°C.
l11.4.1.2. Préparation du substrat : la FDA
Le substrat de la réaction d’hydrolyse est corsstitar une solution de 1mg/ml de FDA
préparée avec l'acétone. Dix milligramme de FDApsudre ont été dissoutes dans 10ml
d’acétone (acétone 100%). Aprés agitation, le ngdaa été conservé a -20°C a l'obscurité (le
flacon a été recouvert par du papier aluminium).

[11.4.1.3 Mesure de I'activité microbienne totaledu sol
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Quatre pesées de 1g du sol préalablement tamséna de maille ont été effectuées
dont le premier sert de témoin enzyme (TE) et tess tautres constituent les essais (E) de
I'échantillon de maniere a obtenir trois répétiiquour chaque type de sol. Le témoin substrat
(TS) ne contient pas de sol. Cette quantité déndigtillon peut varier selon la nature du sol et
les matériels utilisés.

Quinze millilitre de solution tampon phosphate {3t 6) ont été versés dans chaque
tube et la réaction d’hydrolyse a été démarréd’'gaut de 200ul du substrat (solution de FDA)
dans les trois tubes pour essai et le témoin sathksindis que le témoin enzyme recoit la méme
guantité mais de I'eau distillée stérile. Apresuination pendant 1h sous une température de
30°C et sous agitation, 0,5ml de la solution apéédevé et mélangé avec 0,5ml d’acétone dans
un eppendorf pour arréter la réaction. Les solstiainsi obtenues ont été centrifugées pendant
5min a 10 000 tours/min puis 1ml du surnageantéapéélevé pour la lecture de la densité
optique dans un spectrophotomeétre a 490nm de longliende. Avant la lecture de la densité
optique des échantillons, la mise a zéro de lauvadal niveau du spectrophotométre est
effectuée avec une solution standard a Oul/ml wierdlscéine. La lecture de la densité optique
des échantillons se fait dans l'ordre : témoin sahstémoin enzyme et les trois essais de
I'échantillon.

Tableau 2.Composition de chaque échantillon pour la mesaréhgdrolyse de la FDA

TS TE El E2 E3
Tampon
Phosphate 15 15 15 15 15
(mli)
FDA (ul) 200 - 200 200 200
Sol(g) - 1 1 1 1
H20 (ul) - 200 - - ]

TE : témoin enzyme ; TS : témoin substrat E1, E2; Ees trois essais d’hydrolyse
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11.4.1.4 Calcul du produit d’analyse
Le produit de I'hydrolyse est constitué par laofiescéine. La détermination de la
guantité de ce produit nécessite I'étalonnage d'soletion standard de fluorescéine. Etant
donnée qu’a chaque valeur de DO de cette solutemmdard correspond une valeur exacte de
guantité de fluorescéine, I'équation de la coutbdeendance des valeurs de cette gamme étalon
permet de calculer les valeurs exactes des prodihigsirolyse dans chaque échantillon.
Tableau 3 Composition de la gamme étalon préparée a pdidine solution standard de

fluorescéine

N° Tube

0 1 2 3 4 5
Tampon phosphate (ul) 100®@90 980 970 960 950
Acétone (ul) 1000 990 980 970 960 950

Solution standard de fluorescéine (U0 10 20 30 40 50

La gamme étalon est établie a partir d'une sauttandard de fluorescéine préparée
préalablement a partir de fluorescéine en poudrég5@5 SIGMA) et d’'acétone a une
concentration de 1mg/ml. La dilution étant effeetu@ I'aide de I'acétone pour les autres
concentrations. Les tubes contenant les mélangagrdoétre bien bouchés avant de les
vortexer, puis lecture de leur densité optiquespectrophotometre a la longueur d’onde 490

nm.

[1.4.2. Activités des phosphatases microbiennesidol
[11.4.2.1. Préparation de tampon Mc llvain (citrate phosphate Buffer)
Le tampon Mc llvain est un mélange de la solutoat la solution B qui contiennent
respectivement 19,21g d’acide citrique dans 1000edu déminéralisée et 53,659 de;NRO,
7H,Oou 71,79 de NHPO,, 12H,0 dans 1000ml d’eau déminéralisée. Le pH du tanion

llvain varie suivant les quantités de la solutiortAde B (voir annexe 1). Pour 50ml de tampon
30



Matériels et méthodes

Mc llvain a pH=7 par exemple, on additionne 6,%alla solution A avec 43,6ml de la solution
B. Cette solution a pH=7 est communément appet@dution stock ».

Pour les deux types d’hydrolyse du phosphatearhisntervenir deux enzymes
différentes a savoir la phosphatase acide et lapitadase alcaline, le pH du tampon joue un
réle important. La valeur de ce pH est égale aWs poydrolyse du phosphate en milieu acide et
cette valeur du pH est de 11 pour I'hydrolyse dbogphate en milieu alcalin. Ainsi et pour
chaque réaction, une solution tampon contenant PQ@@msolution stock et 500ml d’eau
déminéralisée est préalablement préparée. Chadutoaadampon est par la suite complétée a
llitre avec de I'eau distillée et le pH est ajustéc du HCI pour I'hydrolyse en milieu acide et

avec du NaOH pour I'hydrolyse en milieu alcalin.

[11.4.2.2. Préparation du substrat et des réactifs

Une solution de p-Nitrophényl Phosphate (ou p-NBPYMM a été utilisée comme
substrat de la réaction d’hydrolyse. Cette soluti@ié préparée a partir du produit en pastille de
p-NPP (Réf. 104-0 Sigma Phosphatae Substrate)i dinsur 10ml de cette solution p-NPP a
5mM, 100mg de ce p-NPP en pastille ont été dissdats 10ml d’eau déminéralisée. La
solution ainsi préparée est conservée a l'obsciflid&on fumé ou tube enveloppé dans du
papier aluminium) et sous congélation a -20°C. Saorgyélation, la solution est utilisable
seulement pendant environ 24h aprés sa préparation.

Outre le substrat, deux autres réactifs ont etéedgant utilisés a savoir la solution de
CaCh a 0,5M et la solution de NaOH a 0,5M. Ces deuxtswmis sont préparées respectivement
en dissolvant 73,5g de CaCPH20 dans 1l d’eau déminéralisée et 20g de swd®H) dans

1l d’eau déminéralisée. Les deux solutions sonsemables a la température ambiante du

laboratoire.
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111.4.2.3 Dosage du produit d’hydrolyse
Deux témoins a savoir le témoin substrat (TS)¢atdin enzyme (TE) ainsi que trois
essais (g B, Eg), ont été préparés selon le tableau ci-apres |€&all.4). Les solutions dans
chaque tube ont été bien mélangées en agitacedmnt a I'aide du vortex et puis incubées
pendant une heure dans une étuve réglée a 37j6utesous agitation. En sortant les tubes de
I'étuve, la réaction d’hydrolyse a été arrétée putant dans un premier temps 100ul de la
solution CaC] dans chaque tube suivi d’'une agitation pour corguléa réaction et puis 400ul

de NaOH.

Tableau 4. Composition de chaque échantillon pour la mesues @ctivités

phosphatasiques

TS TE El E2 E3
Tampon
Phosphate (ul) 400 400 400 400 400
p-NPP (ul) 100 - 100 100 100
Sol (mg) - 100 100 100 100
H20 () - 100 - - _

La lecture de la densité optique se fait a la lengud’onde 400nm en prenant comme
référence un témoin blanc,®. La lecture a été toujours effectuée en commengan les

témoins puis par les essais.

[11.5. Dénombrement des microorganismes du sol
[11.5.1. Préparation et dilution du sol
Pour chaque traitement, le sol intimement lié atéye racinaire a été récolté pour des

analyses microbiologiques. Le sol a été par laestatmisé a 2mm. Le dénombrement des
32



Matériels et méthodes

microorganismes a été effectué par la méthodeiglassle dilution en cascade et étalement sur
milieu de culture solide approprié. Une solutiogrigt (120°C, 20min) de sulfate de magnésium
(MgSQO, 0,1M) a été utilisée pour la dilution en cascalasi, la solution mére est composée de
5g de sol et 45ml de la solution de sulfate de résigim soit une dilution de un dixieme. Sous
hotte a flux laminaire, une série de dilution eat |a suite préparée a partir de cette solution

mere.

[11.5.2. Ensemencement et étalement de la suspéns du sol

Une quantité précise (100ul) de solution diludecasemencée et étalée dans des boites
de Pétri contenant préalablement d’un milieu déucelsolide approprié aux différents micro-
organismes a énumeérer. Trois répétions ont ététaffes pour chaque dilution.

[11.5.2.1. Dénombrement des Pseudomonas du groupe esl
fluorescents

Cent microlitre de chaque dilution (de™@ 10% ont été étalés sur des boites de Pétri
contenant du milieu gélosé King B (King et al, 1p5dréalablement stérilisé (120°C, 20 min).
Le milieu King B est un milieu riche en Phosphdéeorisant ainsi la production de
sidérophore comme acide organique. La compositiomilieu se trouve dans I'annexe 2. Les
boites ensemencées sont incubées a I'obscurité wee étuve a 30°C pendant 48 heures. Au
bout de 48 h, les bactéries produisant le sidémapkde couleur jaune bleu fluorescent sont
visibles sous lumiére ultra violette de longuewrdie 254 nm.

Les bactéries fluorescentes ont été récupéréesde lles cure-dents stériles (120°C, 20
min) et repiquées sur un milieu de culture neuKdhg B. Les souches isolées et purifiées sont
conservées a — 80°C dans du milieu de culturedigde King B auquel du glycérol a été

additionné a raison de 20%.
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[11.5.2.2. Flore totale cultivable du sol

La flore totale cultivable du sol regroupe les marnganismes susceptibles de se
développer sur un milieu de culture contenant danglupart des cas des éléments nutritifs
essentiels. Dans notre cas, le dénombrement dmicesorganismes a été effectué sur milieu
TSA (Tryptic soy Agar) avec lequel 2% d’agar a gjguté. Cent microgramme de la solution
diluée du sol ont été également étalés sur desshdé pétri contenant préalablement du milieu
TSA stérile. Trois répétitions ont été effectuéesirpchaque dilution. Les boites ensemencées
ont été incubées a I'obscurité dans une étuve @.3(% lecture a été faite apres 24h, 48h et 72h

d’incubation et toutes les colonies formées ontétombrées.

111.5.2.3. Flore solubilisant le phosphate

La flore capable de solubiliser le phosphate a d&gombrée sur le milieu TCP
contenant comme seule source de phosphate : Igpldtesde Calcium Tricalcique (TCP). Cent
microlitre de la solution diluée du sol ont étélé&tasur des boites de Pétri contenant du milieu
TCP préalablement stérilisé. Pour 11 du milieu T@Ppréparation est la suivante : dans un
erlen contenant 800 ml d’eau distillée placé canstant sous agitation sont introduits 5g de
NHa4Cl, 1g de NaCl et 1g de MgS(L.e pH est ajusté a 7,2 en utilisant du KOH (0,1®is on
y ajoute sous agitation 10g de glucose, 20g d’agade Ca(PO)2. Le volume est ajusté a 1000
ml avec de I'eau distillée et la solution est erirtoclavée pendant 20 minutes a 120°C.

La capacité des bactéries a solubiliser le phosphst visualisée par I'apparition de
halos translucide autour des souches apres deux ¢muiculture alors que le reste du milieu

reste opaque.
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[11.5.2.4. Actinomycetes

Ce sont des micro-organismes saprophytes a paroisn G+). La plupart des
actinomycetes produisentdes antibiotiques (Domergue at, 1970 ; Morel, 1996) et se
développent lentement sur milieu gélosé. Dans nase le milieu de culture utilisé pour le
dénombrement des Actinomycetes a été le milieusMak (Waksman, 1961). La composition
de ce milieu Waksman est donnée en annexe 2. ilerdlitre de la solution diluée du sol ont
été étalées sur des boites de pétri contenantaptéaient le milieu Waksman stérilisé. Les
cultures ont été incubées dans une étuve a 30°Cledtare a été effectuée aprés 7jours
d’incubation.

[11.6. Analyse statistique des données

Les données obtenues ont été traitées par arddysariance (ANOVA). L'objectif de
cette méthode d’analyse est de rechercher lerraite qui a un effet significatif a un risque ou
a un seuil de probabilité donné. Au cas ou degdiffces significatives auraient été observées,
le test de Newman-Keuls a été utilisé pour distandas groupes de moyenne statistiquement
homogene. Dans notre cas, le logiciel STATISTIC&té& utilisé pour les analyses de variance.
La méthode classique d’Analyse en Composante Patei(ACP) permet de projeter sur des
axes les traitements d’inoculations selon les valales variables étudiées. Dans notre cas,
'ACP a été réalisée avec le logiciel SPAD (Speétesdiction and Diversity Estimation) créé

par l'université de Taiwan.
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B] IMPACTS D’A. mangium SUR LE DEVELLOPPEMENT D’I. bijuga via LA
COMMUNAUTE DE CHAMPIGNONS ECTOMYCORHIZIENS
|. Structuration de la communauté de champignonsaomycorhiziens parA. mangium
I.1. Sol de culture

Le sol de culture utilisé pour tous les traitememtsvient de la station forestiere de
Tampolo située dans la cote Est de MadagascarollL& &té prélevé a la périphérie de la forét
ou la dégradation de la formation forestiere eseasvancée. Dans cette partie de la station
forestiére, les arbres sont remplacés en grande @it par des arbustes ou des strates
herbacées de différente composition soit par dastaions d’essences exotiques telles que les
EucalyptusPinusou Acaciss.

Avant utilisation, le sol a été broyé et tamis€@un ta mis de 2mm de mailles. Ce
substrat est par la suite mélangé avec du sabbldaptément stérilisé a raison de 50%. Le
mélange a été directement partagé dans des pptastigue de 1l sans stérilisation.

[.2. Culture d’ A. mangium

Cent pots plastiques de 1l remplis par le sol sabticrit ci dessus ont été utilisés. Ces
pots ont été partagés en deux lots de 50 potauohace premier lot a regu des graines pré-
germées dAcacia mangiuntandis que le deuxieme, laissé sans plante,raeaei témoin. Les
cultures ont été placées en randomisation comptétatretenues sous la serre du LME/CNRE
dans les conditions suivantes : lumiere naturekevdron 12 heures par jour, température du
jour environ 28°C et température de la nuit envit8AC. Les cultures ont été arrosées avec de
I'eau du robinet deux fois par semaine sans ladiser

1.3. Développement dA. mangiumet impacts sur la microflore du sol
1.3.1. Développement de la plante

La hauteur des plantulesAd’ mangiuma été mesurée mensuellement. Apres 3 mois de

culture, dix plants ont été choisis au hasard jmunesure de la biomasse aérienne et racinaire.

Les parties aérienne et racinaire ont été récoltémgwallées séparément dans du papier
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aluminium puis séchées a I'étude 100°C pendant 24 h. Le poids sec de chaque partie est par I
suite mesuré a I'aide d’'une balance de précision.
1.3.2. Communauté ectomycorhizienne associéédamangium
Avant ['évaluation de la biomasse racinaire, le pourcentage de la colonisation de
champignons ectomycorhiziens au niveau du systéme racinaire de chaque plante a été évalué
Pour cela, le nombre de racines courtes ectomycorhizées et non mycorhizées a été dénombr
sous loupe binoculaire (grossissement X 40). Au moins, 100 bouts de racines choisis au hasarc
ont été examinées pour chaque plante. Le taux d’ectomycorhization est exprimé par le nombre
de racine mycorhizée X nombre total de racine examinée/100. A partir des criteres
morphologiques tels que la couleur du manteau, la présence ou non des hyphes extra matriciels
et la présence ou non de cordon, les morphotypes d’ectomycorhizes ont été groupés. Ces critére
permettront de décrire la structure de la communauté de champignons ectomycorhiziens au
niveau du systéme racinaire.
1.3.3. Mesure de l'activité microbienne du sol
L’activité de trois enzymes du sol, la phosphatase acide et alcaline et I'enzyme
hydrolysant la fluorescéine di-acétate, a été mesurée dans le sol de chaque traitement selon le
méthodes déja décrites auparavant (Paragraphe 1l.4). Les produits de I'hydrolyse a savoir la
fluorescéine et le phosphate ont été évalués par spectrophotométrie respectivement sous
longueur d’onde 490nm et 400 nm.
[.3.4. Dénombrement des microorganismes du sol
La flore totale cultivable du sol ainsi que la population d’actinomycéetes et des
Pseudomonadu groupe des fluorescents ont été dénombrés dans le sol des deux traitements. La
population de ces trois groupes de microorganismes a été évaluée respectivement sur milieu
TSA (Triptic Soy Agar), milieu Waksman et milieu King B selon la technique de suspension —
dilution et d’étalement sur milieu solide de I'échantillon décrite auparavant (paragraphe 111.5).

La flore totale cultivable a été dénombrée aprés 24, 48 et 72 h de culture. La population de
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Pseudomonafiuorescent a été évaluée sous lumiere ultrait@®@54nm aprés 48h de culture
tandis que les actinomycetes ont été dénombrésirs japrés ensemencement. L’approche
adoptée pour la mise en évidence de ces trois gsodg microorganismes du sol est déja décrite

auparavant (paragraphe 111.5).

Il. Développement dlntsia bijuga sur sol anciennement colonisé ou non paA.
mangium
[I.1. Mise en culture d’l. bijuga
[1.1.1 Germination des graines

La levée de dormance des grainds ijuga a été effectuée manuellement. Les graines
ont été grattées au niveau du tégument a I'aigeedime. Puis elles ont été lavées avec de
'eau de robinet pour enlever les débris et rin@Eeau distillée stérile. Les graines rincées ont
été incubées dans de l'eau distillée stérile pen@di sous la température ambiante du
laboratoire. Les graines ont été par la suite fémées dans du sable stérile (140°C pendant
40mn) et incubées a I'obscurité jusqu’a ce qugdrmes atteignent 3 a 4cm de longueur.

[1.1.2 Sol de culture et mise en culture des grairse

Les deux lots de sol utilisés auparavant lorsed@@rimentations suk. mangiunont été
utilisés. Le sol anciennement colonisé par mangiumsert a évaluer les impacts de la
communauté de champignons ectomycorhiziens assakiéset arbre exotique sur le
développement dl’ bijuga. Le deuxieme lot de sol . mangiunm’a pas été planté servira de
témoin.

Une graine pré-germéeldbijuga a été plantée dans chaque pot plastique de 1LtVing
cing répétitions ont été effectuées par traitemesd. pots ont été placés en randomisation totale
et entretenus sous la serre du LME/CNRE avec emigh de lumiere naturelle par jour, a
28°C de température moyenne du jour et 18°C de deatyre moyenne de la nuit. Les plants

ont été arrosés deux fois par semaine avec dedleaabinet sans les fertiliser.

[1.2. Développement d’ I. bijuga et activités microbiennes du sol
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[1.2.1. Développement de la plante
Le développement U’ bijuga a été évalué par la mesure réguliere de la haatesir
plantes et la détermination de la biomasse aériehrercinaire a la fin de I'expérimentation. La
longueur de la tige, du collet jusqu’au bourgeamteal a été mesurée une fois par mois et a un
intervalle de temps régulier. Apres trois mois déure, la biomasse aérienne et racinaire de
chaque plante a été évaluée. La partie aérienngldetes a été récoltée, emballée dans du
papier aluminium et mise a sécher a I'étuve a @mepérature de 100°C pendant 24h. Le
systeme racinaire, soigneusement prélevé, a d’afard’objet de I'évaluation du taux de
mycorhization. Ce systeme racinaire a été par ile suis a sécher selon la technique citée ci-
dessus. Le poids de chaque partie (aérienne etaie®) est évalué a l'aide d’'une balance de
précision.
[1.2.2. Taux d’ectomycorhization d’l. bijuga
Le taux d’ectomycorhization de chaque plante eslu& sur au moins 100 bouts de
racine choisis au hasard. Le nombre de racine eauayicorhizée et des bouts de racines non
mycorhizées a été déterminé sous loupe binocutaivs grossissement X40. Le pourcentage
d’ectomycorhization est par la suite donné parolanfile : nombre de racines mycorhizées X
nombre totale de racines examinées /100. En adogésncritéres morphologiques tels que la
couleur du manteau, la présence ou non des hypties reatriciels et la présence ou non de
cordon, les morphotypes d’ectomycorhizes ont évéigs. Ces criteres permettront de décrire
la structure de la communauté de champignons ecimnigziens au niveau du systeme
racinaire.
[1.2.3. Activité microbienne du sol
Au niveau du sol de chaque traitement, I'actiwiti&€robienne totale du sol mesurée par
sa capacité a hydrolyser le FDA et I'activité deghosphatase acide et alcaline ont été évaluées
selon la technique décrite auparavant (Paragridphg. Les résultats ont été exprimeés par la

guantité de produit d’hydrolyse par gramme de spke unité de temps.
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[1.2.4. Population microbienne du sol
La flore totale cultivable du sol ainsi que la plgtion d’'actinomycetes et de
Pseudomonagiu groupe des fluorescents a été évaluée danslleeschaque traitement.
L'approche adoptée est décrite au paragraphe patégaragraphe IIl.5). La flore totale
cultivable du sol a été dénombrée sur milieu TSAs24, 48 et 72 h de culture et incubation a
30°C. Le milieu Waksman a été utilisé pour évalagpopulation d’actinomyceétes et le milieu

King B pour lesPseudomonadu groupe des fluorescents.
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|. Mycorhization d’ Acacia mangium

I.1 Influence des souches fongiques sur le dévepmment de la plante en condition
contrélée.

Des différences significatives ont été observéaseele développement des plantes
inoculées et non inoculées (témoin) d’'une partraeteeles plantes inoculées par différentes
souche d’autre part (Tableau 5 et Figure 3).

Jusqu’au deuxiéme mois de culture, aucune difté&ran’a été observée au niveau de la
hauteur des plantes inoculées et non inoculéesaré plu deuxieme mois, une croissance en
hauteur des plants’Almangium inoculés par les différentes souches de champignons
ectomycorhiziens a été remarquée par rapport plants témoins. La figure ci-apres (Figure
3) montre la capacité de chaque souche a stinauleauteur de la plante héte durant les cing
premiers mois de son développement. Aprés cing ewisulture, les plants inoculés ont des
hauteurs plus de deux fois plus importantes queseéles plants témoins. Ainsi, I'inoculation
avec les souches dsolithus(Pis 02-ME et Pis 01-ME) a permis d’obtenir la team la plus
élevée des plantes. Les deux souches de Sclerog®8m@2-ME et SC 03-ME) quant a elles ont
également amélioré la hauteur des plantes. Poutéahauteur des plants inoculés par ces deux
dernieres souches bien que plus élevée par rapprrplants témoins, reste inferieure a celles
des plantes inoculées par les souche®idelithus D’'une maniére générale, la croissance en
hauteur des plants inoculés reprend une vitessgelgu moment ou celle des plants témoins

commence a ralentir. Ces deux phénomeénes se peodaipartir du deuxieme mois de culture.
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Figure 3. Croissance en hauteur Ad’ mangiumsous linfluence des souches fongiques en

condition contrblée

Culture en Serre

Photo 4. Plantules’A.mangium apres 5mois d’inoculation sous serre (Source auteu
Au bout du cinquieme mois de culture, la biomasse plants inoculés présente des
différences hautement significatives par rappaelée des plants témoins. Ainsi, ces différences

ont été beaucoup plus remarquées au niveau derzabse racinaire ou les plants inoculés ont
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des biomasses d’environ dix fois plus importantae gelles des plants témoins. Cependant
aucune différence significative n'a été enregiseate les poids secs des racines des plantes
inoculées par les quatre souches ectomycorhizientigstes. Quant a la biomasse aérienne,
outre la différence entre le témoin et les traitet®dnoculés, I'influence de chaque souche
ectomycorhizienne au niveau du développement deatie aérienne de la plante a montré
également des différences significatives. Ainsistaiche dePisolithus Pis 02-ME a permis
d’obtenir le développement le plus élevé de laipadrienne des plantes (Tableau 5).

Tableau 5. Effet de linoculation sur le développementAd mangiumet dépendance
mycorhizienne de la plante vis-a-vis de chaque ®wpres 5 mois de culture en condition

contrblée

Traitements

Témoin Pis02-ME PisO01-MESc02-ME Sc03-ME

Biomasse aérienne (mg poids sec) 61.88 a 459.548%.5bc 293.78b 387.2 bc
Biomasse racinaire (mg poids sec) 13.96 a 90.66b 02.78b 135.02b 160.5Db
Taux d’ectomycorhization (%) - 50 a 55a 4559 a .79@

Dépendance ectomycorhizienne (%) - 86,71 a 84,6681,19a 86,33 a

Pour chaque parametre mesuré, les données daré&sria hgne suivies par les mémes lettres (a
ou b) n'ont pas de différence significative selendst de Newman Keuls (P < 0.05).

Les observations effectuées au niveau du systéwgirane des plantes ont permis
d’évaluer le taux de colonisation des racines psisbuches de champignons ectomycorhiziens.
Le taux d’ectomycorhization a été élevé (envirofed@our toutes les quatre souches utilisées
(Tableau 5). Aucune différence significative n'& éiécelée entre le taux d’ectomycorhization
obtenu avec les quatre souches. Par comfte,mangium a montré une dépendance

ectomycorhizienne élevée vis-a-vis de toutes legrgusouches utilisées. Cette dépendance qui
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exprime I'importance de la souche sur le développ# de la plante, atteint plus de 80% pour

toutes les souches (Tableau 5).

1.2. Influence des souches fongiques sur le dévalement de la planteen condition
du milieu naturel.

Le résultat de I'influence des souches fongiquedesdéveloppement A:mangiunmen
condition du milieu naturel est récapitulé dansaldeau 6 ci-apres. Les résultats confirment la
capacité des quatre souches ectomycorhizienneshoeen le développement A’. mangium
déja observée en condition contrlée. Pourtant,netee amélioration du développement de la
plante a été observée avec la souche Sc03-ME sttiesdeuxiéme condition utilisant des sols
non stérilisés. Ce qui permet de penser a la graagacité d’adaptation de cette souche aux
conditions abiotiques et biotiques définies parde
Tableau 6. Influence de l'inoculation sur le développemenA.dmangiumen condition du

milieu naturel

Traitements

Témoin Pis02-ME  Pis01-MESc02-ME Sc03-ME

Biomasse aérienne (mg poids sec) 62.92 a 461.36 B0.23bc 298.68b 429.34c
Biomasse racinaire (mg poids sec) 11.06 a 84.33 b 9.18% 128.27b 182.25c
Hauteur (cm) 8.2a 12.84b 12.01b 17.36b 10.5b

Taux d’ectomycorhization (%) - 52.70 a 58.43 a 8%xl1 57.28a

Pour chaque parametre mesuré, les données darésria hgne suivies par les mémes lettres (a
ou b) n'ont pas de différence significative selendst de Newman Keuls (P < 0.05).
[.3. Influence de l'inoculation sur la communauté nicrobienne du sol
1.3.1. Activité microbienne totale mesurée par I'’hgrolyse de la FDA
Apres 4mois d’inoculation &. mangiumpar les quatre souches ectomycorhiziennes

(Pis 01-ME, Sc02-ME, Sc03-ME, Pis02-ME), la quantide fluorescéine produite par
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I'hydrolyse de la FDA effectuée par chaque échiamtitle sol est donnée par la figure ci aprés
(Figure 4). L’inoculation par la souche Sc03-MERig02-ME a permis d’obtenir des quantités
de produit d’hydrolyse (Fluorescéine) trois foispElevées que celles des traitements témoins.
Avec les deux autres souches, aucune différenadfisjive n'a été observée quant a la
quantité de fluorescéine produite par rapport & agtenue avec les témoins. Etant donné que
dans cette réaction d’hydrolyse, la quantité dodpit d’hydrolyse exprime [Iactivité
microbienne totale au niveau du sol, les souch&3-ME et Pis02-ME ont donc nettement
stimulé I'activité totale des microorganismes ageur introduction dans le sol. Toutefois, ces

données ne renseignent pas sur les groupes ogp&sde microorganismes stimulés.

N
wn

(b) (b)

_ (@)
(a)
05 - (a) [I

PisOLl-ME  Temoin SC02-ME Sc03-ME  PisO2-ME

[ 5]

Quantité de fluorescéine
produite (en pgfhfg du sol)
[
— v

Traitements

Figure 4. Quantité de Fluorescéine produite pour chaqueetraint
(Les traitements suivis d’'une méme lettre (a oadmstituent un groupe statistiguement
homogene, au seuil de probabilité 0,05, selonsiede Newman-Keuls)

1.3.2. Activités des enzymes phosphatasiques du sol
Les activités des deux enzymes (phosphatase aaztliphosphatase acide) ont été toutes
bien décelées dans tous les traitematifscaciamangiumen culture. Pour toutes les souches
de champignons ectomycorhiziens utilisées, la diéadti produit de I'hydrolyse obtenu (p-

Nitrophenol) a été élevée par rapport a celle oléserchez les traitements témoins et cette
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guantité a été plus élevée chez I'hydrolyse enemiéilcalin que celle en milieu acide. Ainsi et
par rapport au témoin, la quantité de p-Nitrophgmoduite est significativement élevée chez
tous les traitements inoculés en milieu alcalorsaue cette quantité n’a été significativement
élevée que chez les traitements inoculés par lag deuches d@isolithus (Pis 01-ME ou

Pis02-ME) en milieu acide.

500 - ®) ®)

D)
400 A (b')

300 (b) (b)
(&’
200 - (a) (a)
(a)
100 -

Quantité de p-Nitrophenol
produite (en pg/h/g du sol)

0 1 1 1 T 1
Témoin Sc03-ME  SC02-ME  PisO1-ME Pis02-ME

Traitements
EP Acid P Alcaline

Figure 5. Quantité des produits de I'hydrolyse du phospkatailieu acide et alcalin
(Les traitements suivis d’'une méme lettre (a oucbhstituent un groupe statistiguement
homogene, au seuil de probabilité 0,05, selonsiede Newman-Keuls)

[.3.3. Flore totale cultivable du sol

La flore totale cultivable représente tous les nocganismes (champignons et bactéries)
capables de pousser sur le milieu TSA durant less tipremiers jours qui suivent
'ensemencement (Figure 6). Les résultats ont rdomiie I'inoculation avec la souche Pis01-
ME a généré une population microbienne cultivaldmiBcativement importante par rapport
aux restes des traitements. Le nombre des coldoieses par cette population a été méme
significativement faible par rapport a celui obvgerchez les témoins pour les traitements
inoculés par les deux souches Besolithus Pour la souche de@isolithus Pis02-ME,
linoculation n’a pas d’effet significatif sur leombre de la flore totale cultivable du sol par

rapport au témoin.

46



Résultats et discussion

1.3.4. Flore totale solubilisant le phosphate

La flore totale solubilisant le phosphate se défémie des autres flores par leurs
aptitudes a former un halo translucide autour aésnges dans le milieu de culture approprié.
Cette flore est absente dans le traitement témeicatte expérience et est présente dans les
traitements inoculés avec les souches fongiquesivaau desquelles, la différence entre le
nombre de microorganismes solubilisant le phospleste significatif. Le nombre de ces
microorganismes est plus faible dans le traiteragst la souche Sc02-ME et augmente avec
les souches Pis01-ME et Pis02-ME (Figure 6).

1.3.5. LesPseudomonaslu groupe des fluorescents

Les Pseudomonasde groupe fluorescent ont été rarement présems daus les
traitements inoculés ou témoins. Seuls les tratémavec les souches Sc02-ME et Pis02-ME
ont vu la présence de ces microorganismes en nanéisréaible.

[.3.6. Les Actinomycétes

Les résultats ont montré que le nombre des actinétag présents dans les traitements
avec les souches Sc03-ME, PisO1-ME et les témoiesprésente pas de différence
statistiguement significative. Tandis que chez tlagements avec les souches Pis02-ME et
Sc02-ME, le nombre des actinomycétes est sigtifimament supérieur a celui des autres

traitements (Figure 6).
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Figure 6. Numération de quelques groupes de la flore iglgrdans les traitements inoculés et

les témoins
(Les traitements suivis d’'une méme lettre (a oucbhstituent un groupe statistiguement

homogeéne, au seuil de probabilité 0,05, selonsiede Newman-Keuls)

A : Flore totale sur milieu TSA

B : Actinomycete sur milieu Waksman

C : Pseudomonas fluorescent sur milieu King B

D : Flore totale solubilisant le phosphaner milieu TCP

Figure 7. Aspects morphologiques des souches microbiennesnates sur leur milieu de
culture respectif
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Il. Influence des communautés microbiennes généréepar I'établissement dAcacia
mangiumsur le développement dhtsia bijuga

[I.1. Développement préalable dAcacia mangium

[1.1.1. Développement dA. mangium

Le développement et le taux d’ectomycorhizatioA.dnangium,aprés trois mois de
développement sur le sol prélevé dans la statimsfiere de Tampolo, est donné par le tableau

suivant (Tableau 7).

Tableau 7. Développement &. mangiumcultivé sur le sol prélevé dans son site de

reboisement

Temps de culture 3 mois
Biomasse aérienne (mg) 36,44
Biomasse racinaire (mg) 7,18
Taux de ECM (%) 47,2

Les observations effectuées au niveau du systewieam@e des plantes ont permis
d’identifier quatre morphotypes d’ectomycorhizesaaoir le morphotype marron (MT - M), le
morphotype beige foncé (MT - B), le morphotype marfoncé (MT - MF) et le morphotype
blanc (MT — Bl). Les caractéristiques morphologisje¢ anatomiques de ces morphotypes sont

données dans le tableau ci aprés (Tableau 8).
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Tableau 8 Caractéristigues morphologiques des morphotypestainycorhizes

observés sur le systéme racinaird.dhangium

Morphotype MT - M MT - B MT - MF MT - BI

Couleur du manteay  Marron Beige foncé Marron foncé | Blanc

Texture du manteau| Lisse Lisse Poilue Lisse

Ramification Absence Absence Absence Absence

Cordon Présence Absence Présence Présence

Hyphe Abondante, | Réduite, enf Réduite, en formeAbondante, sous

extramatricielle en forme dg forme de coton de coton et de forme de feutrage
coton etde |etde couleur marron et de couleur
marron couleur beigeO. blanche

[1.1.2. Modification au niveau de la communauté micobienne du sol
11.1.2.1. Activité microbienne totale du sol et advité enzymatique
L’implantation d’A. mangiumsur le sol de la forét de Tampolo a fortement médif
I'activité microbienne totale du sol mesurée phydirolyse de la FDA. Ainsi, cette implantation
a significativement augmenté l'activité microbientwale du sol. Tandis que la présence
d’A.mangium n’a pas d’influence significative sur l'activifghosphatasique du sol. Il a été
seulement remarqué que la quantité de p- Nitrophgoduite en milieu acide est plus élevée

gue celle produite en milieu alcalin.
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Figure n°8. Activité microbienne totale et activité enzymatiqgte sol de la forét de
Tampolo sous l'influence &.mangiumavec To : sol sans plante (témoin) et T1: sol sous
Acacia mangium

(Les traitements suivis d'une méme lettre (a ou donstituent un groupe

statistiguement homogéne, au seuil de probabildg, &elon le test de Newman-Keuls).

[1.1.3.2. Dénombrement des microorganismes dsol

Au bout de trois mois de cultureAdmangiumle dénombrement des microorganismes
(flore totale cultivable du sol, flore totale soligant le phosphate, actinomycetes et
pseudomonas du groupe des fluorescents) a nuumrEimplantation de cet arbre a également
fortement modifié la population de ces microorgar@s. Ainsi, comparé a ceux observés chez
les traitements témoins, le développement en nembrces microorganismes est plus de trois
fois pour les actinomycetes et plus de deux foig e flore totale solubilisant le phosphate. Le
nombre des colonies a été également supérieur & des témoins pour les autres

microorganismes. Toutefois, cette augmentatiorpa®été statistiquement significative.
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Figure 9. Nombre des microorganismes du sol des différteaitements dans 5g du sol
[1.2. Impacts de la pré-colonisation du sol
[1.2.1. Impacts sur le développement d. bijuga

L’évaluation du développementidbijuga a été effectuée en mesurant la hauteur de
chaque plante, la biomasse racinaire et aériehaecroissance en hautewfl. bijuga, suivie
des le ?mejusqu’au Amois de culture, a montré que cet arbre se dévelagpux sur le sol
préalablement colonisé p&. mangiumque sur le sol témoin. La différence entre lesxdeu
traitements a été observée dés la premiere mdsigied 10).

Les biomasses (aériennes et racinaires) ldjuga cultivé sur le sol préalablement
colonisé paA. mangiunont été significativement élevées comparées asdits témoins. Cette

augmentation est plus de deux fois pour les depastyle biomasse (Tableau 9).
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Figure 10. Evolution de la hauteur’ld bijuga durant les quatre premiers mois de son
développement sur sol préalablement coloniséApanangium(courbe bleu) ou non (courbe

rouge)

Tableau 9. Développement et taux d’ectomycorhization. dijuga aprés quatre mois de

culture sur sol préalablement colonisé ou nordpanangium

Hauteur Biomasse Biomasse Taux d'ectomycorhization
(cm) aérienne (g) racinaire (g) (%)

[. bijuga témoin 20.23 a 10la 0.22 a 42.33 a

I. bijuga via A.

mangium 24.20 a 2.07b 0.69b 75.66 b

Les traitements dans la méme colonne suivis d'uémenlettre constituent un groupe statistiquementdgene
selon le test de Newman-Keuls (p <0,05)

[1.2.2. Impacts sur la communauté de champignons &mmycorhiziens
associée antsia bijuga
Aprés l'observation des racines a la loupe biraiog) trois morphotypes ont été
observés sur le systeme racinaire des planteseslesté le sol anciennement colonisé par
mangiumdont le morphotype marron, morphotype beige fagtcke morphotype marron foncé.

Le morphotype marron est plus abondant que le Heige et ce dernier est a peu prés le méme
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nombre que le marron foncé. Les caractéristiquephaotogiques et anatomiques de chaque
morphotype sont présentées dans le tableau 10.ivaawn du systeme racinaire des plants

témoins, on n'a observé que le morphotype magtdieige.

Tableau 10.Caractéristiques morphologiques des morphotypestatigeycorhizes récoltés sur

les racines!l’l. bijuga

Morphotype MT -M0 MT — BO MT - MF
Couleur du manteau Marron Beige foncé Marron foncé
Texture du manteayl Lisse Lisse Poilue
Ramification Absence Absence Absence
Cordon Présence Absence Présence
Hyphe Abondante, Réduite, Réduite,
extramatricielle en forme de coton en forme de cotonen forme de coton et
et de couleur marron| et de couleur beigede couleur marron
*

Ces deux morphotypes n'ont pas été observés sipldeses témoins cultivées sur sol non
colonisé préalablement pAr mangium

Aussi bien pour les plants témoin que pour lesitplaultivés sur le sol préalablement
colonisé parA. mangiumle taux d’ectomycorhization a été toujours despde 40% (Tableau
9). Par contre, cette colonisation préalable dypaof. mangiuma significativement amélioré le
taux d’ectomycorhization thtsia bijuga Cette nette amélioration du taux d’ectomycorharat
a engendré également une stimulation significativedéveloppement de la plante. Ainsi, la
biomasse aérienne et racinaire des plants a éeédgludeux fois supérieur a celles des plants

témoins (Tableau 9).
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I1.2.3. Modification au niveau de la communauté micobienne du sol
[1.2.3.1. Activité microbienne totale du sol mesuré par I'hydrolyse de la FDA
La quantité de fluorescéine produite augmente rpssivement du sol témoin (To)
jusqu’ au sol od. bijuga a été installé (Figure 11). Entre les deux tra@ets de sol oli bijuga
a été installé, une différence significative aaiservée selon le test de Newman Keuls au seuil
de probabilité 0,05. La quantité de fluorescéirmpite a été significativement élevée au niveau

du sol préalablement colonisé parmangium

700 7
()
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®)
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Figure 11 Activité microbienne totale du sol mesurée par difotyse de la FDA dans le sol
témoin (To), Sol souk bijuga sans colonisation préalable par mangium(T2) et sol sous.

bijuga préalablement colonisé par mangiun{SAm)

[1.2.3.2. Activités des enzymes phosphatasiques dal

Pour les deux enzymes hydrolysant le phosphate,préduction de p-Nitrophenol,
produit final des réactions d’hydrolyse, ne présgyds de différence significative entre les trois
traitements du sol en milieu acide. Par contextiVité de la phosphatase alcaline diminue
significativement  aprés colonisation du sol gar mangiumavant d’augmenter suite a

l'installation d’l. bijuga.
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Figure 12. Activités des phosphatases alcaline et acide dars®lltémoin (To), Sol sous
bijuga sans colonisation préalable p&r mangium(T2) et sol soud. bijuga préalablement
colonisé paA. mangiun(SAm)

11.2.3.3. Flore totale cultivable, Pseudomonasdu groupe des fluorescent, flore totale
solubilisant le phosphate et Actinomycétes du sol
Dans les trois traitements de sol (To, T2 et SAsalle I'installation d. bijuga stimule

significativement le développement de cette flatale cultivable de sol (Figure 12). Le méme
résultat a été observé pour la population Rleeudomonagdu groupe des fluorescent et
d’actinomycétes. Pour la flore capable de solunilise phosphate, le nombre de ces
microorganismes, qui augmente du sol témoin vessllsousA. mangiumet soud. bijuga, ne

présente pas de différence significative entrértiés traitements de sol (Figure 13).
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Figure 13. Nombre de microorganismes du sol dans les différ&raitements du sol : sol
témoin (To), Sol souk bijuga sans colonisation préalable par mangium(T2) et sol sous.

bijuga préalablement colonisé paAr mangiun{SAm)

[1.2.4. Impacts sur les caractéristiques physico-dmiques du sol

Au niveau des propriétés physico-chimiques du sotwlture, la quantité de phosphate,
de Potassium et d’Azote au niveau du sol préala@erolonisé paA. mangiumsuivi de
l'installation d’l. bijuga est nettement supérieure a celle du sol témoincéare, le sol de ce
traitement a vu la diminution de la quantité déoae totale (Tableau 11). Le traitement n'a pas

d’effet significatif sur le pH du sol.
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Tableau 11 Propriétés physico-chimiques du sol des troisenaéints

Caractéristigues physico-chimiques

K
Traitement pH(Eau) N (%) C (%) P -ppm)(még/100g) C/N
To 6.15 0.084 1.47 19.3 0.043 17.5
T2 5.50 0.092 1.52 21.4 0.041 16.5
SAmM 5.58 0.093 1.35 34.7 0.054 14.5

Apres analyse en composantes principales des paemmaesurant les impacts de la
colonisation préalable du sol pa. mangiumsur le développement Id’bijuga et sur les
propriétés microbiologiques et physico-chimiquessdl) des corrélations positives ou négatives
ont été observées entre certains parametres. Aunsin plan factoriel a deux axes, I'analyse en
composantes principales effectuée sur ces param@imatre que tous les parameétres mesurés
sauf la quantité de carbone totale au niveau duesdh flore solubilisant le phosphate,
contribuent a la constitution de I'axe F1 qui absor6,07% des informations du tableau des
données. Ces parametres caractérisent donc ledicatidns induites par la pré-colonisation du
sol parA. mangiumsur le développementidiijuga et sur les propriétés physico-chimiques et
microbiologiques du sol. Par contre, cette mémadyae montre que la quantité de carbone
totale au niveau du sol et la communauté de l& ffmiubilisant le phosphate constituent deux
parameétres dont leur évolution n'a pas été positer corrélée avec la pré-colonisatiol.d’
mangium(Figure 13).

Le tableau des matrices de corrélations ci apredl€adu 12) entre les différents
paramétres montre également que le taux d’ectorhigaiion, la biomasse racinaire, la
biomasse aérienne, la populationREeudomonadu groupe des fluorescents et la quantité de
phosphate au niveau du sol évoluent dans le mémge s€es parameétres étant négativement
corrélés avec la quantité de carbone total au nideissol. Quant a la quantité d’azote au niveau
du sol, elle est particulierement corrélée avemilx d’ectomycorhization ¢’ bijuga sur le sol

préalablement colonisé pAr mangium
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Figure 14. Plan factoriel a deux axes selon I'Analyse en Casaptes Principales
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effectuées sur les impacts de la pré-colonisatiorsal parA. mangiumsur le développement

d’l. bijuga et sur les propriétés microbiologiques et phydicoa@ues du sol.

Tableau 12. Matrices de corrélations entre les différents pertaes mesurés pour

évaluer les impacts de la pré-colonisation du aoAp mangium

ECM% |Bio.A |Bio.R |Pseu| TCP| Flot| N P C
ECM (%) 1,00
Biomasse aérienne | 1,00 1,00
Biomasse racinaire |0,91 0,94 1,00
Pseudomonas 076 |0,78 | 0,90 | 1,00
fluorescent
Flore TCP -0,34 -0,42 | -0,66 | -0,62 1,0C
Flore totale 0,53 0,47 0,38 0,48 0,31 1,00
N totale 0,90 0,88 0,69 0,44, -0,00 0,34 1,00
P totale 0,98 0,98 0,88 0,80, -0,35 0,48 0,87 1,00
Ctotal -0,98 -0,98 | -0,88 | -0,77 0,36 -0,48 -0,86 -0,99 1,00
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DISCUSSION

L’objectif de cette étude était (i) de mettre eidénce l'influence de quatre souches de
champignons ectomycorhiziens sur le développemnantlante exotiqued. mangiumet puis
(i) de décrire les impacts de la colonisation [l du sol par cette plante sur le
développement d’'une essence ligneuse autoc

Dans la premiére partie de I'étude dont les aétvitisent principalement a décrire les
impacts de la mycorhization sur le développemeAt diangiumla croissance de la plante, le
taux d’infection du systéme racinaire par les chgmgns ectomycorhiziens, ainsi que la
présence et l'activité globale de quelques groufgebactéries bénéfiques a la croissance de la
plante ont été évalués. Nos résultats ont montestoutes les souches fongiques utilisées ont
amélioré le développementAl’ mangiumpendant les premiers mois de sa croissance. Cette
stimulation de la croissance de la plante a étg ipiense avec les souchesRisolithus(Pis01-
ME et Pis 02-ME) ou on a enregistré des taux deontyzation supérieur a 50%. Travaillant sur
la méme espéce attacia Australien, Duponnois et Ba (1999) ont déja identine souche de
Pisolithusoriginaire de I’Afrique de I'Ouest capable d’anoéér le développement de la plante
sur différents sols pauvres en éléments nutritifar contre, I'effet positif des souches de
Pisolithus isolées a partir de carpophores récoltés a Madagasr le développementAd’
mangiumest démontré pour la premiére fois par nos résull@e méme, I'importance des
souches d&clerodermasur le développement de cette essence exotigigerarément étudiée a
Madagascar. Il a été pourtant rapporté que cesesudePisolithusrécoltées dans la Grande ile
ameéliorent également le développement d'une auspece dacacia Australien, IA.
crassicarpalDucousso et al. 2004).

Dans des conditions voisines du milieu naturelstéedire en utilisant des sols non
stérilisés préalablement, nos résultats ont mogtré I'influence de chaque souche sur le
développement de la plante n’a pas changé. Capiriexce qui visait a étudier la compétitivité

de chaque souche fongique vis-a-vis des microosgaes natifs du sol a permis de mesurer la
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capacité d’adaptation de chaque souche aux consliia milieu naturel ainsi que ses impacts
sur le fonctionnement et la structure de la poputamicrobienne du sol. Ainsi, il a été
démontré par nos résultats que la mycorhizatiola ggante a modifié le fonctionnement de la
communauté microbienne du sol. En travaillant sufféénts compartiments du sol
mycorhizosphérique, Ramanankierana et al (2006éja montré que la présence des hyphes
du champignon mycorhizien stimule I'activité globales microorganismes du sol. De plus, ces
mémes auteurs ont démontré que le champignon my@arhsélectionne la population
microbienne au niveau de chaque compartiment. Daftre cas, il a été clairement démontré
gue la mycorhization a fortement augmenté I'actigtobale de la population microbienne du
sol et l'activité de certaines enzymes du sol dm# phosphatases. Ces données nous
permettraient de suggérer que cette activatioa g@pulation microbienne par la mycorhization
a d'autres significations dont entre autres larBtién du phosphore a partir des formes stables
due a la stimulation de I'activité phosphatasiqQette forte activité phosphatasique pourrait
étre a l'origine de I'amélioration de la nutritiomnérale de la plante en mettant a sa disposition
une quantité suffisante et plus accessibles démertits. Kucey et al (1989) ont déja montré que
le phosphore libéré sous l'action des microorgaasrolubilisant le phosphate est rendu
disponible pour la plante. De plus, Frank (188%in&st que les champignons ectomycorhiziens
favorisaient la nutrition phosphatée et azotéeadleres, en particulier dans les sols forestiers ou
la disponibilité en éléments minéraux est faibl@vaillant sur le coupl®isolithus tinctoriuset
Pinus caribeaKabre (1982) a pourtant montré que la flore nb@one native du sol au Sud du
Sénégal a inhibé I'établissement de la symbiosenggtorhizienne. Par contre, il a été
€galement démontré que certains microorganismesoldiels que les Pseudomonas du groupe
des fluorescents facilitent I'établissement de yanlsiose ectomycorhizienne (Duponnois et
Garbaye 1991). Ainsi, la réussite de la restruttumade la population microbienne du sol
dépend surtout de la compétitivité de la souchehdenpignon ectomycorhizienne utilisée et de

la réceptivité du sol a la symbiose mycorhizienne.
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Au niveau quantitatif, la mycorhization avait beaup d’influence sur la communauté
microbienne cultivable du sol. L'effet de chaqued®e fongique a été différent I'une de l'autre.
Ainsi, le développement de la flore totale cultiatlu sol a été fortement stimulé par la souche
dePisolithusPis 01-ME. Par contre, le traitement utilisantestiuche d@isolithusa engendré
la plus faible activité globale des microorganisrdassol mesurée par I'hydrolyse de la FDA.
Ce qui permet de suggérer que l'activité microbégiobale ne dépend pas forcement de la
guantité de microorganismes présent dans le selebeymes intervenants dans I'hydrolyse de
la FDA telles que protéases, lipases et estérasesogt des enzymes extracellulaires, sont
produites par une grande partie des groupes mamelipnctionnels au niveau du sol mais non
pas par tous les microorganismes du sol (GuilendtKramer, 1964; Rotman and Papermaster,
1966). Il est donc probable que la souchd’@mlithusPis 01-ME a stimulé le développement
d’autres microorganismes que ceux qui produiseastazymes phosphatasiques. Concernant
toujours cette stimulation sélective de la commtdawicrobienne du sol par la mycorhization,
d’autres groupes fonctionnels tels que Rseudomonagiu groupe des fluorescents et des
actinomycetes ont été également identifiés comesegtdoupes favorisés par la mycorhization.
Les Pseudomonasont connus surtout par leur capacité a facilaereconnaissance entre la
plante et les champignons mycorhiziens (Duponnto{Sagbaye, 1991) ainsi que leur aptitude a
inhiber le développement de certains agents phtfioganes (Jaques G. et Fuchs, 1999). Dans
nos résultats, la présence dBseudomonasa été enregistrée dans tous les traitements
mycorhizés.

Dans la deuxieme partie de I'étude, nous avonsqasme objectif la description des
impacts de la pré-colonisation du sol pgarmangiumsur le développement Idtsia bijuga
Etant donné que les deux essences ligneuses satds t@ssociées aux champignons
ectomycorhiziens, les études ont été focaliséeslaucommunauté de ces champignons

mycorhiziens ainsi que sur le fonctionnement desaarganismes associes a cette symbiose.
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Nos résultats ont montré que mesuré au niveau demaasse aérienne et racinairé d’
bijuga, la pré-colonisation du sol paA. mangium a significativement amélioré le
développement de cette essence autochtone. De plles morphotypes d’ectomycorhize
associés a la fois a l'essence autochtdnebijuga) et a I'essence pré-colonisatricA. (
mangium ont été remarqués. Le partage de symbiotesidoag partagés entre différentes
espéeces de plante a été déja rapportée en milepété (Ishida et al., 2007 ; Dickie et al.,
2005 ; Richard et al, 2009). Ces études ont sumoemtionné l'importance des symbiotes
communs sur la succession végétale notamment sdgémération d’essences forestiéres en
milieu dégradé dans le cas ou l'autre espéece Végésh une espece arbustive pionniere. Par
contre, peu d'études ont été entreprises sur lewdigyes communs entre essences ligneuses.
Dans la plupart des cas, les essences exotiquésceanues surtout pour leur caractere
dominant vis-a-vis du développement des essenangques ou autochtones. Pourtant, nos
résultats illustrent le contraire en montrant Eeff positif de I'envahissement du sol par
'essence exotiquéd. mangiumsur le développementidbijuga. Il a été clairement établi par
nos résultats que la restructuration de la comménd& champignons ectomycorhiziens par
mangiuma été a l'origine de cette amélioration du dévedopent di. bijuga.  Gurney et
Lawton (1996) ont déja montré que certaines plasted capables de modifier les caractéeres
physico-chimiques et microbiologiques de leur rabiCe processus facilite par la méme
occasion l'établissement d’autres plantes par Enpmeéene appelé « nurshing » (Jones et al.,
1997) dont le développement dépend entierementviesds associations qu’elle peut établir
avec les microorganismes symbiotiques de la rhizgp(Pugnaire et Haase, 1996).

Pour mieux comprendre le mécanisme de cette k&ion » du développement Id’
bijuga par l'espece exotique, nous avons investi égalemmmr les autres aspects
microbiologiques accompagnant la restructurationladeommunauté ectomycorhizienne au
niveau de la rhizosphere. Ainsi, il a été nettenmi@rhontré qu’un fonctionnement microbien

intense a accompagné cette nouvelle communauwggobrhizienne activée p#&. mangium
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L’activité microbienne globale du sol et le dévglement des microorganismes cultivables du
sol sont particulierement stimulés. Pourtant, d&gitgroupes fonctionnels de la flore
rhizosphérique a savoir léaseudomonasfluorescents, les bactéries solubilisant le phasp

ont connu également un développement considéraliedla réactivation et restructuration de

la communauté ectomycorhizienne.
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Conclusion

Pour conclure, les souches fongiques utiliséesvairsées souches d@isolithus et
Sclerodermacollectées et isolées a Madagascar, ont dess gifeditifs sur le développement
d’Acacia mangium De plus, I'approche gue nous avons adopté péariré I'importance de
I'effet mycorhizosphérique &. mangiumsur le développement Id’bijuga nous a permis de
démontrer clairement que la pré-colonisation dupsol cette essence exotique a stimulé de
maniéere significative le développement de I'esseactochtone par structuration de la
communauté ectomycorhizienne et ses microorganisissscies. Certes les méthodes utilisées
ont été limitées aux méthodes classiques de laohi@bgie telle que la culture microbienne et
la spectrophotométrie. Pourtant, les résultaterals ont permis de tracer, dans 'avenir, des
voies de recherches intéressantes relatives
% aux mécanismes microbiologiques des effets négatifgositifs des plantes exotiques sur le

développement d’essences autochtones ou endémiques.

+ a la gestion de la fertilité du sol via les consarges relatives a la mobilisation des éléments

nutritifs au niveau du sol impliguant les microanganes mycorhizosphériques.

% aux importances des microorganismes mycorhizogpesi dans la politique de

développement durable et respectueux de I'envinoené

+ a I'étude des effets Ataciamangiumplanté en permanence avatsiabijuga.
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Annexel : Les mélanges des deux solutions A et B avec ld4$ porrespondants

A(X) B(Y) pH

44,6 5,4 2,6
42,2 7.8 2,8
39,8 10,2 3

37,7 12,3 3,2
35,9 14,1 3,4
33,9 16,1 3,6
32,3 17,7 3,8
30,7 19,3 4

29,4 20,6 4,2
27,8 22,2 4,4
26,7 23,3 4,6
25,2 24,8 4,8
24,3 25,7 5

23,3 26,7 5,2
22,2 27,8 5,4
21 29 5,6
19,7 30,3 5,8
17,9 32,1 6

16,9 33,1 6,2
15,4 34,6 6,4
13,6 36,4 6,6
9,1 40,9 6,8

6,5 43,6 7
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Annexe 2: Composition du milieu de culture

TSA (Tryptic Soy Agar): c’est un milieu préalablement préparé de la maigiFCO

Composition de TSA :

Milieu King B:

Peptone de caséine
Peptone de soja
Chlorure de sodium
Agar

pH

Eau distillée

Polypeptone

Glycerol

Phosphate bipotassique
anhydre

Sulfate de magnésium@

Agar

Eau distillée

Milieu de Norkrans et Melin(MNM) modifié par Marx:

CaCk 2H,0O

NacCl

KH.PO,
(NHz):HPO,
MgSQy, 7H20
Citrate ferrique 1%
Thiamine hydrocharidacée 1mg/mi
Extrait de malt
Glucose

Agar

Eau distillée

159
5¢
5¢

15¢g
7,3
1000ml

209
10g
1,59

1,59
159
1000ml

0,05¢g
0,5g
0,59
0,25¢g
0,15¢g
1,2ml
Imi
39
10g
209
1000ml
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Milieu Waksman:

Glucose

Casitone

NaCl

Beef extract
Agar

E.D gsp

Milieu TCP_(phosphate tricalcigue):

NH4CI
NacCl
MgSOy
Ca(PQy)2
Glucose
Agar

E.D gsp

209
59
59
39
20g
1000ml

59
19
19
4g
10g
20g
1000ml
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Annexe 3: Méthode de calcul des activités enzymatiques

Cette méthode est applicable a toutes les meslgdéydrolyse de FDA et les activités
phosphatasiques de n’importe quel sol.

1. Hydrolyse de FDA

Le FDA ou Fluorescéine Diacétate est un de subd@rgblusieurs groupes d’enzymes
présent dans le sol tels les protéases, les liplesesstérases et autres enzymes. L'activitésle ce
enzymes a comme consequence d’hydrolyser le FIDA sauleur en fluorescéine de couleur
vert jaunatre. L'intensité de cette couleur indideuantité des molécules de FDA hydrolysée
et l'activité globale de I'enzyme dans I'échantilla@u sol. La quantification de I'activité
enzymatique est exécutée en évaluant lintensitead®rmation de couleur en utilisant la
spectrophotométrie de longueur d’onde 490 nanométae quantité de produit d’analyse

(Fluorescéine) est déterminée en utilisant un Btelge d’'une solution standard de fluorescéine.

Résultat de lecture de DO a 490 nm(DOlu)

T Schl SC2 Pa Pm
TE 0,02 0,012 0,024 0,037 0,012
El 0,068 0,088 0,058 0,082 0,028
E2 0,029 0,083 0,043 0,149 0,016
E3 0,047 0,122 0,076 0,152 0,021

TS=0.008
Calcul du DO réel selon la formule DOr = DO lu = (E+TS)

T Schl SC2 Pa Pm
El 0,04 0,068 0,026 0,037 0,008
E2 0,001 0,061 0,011 0,104 0
E3 0,019 0,0102 0,044 0,107 0,001
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Calcul de I'activité enzymatiqgue A en utilisant lacourbe de la gamme étalon

Résultat de lecture de DO de la gamme étalon ard90n

Fluorescéine (ug)| O 1 2 3 4 5
DO a 490nm 0,015| 0,024 0,054 0,11 0,169

0,216

Courbe gamme étalon

0,25
0,2 /‘
0,15

DO

.|

-0.05 2 4

Fluorescéine y=0,042x% - 0,008

D’aprés la courbe de la gamme étalon on en déshgtéquation y=0,0427x -0,0089
avec y= DOréel et x=A
Donc, A= (Dor + 0,0089)/0,0427 ; A correspankh quantité de fluorescéine produite

(en pg).

T Scbl SC2 Pa Pm
Al 1,145 1,8 0,817 1,074 0,395
A2 0,231 1,637 0,466 2,644 0,208
A3 0,653 2,597 1,238 2,714 0,231
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Enlévement de dilution

0,5ml du volume total (15,2ml) a été prélevé plautecture de DO qui a donné les
valeurs de A. Ainsi 0,5ml donne A (ug) et 15,2mhde F= quantité de fluorescéine dans 1g du

sol.
T Schbl SC2 Pa Pm
F1 34,808 54,72 24,8368 32,6496 12,008
F2 17,0224 49,7648 14,1664 80,3776 6,3232
F3 19,8512 78,9488 37,6352 82,5056 7,0224
Moyenne 20,5605333| 61,1445333 25,5461333 65,1776| 4518,

2. Activité phosphatasique

Le phosphore est un macroélément nécessaire aitsamnce des plantes. Il est présent
dans le sol sous la forme de phosphates et la ntratien de phosphore dans le sol forestier est
en général trés faible. Des enzymes (phosphatlsadisées soit dans les cellules microbiennes
et végétales soit exo cellulaire, rendent dispenielphosphore par la plante. Ces enzymes se
présentent sous deux formes dans le sol: les phtag@s alcalines, les phosphatases acides
selon le pH de sol. La quantité des produits (pdgitenol) d’hydrolyse par ces enzymes dans
le sol a été mesurée a l'aide de spectrophotométrite longueur d’'onde 400nm. On a pris

comme exemple de calcul le phosphatase acide.

Résultat de lecture de DO a 400nm O lu)

T Scbl Sc2 Pa Pm
TE 0,111 0,089 0,06 0,074 0,044
El 0,199 0,255 0,201 0,265 0,174
E2 0,215 0,217 0,283 0,298 0,229
E3 0,242 0,236 0,208 0,269 0,22
TS =0,101
Calcul du DO réel selon la formule DOr = DO lu = (E+TS)

T Schl Sc2 Pa Pm
El 0 0,065 0,04 0,09 0,029
E2 0,003 0,027 0,122 0,123 0,084
E3 0,03 0,046 0,047 0,094 0,075




Calcul de la quantitéde p-Nitrophenol (en pg) pour chague DOr

Pour cela 10ug de p-Nitrophenol correspond a une 860,420

T Schl Sc2 Pa Pm
El 0 1,547 0,952 2,14 0,69
E2 0,071 0,642 2,904 2,928 2
E3 0,714 1,095 1,119 2,238 1,785

Ces valeurs obtenues sont les quantités de pgkiénol contenues dans la quantité du
sol mélangé dans les réactifs. Cette quantité tdestovariable suivant leur type et pour cette
expérience elle est de 20mg. La quantité du prgohitgramme du sol est récapitulée dans le

tableau suivant.

T Schl Sc2 Pa Pm
E1l 0 77,35 47,6 107 34,5
E2 3,55 32,1 145,2 146,4 100
E3 35,7 54,75 55,95 111,9 89,25
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EFFETS MYCORHIZOSPHERIQUES D’Acacia mangium : IMPACS SUR LA STRUCTURE
ET L'ACTIVITE DE LA POPULATION MICROBIENNE DU SOL ET SUR LE
DEVELOPPEMENT D’'UNE ESSENCE AUTOCHTONE, Intsia bijga.

RESUME

La dépendance ectomycorhiziend#cacia mangiuma été étudiée vis-a-vis de deux souches de
Sclérodermes (SCO2-ME, SCO3-ME) et deux soucheBisdithus (Pis O1-ME, Pis O2-ME) sur un sol
provenant d’'une formation forestiere dégradée dgemd-st de Madagascar. Les quatre souches forggiqu
ont amélioré significativement le développememtadicia mangiunet la souche dPisolithus Pis 02-ME,
en particulier, a stimulé la croissance en hautkuda plante plus de deux fois par rapport auxtpla
témoins. L'effet positif de la souche Pisolithucaié a Madagascar sur le développememcdtia
mangiumest démontré pour la premiére fois par nos résultas quatre souches fongiques utilisées on
présenté une forte compétitivité vis-a-vis de lansfiore native du sol.

Dans la deuxieme partie du travail I'influence deté-colonisation du sol pAcacia mangiunsur le
développement d’'une essence autochtdmisja bijugaa été évaluée Apres quatre mois de culture, le
développement thtsia bijugaest nettement amélioré sur le sol préalablemdonhis@ parA. mangiungue
sur le sol témoin. Cette nette amélioration du t¥ppmement dntsia bijugaa été accompagnée par un taux
d’ectomycorhization élevé. D’'une maniére généréaetivité de la communauté microbienne totale duas
été fortement stimulée par la pré-colonisatiohadicia mangiumCette stimulation de I'activité microbienne
du sol couplée avec une structuration de la comotérnde champignons ectomycorhiziens a été a ligi
du développement améliorélutsia bijuga En effet, il a été démontré que les deux plaptsagent les
mémes symbiotes fongiques.

Mots clés: Acacia mangium Ectomycorhize,Intsia bijuga microorganismes du sol, Hydrolyse de la
Fluorescéine Di-Acétate, Phosphatases

MYCORHIZOSPHERIC EFFECT OF Acacia mangium: IMPACTSON THE STRUCTURE AND
ACTIVITY OF MICROBIAL POPULATION OF SOIL AND ON AN ESSENCE AUTOCHTONE
DEVELOPMENT, Intsia bijuga.

ABSTRACT

Ectomycorrhizal dependency was studied throughSalerodermgSCO2-ME, SCO3-ME) and two
Pisolithus(Pis 01-ME, Pis 02-ME) strains on a soil sampterfrdegraded forest land of the middle East part
of Madagascar. Obviously these four fungal stramproved the development &cacia mangiumbut
compared with the references plants the best regmst recorded with Pis 02-ME. The positive effett o
Pisolithus strains collected from Madagascar has been denadedtin this research in order to study the
growing process ofcacia mangiumThe competition between the four fungal straind the indigenous
soil microorganisms is strong.

At the second part of this work, the impact of podenization ofAcacia mangiunon the development
of autochtonous essenk#sia bijugawas evaluated. After four months of plantatio® ¢inowing process of
Intsia bijugawas progressed properly on the soil wich was énézhbeforehand bpcacia mangiumThis
clear improvement of the grouth drfitsia bijugais accompanied by a high rate of ectomycorrhiratio
Generally the pre-colonization é&.mangiumstimulate greatly microorganisms community adigt Both
microorganisms activities and ectomycorrhizal fuegtablishment increase the growthlofsia bijuga
Consequently, it is proved thatmangiumandintsia bijugashare the same fungal symbiont.

Key words: Acacia mangiumEctomycorrhizaejntsia bijuga, microorganismes of soil, Hydrolysis of the
Fluorescein Di-Acetate, Phosphatases.
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