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GLOSSAIRE

Espece exotique (espéce allochtone) : une espece non indigene se trouvant dans un milieu qui
n’est pas son aire de propagation naturelle et qui y a été introduite par suite directe ou
indirecte de I’activité humaine.

Espéce exotique envahissante (anglicisme : Espece invasive) : une espece introduite,
volontairement ou non, qui se répand d’une manicre trés agressive en induisant des
changements significatifs de comportement, de structure ou de fonctionnement des
écosystemes au sein duquel elle se propage (Cronk et Fuller 1996 ; Muller 2000 et
2004).

Espece native (indigene) ou espéce autochtone : une espece présente naturellement dans son
territoire

Biotique : ensemble des facteurs biologiques liés a ’activité des étres vivants et agissant sur la
distribution des espéces animales et végétales d’un biotope donné.

Abiotique : ensemble des facteurs physico-chimiques et pédoclimatiques d'un écosystéme
influengant sur une biocénose donnée.

Biomasse : ensemble de la matiére organique, qu’elle soit d’origine végétale, animale ou
microbienne

Carpophore : organe de reproduction de certains champignons. Synonym : Fructification

Communauté : groupe de populations de différentes espéces, interconnectées ou susceptibles
de I’étre, a un moment ou a un autre, et coexistant dans une aire donnée. Synonyme :
Peuplement.

Cycle biogéochimique : processus de transport et de transformation cyclique d'un élément ou
composé chimique entre les grands réservoirs que sont la géosphére, I'atmosphere,
I'nydrospheére, dans lesquels se retrouve la biosphere.

Ecosysteme : ensemble formé par une association ou communauté d'étres vivants (ou
biocenose) et son environnement géologique, pedologique et atmosphérique (le biotope)

Hyphes : filament tubulaire (ramifié ou non) constituant le thalle filamenteux des
champignons

Morphotype de mycorhize : morphologie typique du mycorhize

Mutualisme : désigne un constat physiologique : deux organismes, symbiotiques ou séparés

dans I’espace, établissent des relations réciproquement profitables (Brundrett, 2004).
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Mycélium : masse de filaments filiformes (hyphes), ramifiés ou réticulés, formant la structure
végetative des champignons et se distinguant de la fructification. Pluriel : mycelia.

Mycorhize : relation symbiotique entre un champignon et une plante autotrophe

Population : groupe de génets interféconds qui partagent un ensemble de génes (= de méme
espece biologique).

Propagule : organe de dissémination et de reproduction (non sexuelle) d'un étre vivant
animal, végétal, bactérien ou fongique.

Régénération : faculté d'une entité vivante (cellule, organe, organisme, écosysteme.) a se
reconstituer apres destruction d'une partie de cette entité.

Spore : organe de conservation ou de propagation des champignons issu de la multiplication
assexuee (conidie) ou sexuée (ascospore, basidiospore).

Symbiose : désigne un constat morpho-anatomique : deux organismes vivant (biosis)
ensemble (sun), établissant selon les cas une relation neutre (neutralisme), défavorable
(parasitisme) pour I’un ou bénéfique (mutualisme) pour les deux partenaires (Brundrett,

2004). Synonyme : Association.
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INTRODUCTION GENERALE

A T’échelle planéte terre, les invasions biologiques ne sont pas des faits nouveaux (Pascal et
al., 2006), mais elles étaient plus accélérées depuis la seconde moitié du XXe siecle
(Williamson, 1996 ; Mack et al., 2000 ; Mooney et Cleland, 2001) avec la mondialisation et le
développement exponentiel des flux internationaux de personnes et des marchandises
(Richardson et Pysek, 2008). Actuellement, 1’invasion biologique est classée comme la
deuxiéme cause d’extinction des especes apres la dégradation des habitats écologiques et la
surexploitation des ressources (Elton, 1958 ; Lodge, 1993 ; Williamson, 1996 ; Wilcove et al.,
1998 ; Parker, 1999 ; Mooney et Hobbs, 2000 ; Sala et al., 2000 ; Cronck et al., 2001 ;
Simberloff, 2003 ; Rejmanek, 2003 ; Meed, 2004). En effet, les espéces invasives arrivent
jusqu’a influencer la répartition spatiale de la biodiversité (Brown et Gurevitch, 2004) et
également a modifier la structure des communautés végétales surtout dans le contexte d’un
écosysteme insulaire (Gratton et Denno, 2005). Cependant, il est presque impossible d’estimer
I’impact réel des espéces envahissantes qui pourrait étre spécifique d’une espéce a 1’autre et a
chaque écosysteme (Thiele et al., 2010).

A notre époque, la problématique des espéces envahissantes est devenue 1’'une des thématiques
en plein essor, non seulement dans le domaine des sciences biologiques mais aussi dans le
domaine socio-économique. Ces derniéres années, le nombre de publications sur la biologie
des invasions a augmenté de maniere exponentielle (Richardson et Pysek, 2008).

A Madagascar, I’introduction des especes exotiques a commenceé depuis la premiere arrivée de
I’homme dans la Grande Tle, il y avait plus de 2000 ans ou il apportait avec lui des plantes
cultivées (Rakotoarisoa, 1997). Les colonisateurs francais depuis leur arrivée en 1895 ont déja
fait leur reboisement, en utilisant des plantes exotiques, un des objectifs importants de la
politique coloniale (Frangois, 1926). Cette situation intensifiait I’introduction des plantes
exotiques a Madagascar. Il est également a noter que le reboisement utilisant des especes
exotiques a croissance rapide, avait pour but au début, de limiter la dégradation du sol,
d’améliorer sa productivité et de lutter contre I’exploitation abusive des essences natives
(Tassin, 1995 ; Carriere et Randriambanona, 2007). Par conséquent, on a recense plus de 900
especes d’arbres introduites a Madagascar (Chauvet, 1969 ; Sutter et Rakotonoely, 1989).
Pourtant, certaines de ces especes deviennent invasives dont les plus dangereuses arrivent a

menacer la conservation de la végétation particuliecrement les espéces natives
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(Richardson et al., 2004 ; Jager et al., 2007 ; Ens et French, 2008 ; Gerber et al., 2008). Ainsi,
le taux d’invasivité des espéces introduites atteint jusqu’a 8,9% a Madagascar (Kull et al.,
2012). Ces auteurs ont suspecté 101 especes de plantes envahissantes alors que Tassin et al.,
(2009), en se référant aux deux bases de données (The Global Compendium of Weeds et
Invasive Woody Plants-Word Species List) couplées avec le nombre des arboretums, ont
trouvé 21 especes forestieres présentant un risque ¢élevé d’invasion a Madagascar.
Paradoxalement, peu d’études ont été consacrées aux impacts de cette invasion biologique sur
les caractéristiques « natives » du milieu d’introduction a Madagascar. En particulier,
I’influence de ces espéces invasives sur le fonctionnement de la microflore (symbiotique et
libre) du sol et sur le développement des essences natives demeure trés peu explorée. C’est le
cas de G. banksii dans la partie Est de Madagascar qui figure parmi les especes invasives a
risque élevé alors qu’aucune étude concernant 1’invasivité de cette espéce dans la zone
d’introduction n’a encore ¢té faite. Les données restent au niveau des observations sur le
terrain par certains chercheurs (Binggeli, 2003 ; Edmond, obs. pers. dans Tassin et al., 2009).
La majorité des études sur G. banksii ont été orientées vers les diverses possibilités
d’utilisation de cette espéce entre autres les activités d’embroussaillement des ~“tanety” des
basses collines de I’Est de Madagascar, la jachére agricole et 1’agroforesterie (Andrianirina,
1969 ; Rajoelison, 1987 ; Randrianatoandro, 2003). Récemment des études sur la propagation
de G. banksii dans la partie Est de Madagascar (forét de VVohibola) ont conclu que les activités
anthropiques telles que le feu de brousse et le ““tavy” sont les principaux catalyseurs de la
propagation de 1’espéce (Andriamiharimanana, 2011). Cet auteur en déduit que la propagation
de G. banksii dans le temps va affecter les foréts naturelles.

Par ailleurs les mécanismes des interactions entre plantes exotiques envahissantes et plantes
natives sont tres compliqués. Des études ont suggéré que les plantes exotiques envahissantes
affectent, dans plusieurs cas, les propriétés biotiques et abiotiques du sol (Kourtev et al.,
2002 ; Mack et al., 2003) favorisant ainsi le processus d’invasion des plantes exotiques
(Ehrenfeld et al., 2001 ; 2003). Autrement dit, le changement des communautés microbiennes
du sol induit par les espéces exotiques envahissantes affecte négativement la régénération des
especes natives (Yu et al., 2005).

Ainsi, I’hypothése dans laquelle ce travail de thése s’est basée stipule que == L’évolution
temporelle des peuplements de champignons mycorhiziens, des bactéries fixatrices d’azote et

leurs microorganismes associés dans le sol est fortement affectée par la propagation de la
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plante invasive, G. banksii. Celle-ci se traduit par des modifications dans la structure
specifique et fonctionnelle des communautés microbiennes qui ne pourront, a termes, assurer
leur role au niveau du développement et de la conservation d’essences forestieres
mycotrophes indigenes ».

Pour cela, nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

» décrire les principales modifications induites par I’introduction et 1’occupation de
I’espéce invasive au niveau de la structure et du fonctionnement des communautés
microbiennes symbiotiques du sol (champignons mycorhiziens, bactéries fixatrices d’azote) et
leurs microorganismes associes et ses conséquences au niveau des caractéristiques physico-
chimiques des sols,

» déterminer les facteurs pouvant favoriser 1’envahissement de G. banksii
(monospécificité des peuplements de G. banksii) sur le sol de la partie Est de Madagascar,

» évaluer I’impact de ’installation de la plante invasive, G. banksii sur le développement
des essences natives de Madagascar,

> proposer des modes de gestion des ressources forestieres susceptibles de remédier aux
perturbations induites par les especes de plantes invasives et ainsi promouvoir la conservation

et la valorisation des essences forestiéres endémiques.
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I. Les invasions biologiques : <<Un danger pour la biodiversité>>

1.1 Généralités

L’invasion biologique, selon plusieurs auteurs, est un phénoméne conduisant a une
distribution d’une espece qui constitue, hors de son aire de répartition naturelle, une ou des
populations pérennes et autonomes dans les milieux investis (Pascal et al., 2009 ; Barbault et
Atramentowicz, 2010 ) grace a I’activité humaine dans un habitat et/ou un territoire qui n’est
pas le sien a I’origine. L’arrivée de 1’espéce peut étre accidentelle ou intentionnellement par
I’homme (Carlton, 1987 ; Carlton et Geller, 1993 ; Ruiz et al., 1997). En effet, la dominance
d’une espéce introduite engendre un changement global (Vitousek et al., 1996) et constitue
dans ce contexte des conséquences éventuellement néfastes aux écosystéemes, généralement
une modification du fonctionnement de 1’écosystéme envahi voire une restructuration a large
échelle d’un paysage. Ainsi dans le langage courant, I’invasion biologique est qualifié avoir
une action d’envahir et de répandre dangereusement une espece dans un milieu donné.
Actuellement, I’invasion biologique est classée par UICN comme la deuxieme cause
d’extinction des espéces apres la dégradation des habitats et la surexploitation des ressources
(Elton, 1958 ; Lodge, 1993 ; Williamson, 1996 ; Parker, 1999 ; Mooney et Hobbs, 2000 ; Sala
et al., 2000 ; Cronck et al., 2001). Ainsi, elle est devenue un theme célébre et plus étudié non
seulement dans le domaine des sciences biologiques mais aussi dans le domaine socio-

économique.

1.2 Processus des invasions

L’histoire de I’introduction des espéces exotiques est inséparable de 1’évolution de la vie
humaine. Depuis la découverte de nouvelles aires géographiques, ’homme apportait avec lui
des especes domestiques ou sauvages. De plus, une intensification de I’introduction des
especes exotiques a lieu face au développement de I’agriculture et de 1’¢levage depuis la
Néolithique (Borrell, 2012). Depuis la fin du XVe Siécle, ére coloniale européenne et époque
de développement des échanges commerciaux dans le monde, bon nombre d’espéces ont été

introduites d’un pays a un autre. Ces échanges commerciaux ont ¢été plus intenses



Synthése bibliographique

et multiplies par 17 entre les années 1965 et 1990, ils ont augmenté I’introduction des espéces
exotiques dans plusieurs pays (Perrings et al., 2005).

Cependant, ce ne sont pas toutes les espéces introduites capables de survivre dans un milieu
d’introduction ou toute introduction d’espéce exotique qui conduiront a I’invasion. Ainsi
Richardson et al., (2000) ont décrit le processus d’invasion selon une séquence introduction-
naturalisation-invasion (Figure 1). Dans cette séquence, le passage d’une étape a une autre
nécessite chaque fois le franchissement d’une barriére naturelle et a chaque étape, le processus
peut étre mis en échec (Williamson et Fitter, 1996). Dans ce sens, Williamson (1996), par son
concept des 3x10, a défini que seulement une pour mille des espéeces de plantes exotiques

introduites sont devenues invasives.

1.2.1 L’introduction d’espece
L’introduction d’une nouvelle espéce implique 1’apport soit de propagules, de graines ou
d’individus en dehors de son aire de répartition géographique d’origine vers un nouvel
écosysteme, dil aux mouvements internationaux des biens et des personnes, de maniere directe
ou indirecte (Carlton, 1987 ; Carlton et Geller, 1993 ; Ruiz et al., 1997). Pour le cas de
I’introduction volontaire ou intentionnelle de nouvelles espéces, elle est motivée généralement
par ’intérét de ’humanité a satisfaire ou a enrichir ses diverses activités (agriculture, élevage,
industrie pharmaceutique, ornementation etc...) (Kowarik, 1995 ; Pimentel et al,. 2005). Dans
ce cas, I’homme est un facteur principal permettant d’aider 1’espece a affronter la barriére
géographique. Tandis que pour I’introduction indirecte ou non intentionnelle, 1’homme
n’intervient directement au transport de I’espéce. Frésard (2011) a expliqué que le transport
maritime véhicule involontairement un nombre considérable d’espéces exotiques dans tous les

océans du globe.

1.2.2 Une espéce naturalisée
Une espéce naturalisée concerne evidemment des espéces allochtones capables de s’acclimater
c’est-a-dire de résister vis-a-vis des conditions climatiques d’une région d’introduction,
autrement dit ayant une capacité a affronter la barriére environnementale. Dans ce cas,
I’espéce doit étre capable de se régénérer dans son milieu d’introduction pour qu’elle puisse
donner une nouvelle descendance et avoir une population viable a long terme sans 1’aide de
I’homme (Williamson et Fitter, 1996 ; Richardson et al,. 2000). 1l s’agit d’affronter la

barriéere reproductive. On dit alors que I’espéce est naturalisée dans son nouvel
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environnement mais n’envahit pas obligatoirement les écosystémes naturels et semi-naturels.
Selon Williamson (1996), 10 sur 1000 especes de plantes introduites peuvent étre naturalisées.
Il faut bien noter aussi que 1’évaluation d’une espece allochtone avant de la considérer comme

une espece naturalisée demande un intervalle de temps assez long.

1.2.3 L’expansion de I’espéce et le début de I’invasion
Une fois I’espece initiale est capable de donner une population viable, ¢’est grace a sa capacité
de puiser les ressources nécessaires a son développement, a se défendre contre les ennemis
naturels ou inversement a créer des relations mutualistes avec d’autres espeéces qui lui
permettra de produire une descendance en grand nombre et parfois a une distance considérable
des parents. Ainsi, I’espéce présente de ce fait un potentiel de dispersion considérable dans la
région d’introduction et envahit la zone d’introduction. Il s’agit de I’affrontement de la
barriére de dispersion. D’ou la définition d’une espéce invasive comme étant une espece
dont son développement va nuire aux especes et a la biodiversité locale. Plusieurs auteurs ont
défini une espece invasive par rapport aux impacts économiques et environnementaux (Davis

et Thompson, 2001) qu’elle produise.

— ESPECES INTRODUITES

ESPECES EXOTIQUES

—> ESPECES ACCLIMATEES

Status des taxa

sa19]11eq S9juUaIaYIp SO

—> ESPECES NATURALISEES

ESPECES INVASIVES

Figure 1. Processus d’invasion biologique (Richardson et al., 2000)
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I.3 Le succés de I’invasion des espéces végétales

Dans le cadre de cette étude, on a repris la définition des espéces végétales envahissantes
formulée par Cronk et Fuller, en 1995 selon laquelle, il s’agit des espéces exotiques
naturalisées qui en s’installant dans un territoire, modifient la composition, la structure et le
fonctionnement des écosystémes naturels ou semi-naturels dans lesquels elles se propagent
d’une maniére excessive. Richardson et al., (2000) ont appelé ces especes invasives, des
plantes transformatrices.

Plusieurs facteurs peuvent favoriser le succes des invasions des especes vegetales dans un
miliecu d’introduction entre autres la capacité invasive de D’espéce (invasivité) qui est
I’aptitude des especes a 1’invasion et la sensibilité du milieu (Vanderhoeven et al., 2006) ou
la vulnérabilité d’un écosystéme aux invasions (invasibilité). Ces deux facteurs sont essentiels

pour évaluer les possibilités d’invasion d’une espeéce dans un milieu donné.

1.3.1 Invasivité d’une espece
L’invasivité d’une espéce se réfere a son potentiel invasif, ¢’est a dire sa capacité a se montrer
envahissante (& avoir des effets négatifs sur les espéces locales). Il est déja décrit au
paragraphe précédent que I’aptitude d’une espéce a affronter la barriére de dispersion améne
I’espéce a envahir le milieu d’introduction. En effet, une espéce végétale est, par la suite,
devenue potentiellement envahissante si et seulement si, elle a une large amplitude écologique,
un potentiel de dispersion important, une croissance rapide, une fécondité élevée, une bonne
résistance aux pathogeénes et aux prédateurs (Mckinney et Lokwood, 1999 ; Vanderhoeven et
al., 2006). Toutefois, toutes les espéces n’ont pas la méme capacité de devenir envahissante.
Ainsi il est trés difficile, voire impossible d’établir un profil type des espéces invasives car
I’invasivité d’une espeéce n’est pas universelle (Daehler, 2003 ; Meerts et al., 2004). Une
espeéce de plante identifiée invasive dans un milieu donné ne 1’est pas donc forcément dans
d’autres. C’est le cas, par exemple, de G. banksii qui est potentiellement envahissante dans la
partie Est de Madagascar (Binggeli, 2003) mais ne 1’est pas dans la partie centrale de la grande

lle.

1.3.1.1 Les différentes théories d’invasion biologique
Plusieurs théories ont expliqué I’invasivit¢ d’une espece végétale dans un milieu

d’introduction :



Synthése bibliographique

% La pression de propagule
Lokwood et al., (2005) ont expliqué I’importance primordiale de la pression de propagule
dans le processus d’une invasion biologique. Cette pression comprend le nombre d’individus
introduits (spore, graines etc..) dans un nouvel écosysteme (la taille de la population invasive)
et le nombre d’introduction (la fréquence des événements d’introduction). En effet, cette
pression pourra intervenir a la fois dans le mécanisme d’expansion géographique d’une espéce
exotique (premicre étape de 1’invasion) et dans I’implantation de I’espéce dans son nouvel
écosystéme (deuxiéme étape de I’invasion)

< L’hypothése de la perte des ennemis naturels (ERH)
Cette hypothese stipule qu’une plante est moins sensible a 1’attaque par des ennemis naturels
présents dans 1’aire d’introduction que dans son aire d’indigénat (Keane et Crawley, 2002).
Dans son aire de distribution d’origine, ’espéce exotique affronte la pression de prédation
générée par des herbivores (spécifique a cette plante) ou des pathogeénes pour qu’elle puisse
vivre avec d’autres plantes, par contre I’absence de ces prédateurs dans son nouvau milieu
favorise 1’expansion de 1’espéce exotique (développement sans contrainte) plus que celle des
espéces natives.

s L’hypothése de EICA
Elle consiste, qu'une fois libérées de leurs ennemis naturels dans leur région d’introduction,
les plantes exotiques peuvent allouer plus de ressources a sa croissance et a sa reproduction
(Blossey et Notzold, 1995 ; Bossdorf et al., 2004). C’est le cas, par exemple, de Prunus
serotina, qui a un développement favorisé en absence de Pythium sp. un champignon
pathogéne de P. serotina dans son milieu natif (Reinhart et al., 2003).

% L’hypothése des armes nouvelles (ou Novel weapons)
Callaway et Ridenour en 2004 ont développé une théorie complémentaire de I’EICA. Ces
auteurs affirment que les plantes exotiques produisent des exsudats racinaires (substances
toxiques) qui inhibent le développement de la plante native et défavorisent la croissance des
microorganismes du sol du milieu envahi. L’effet allélopathique est un exemple concret pour
cette derniere théorie. L’allélopathie se définit comme étant tout effet direct ou indirect, positif
ou négatif d’une plante y compris les microorganismes sur les espéces avoisinantes par le biais
de la libération des produits biochimiques (Rice, 1984). En effet la théorie EICA correspond
en quelque sorte au cas d’allélopathie a effet négatif produite par les especes exotiques.

Plusieurs études ont suggeré que 1’effet allélopathique contribue en particulier dans la capacité
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d’une espéce exotique a envahir les communautés végétales dans son milieu d’introduction
(Abdul Wahab et Rice, 1967 ; El-Ghareeb, 1991 ; Fletcher et Renney, 1963 ; Kanchan et
Jayachandra, 1979 ; Osvald, 1948 ; Vaughn et Berhow, 1999 ; Ridenour et Callaway, 2001).

1.3.1.2 Symbiose racinaire et invasion des plantes exotiques
En plus des différentes théories mentionnées auparavant, la symbiose racinaire pourrait
constituer un autre facteur favorisant I’installation des plantes exotiques dans son nouveau

milieu.

» La symbiose mycorhizienne

Au cours de son installation, les plantes invasives mycotrophes peuvent probablement
rencontrer des partenaires mutualistes (champignons mycorhiziens) dans le milieu
d’introduction étant donné que ces derniers existent partout dans le monde (Richardson et al.,
2000) ou ils s’associent souvent avec des plantes natives avant 1’introduction. Chez certaines
espéces de Pinus, son introduction dans un nouveau milieu est souvent limitée par 1’absence
d’ectomycorhizes compatibles (Brisco, 1959 ; Poynton, 1979). Il a été démontré également
dans plusieurs cas que la présence de mycorhize natif de type éricoide augmente 1’invasivité
chez plusieurs especes de plantes (Wardle, 1991 ; Lazarides et al., 1997). Des études ont
montré que le mycorhize arbusculaire est un important médiateur de I’interaction compétitive
entre plante invasive et plante native (Scheublin et al., 2007). A titre d’exemple : les effets
compétitifs de la plante invasive Centaurea maculosa sur une plante native Festuca idahoensis
sont favorisés indirectement par la présence de mycorhize arbusculaire (Marler et al., 1999 ;
Zabinski et al., 2002 ; Callaway et al., 2004b ; Carey et al., 2004). Cependant, Richardson
(2000) a précisé que le mycorhize arbusculaire ne limite, ni facilite ’invasion. De méme
Klironomos en 2002 a montré que le mycorhize arbusculaire dans le sol d’Amérique du Nord
a des effets bénéfiques pour cing espéces natives contrairement pour cing autres especes
invasives de cette région du monde. Pour le cas de Anthemis cotula, le champignon
mycorhizien a favorisé 1’établissement et I’invasion de 1’espece dans son milieu d’introduction
(Shah et al., 2008a,b) mais cette espece est capable par la suite de changer la structure et la
composition de la communauté de champignon arbusculaire du milieu d’introduction a son
profit. Généralement, le role de champignon mycorhizien sur la facilitation de 1’invasion
d’especes exotiques dépend de la plante hdte, I’identité des plantes voisines, la disponibilité

des ressources et les conditions abiotiques du milieu (Hartnett et al,. 1994 ; Johnson et al.,
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1997 ; Shah et al., 2008a,b). De plus, la majorité des plantes invasives ne sont pas dépendante
de la symbiose mycorhizienne avec laquelle elles s’associent souvent faiblement (Reeves et
al., 1979 ; Allen et Allen, 1980 ; Pendleton et Smith, 1983 ; Richardson et al., 2000 ; Callaway
et al., 2004b).

» La symbiose fixatrice d’azote
L’invasivité de certaines espéces de plantes exotiques est souvent favorisée, grace a leur
capacité a former une symbiose mutualiste avec les bactéries fixatrices d’azote (Rhizobium
sp.; Frankia sp.) présentes dans le milieu d’introduction (Allen et Allen, 1981 ; de Faria et al.,
1989 ; Clawson et al., 1997 ; Ehnenfeld, 2003). 1l se peut que les symbiotes arrivent déja avec
les plantes invasives et peuvent cohabiter avec le rhizobium natif (Weir et al., 2004 ; Chen et
al., 2005). En effet, la présence des bactéries fixatrices d’azote dans un écosystéme
d’introduction permet aux plantes invasives nitrophiles d’améliorer sa capacité invasive dans
ce milieu (Yelenik et al., 2004). Le succes d’invasion de Myrica faya a Hawaii est favorisé,
par exemple, par sa symbiose avec 1’actinomycéte Frankia fixatrice d’azote (Vitousek et al.,
1987 ; Burleigh et Dawson, 1994). Vitousek et al. (1987) ont montré également que I’invasion
par Myrica faya a altéré le cycle de I’azote dans 1’écosystéme Hawaiien et contribue a

I’altération des communautés des plantes natives.

1.3.2 Invasibilité d’un milieu

L’invasibilit¢ d’un écosystéme est définie comme la vulnérabilit¢é d’un écosystéme aux
invasions biologiques (Meerts et al., 2004 ; Thiebaut, 2007). En effet, I’invasivité élevée d’une
espéce n’est pas suffisante pour prédire qu’elle est identifiée comme une espéce envahissante.
Celle-ci dépend également de la vulnérabilité d’un écosysteme étant donné que tous les
écosystemes ne montrent pas la méme sensibilité aux invasions. Il existe des milieux plus
vulnérables et des communautés végétales plus sensibles que d’autres (Chitry, 2008). 1l a été
déja démontré que le succes d’une invasion biologique reste le résultat de ’interaction entre
I’invasibilité du milieu et le potentiel invasif de I’espece (Thebault, 2009).

Deux principaux facteurs peuvent généralement caractériser la vulnérabilité d’un écosystéme
aux invasions. Premierement, la perturbation d’un milieu induit une ouverture du milieu
dans laquelle la probabilité¢ d’installation d’une nouvelle espece est généralement plus élevée
par rapport au milieu intact (non perturbé) (Burke et Grime, 1996 ; Meerts et al., 2004 ;

Vanderhoeven et al., 2006). Dans ce cas, les milieux les plus sensibles sont en général des
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milicux ayant subi des perturbations liées ou non a I’homme (Hodkinson et Thompson, 1997).
Les bords de la route sont un exemple de micro-habitats les plus perturbés par ’homme ou les
espéces exotiques sont bien adaptées (Tyser et Worley, 1992). Deuxiemement, la disponibilité
des ressources (Meerts et al., 2004) notamment les éléments minéraux, connus généralement
indispensables aux développement des plantes, influencent particulierement les interactions
compétitives entre les espeéces végétales. Le phénomeéne d’eutrophisation, par exemple,
pourrait favoriser 1’établissement d’une espéce végétale envahissante a fort potentiel de
production (Alpert et al., 2000). La théorie de la ressource fluctuante résume les deux facteurs
indiqués ci-dessus (Burke et Grime, 1996), elle stipule qu’un écosystéme est vulnérable aux
invasions a partir d’'un moment ou les ressources restent inutilisées soit sous I’effet de
diminution de la consommation des ressources (destruction d’une partie de la végétation
consommatrice par une perturbation) soit d’un apport exogeéne des nutriments (eutrophisation)
(Meerts et al., 2004 ; Vanderhoeven et al., 2006).

En outre, le changement climatique peut favoriser I’invasion d’une espéce exotique (Union of
Concerned Scientists, 2001) soit en créant des conditions environnementales plus favorables
aux invasions, soit en perturbant le développement des espéces natives qui rend ces especes

incapables de résister aux invasions.

1.4 Conséquences des invasions biologiques sur les écosystemes envahis
Terminologiquement, une communauté correspond a des organismes taxonomiquement
similaires (par exemple : des plantes, des animaux ou des micro-organismes) et un écosystéme
est constitué par I’ensemble formé par une communauté d’étres vivants et son environnement
biologique, géologique, édaphique, hydrologique, climatique, etc... (Tabacchi et al., 2010).
Ces différentes communautés peuvent interagir les unes avec les autres et sous plusieurs
formes telle que des coopérations ou des compétitions. C’est surtout cette derniere interaction
qui favorise I’invasion biologique qui est considérée actuellement comme un €lément majeur
des changements globaux (Pitelka, 1997 ; Dukes et Mooney, 1999) et est classée a la
deuxiéme cause de I’érosion de la biodiversité apreés la destruction des habitats (Vitousek et
al., 1997).

Les effets des invasions biologiques sont difficiles a évaluer. Cependant, ils peuvent étre
mesurés a plusieurs niveaux : au niveau génétique (hybridation), démographique sur la
dynamique des populations (taux de mortalité, taux de croissance, abondance), au niveau de la

communauté (richesse spécifique, structure du réseau d’interactions) et du fonctionnement de
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I’écosystéme (disponibilité en nutriments, productivité primaire) etc... (Parker et al., 1999).
Ces invasions biologiques peuvent également s’accompagner de conséquences Sanitaires et
économiques considérables.

D’une maniére générale, les effets de la propagation des plantes exotiques sont étudiés au
niveau des ecosystemes terrestres, plus particulierement au niveau du fonctionnement de ces
¢écosystémes (Ehrenfeld, 2003). En effet, les espeéces qui ont plus d’impact sont probablement
celles qui augmentent I’inflammabilité des écosystémes (Levine et al., 2003). Habituellement,
les dysfonctionnements des écosystémes sont observés au niveau de 1’altération de la
composition biotique ou de I’environnement abiotique des communautés qui constituent ces
écosystemes (Mack et al., 2000 ; Strayer et al., 2006). Une disparition des especes locales est
souvent produite suite aux invasions biologiques par des plantes exotiques en formant par la
méme occasion des peuplements monospécifiques. Pourtant, ces plantes exotiques s’integrent
facilement dans une végétation plurispécifique dans leur région d’origine. Les perturbations au
niveau des espéces indigénes sont souvent dues aux principaux mecanismes suivant : la
compétition interspécifique, la prédation, I’hybridation et la transmission d’agents pathogénes.
C’est le cas, par exemple, de la Reserve Naturelle de Betampona (Est de Madagascar) ou
plusieurs espéces y ont été identifiées invasives (Psidium cattleianum, Aframomum
angustifolium, Rubus mollucanus) et recouvrent environ 24,48% de la surface totale du site
depuis sa création en 1927 (Ratovomanana, 2006). Parmi toutes ces plantes exotiques,
Psidium cattleianum est particulierement signalée comme un incident pour cette Réserve
Naturelle par sa capacité a inhiber la régénération des espéces natives et a détruire par la suite
la composition et la structure de la forét originale (Ratovomanana, 2006). Cette situation est
actuellement observée dans plusieurs régions de la Grande Tle ou le taux de déforestation entre
2000 et 2005 s’éléve a 0,53% de la surface forestiére a Madagascar (Cl, MBG, MINEVEF,
2005). Pourtant, les activités vivrieres de bon nombre de la population Malagasy dépendent

encore de la forét ainsi que de ses services écosystémiques.

II. Les interactions Plantes-microorganismes rhizosphériques du sol

== Promouvoir le développement des plantes dans les sols perturbés™

11.1 La rhizosphere
Hiltner (1904) a défini le terme rhizosphére comme étant le volume de sol sous I’influence des

racines des plantes ou il y a une forte activité microbienne résultant de la libération ou
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I’exsudation de substances organiques par les racines. Au niveau de cette rhizosphére se
déroulent de nombreux processus biogéochimiques entre autres 1’interaction entre la plante
hote, le sol, les microorganismes telluriques et certaines conditions abiotiques du milieu, c’est
I’effet rhizosphérique. Ceci intervient dans le fonctionnement des écosystémes (Van Der
Putten et al., 2007). La rhizosphére contient plusieurs groupes microbiens dont les bacteéries,
les actinomycetes, les champignons, les nématodes, les protozoaires, les algues et les
microarthropodes. En fait, au cours de leurs cycles de vie, des réseaux d’interactions
complexes se forment entre ces différents microorganismes avec les plantes, la faune du sol et
les composantes chimiques et physiques du systeme sol-plante. Certains de ces
microorganismes exercent des interactions bénéfiques (symbioses) ou délétéres (pathogénie)
sur la croissance et la santé de la plante.

11.2 Interactions bénéfiques entre plantes et microorganismes rhizosphériques

Plusieurs microorganismes du sol sont capables d’améliorer la croissance des plantes par
différents mécanismes. Le plus souvent se produit par la facilitation a 1’acces aux différentes
ressources des éléments nutritifs indispensables pour la croissance de la plante dont 1’azote, le
phosphore, le fer, I’eau etc. Pour ce faire, les plantes forment dans la plupart des cas des
associations symbiotiques avec les microorganismes du sol. Deux types de ces symbioses
bénéfiques peuvent exister entre autre la symbiose mutualiste qui est souvent obligatoire entre
les deux partenaires (symbiose mycorhizienne et symbiose fixatrice d’azote) et la symbiose

associative (coopération) qui est considérée comme une interaction facultative (PGPR).

11.2.1 Symbiose mycorhizienne
Parmi les microorganismes bénéfiques sont les champignons mycorhiziens qui forment des
associations symbiotiques avec les plantes hotes. Au niveau de ces associations, les
champignons apportent a la plante des éléments nutritifs, essentiellement le phosphore
indispensable a sa croissance et renforcent ses defenses naturelles vis-a-vis de stress d’origine
biotique ou abiotique. En retour, les champignons recoivent les photosynthétats nécessaires a
leur croissance et a leur développement (Smith et Read, 1997). Cette relation trés intime
s’appelle «symbiose mycorhizienne». Elle est rencontrée chez la plupart des végétaux
vasculaires, sauf quelques-uns appartenant aux familles des Cypéracees, Cruciféres, Joncées et

Protéacees (Gianinazzi-Pearson, 1986).
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11.2.1.1 Différents types de mycorhize et leurs importances respectives
Deux principaux types d'association mycorhizienne ont été decrits en fonction de leurs
caractéristiques morphologiques : les endomycorhizes et les ectomycorhizes.

11.1.1.1 Ectomycorhizes

Ces associations symbiotiques se présentent sous forme de racines courtes tres ramifiées. Elles
se caractérisent par la présence, autour des apex racinaires, d'un manteau fongique visible a
I’ceil nu dont la partie interne s'insinue entre les cellules de I'exocortex pour donner naissance
a un réseau mycélien ou réseau de Hartig, lieu d’échange entre les deux symbiotes. Les
ectomycorhizes concernent peu d’especes (environ 5% des végétaux) et se rencontrent surtout
chez les essences forestieres, rarement des feuillus et fréquemment des résineux (Boullard
1962, 1982 ; Le Tacon, 1985). Les champignons ectomycorhiziens appartiennent
essentiellement aux groupes des Ascomycétes et des Basidiomycétes (Strullu, 1985 ;
Gianinazzi-Pearson, 1986) dont plus de 10 000 espéces sont déja décrites (Brussaard et al.,
1997). Les ectomycorhizes sont ainsi utilisées surtout dans les programmes de reboisement
dans différents pays pour améliorer la croissance des plants en pépiniere et en plantation grace
a la sélection de partenaires fongiques efficaces.

11.1.1.2 Endomycorhizes

Les endomycorhizes sont les plus répandues concernant, environ 90% des végétaux (Le
Tacon, 1985) et se rencontrent essentiellement chez les plantes cultivées et chez la plupart des
arbres tropicaux. Notons que les champignons endomycorhiziens sont des champignons
microscopiques impossibles a cultiver qu’en présence d’une plante hote.
Ce type d'association ne provoque que peu de changement dans la morphologie racinaire. En
effet, elles ne forment jamais de manteau autour des racines, mais développent deux réseaux
mycéliens dont l'un est intraradiculaire et l'autre externe. En effet, les hyphes pénetrent a
I’intérieur des cellules corticales de 1’hote ou ils forment des arbuscules ou des pelotons, lieu
d’échange entre les deux partenaires ; et/ou des vésicules, qui servent d’organes de stockage.
Ainsi, les endomycorhizes se répartissent en trois groupes en fonction du type de plantes
infectées et des champignons associés (Boullard, 1982) :

» les endomycorhizes éricoides des Ericales

» les endomycorhizes a peletons des Orchidées

» les endomycorhizes a vésicules et arbuscules (MVA)
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Dans la biosphére, la MVA est le type d’endomycorhize le plus repandu (Boullard, 1968 ;
Gianinazzi, 1982 ; Strullu, 1985), elle est souvent trouvé chez la majorité des plantes
horticoles, des arbres fruitiers et des arbres forestiers. Ce dernier type d’endomycorhize est

particulierement étudié dans le cadre du présent travail.

11.1.1.3 Importance de la symbiose mycorhizienne dans le développement des
plantes
Les plantes mycorhizées au cours de leur développement tirent les profits suivants : (i) une
augmentation de I’assimilation des minéraux a faible mobilité, des micronutriments et de
I’azote, (i1) une augmentation de ’absorption d’eau et (ii1) une amélioration de la santé de la

plante du fait de son action contre certains pathogenes (Smith et Read, 2008).

» Amélioration de la mobilisation des éléments nutritifs : exemple du phosphore

Le phosphore, un élément indispensable pour le développement des plantes, est rarement
disponible sous cette forme mais a des formes des phosphates non disponibles pour la plante
surtout dans les sols tropicaux (Lal, 1990 ; Formoso, 1999). En réponse a I’insuffisance du
phosphore, grace aux hyphes des champignons mycorhiziens, chez les plantes mycorhizées, ce
phosphore peut étre absorbé au-dela de la zone d’épuisement. Ceci est dii probablement a
l'augmentation de la masse racinaire et du volume de sol exploré par le champignon
mycorhizien (Gianinazzi-Pearson, 1986, 1982 ; Mousain et Salsac, 1982). Chez
I’endomycorhize, il est estimé que la longueur de I’hyphe se développant dans le sol autour de
chaque centimétre de racine peut atteindre 1,34m (Gianinazzi-Pearson, 1982). Dans plusieurs
études, les mycorhizes, quel que soit leur type, jouent un réle principal dans 1’absorption du
phosphore chez les végétaux (Boullard, 1968 ; Strullu, 1985). C’est le cas par exemple d’une
amélioration de 1’absorption du phosphore chez Centaurea maculosa en présence d’une
association mycorhizienne sur ses racines (Zabinsky et al., 2002). Le mycorhize, outre le
phosphore, est capable d’améliorer I’acquisition d’autres €léments faiblement mobilisés dans
le sol tels que le zinc et le cuivre (Hayman, 1978 ; LE Tacon, 1985). Le mycorhize joue
également un role déterminant dans le métabolisme de 1’azote & travers les champignons
ectomycorhiziens qui sont capables d’absorber 1’azote ammoniacal (NHy4"), I’azote nitrique
(NO3) et de les transférer a la plante sous forme d’acides aminés (Gianinazzi-Person et Diem,

1982).
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» Adaptation des plantes mycorhizées au stress hydrique

La tolérance des plantes mycorhiziennes d’un abaissement du potentiel hydrique s’exprime
par une diminution de la résistance au transport de 1’eau dans les racines mycorhizées et par le
maintien de la turgescence des cellules foliaires grace a 1’accumulation des solutés
(Subramanaian et al., 1995; Duan et al.,, 1996 ; Collinson et al., 1997). Grace a leurs
caracteres moins sensibles a la sécheresse, les plantes mycorhizées résistent mieux au choc
hydrique que celles non mycorhizées au cours de leurs transplantations (Safir et al., 1971 ;
Bowen, 1980 ; Hardie et Leyton, 1981 ; Cornet et al., 1982 ; Mousain, 1984, 1991). Une
expérience réalisée sur Rosa hybrida a montré que la présence des champignons
endomycorhiziens (Glomus intraradices, Glomus deserticola) permet un maintien de la

turgescence au niveau du feuillage lors de déficits hydriques (Auge et al., 1986).

» Tolérance des plantes mycorhizées aux agents pathogénes

En association avec les racines des plantes, les microorganismes bénéfiques peuvent amorcer
le systeme immunitaire inné et conférer une résistance a un large spectre d'agents pathogenes,
avec un impact minimal sur le rendement et la croissance (Van Hulten et al., 2006). En effet,
I’établissement de la symbiose mycorhizienne permet aux plantes de tolérer ou de réduire la
sensibilité vis-a-vis de certains pathogenes telluriques dont les bactéries, les champignons et
les nématodes (Marx, 1972 ; Sharma et al., 1992 ; Azcon-Aguilar et Barea, 1992 ; Bennett et
al., 2006). Cette activite dite biocontréle pourrait étre due aux activités bactériennes élevées au
niveau du compartiment mycorhizosphérique. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer les
mécanismes de phytoprotection chez les plantes mycorhizées particulierement chez les plantes
ectomycohizées, (i) une compétition entre microorganismes rhizosphériques pour la nutrition,
(ii) l'existence d'une barriere physique constituée par le manchon fongique, (iii) une
production de substances toxiques par le mycorhize et (iv) une stimulation des mécanismes de
défense de I'néte (Marx, 1973). En effet, certains champignons ectomycorhiziens (Pisolithus
tinctorius, Paxillus involutus) produisent de grandes quantités de substances phénoliques
lorsqu'ils sont cultivés en culture pure (Duponnois et Garbaye, 1990) qui pourraient étre
toxiques pour les nématodes en diminuant la viabilité des ceufs et des jeunes des agents
pathogénes (Senghor, 1998). Il a été démontré que les ectomycorhizes ont accumulé ces
composés phénoliques dans les cellules corticales et qui pourraient avoir une incidence sur le
développement des nématodes dans les racines (Malajczuk et al., 1984). Le développement de
la symbiose endomycorhizienne (Glomus sp.) contribue également dans la réduction de
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I’infection des nématodes a galles (Meloidogyne javanica ou M. mayaguensis) sur les racines

d’Acacia holosericea (Duponnois et al., 1998).

11.2.1.2 Facteurs susceptibles d’influencer les mycorhizes
L’association mycorhizienne ainsi que son développement sur les racines des plantes peuvent
étre affectés par certaines pratiques culturales entre autres les apports importants d’engrais
surtout les engrais chimiques, [’utilisation des pesticides, la désinfection du sol, la
multiplication végeétative in vitro (Gianinazzi, 1982). Bartscki (1982) a observé une
¢éradication de la mycorhization suite a 1’utilisation de bénomyl (fongicide).
L’absorption et le transport du phosphore du champignon a la plante peuvent étre inhibés par
certains facteurs environnementaux dont la température, la lumiére, la teneur en eau et le pH
du sol etc. A titre d’exemple, les champignons endomycorhiziens ont besoin d’une certaine
température pour son développement optimal. Dans ce sens, Sieverding (1988) a montré que
peu d'isolats de champignons endomycorhiziens (Acaulospora et Scutellospora) sont efficients
a faible température (20°C). Dans d’autre cas, Boullard (1964) a conclu qu’un sol trés humide,
compact et peu aéré est néfaste pour 1’association endomycorhizienne.
Au niveau du sol riche en phosphore assimilable par les plantes, le role principal de la
mycorhization est déja atteint et dans ce cas l’intensité et les effets bénéfiques de la
mycorhization sont largement réduits (LE Tacon, 1985 ; Gianinazzi-Pearson, 1986).
Des ¢études ont montré aussi que les invasions biologiques notamment I’invasion végétale
influencent 1’association mycorhizienne. C’est le cas par exemple de Garlic mustard (Alliara
petiolata), une espece invasive non mycorhizienne qui réduit voire empéche la formation de la
symbiose mycorhizienne (Roberts et Anderson 2001 ; Stinson et al., 2006 ; Stinson et al.,
2007 ; Callaway et al., 2008 ; Wolfe et al., 2008). Wolfe et al., 2008 ont montré que A.
petiolata a diminué le degré de colonisation ectomycorhizienne des communautés de plantes
dans son milieu d’introduction, en Amérique du Nord (Nuzzo, 2000). Ce qui influence

I’établissement d’arbre forestier et modifie le cycle biogéochimique dans le sol.

I1.2.2 Symbiose fixatrice d’azote
I1.2.2.1 Fixation d’azote et formation des nodules
L’azote, intervient dans 1’¢laboration de molécules importantes chez les végétaux comme les
protéines, les nucléotides, les acides nucléiques et la chlorophylle (Epstein, 1972). Il est

essentiel pour la synthese des enzymes de la photosynthese (Lamaze et al., 1990) et favorise
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I’absorption des éléments minéraux et la croissance des plantes (Stenvenson, 1986). Ainsi,
I’azote est un ¢lément indispensable et constitue un facteur limitant pour le bon
développement surtout des plantes supérieures fixatrices ou non d’azote. Seules quelques
especes de procaryotes peuvent fixer 1’azote de 1’air atmosphérique (N3) en le convertissant en
ammoniac (NH3) (forme combinee) et rendant ainsi 1’élément assimilable par les plantes
(Dommergues et al., 1999 ; Peret, 2007).

La fixation d’azote peut étre effectuée soit par les fixateurs libres comprenant des bactéries de
divers genres comme les bactéries aérobies (Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter,
diazotrophicus), les bactéries anaérobies strictes (Clostridium) ou facultatives (Klebsiella,
Bacillus, Pseudomonas), les bactéries a photosynthése anoxygénique (Rhodobacter,
Rhodospirillum) et les cyanobactéries (Synechococcus) ; soit par des fixateurs symbiotiques en
s’associant avec les végétaux. Ce dernier type de fixation d’azote est caractérisé genéralement
par la formation de nodules racinaires chez les plantes de la famille des Iégumineuses
colonisées par des bactéries Gram négatif, fixatrices d’azote, généralement des rhizobia ou des
bactéries nodulant les Iégumineuses (BNL) (Moulin, 2002). Des bactéries Gram positif telles
que des représentants du genre Frankia peuvent développer des nodules avec quelques especes
de plantes (plantes actinorhiziennes) dont les genres Alnus, Eleagnus, Casuarina ou Myrica
(Benson et Silvester, 1999). En retour, les bactéries recoivent de la plante les photosynthétats
nécessaires a leur développement (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Dommergues et al.,
1999). Cette symbiose fixatrice d’azote est essentiellement basée sur une communication
moléculaire entre les deux partenaires (Gage, 2004).

La symbiose entre la bactérie du genre Rhizobium et la plante de la famille des Iégumineuses
est la plus connue pour I’¢tude de la symbiose fixatrice d’azote. Environ 88% des espeéces de
Iégumineuses formant ce type de symbiose sont capables de former des nodules (de Faria et
al., 1989). D’ou le terme de rhizobia qui a été donné aux bactéries capables d’induire la
formation de nodules sur les légumineuses. Plus tard, on a découvert que le Rhizobium n’était
pas la seule espéce fixatrice d’azote chez les légumineuses, on a recensé aussi des
représentants des genres Sinorhizobium, Mesorhizobium, Ochrobactrum, Allorhizobium,
Azorhizobium, Methylobacterium, Bradyrhizobium, Blastobacter, Devosia (SY et al., 2001 ;
Rivas et al., 2002)[classe des a-protéobactéries] et Burkholderia (Moulin et al., 2001 ;
Rasolomampianina et al., 2005), Ralstonia (Chen et al., 2001) et Herbaspirillum (Valverde et

al., 2003) [classe des p-protéobactéries] ainsi que certaines vy-protéobactéries comme
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Enterobacter sur Hedysarum (Benhizia et al., 2004). Tous ces microorganismes forment
actuellement 1’ensemble des bactéries connues comme symbiotes des 1égumineuses (Zakhia et
de Lajudie, 2001 ; Moulin et al. 2001 ; Chen et al., 2001 ; Ngom et al., 2004) et sont désignés
sous le terme plus généralisé « BNL » ou « Bactéries Nodulant les Légumineuses » (Zakhia et
al., 2004). Cette formation de nodules est contr6lée par des molécules extracellulaires
appelées facteurs Nod, qui sont reconnues par la plante hote (Lerouge et al., 1990 ; Schultze et
Kondorosi, 1998).

11.2.2.2 Facteurs influencant la symbiose fixatrice d’azote
La fixation de 1’azote se déroule généralement au niveau de la rhizosphére par les bactéries du
sol en formant une symbiose avec les racines des légumineuses. Plusieurs facteurs
environnementaux peuvent limiter la croissance et I’activité des bactéries du sol (Obaton,
1992 ; Fitouri, 2011) inhibant ainsi la formation et/ou le fonctionnement de la symbiose
fixatrice d’azote.

» Le pH du sol : les deux partenaires symbiotiques sont extrémement sensibles au pH du
sol. En effet, la majorité des légumineuses nécessitent des pH neutres ou légerement acides
pour établir une symbiose efficiente dans le sol (Bordeleau et Prévost, 1994). Pour les
Iégumineuses des zones tropicales comme le niébé (Vigna unguiculata) et lI'arachide (Arachis
hypogaea), leur développement est souvent optimal a un pH allant de 5 a 6,5. L'acidité élevée
du sol influence la solubilité des éléments minéraux et provoque des troubles dans la nutrition
minérale, affectant ainsi d'une part le développement de la plante héte, et d'autre part
I'efficience de rhizobia et engendrant par conséquent une diminution de la nodulation (Munns,
1977). Alors que le pH alcalin du sol a un effet négatif sur la disponibilité de certains
minéraux tels que le fer et le manganése autant pour le rhizobium que pour la plante héte
(Bordeleau et Prévost, 1994). Des études faites par Kimou et Zengbe (1994) cités par Nwaga
et Ngo Nkot (1998), ont montré que l'acidité et la pauvreté du sol en phosphore assimilable
constituent un facteur limitant I'activité des bactéries fixatrices d'azote.

» Le stress hydrique : il affecte la symbiose fixatrice d’azote en inhibant la formation et
la croissance nodulaire, le métabolisme du carbone et de I’azote, 1’activité de la nitrogénase et
la perméabilité nodulaire a I’oxygene (Zahran et Sprent, 1986 ; Aguirreolea et Sanchez-Dyaz,
1989 ; Sadowsky, 2005).

» La salinité : elle affecte I’initiation, le développement et le fonctionnement des

nodules, de méme que la capacité photosynthétique des feuilles. Rao et al., (2002) ont conclu
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que la fixation symbiotique de I’azote est probablement affectée par le sel plus que la
croissance des plantes. Ainsi, le processus infectieux est I’étape la plus sensible a la présence

du sel (Payakapong et al., 2006).

11.2.3 Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (ou PGPR)

Parmi les microorganismes de la rhizosphére, les rhizobactéries promotrices de croissance de
plante ou PGPR représentent un groupe de bacteries inoffensives qui colonise la rhizosphére et
contribue a la croissance et a la santé des plantes. Comme son nom I’indique, les
rhizobactéries sont des bactéries qui ont la capacite a coloniser les racines des plantes de fagon
intense (Schroth et Hancock, 1982).

La stimulation du développement des plantes par les bactéries PGPR est généralement
effectuée selon différents mécanismes entre autres I’amélioration de la nutrition minérale, la
production de phytohormone et/ou la suppression de la maladie (Tarkka et al., 2008). Barea et
al., (2005) ont qualifié cette propriété phytostimulation des bactéries PGPR comme
biofertilisante et/ou biocontrole. Ainsi, deux groupes de bactéries PGPR ont été décrits : le
premier groupe est les bactéries biofertilisantes qui sont des bactéries impliquées dans
I’amélioration du cycle des nutriments et dans la stimulation de développement des plantes
(Vessey, 2003) et le second groupe rassemble des bactéries qui sont impliquées dans le
contr6le biologique des pathogenes des plantes (Biopesticides) par la production des
antibiotiques (Whipps, 2001 ; Raaijmakers et al., 2002).

A titre d’exemple : le genre Azospirillum constitue une des bactéries PGPR phytostimulatrices
par leur capacité a synthétiser de phytohormones (auxines et gibbérellines) qui stimulent la
croissance de la plante. Certaines bactéries sont des phytoprotectrices dont le genre
Pseudomonas est le plus étudié (Haas et Defago, 2005 ; Raaijmakers et al., 2009). L’étude de
Lemanceau en 1992 a montré 1’effet bénéfique (PGPR) des Pseudomonas sp. fluorescents sur
la stimulation de la croissance des plantes et surtout sur la protection contre des
microorganismes pathogenes. Il a été expliqué que deux mécanismes sont responsables de ces
effets bénéfiques de Pseudomonas sp. dont la modification des équilibres microbiens au

niveau de la rhizosphere et la modification du métabolisme et de la physiologie de la plante.

11.3 Interactions déléteres entre plantes et microorganismes rhizosphériques
Au niveau de la rhizospheére, les interactions des microorganismes avec les plantes peuvent

produire des effets déléteres pour lesquels les bactéries ou les champignons pathogenes vont
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inhiber la croissance des plantes voire produire des maladies pour la plante (phytopathologie).
Dans d’autres cas, l’installation des plantes dans un milieu donné peut influencer le

dynamisme des microorganismes préexistants (cas de plante invasive).

11.3.1 Les microorganismes pathogenes des plantes

Il est déja demontre que la rhizosphere comprend un grand nombre de microorganismes du
sol. Le développement de ces microorganismes est souvent stimulé par 1’excrétion des
exsudats racinaires des plantes au niveau de la rhizosphére. Certains de ces microorganismes
expriment des activités pathogénes a I’encontre de la plante dont des microorganismes
pathogénes et parasites et d’autres non parasites. En effet, les microorganismes pathogénes
non parasites réduisent la croissance de la plante en émettant des substances toxiques. Tandis
que les microorganismes pathogénes parasites se développent selon deux phases : une
saprophyte et 1’autre parasite. Ainsi dans son milieu natif, le développement de Prunus
serotina est affecté négativement par un champignon pathogene du sol Pythium sp. (Reinhart
et al., 2003).

11.3.2 Influence des plantes invasives sur le dynamisme des microorganismes du sol :

cas des champignons mycorhiziens et des bactéries fixatrices d’azote
La symbiose mycorhizienne et la symbiose fixatrice d’azote sont deux grandes symbioses
mutualistes trouvées chez la majorité des végétaux dont leurs présences améliorent les besoins
nutritifs des plantes hotes et assurent la santé de la plante. En effet, la diversité et 1’abondance
des champignons ectomycorhiziens constituent un élément important pour les communautés
microbiennes du sol forestier assurant ainsi un bon fonctionnement des écosystemes forestiers
(Aerts, 2002 ; Read et al., 2004). Néanmoins, I’interaction entre ces symbioses mutualistes
avec les plantes invasives (non mycotrophe surtout) a potentiellement altéré les propriétés
chimiques du sol (Miki et Kondoh, 2002 ; Hawkes et al., 2005), le cycle d’azote et les
bactéries fixatrices d’azote (Rice, 1964 ; Vitousek et al., 1987 ; Hawkes et al., 2005) et la
colonisation racinaire par les champignons endomycorhiziens (Vogelsang et al., 2005) ; ceux
qui influencent a leur tour les communautés de plantes natives. Alliara petiolata (garlic
mustard) une espéce exotique envahissante en Amérique du Nord (Nuzzo, 2000), par exemple,
inhibe la formation de la symbiose endomycorhizienne (Roberts et Anderson, 2001 ; Stinson
et al., 2006) et la symbiose ectomycorhizienne (Wolfe et al., 2008) des plantules poussant sur

le sol envahi par cette espéce. De nombreuses études rendent compte également des
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modifications de la composition et de la densité de la faune du sol suite a 1’invasion par une
espéce de plante exotique (Belnap et Philips, 2001 ; Kourtev et al., 2002 ; Herrera et Dudley,
2003 ; Ernst et Cappuccino, 2005).

1.4 Importance des microorganismes sélectionnés dans la réhabilitation des zones
perturbées

Dans les milieux ou il y avait altération de la structure de la couverture végetale, grace a la
désertification, a 1’activité humaine, a I’invasion biologique etc.., des modifications des
propriétés physiques, chimiques et biologiques des sols (structure du sol, biodisponibilité en
éléments nutritifs, activité microbienne, etc.) sont souvent observées (Garcia et al., 1997 ;
Requena et al., 2001). Dans ce cas, les champignons mycorhiziens et les bactéries bénéfiques
pour la plante sont parmi les composantes du sol affectées par la dégradation de la couverture
végetale (Bethlenfalvay et Schiiepp, 1994). Par ailleurs, la structure du couvert végétal ainsi
que son développement étaient intimement liés a 1’établissement de la symbiose
mycorhizienne et/ou a la présence des bactéries capables de fixer 1’azote atmosphérique
(Odum, 1959 ; Van Der Heijden et al., 1998).

Depuis quelques années, il est clairement établi qu’il est possible de trouver des voies pour
améliorer la croissance des arbres forestiers via la mycorhization contr6lée dans diverses
conditions écologiques (Le Tacon et al., 1997). Ainsi, dans le programme de réhabilitation du
sol dégradé et de restauration de couverture végétale, il est recommandé de recourir a la
biofertilisation par 1’utilisation des symbioses racinaires (Dommergues et al., 1985) en
inoculant par exemple par une ou des souches de champignons mycorhiziens lors de la phase
d’¢élevage des plants en pépiniére (Duponnois et al., 2005, 2007) et/ou des souches de rhizobia
pour les légumineuses afin d’améliorer la nutrition minérale des plantes dans le sol pauvre et
assurer par la suite leur développement (Dommergues et al., 1985). En effet, la symbiose
fixatrice d’azote permet aux légumineuses de satisfaire leurs besoins en azote tandis que la
symbiose mycorhizienne améliore 1’absorption de 1’eau et des éléments minéraux comme le
phosphore, un élément qui est généralement pauvre dans les sols tropicaux (Mosse, 1981 ; Le
Tacon et al 1986 ; Damase et al., 1987).

Par definition, la mycorhization contrélée est un ensemble de technique qui consiste a
optimiser 1’établissement de la symbiose mycorhizienne en introduisant en pépinicre des
souches mycorhiziennes sélectionnées et a évaluer leurs effets sur la croissance de la plante
hote (Le Tacon, 1982 ; Le Tacon et al., 1986 ; Garbaye et al., 1988 ; Yazid et al., 1994). Cette
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technique permet a la fois de déterminer 1’efficacité des souches fongiques sur la croissance de
la plante et de sélectionner des champignons susceptibles d’étre utilisés pour la production de
plants performants pour le reboisement (Garbaye et al, 1988 ; Garbaye, 1990 ; Le Tacon et al,
1992 ; Le Tacon et al, 1997 ; Palardé et al, 1997 ; Dell et al, 1997). L’effet bénéfique de cette
technique sur la croissance des plantes en pepiniere et aprés transplantation a permis de sauver
plusieurs espéces d’essences ligneuses dans beaucoup de pays tempérés, surtout lorsque le
champignon est adapté aux conditions écologiques du site & reboiser. Chez les
ectomycorhizes, I’inoculation en pépiniére peut entrainer un maintien a court terme (1 a 2 ans
aprés transplantation) de 1’espéce sur le systéme racinaire (Marx et al., 1988 ; Danielson et
Visser, 1989 ; Buschena et al., 1992 ; Thomson et al., 1996 ; Honig et al., 2000) et jusqu’a 10
ans apres transplantation (Garbaye et Churin, 1997 ; Selosse et al., 1998, 1999). En outre, les
endomycorhizes contribuent a 1’absorption de certaines substances organiques et protegent les
plantules contre certaines maladies et stress hydrique assurant ainsi leur survie apres la
transplantation au champ (Menge et al., 1978 ; John T.V et Coleman D.C, 1983).

I11. Implication des racines protéoides sur le développement des plantes

I11.1 Historique des racines protéoides de la plante

En 1894, Adolf Engler a observé une morphologie exceptionnelle sur le systeme racinaire de
plantes de la Famille des Proteaceae poussant dans le parc botanique de Leipzig. Il a remarqué
des groupes denses de courtes radicelles latérales trés rapprochées. En 1960, Purnell a inventer
le terme = racines protéoides™ pour décrire ce type de racine aprés avoir examiné le systéme
racinaire de 44 espéces de 10 genres de la famille des Proteaceae. En effet, Lamont en 1982 a
trouvé que toutes les especes de la famille des Proteaceae ont des racines protéoides a
I’exception de Persoonia. Actuellement, les racines protéoides peuvent étre trouvées chez
beaucoup de familles autres que les Proteaceae dont les familles des Betulaceae,
Casuarinaceae, Cucurbitaceae, Cyperaceae, Eleagnaceae, Fabaceae, Mimosaceae, Moraceae,
Myricaceae et Restionaceae (Skene 1998 ; Neumann et Martinoia, 2002 ; Shane et Lambers,
2005).

I11.2 Morphologie et fonctionnement des racines protéoides

La morphologie des racines protéoides dépend fortement des especes de plantes hotes. Ces

racines protéoides peuvent étre constituées par des racines simples (Ex. chez Lupinus albus)

ou par des racines complexes (Ex. chez Banksia sp.). Skene (1998) a décrit que la presence
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des racines protéoides permet aux plantes porteuses de bien se developper dans des conditions
du sol pauvre en éléments nutritifs. D’un autre coté, la majorité des especes de plantes
présentant des racines protéoides sont des espéces non mycotrophiques, c’est a dire ne forment
pas de symbiose avec les champignons mycorhiziens. Cependant la famille des Casuarinaceae
peut, exceptionnellement, former a la fois des racines protéoides, de symbiose fixatrice
d’azote et de symbiose mycorhizienne en réponse a la déficience en nutriments (Diem et al.,
2000).

Comme les hyphes de champignons mycorhiziens, les racines protéoides explorent une dense
surface du sol par rapport aux racines non protéoides. A titre d’exemple, les racines protéoides
de Hakea obliqua explorent 25 fois de surface de sol par rapport aux racines non protéoides
(Dell et al., 1980). Purnell en 1960, a suggeré que ces racines protéoides sont trés importantes
pour I’acquisition des éléments nutritifs de la plante héte surtout en milieu pauvre en ces
éléments. Dans la majorité des cas, ces racines protéoides se sont formées abondamment dans
des conditions de pauvreté du milieu en phosphore. Ainsi, elles peuvent mobiliser le
phosphore minéral non disponible qui précipite avec les métaux dont le Fer, I’ Aluminium et le
Calcium. Elles peuvent aussi extraire le phosphore, 1’azote organique du sol et les
microéléments comme le Fer et le Manganése (Dinkealaker et al., 1995). En effet, la
concentration de phosphore dans un milieu influence le développement des racines protéoides.
Ainsi, ’ajout en excés de quantité de phosphore par exemple chez Banksia ericifolia, a
diminué les racines protéoides produites, influencant ainsi a son tour la croissance de la plante
(Dinkelaker et al., 1995). Aussi, la déficience en Fer induit la formation des racines protéoides
comme chez Lupinus consentinii, Fecus benjamina (Dinkelaker et al., 1995) et Casuarina
glauca (Arahou et Diem, 1997). En fait, la plupart des espéces ont développé plus de racines
protéoides en réponse au stress soit en phosphore soit en Fer. Cependant L. consentinii est la
seule espece qui produise des racines protéoides en réponse a la déficience en phosphore ou en
fer (Watt M. et Evans, 1999).
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‘ A. Racines protéoides de Banksia prionotes (Proteaceae)

B. Racines protéoides de Hakea prostrate (Proteaceae)

C. Racines dauciformes de Lepidosperma squamatum

(Cyperaceae)

D. Racines dauciformes de Tetraria sp. (Cyperaceae)

“SWlE. Racines proteoides de Aspalathus linearis (Fabaceae)
( %F. Racines protéoides de plusieurs especes

(Restionaceae)

H. Racines capillaires de Mastersiella digitata (Restionaceae)

I. Racines capillaires de Chondropetalum tectorum

(Restionaceae)

Photo 1 Morphologie des racines protéoides en condition de faible concentration de
phosphore
(Source : http://aob.oxfordjournals.org/content/98/4/693/F3.expansion)
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Chapitre I

CARACTERISATION DES PARCELLES COLONISEES PAR
Grevillea banksii DANS LA PARTIE EST DE MADAGASCAR

I. INTRODUCTION

Autrefois, la partie orientale de Madagascar était couverte d’une bande continue de forét
naturelle du nord au sud. L’exploitation irrationnelle des ressources forestiéres, la destruction
des écosystémes naturels sont entre autres les causes de disparition des foréts sur plusieurs
domaines de la région Est de la Grande fle. De ce fait, il ne reste plus actuellement que
quelques reliques de foréts naturelles. Pourtant, les activités vivriéres de bon nombre de la
population Malagasy dépendent encore de la forét ainsi que de ses services écosystémiques.
Face a cette situation, une opération de reboisement privilégiant les especes exotiques a
croissance rapide et résistantes aux différentes conditions pédoclimatiques est l'une des
initiatives prises par le gouvernement malagasy sans que des études préalables sur le
comportement de ces plantes n’aient été effectuées. C'est pourquoi, certaines de ces plantes se
sont montrées invasives dans certains endroits comme c'est le cas de G. banksii dans la partie
est de Madagascar (Binggeli, 2003 ; Andriamiharimanana, 2011). Cette espéce de plante a été
introduite dans les années 1950 et 1960 dans le cadre du programme de protection et de
restauration des sols (Tassin, 1995). Plusieurs auteurs ont considéré que les especes
envahissantes constituent la seconde cause de perte de la biodiversité aprés la destruction et la
fragmentation des habitats (Wilcove et al. 1998 ; Simberloff 2003 ; Rejmanek, 2003). Ces
derniéres années, ’installation des plantes exotiques conduisant & des modifications profondes
de la structure et du fonctionnement de 1’écosystéme a été mondialement reconnue (Pimentel,
2002 ; Pascal et al., 2006). En plus, il a été signalé que les plantes invasives affectent les
écosystemes natifs du milieu envahi (Binggeli, 2003 ; Carriére et al., 2008).

Dans plusieurs endroits de la partie orientale de Madagascar, des fragments de foréts déja
envahis par des especes envahissantes et qui ne font pas encore 1’objet d’aucune étude
antérieure, ni de projet de conservation sont observés. Parmi ces foréts, la relique forestiére de
lanjomara-Vatomandry fait partie des plus frappés et pourrait disparaitre d’ici peu s’il n’y aura
pas de précaution prise.

Dans le cadre de la remédiation aux différentes perturbations induites par 1’invasion de

I’espéce exotique au niveau du fonctionnement de ces écosystemes forestiers, il est primordial
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de décrire la structure des différents types de couverture veégétale du site concerné.
L’hypothése dans lequelle repose le premier chapitre de ce travail a été la suivante : Les
modifications de la composition floristique d’une communauté végétale, consécutives a
Dinvasion d’une espéce exotique, pourraient altérer le fonctionnement de la population
épigée et hypogée de I’écosystéeme (floristique et microbien).

Pour Vérifier cette hypothese, nous avons étudié la structure de trois formations végétales de la
forét de lanjomara dont la forét naturelle proprement dite, la population de G. banksii et la
zone dégradée formée par de pseudo-steppe. Cette étude a été orientée sur 1’évaluation de la
composition et de la richesse floristique de la végétation et la description du statut symbiotique
de chaque espéce de plante. Les propriétés physico-chimiques et microbiologiques des sols ont
été également analysees.

II. MATERIELS ET METHODES

1.1 Site d’étude

Le site principal de cette étude est caractérise par des reliques de forét naturelle entourées par
des surfaces largement envahies par G. banksii dans le centre Est de Madagascar (19° 07°S;
48° 54’E), Forét de lanjomara — Vatomandry (Carte 1). Cette formation appartient a la forét
dense humide de basse altitude de la région orientale malagasy ou D. trichocarpa et I. bijuga
sont actuellement rarement observés. Différentes parcelles ont été identifiées dont une parcelle
forestiere non influencée par G. banksii, une parcelle complétement envahie par G. banksii et
une derniére parcelle en dehors de la formation forestiere et dépourvue de G. banksii (zone
recouverte généralement par des especes herbacées sous forme de pseudo-steppe) (Photo 2).
Ainsi, le principal critére du choix de I’emplacement des parcelles a été la physionomie de la
végétation et la composition floristique. Selon Godron et al., (1983), I’aire de relevé doit étre
une zone homogene caractérisée par l’uniformité de ses conditions écologiques et par
I’homogénéité apparente de la physionomie et de la composition floristique du couvert

végétal.
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11.2 Inventaire floristique et préléevement de sols et de racines
11.2.1 Relevé de la végétation
Les relevés de la végétation ont été réalisés pendant la période maximale de végétation ¢’est-a-
dire a la fin de la période de pluie (fin du mois de mars 2011). L’inventaire floristique a été
effectué sur trois types de végétation de la zone d’étude.
- forét naturelle composée d’essences natives sans G. banksii
- formation homogene de G. banksii
- pseudo-steppe : terme proposé par Trochain, (1957) pour designer une formation végeétale
constituee par des graminées vivaces telles que Aristida sp., Stipa sp. en touffes compactes

non contigles a leur base, mais rapprochées au niveau des feuilles.

Le relevé floristique a été réalisé dans des parcelles circulaires de rayon de 10 m soit la surface
de relevé de 314 m2. Elles sont espacées de 50 a 100 m selon la répartition des types de
formations végétales étudiées (Figure 2). Les parcelles ont été placées le long d’un transect
partant de I’intérieur d’une forét naturelle, passant par la formation homogéene de G. banksii

jusqu’a la formation de pseudo-steppe.

Parcelles circulaires

0m 10m Sens du transect
Forét naturelle Formation homogene de Pseudo-steppe
G. banksii

Figure 2. Schéma de dispositif d’échantillonnage d’inventaire floristique

Dans chaque parcelle, la présence de toutes les especes rencontrées a été notée et les especes

ligneuses ayant un diamétre supérieur a 2 cm ont été repérées pour pouvoir calculer :

- la densité totale (D) qui est I’abondance de toutes les especes ligneuses dans la parcelle
exprimée en nombre d’individus par hectare (N.ha™) ;

- la fréquence des espéces qui est donnée par la formule : F = (ni/N) x100 ; avec ni nombre

de I’espece i et N nombre total des especes.
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Quelques-unes des espéces ont pu étre identifiées sur le terrain, des spécimens d’herbier ont
été emmenés au laboratoire pour les autres. Les herbiers ont été examinés par M.
Razakamalala Richard, Botaniste du MBG (Missouri Botanical Garden) de Madagascar et ont
été comparés aux herbiers de référence du PBZT (Parc Botanique et Zoologique de
Tsimabazaza) d’Antananarivo-Madagascar. La correction de 1’orthographe des noms
scientifiques des plantes a été effectuée a 1’aide de la base de données Tropicos du MBG et
celle d’e-Floras qui sont des catalogues de plantes vasculaires de Madagascar établis par le
MBG.

11.2.2 Prélevement d’échantillons de sol
La structure et le fonctionnement des microorganismes dépendent de plusieurs facteurs liés a
I’aire d’étude. En conséquence, le nombre de prélevement doit étre représentatif de la surface
de I’écosystéme étudié. Or, dans le cadre d’une étude comparative de deux ou trois sites a
priori contrastés, la variabilité intra-site des communautés microbiennes peut atténuer 1’effet
inter-sites. Cette limitation peut étre contournée par 1’analyse d’échantillons composites, c'est-
a-dire par un mélange d’échantillons de sols issus des réplicats spatiaux d’un méme site. Ainsi,
la stratégie d’échantillonnage est déterminante dans la caractérisation des communautés
microbiennes du sol et dans I’estimation de leur diversité. En effet, trois échantillonnages du
sol ont été effectués pour chaque parcelle. Les trois échantillons de sols ont été mélangés pour
chaque parcelle afin d’obtenir un sol composite. Les sols ont été¢ conservés a ’air libre pour

les analyses microbiologiques et a -20°C pour les analyses moléculaires.

11.2.3 Prélevement d’échantillons de racine
Des échantillons de racine de chaque espéce de plante répértoriée dans les différentes parcelles
ont été prélevés. Le prélevement a été effectué préférentiellement sur les jeunes plantules pour
qu’on puisse avoir des racines fines. Pour les grands arbres, une méthode de suivi racinaire a
été adoptée afin de s’assurer que les racines récoltées appartiennent a la plante cible. Pour
cela, les racines ont été soigneusement déterrées a partir de la base du tronc jusqu’aux

extrémités. Les racines prélevées ont été conservées a +4°C jusqu’a leur observation au

laboratoire.
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11.3 Statut mycorhizien des espéeces de plante de trois parcelles

11.3.1 Observation des ectomycorhizes
L’observation de I’ectomycorhize sur les racines a été effectuée sous loupe binoculaire au
grossissement X40. Les critéres d’identification des mycorhizes ectotrophes (statut
symbiotique) ont été bases sur la technique décrite par Agerer (1991) qui consiste a
I’observation de la couleur et de la texture du manteau, la couleur et I'abondance des hyphes
externes, la présence et la couleur des cordons des morphotypes d’ectomycorhize.

11.3.2 Observation des endomycorhizes a vésicules et a arbuscules (MVA)
Les racines fines de chaque plante prélevées sur les parcelles d’étude ont fait I’objet de
I’observation des endomycorhizes a vésicules et a arbuscules. Ces derniers ne sont pas visibles
a ’ceil nu. La méthode décrite par Phillips et Hayman, (1970) a été utilisée pour vérifier la
présence de ces structures endomycorhiziennes dans les racines. Pour cela, les racines fines
ont été colorées par immersion dans une solution de bleu trypan 0,5% pendant 30 min a 90°C
apreés trempage dans une solution de KOH 10% a 90°C pendant 30 min. Pour chaque systéme
racinaire, 100 fragments de racine fine de 1 cm de long ont été étalés entre lame et lamelle et
examinés sous microscope optique (Grossissement x40). La présence des vésicules et/ou des
mycéliums de champignon dans des fragments de racine indique I’infection

endomycorhizogéne de la plante en question par des champignons endomycorhiziens.

11.4 Analyses des échantillons de sol sous I’influence ou non de G. banksii
11.4.1 Analyse chimique

Pour chaque échantillon de sol, des analyses permettant de décrire globalement les propriétés
chimiques du sol ont été réalisées. Le pH a été mesuré par électrométrie dans une suspension
sol-solvant (1 : 2,5; v/v). Le carbone organique total (C) a été dosé selon la méthode par
oxydation avec du K,Cr,05, en présence de H,SO, concentré. L’azote total a été déterminé par
la méthode de Kjeldahl (Black et al., 1965) tel que décrite par Pauwels et al. (1992). Celle-ci
consiste a la minéralisation complete de l'azote organique par traitement a chaud avec un
mélange d'acide sulfurique concentré et d'acide salicylique, et un catalyseur constitué de
CuSQO, + Se. La minéralisation est suivie d'une distillation par entrainement a la vapeur de
I'azote sous forme de NHgj, aprés alcalinisation de I'extrait minéralisé avec du NaOH. Le
distillat a été fixé dans l'acide borique (H3BO3) et ensuite titré avec I'acide sulfurique ou l'acide
chlorhydrique dilué (0,01N). Le phosphore assimilable a été déterminé par la méthode Bray II.

Cette méthode combine I'extraction du phosphore en milieu acide (HCI 0,1 N) a la
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complexation par le fluorure d'ammonium (NH4F 0,03 N) de I'aluminium lié au phosphore. Le
dosage du phosphore extrait a été ensuite fait par spectrophotométrie (réglée a la longueur
d'onde de 665 nm) avec le bleu de molybdéne.

11.4.2 Analyse microbiologique
Les microorganismes telluriques notamment les champignons et les bactéries sont impliques
dans de nombreux processus biogéochimiques. Il est donc important de connaitre la quantité et
les activités de ces microorganismes dans le sol.

11.4.2.1 Dénombrement des microorganismes telluriques
Cing grammes de chaque échantillon de sol ont été nécessaires pour démarrer la série de
dilution en cascade de 10 & 10™avec la solution de MgSO,, 7H,0 0,1M. Cent microlitres de
chaque dilution ont été prélevés et étalés dans des boites de pétri stériles (140°C, 20 min),
contenant préalablement le milieu de culture avec trois répétitions pour chaque échantillon et
chaque milieu de cuulture. Ce dernier étant spécifique pour chaque groupe fonctionnel de
microorganismes a dénombrer :

- Tryptic Soy Agar (TSA) est utilisé pour le dénombrement de la flore totale cultivable du
sol. Le comptage de toutes les colonies formées a été effectué tous les 24h pendant 72h
d’incubation a 30°C.

- Phosphate TriCalcique (TCP) : sur ce milieu de culture, les microorganismes capables de
solubiliser le phosphate forment un halo autour de la colonie bactérienne. Ce halo est formé
aprés 48h d’incubation a 30°C.

- Waksman (Waksman, 1961): ce milieu permet de dénombrer la population des
actinomycetes. Ce sont des microorganismes saprophytes Gram (+) qui se développent
lentement sur milieu gélosé ; ils sont connus par leurs capacités a produire des
antibiotiques. Ainsi, les cultures sur milieu Waksman ont été incubées dans une étuve a
30°C et la lecture des résultats a été effectuée aprés 7jours d’incubation.

- Yeast Mannitol Agar (YMA), (Vincent, 1970). C’est un milieu de culture permettant de
dénombrer et d’isoler le Rhizobia dans le sol. La flore de rhizobium est dénombrable apres
24h d’incubation pour ceux qui sont a croissance rapide et jusqu’a 7j pour ceux qui sont a
croissance lente.

La composition et la méthode de préparation de chaque milieu de culture sont détaillées dans

I’annexe 1.
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11.4.2.2 Mesure des activités enzymatiques des microorganismes du sol
Un test enzymatique est un indice d’activité microbienne du sol. Celui-Ci permet de visualiser
le potentiel de dégradation des substrats organiques du sol par certaines enzymes, elles-mémes
produites par les micro-organismes du sol.

11.4.2.2.1 Activité microbienne globale du sol
La capacité de différentes enzymes (lipases, protéases, estérases etc.) du sol a hydrolyser la
fluoresceine diacétate (FDA) a été exploitée, en utilisant la méthode décrite par Schnirer et
Rosswall, (1982), pour déterminer 1’activité microbienne globale du sol.
Une solution tampon phosphate a pH 7,6 a été ajoutée dans les échantillons du sol
préalablement tamisés a 2mm de maille. La réaction d’hydrolyse est déclenchée en ajoutant le
substrat FDA (sigma F7378) 1mg.ml™. Aprés 1h d’incubation a 30°C sous agitation, une
solution d’acétone pure a été utilisée pour arréter la réaction d’hydrolyse. La mesure de la
densité optique du surnageant a 490nm a éte réalisée apres une centrifugation pendant 5 min a
10.000rpm. Une gamme étalon de fluorescéine a été préparée a partir de la solution standard
de fluorescéine (1mg.ml™). L’équation de la courbe de tendance formée par les valeurs de
densité optique (DO) de cette gamme étalon permet de calculer les valeurs exactes des
produits d’hydrolyse dans chaque échantillon de sol. L’activité microbienne globale du sol est
exprimée en ug de fluorescéine libérée par heure et par gramme du sol (g de fluorescéine.h”
gt de sol).

11.4.2.2.2 Activité des phosphatases du sol
L’activité des phosphatases de chaque échantillon de sol a été mesurée en milieu acide
(Phosphatase acide) de pH 6 et en milieu alcalin (Phosphatase alcaline) de pH 11. Le suivi de
I’hydrolyse phosphatasique du sol a été basé sur la méthode décrite par Tabatabai et al.,
(1982). Une solution de p-Nitrophenyl Phosphate (ou pNPP) a 5mM a été utilisée comme
substrat de la réaction d’hydrolyse. Cette solution a été préparée a partir du produit en pastille
de pNPP (Réf. 104-0 Sigma Phosphatase Substrate). Des mélanges de ce substrat avec des
échantillons de sol et de tampon a pH6 et 7 (annexe 2) ont été prépares.
Apres agitation, les solutions ont été incubées a 37°C pendant 1 h, puis des solutions de CaCl,
0,5M et de NaOH 0,5M ont été rajoutées pour arréter la réaction d’hydrolyse. Les solutions
ont été par la suite filtrées apres centrifugation 5 min a 10 000rpm. Du para-Nitrophenol (pN)

est libéré par 1’activité phospho-monoestérasique. Sa concentration a €té mesurée par
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colorimétrie a 400nm (spectrophotometre). Les résultats sont exprimés en pg de pN produits

par gramme d’échantillon et par heure d’incubation (ug. pN. g™. h™%).

11.4.3 Détermination de I’intensité mycorhizogéne du sol
La détermination de I’abondance des champignons endomycorhiziens fait appel au
dénombrement des spores, ou de facon plus fiable, a la détermination du potentiel infectieux
mycorhizogene des sols (Plenchette et al., 1989).
Une quantification des spores a été réalisee dans une suspension du sol a travers une série de
tamis avec des pores de taille différente soit de 50, 80, 100 et 200um sous jet d’eau. Le filtrat
obtenu a été centrifugé a 5000 rpm pendant 5 min. Le surnagent a été éliminé puis remplacé
par une solution de saccharose a 60%. Une centrifugation de la solution est de nouveau
réalisée a 1000 rpm pendant 3 min. Le surnagent a été filtré a travers un papier Wattman afin
de récupérer les spores. L’observation a été faite sous loupe binoculaire pendant laquelle les
spores ont été dénombrées puis classées selon leur taille et leur couleur (Walker, 1983).
La détermination du potentiel mycorhizogéne de chaque sol a été faite en utilisant une plante
hautement mycotrophe (le mais pour notre cas). Les plantules de mais ont été cultivées sur des
sols préalablement préparés dans des pots plastiques. Six dilutions du sol ont été préparées
avec un facteur de dilution (a = 4) et chaque dilution a été répétée 5 fois. Apres 20 jours de
culture, les racines ont été colorées avec la solution de bleu trypan 0,5% (voir annexe 3)
pendant 15 min a 90°C et observées sous microscope optique a fort grossissement.
La longueur de propagule par 100g de sol a été déterminée selon la formule :

Logio MPN = (x log a) - K

Avec, X = moyenne des godets mycorhizeés,
a = facteur de dilution,
K est donné dans la table de Fischer et Yates (1948 ; 1970) (voir annexe 4).

11.4.4 Determination de la diversité microbienne du sol par la technique de
biologie moléculaire (PCR-DGGE)
11.4.4.1 Extraction de I'"ADN génomique
L’ADN génomique de chaque échantillon du sol a été extrait en utilisant le protocole décrit
par le fabricant de Kit d’extraction ~“Power Max TM Soil DNA Isolation Kit™ (Mo. Bio

Laboratories). L’extrait d’ADN a été conservé a -20°C jusqu’a I’utilisation.
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11.4.4.2 Amplification par PCR des fragments de 16S-ADNr
Le mélange PCR est constitué a basse température par ajout successif des réactifs dont la
nature et la concentration finale sont indiquées dans le tableau 1. 1l s’agit principalement des
amorces et du mélange de quatre désoxyribonucléotides constitutifs de I'ADNr et de I’ADN
polymérase. Ce mélange a été ajouté en dernier pour eviter toute amplification non spécifique.
Une fois le mélange est terminé, 1 pL de la solution d'’ADN matriciel a amplifier a été ajouté,
ce qui conduit & un volume final par échantillon de 25pL.

Tableau 1 : Composition réactionnelle d’une réaction PCR

Concentration  Concentration Volume pour

initiale finale une réaction

Tampon 10X 10X 1X 2,5ul
MgCI2 25mM 1,5mM 1,5ul
dNTPs 10mM 0,2mM 0,5ul
Amorce 358f-GC 25uM 0,2uM 0,2ul
Amorce 907r 25uM 0,2uM 0,2ul
BSA 10mg/ml 0,4mg/ml 1l

Taq polymerase 5U/ul 1U/réaction 0,2ul
Eau - - 17,9ul

Les composants préparés ont été introduits au plus vite dans le thermocycler pour la réaction
d'amplification. Cette derniére a été effectuée selon le programme suivant :
Tableau 2 : Cycle de température de la réaction PCR

Température Dureée
Dénaturation initiale 94°C 4 min
Dénaturation 94°C 50s
Hybridation 56°C 50s
Elongation 72°C 50s
Elongation finale 72°C 10min

11.4.4.3 Visualisation des fragments amplifiés
L'amplification de I'ADN a été vérifiée par électrophorése des produits PCR sur un gel
d'agarose a 1% (w:v). Le gel a été préparé, par dissolution au four a micro-ondes, 2,5 g
d'agarose dans 250ml de tampon TAE 1X. Le melange a été coulé dans un moule horizontal
équipé de plusieurs rangées de peigne. Aprés une durée minimale de polymérisation de 30
min, le gel a été totalement immergé dans une cuve électrophorétique contenant du tampon
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TAE 1X puis les peignes ont été délicatement retires. Au dépot des échantillons dans les puits,
un aliquot de 4pul de chaque produit PCR a été préalablement mélangé & 1ul de colorant de
charge 6X (20ml EDTA 0,1M ; 0,59 SDS 0,5% ; 0,05g bleu de bromophénol 0,05% et 40g de
sucrose 40%. Le volume a été ajusté a 100ml sur un morceau de parafilm pour la densification
et la visualisation du mélange. Un marqueur de taille 100 paires de base (Promega) a été
également mélangé avec du colorant de charge et déposé dans chaque rangée dans les mémes
conditions pour contréler la taille des fragments amplifiés. La migration s'effectue pendant 90
min a 120 volts. La visualisation de I'ADN se fait sur une plague UV (GelDoc-It d’UVP) apres
coloration du gel sur la solution de bromure d’éthidium (0,5mg/ml) pendant 20 min suivie de

ringage a I’eau distillée pendant 20 min.

11.4.4.4 Analyse DGGE et révelation du gel

La méthode décrite par Muyzer et al., (1996) avec les conditions expérimentales de Schauer et

al., (2003) a été utilisée pour I'analyse DGGE. Elle se déroule selon quatre étapes :

» La préparation d’un gel DGGE 8% avec un gradient en substances dénaturantes allant de
30 & 70%. Une solution contenant 80% de substances dénaturantes est composée d'une
solution d’urée 7M et de formamide déionisée a 40% (v:v) (voir tableau 3).

» La migration des produits PCR a été effectuée pendant 16h a 60 volts dans un bain de
TAE 1X (40mM Tris, 20mM acétate de sodium, ImM EDTA) maintenu a 65°C.

» La coloration de I’ADN avec du SYBR Gold (Molecular Probes). Le gel a été coloré
pendant 30 min dans une solution de SYBR Gold dilué 1/10 000 (25 pl de SYBR Gold
dans 250ml de TAE 1X). Puis le gel a été décoloré dans une solution de TAE 1X pendant
30 min.

» La visualisation des fragments migrés a été faite sur une plaque UV (GelDoc-It d’UVP),
positionnée sur le bouton SYBR Gold.

Les solutions utilisées pour la préparation du gel ont été préparées a partir de deux solutions

meres de polyacrylamide contenant respectivement 0% et 80% de substances dénaturantes et

des réactifs nécessaires a la polymérisation du gel, c¢’est-a-dire une solution d'APS a 10% w:v

(Eurobio) et de TEMED (Eurobio GETEM18-0T). Les deux mix (30% et 70%) préparés pour

former le gradient ont un volume final de 13ml chacun. Ces solutions sont présentées ci-

dessous (Tableau 3).
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Tableau 3 : Composition d'un gel DGGE 8%

Solution 0%  Solution 80% TEMED APS Gel-Dye

denaturant dénaturant 100% 10% 0.5%
Solution 30% 8,125ml 4,875ml 13 ul 130 pl Ol
Solution 70% 1,625ml 11,375ml 13 ul 130 pl 130 pl

11.4.4.5 Analyse des profils DGGE
Les gels DGGE obtenus sont habituellement photographiés et I'image digitalisée est ensuite
analysée en utilisant différentes techniques pour obtenir les profils DGGE. Dans notre cas,
nous avons analysé nos profils DGGE par comparaison de tous les profils des échantillons de
sol dans un méme gel par identification visuelle des bandes. En effet, les bandes présentes
dans chaque profil ont été d’abord dénombrées puis la position précise de chaque bande est
bien notée afin de déterminer la présence ou 1’absence des bandes communes entre les
échantillons. Ces données nous permettent de déterminer le coefficient de similarité entre les
profils DGGE. Pour cela, nous avons calculé le coefficient de similarité de Sorensen (Cs) pour

évaluer le degré de similarité entre deux échantillons de sol selon la formule :

_ 2
[ Cs—m ]

AVEC, a = nombre de bandes dans un échantillon A,
b = nombre de bandes dans un échantillon B,
j = nombre de bandes communes aux deux échantillons A et B

(Sorensen, 1948 ; Lindstrém, 1998 ; Murray et al., 1996 ; Konstantinov et al., 2003).

Une valeur de Cs égale a 0 indique que les échantillons sont complétement différents et une

valeur 1 indigue qu'ils sont identiques (Dice 1945).

11.4.4.6 Séquencage des fragments des genes de 16S-rDNA
Les principales bandes DGGE ont été excisées du gel en utilisant un scalpel stérile. Chaque
bande isolée a été récupérée et mise dans 60ul d’eau Gibco (ou dans de I'eau bidistillée
stérile). L’¢lution se fait durant toute la nuit a + 4°C. Le surnageant a été récupéré dans des
tubes eppendorf stériles aprés centrifugation pendant 1 min a 13 000 rpm. Un microlitre de
I’¢luant a été utilisé pour la ré-amplification des fragments d’ADN par PCR dans les mémes
conditions que précédemment. Les produits PCR ont été séquencés aprés avoir migré et ré-
amplifiés dans du gel d’agarose 1% pour vérifier la pureté et la taille des fragments. Le
séquencage des bandes a été effectué au sein du service bio-informatique du laboratoire de

I’Institut Biologique Intégrative et des Systémes(IBIS) de 1’Université Laval-Canada.
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Les sequences obtenues ont été alignées en utilisant le logiciel BioEdit version 7.0.9 (Hall
T.A., 1999) et puis comparées avec la base des données de NCBI (National Center of
Biotechnology Information) en utilisant le BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool

nucleotid).

I1.5 Traitement statistique des données

Toutes les données obtenues ont été soumises a wune analyse de variance
(ANOVA/MANOVA) a I’aide du logiciel Statistica. Le test de Newman Keuls (p<0,05) a été
utilisé pour mettre en évidence les différences entre les variables. Une analyse en composante
principale (ACP) a I’aide du logiciel XLSTAT a été également réalisée pour évaluer les

liaisons entre les variables.

III. RESULTATS

I11.1 Composition floristique des différentes parcelles

Les inventaires forestiers effectués dans les différentes formations végeétales étudiées ont
permis de recenser 48 especes dont 10 endémiques. La composition floristique des 3 parcelles
est donnée dans le tableau 4 ci-aprés. La richesse floristique de la forét naturelle a été la plus
élevée avec 29 espéeces réparties dans 25 genres et 24 familles (Tableau 4).

Tableau 4 : Composition floristique des parcelles d’étude

Formation a Pseudo- Forét naturelle

G. banksii steppe sans G. banksii
Nombre d’espéce 12 7 29
Nombre de genre 12 4 25
Nombre de famille 10 4 24
Densité des ligneux (N.ha™) 94012 0 9809

Les familles les mieux représentées étaient les Arecaceae (3 especes de Dypsis) et les
Apocynaceae (3 espéces de Landolphia). Le nombre d’espéces inventoriées dans la végétation
dégradee et de la formation homogéne de G. banksii ont été respectivement de 9 et 12. Malgré
I’apparence monospécifique de la pseudo-steppe, elle a été composée de 7 especes qui ont été
principalement des especes appartenant a la famille des Poaceae et des Cyperaceae.

La densité de G. banksii de la formation homogéne (94012 N.ha) était dix fois supérieure &
celle des arbres et arbustes de la forét naturelle (9809 N.ha™) (Tableau 4). Ce résultat montre
la capacité de G. banksii a coloniser un espace ouvert et a dominer les autres especes. La

densité la plus faible a été enregistrée dans la formation dégradée avec 20 N.ha™. Ce sont
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surtout des Ravenala madagascariensis (Strelitziaceae) ayant résisté au passage du feu qui y
persistaient.

Le tableau 5 ci-dessous résume la fréquence et le recouvrement des trois especes ligneuses les
plus fréquentes pour les deux formations vegétales (Forét naturelle, G. banksii) et les trois
especes herbacées ayant un recouvrement éleve pour la pseudo-steppe. Pour la forét naturelle,
Uapaca ferruginea Baill. était I’espece ligneuse la plus fréquente (41%) suivie par Dypsis sp.
(14%) et Gaertnera macrostipula (7%). Clidemia hirta était 1’espeéce herbacée la plus

dominante avec un recouvrement de 5%.

Tableau 5 : Fréquence des especes ligneuses (Fréq.) et recouvrement (Rec.) des espéces
herbacées dans les différentes formations végétales étudiées

Nom scientifique Fami Formes Freg. et Rec.
amilles . .
biologigues (%)

Forét naturelle
Uapaca ferruginea Baill. Euphorbiaceae Arbre 41
Dypsis sp2. Arecaceae Arbre 14
Gaertnera macrostipula Baker Rubiaceae Arbre 7
Clidemia hirta (L.) D. Don Melastomataceae Herbe 5

Formation a G. banksii
G. banksii R. Br. Proteaceae Arbre 98
Ravenala madagascariensis Sonn. Strelitziaceae Arbre 2
Macaranga cuspidata Boivin ex Baill. Euphorbiaceae Arbre 1
Clidemia hirta (L.) D. Don Melastomataceae Herbe 7

Pseudo-steppe
Aristida similis Steud. Poaceae Herbe 80
Panicum luridum Hack. Poaceae Herbe 5
Fimbristylis sp. Cyperaceae Herbe 2
Commelina sp. Commelinaceae Herbe 2

La fréquence de G. banksii atteint 98% dans la formation envahie par cette espéce. Cette
fréquence ne dépasse pas 1% pour les autres especes ligneuses telles que Ravenala
madagascariensis et Macaranga cupsida. L’espéce herbacée la plus fréquente était Clidemia
hirta avec un recouvrement de 7%.

L’espéce herbacée ayant un recouvrement le plus élevé c’est-a-dire la plus fréquente au niveau
de la pseudo-steppe était Aristida similis qui a un taux de recouvrement allant jusqu’a 80%.
Les autres espéces ont un faible recouvrement ne dépassant pas 5%, c’était le cas de Panicum

luridum et Fimbristylis sp.
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111.2 Physionomie des différentes formations végétales étudiees

111.2.1 La forét naturelle
I s’agit d’une formation multistrate avec:
- une strate basse inférieure a 1m composée essentiellement de Clidemia hirta (L.)
(Melastomataceae), Rubus sp. (Rosaceae),
- Une strate moyenne (2 a 4m) formée d’arbustes comme Aphloia theiformis (Vahl) Benn.
(Aphloiaceae), Streblus dimepate C.C.Berg (Moraceae), Gaertnera macrostipula Baker
(Rubiaceae), Dracaena reflexa Lam. (Apsaragaceae)
- une strate haute (4 a 8 m) avec Dypsis sp. (Arecaceae), Uapaca ferruginea Baill.
(Euphorbiaceae), Scolopia maoulidae S. Hul, Labat et O. Pascal (Salicaceae), Noronhia
emarginata (Lam.) Thouars (Oleaceae).

On note la présence abondante de liane Tacca leontopetaloides (L.) Kuntze (Dioscoreaceae).

111.2.2 La formation a G. banksii
La population de G. banksii vue de loin apparait comme une formation monospecifique.
Cependant, sous les pieds de G. banksii, quelques espéces de la famille des Melastomataceae
telles que Clidemia hirta (L.) D. Don et Tristemma virusanum Juss. ainsi que des especes de
graminées Panicum luridum Hack. Aristida similis Steud. parviennent a se développer
notamment dans les ouvertures ou sur les lisiéres.

111.2.3 La pseudo-steppe
La pseudo-steppe se présente comme une formation herbacée basse (0,3 m) constituée
principalement d’espéces d’herbes appartenant a la famille des Poaceae (Aristida similis
Steud.) et des Cyperaceae (Fimbristylis sp.). Les espéces ligneuses ont été absentes. On note la

présence de quelques especes de [égumineuses comme Desmodium sp.

I11.3 Statut symbiotique des plantes dans les parcelles d’étude

L’examen macroscopique et microscopique des racines couplé avec la recherche
bibliographique a montré que la majorité des espéces de plante dans les parcelles d’étude ont
été endotrophes (capables de s’associer avec les champignons endomycorhiziens, MVA). Une
seule espéce, Uapaca ferruginea Baill. est capable de s’associer a la fois avec des
endomycorhizes et des ectomycorhizes. Le statut symbiotique de toutes les especes de plantes

recensées dans les parcelles d’étude est présenté dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Statut symbiotique des espéces d’arbre et d’arbuste dominantes des trois
parcelles d’étude

Espéces de plante Famille Parcelle St"f‘tu.t
symbiotique

Agelaea pentagyna (Lam.) Baill. ( ?) Connaracea F MA
Aphloia theiformis (Vahl) Benn. (n) Aphloiaceae F MA+
Aristida similis Steud. ( ?) Poaceae GetP MA+
Burasaia madagascariensis DC. (E) Menispermaceae F MA
Cinnamumum camphoratum Blume (n) Lauraceae G MA+
Clidemia hirta (L.) D. Don (n) Melastomataceae FetG (MA)
Colubrina decipiens (Baill.) Capuron (n) Rhamnaceae F MA
Commelina sp. (?) Commelicaceae P MA+
Dalbergia madagascariensis Vatke (E) Fabaceae F MA+
Dombeya dolichophylla Arénes ( ?) Malvaceae F MA
Dracaena reflexa Lam.(n) Asparagaceae F (MA)
Dichapetalum leucosia (Spreng.) Engl. (E) Dichapetalaceae F MA
Dypsis sp. (?) Arecaceae F (MA)
Gaertnera macrostipula Baker ( ?) Rubiaceae F MA
Grevillea banksii R. Br. (n) Proteaceae G (MA)
Harungana madagascariensis Lam. Ex Poir. Hypericaceae G MA+
Hugonia sp. (?) Linaceae F MA
Landolphia myrtifolia (Poir.) Markgr. (E) Apocynaceae F MA
Landolphia sp. (?) Apocynaceae F NM
Landolphia gummifera (Poir.) K. Schum. (E) Apocynaceae F (MA)
Macaranga cuspidata Boivin ex Baill ( ?) Euphorbiaceae G MA+
Noronhia emarginata (Lam.) Thouars (E) Oleaceae F MA+
Osmunda regalis L. ( ?) Osmondaceae. F MA
Ouratea sp. (?) Ochnaceae F MA
Panicum luridum Hack. ( ?) Poaceae GetP MA
Phyllanthus amarus Schumach. et Thonn. (n) Phyllanthaceae G (MA)
Poupartia chapelieri (Guillaumin) H. Perrier(E) ~ Anacardiaceae F MA+
Psorospermum fanerana Baker (E) Clusiaceae F MA
Ravenala madagascariensis Sonn. (E) Strelitzaceae FetG (MA)
Rubus sp. (?) Rosaceae F MA+
Sauvagesia erecta L. (n) Ochnaceae G MA
Scolopia maoulidae S. Hul, Labat et O. Pascal ( ?) Salicaceae F MA
Streblus dimepate (Bureau) C.C. Berg ( ?) Moraceae F MA
Tacca leontopetaloides (L.) Kuntze (?) Discoreaceae F MA
Trema orientalis (L.) Blume (?) Cannabaceae P MA+
Tristemma virusanum Juss. (n) Melastomataceae G MA
Trophis montana (Leandri) C.C. Berg ( ?) Moraceae F MA
Uapaca ferruginea Baill. (E) Euphorbiaceae F MA etECM
Voacanga thouarsii Roem. et Schult. (n) Apocynaceae G NM

(E) endémique, (n) non endémique, (?).: pas d’information, (AM) mycorhize a arbuscules, (MA) faiblement
mycorhizé, (MA+) fortement mycorhizé, (MA et ECM) coexistence de mycorhize a arbuscule et d’ectomycorhize,
(F) parcelle Forestier, (G) parcelle de G. banksii, (P) parcelle de Pseudo-steppe
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111.4 Propriétés chimique et microbiologique du sol de chaque parcelle
111.4.1 Propriétés chimiques des sols d’étude
Les résultats des analyses chimiques du sol des 3 parcelles d’étude sont donnés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Propriétés chimiques des sols de trois parcelles d’étude

pH(eau) C (%) N (%) P (ppm) K(meq/100g)

Sol sous Pseudo-steppe 6,27 1,15 0,113 2,3 0,026
Sol sous G. banksii 5,95 1,57 0,125 34 0,026
Sol forestier 5,53 2,67 0,205 3,6 0,095

(pH) potentiel d’hydrogene ; (C) Carbone ; (N) Azote totale; (P) Phosphore assimilable; (K) Potassium total

Les analyses physico-chimiques des sols de chaque parcelle montrent que le sol sous G.
banksii était plus acide et plus riche en phosphore disponible que ceux des autres parcelles.
Ces résultats montrent également des quantités similaires en potassium, en carbone et en azote
pour le sol sous G. banksii et pour le sol sous pseudo-steppe. Par contre, la quantité de
phosphore disponible du sol sous G. banksii a été proche de celle du sol forestier.

111.4.2 Les communautés microbiennes des sols et leurs activités

111.4.2.1 Dénombrement de quelques groupes de microorganismes des sols
Au niveau de la structure des microorganismes des sols issus de différentes végétations, les
nombres de la microflore totale cultivable dans le sol sous I’influence de G. banksii et celle
sous la forét naturelle ont été significativement supérieurs a ceux enregistrés dans le sol sous
pseudo-steppe (Figure 3A). Cependant, les nombres des actinomycétes et ceux des
microorganismes capables de solubiliser le phosphate ont été comparables pour le sol de la
plante exotique et celui sous pseudo-steppe. Ces nombres ont été significativement inférieurs a
ceux enregistrés sous la forét naturelle (Figure 3B et 2C). Aucune différence significative n’a
été enregistrée au niveau du nombre de colonie de bactéries fixatrices d’azotes atmosphériques

(rhizobium et azotobacter) dans les trois types de sol (Figure 3D).
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Figure 3. Densité de microorganismes dans les 3types de sol : (A) nombre de flore totale
cultivable du sol ; (B) nombre des actinomycetes ; (C) nombre de microorganismes

solubilisant le phosphate (D) nombre des bactéries fixatrices d’azote
Les traitements suivis d 'une méme lettre constituent un groupe statistiqguement homogene, au seuil de
probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls

111.4.2.2 Activités microbiennes des sols
Généralement, I’activité des enzymes phosphatasiques était faible et comparable au niveau des
sols sous pseudo-steppe et sous G. banksii (Figure 4A). Cette activité a été la plus faible sous
la plante exotique que ce soit en milieu acide qu’en milieu basique. L’activité de ce groupe
d’enzymes, mesurée toujours en milieu acide et en milieu alcalin, a été plus stimulée au niveau
du sol forestier (figure 4A). De méme, la quantité de fluorescéine produite dans les sols sous
pseudo-steppe et sous G. banksii était comparable. Par contre, cette quantité de fluorescéine
produite qui indique I’activité microbienne globale a été significativement faible par rapport a

celle enregistrée dans le sol forestier (Figure 4B).
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Figure 4. Variation des activités enzymatiques des microorganismes dans les 3 types de
sol : (A) activités phosphatasiques du sol ; (B) activité microbienne globale du sol ;

Les traitements suivis d’une méme lettre constituent un groupe statistiquement homogene, au seuil de
probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls

Sigles : (Po) sol sous Pseudo-steppe, (Go) sol sous G. banksii, (Fo) sol Forestier
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111.4.2.3 Intensité mycorhizienne de sols

La mesure de I’intensité mycorhizienne du sol était effectuée suivant deux méthodes : le
dénombrement des spores de champignons endomycorhiziens et 1’évaluation du potentiel
infectieux mycorhizogene (PIM) du sol en utilisant une plante hautement mycotrophique.

Les résultats ont montré qu’une différence significative a été observée en terme de nombre de
spores de champignons endomycorhiziens entre les trois types de sol (Figure 5A). Ce nombre
de spores a été faible dans le sol sous pseudo-steppe et le sol forestier. Le sol sous G. banksii
présente un nombre élevé de spores endomycorhiziens par rapport aux autres types du sol
(Figure 5A). Selon leurs couleurs, 5 types de spore ont été observés dans les 3 types du sol
dont les spores de couleur noire, marron, brune, jaune et blanc (Figure 6). Parmi ces spores, 3
types (noir, marron, brun) seulement ont été trouvés dans le sol sous G. banksii contre 5 types
dans le sol forestier et sol sous pseudo-steppe (Figure 6). Pour la quantité de propagules
mycorhiziennes, elle a été significativement élevée dans le sol forestier par rapport a celles

enregistrées dans le sol sous G. banksii ou sous pseudo-steppe (figure 5B).
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Figure 5. Intensité mycorhizogéne du sol des trois parcelles d’étude : (A) Nombre de
spores dans 100g de sol (B) nombre probable de propagules (NPP) dans 100g de sol

Les traitements suivis d 'une méme lettre constituent un groupe statistiquement homogene, au seuil de
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Figure 6. Types de spore observé dans chaque type du sol : (A) Sol forestier; (B) Sol sous
G. banksii; (C) Sol sous pseudo-steppe

Aprés I’analyse en composantes principales des parametres caractérisant les 3 types de
sol, des corrélations positives ou négatives ont été observées entre certains parameétres selon
les deux premiers axes F1 et F2 qui représentent respectivement 77,07% et 22,93% de I’inertie
totale. Ainsi, tous les parametres mesures, a 1I’exception du nombre de spores et le pH du sol,
contribuent a la constitution de 1’axe F1. En effet, le sol Fo est caractérisé par une quantité
élevée des parameétres suivants: I’activité globale de microorganisme du sol, I’activité
phosphatasique en milieu acide et alcalin, la densité des microorganismes du sol (flore totale
cultivable du sol, Rhizobium, Azotobacter, flore totale solubilisatrice de phosphate et
Actinomycétes) et la quantité des éléments nutritifs indispensables pour les plantes dans le sol
(phosphore assimilable, azote totale, potassium total et carbone total). Par contre, un pH faible

et un nombre élevé de spores caractérisent respectivement le sol Po et Go.
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Figure 7. Corrélation entre les 3 types de sol avec ses qualités chimiques et
microbiologiques

Sigles : (Rhiz) Rhizobium; (Azot) Azotobacter; (Actino) Actinomycétes; (P) Phosphore; (C) Carbone; (N)
Azote; (K) Potassium; (pH) potentiel d’Hydrogéne (TCP) flore totale solubilisatrice de phosphate;
(FDA) Activité globale de microorganismes du sol; (TSA) flore totale cultivable du sol; (P. Alc)
activité phosphatasique des microorganismes en milieu alcalin; (P. Ac) activité phosphatasique en
milieu acide des microorganismes; (PIM) Potentiel Infectieux Mycorhizogéne du sol; (Go) sol sous G.
banksii; (Po) sol sous pseudo-steppe; (Fo) sol forestier

I11.5 Résultats de I’analyse moléculaire (PCR-DGGE)

Une amplification de la région 16S des échantillons d’ADN extraits des échantillons de sol des
trois parcelles a été effectuée avec la technique de Polymerase Chain Reaction (PCR). Puis la
diversité bactérienne du sol entre les sols des différentes parcelles a été déterminée en utilisant
la technique de DGGE.

Une bonne amplification de la région 16S des bactéries du sol des trois parcelles d’étude a été
obtenue (photo 3A) en utilisant le couple d'amorce 358f et 907r avec la composition
réactionnelle définie apres optimisation de certaines concentrations des réactifs (Matériels et
Méthodes paragraphe 11.4.4.2 Tableau 1) ainsi que le cycle de la température de
polymérisation des fragments d'/ADN (Matériels et méthodes paragraphe 11.4.4.2 Tableau 2).
Le résultat de la migration de ces produits PCR sur gel de polyacrylamide (analyse DGGE)
avec un gradient de dénaturation 30-70% est illustré par la photo 3B. Les bandes présentes
dans les profils illustrent la diversité des communautés microbiennes observées dans les
échantillons du sol (photo 3B). En effet, le calcul du coefficient de similarité (Cs) entre les
échantillons du sol (Tableau 8) basé sur la formule de Sorensen a montré que le sol sous G.

banksii et le sol forestier ont un Cs (0,35) assez bas qui indique une faible similarité entre ces
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deux échantillons. Tandis que la valeur de Cs (0,67) entre le sol sous G. banksii et le sol sous
pseudo-steppe était proche de 1, ce qui indique un degré de similarité élevé entre ces
échantillons de sol. L’identification moléculaire (séquengage) des bandes DGGE (Tableau 9) a
montré également la diversité bactérienne dans les différents types de sol.
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Photo 3 Profil des bandes PCR (A) et DGGE (B) des 3 types de sol sur gel visualisé sous UV

Sigles: (A) Bandes sur gel d'agarose des produits PCR des fragments d'’ADN génomique du sol ; (B) Bandes
sur gel de polyacrylamide (DGGE) des produits PCR des fragments d’ADN génomique du sol. (Go) sol
sous G. banksii, (Fo) sol forestier, (Po) sol sous pseudo-steppe, T(+) : témoin positif (E. coli), T(-) :
témoin négatif (eau Gibco), 100pb : marqueur de poids moléculaire

Tableau 8 : Coefficient de similarité (Cs) des échantillons de sol

Echantillon du sol G P F
G 1,00
P 0,67 1,00
F 0,34 0,65 1,00

(G) sol sous G. banksii, (F) sol forestier, (P) sol sous pseudo-steppe
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Tableau 9 : Diversité bactérienne dans les 3 parcelles (Fo, Go, Po)

Notation: (+) Présence, (-) Absence

Code des Sol sous .
Sol Solsous G.  Pourcentage de Numéro . .
bandes . pseudo- - T R . Position taxonomique
forestier banksii similarité d’accession

DGGE steppe

2-1-1 + + + 361/453 (80%) GQ008606 Uncultured bacterium

2-1-3 - + + 446/529 (84%)  JQ994026 Uncultured Burkholderia sp.

2-1-5 + - - 468/502 (93%)  FR872388 Burkholderia sp.

2-1-6 + - - 433/524 (83%)  JF763852 Burkholderia sp.

2-1-8 + - - 399/477 (84%)  FR872388 Burkholderia sp.

2-1-9 + + - 465/532 (87%)  JN622118 Burkholderia sp.

2-1-11 + + - 497/512 (97%)  JX293337 Arthrobacter sp.

2-1-12 - - + 462/508 (91%)  JQ796366 Arthrobacter sp.

2-1-15 + - - 466/508 (92%) HM587736 Arthrobacter sp.

2-3-17 - - + 475/519 (92%) HM627214 Mucilaginibacter sp.

2-4-5 + - - 444/522 (85%)  AB293987 Burkholderia sp.

Uncultured

2-4-6 + - - 305/348 (88%)  JF717707 Burkholderiaceae bacterium

2-4-8 + - - 473/529 (89%)  JQ316419 Burkholderia sp.

2-4-9 + + - 444/536 (83%) JN622118 Burkholderia sp.

2-4-11 + + - 420/507 (83%) FJ936978 Uncultured bacterium

2-4-12 - - + 444/500 (89%) HQ684353 Uncultured bacterium

2-4-15 + - - 499/530 (94%) JQ357350 Uncultured bacterium

2-4-20 - + + 480/529 (91%) EU044281 Uncultured Burkholderia sp.

2-6-21 . . + 497/526 (94%)  EFo72360  oncultured Flavobacteria

bacterium

2-6-23 ¥ . + 4231494 (86%) ~ HQoBBGs o ronured Actdobacteria
acterium

2-6-24 + + + 467/505 (92%)  JN168354 Uncultured bacterium

2-6-25 ¥ ¥ + 356/364 (98%)  FJ569934 pneultured Actdobacteria
acterium

2-6-26 ¥ ¥ + 355/306 (90%) ~ EFO75823  rouinured Acidobacteria
acterium

2-7-15 + - - 480/498 (96%) GQ924548 Kibdelosporangium sp.

2-7-22 + + + 218/268 (81%)  FQ730187 16S rRNA amplicon

2-8-25 ¥ ¥ . 4571490 (92%)  AMO36dgs  roulured Actdobacteria
acterium

2-8-26 ¥ ¥ + 455/498 (91%)  GU210933 rouliured Acidobacteria
acterium

2-14-3 - + + 526/528 (99%)  JF189075 Uncultured bacterium

2-16-27 + - - 403/481 (84%) GU219933 Acidobacteria bacterium

IV. DISCUSSION

L’objectif principal de ce chapitre était de caractériser la structure de la végétation et

d’analyser les propriétés physico-chimiques et microbiologiques des différentes parcelles

identifiées dans la zone d’étude dont la parcelle de la forét naturelle, la parcelle de G. banksii

et la parcelle de pseudo-steppe. Il s’agit de comparer la parcelle formée par la population de G.

banksii, une espéce invasive de la partie Est de Madagascar, avec la parcelle forestiere

(lanjomara) et la parcelle de pseudo-steppe.
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Au niveau de la composition floristique et le taux de recouvrement de chaque espece de plante
identifiée, les résultats ont montré que les trois parcelles ont été significativement différentes.
Les espéces recensées dans la parcelle de la forét naturelle ont été plus diversifiées (29
especes) que celles recensées dans la parcelle de pseudo-steppe (7 especes) et la parcelle de G.
banksii (12 espéces). Ces deux dernieres parcelles ont été dominées respectivement par une
population d’Aristida similis a 80% de recouvrement et par une population de G. banksii a
98% de recouvrement. En effet, il semble que chacune de ces deux parcelles ont été formées
par une population homogéne d’une seule espece alors qu’il y a eu quelques especes
d’herbacées en dessous de la population de G. banksii. En travaillant avec d’autres especes
envahissantes a Madagascar (Opuntia monocantha, Psidium cattleianum, Aucoumea
klaineana), des auteurs affirment que vu le taux de recouvrement élevé de ces espéces, leurs
envahissements provoquent une homogénéisation des formations et une diminution de la
diversité floristique (Andrianantenaina, 2005 ; Randrianasolo, 2006 ; Rafilipoarijaona, 2006).
Ce qui pourrait se traduire par la perturbation des autres espéces voisines pour lui permettre de
mieux se développer et former par la suite des peuplements monospécifiques (D’Antonio et
Mahall, 1991 ; Collins et Wein, 1993 ; Hamilton et al., 1999). D’une autre fagon, les espéces
exotiques envahissantes se propagent généralement d’une maniére rapide sur le milieu ouvert
ou semi-ouvert (milieu perturbé). A cet égard, des auteurs ont déja remarqué que G. banksii
s’installe et se propage dans un milieu dégradé, expliquant ainsi son caractere héliophile et sa
présence dans les collines de basse altitude déboisées et érodées (Hagen, 2001 ; Bourgeois et
Camou, 2006).

En outre, la forét naturelle d’lanjomara, caractérisée par un fragment forestier, est
géographiquement isolée et constituée par la formation originelle dont Uapaca ferruginea
constitue un taux de recouvrement de 41% suivi de Dypsis sp. (14%). Des auteurs ont supposé
que les écosystémes les plus riches en nombre d'espéces sont certainement les moins sensibles
aux invasions biologiques (Elton, 1958). Cependant, nous avons enregistre dans la parcelle de
la forét naturelle quelques especes qui sont déja statuées invasives, n’en citons que Psidium
cattleianum (Mac Donald et al., 1991 ; Meyer, 2000 ; Binggeli, 2003), Clidimia hirta (Wester
et Wood, 1977 ; Peters, 2001 ; Saara, 2003). Ratovomanana (2006) a déja signalé 1’invasion
de Psidium cattleianum dans la Reserve Nationale de Betampona. Cette espéce a la capacite
d’inhiber la régénération des essences forestiéres natives et lui permettant de coloniser une

grande surface de cette Réserve Nationale. Des investigations ont montré également que
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I’installation des espéces exotiques est favorisée dans le milieu ou il y a des modifications de
la composition ainsi que la structure et le fonctionnement des écosystémes naturels ou semi-
naturels (Cronk et Fuller, 1995). Ces modifications proviennent souvent de I’altération des
conditions microclimatiques entre autres une augmentation de 1’ensoleillement, de la
température, de la pénétration du vent, de la diminution de I’humidité relative suite a un
changement floristique d’une forét naturelle (Curran et al., 1999 ; Peters, 2001 ; Benitez-
Malvido et Martinez-Ramos, 2003 ; Laurance et al., 2006). Dans ce cas, la régénération des
plantules des essences strictement forestiéres sera fortement inhibée (Benitez-Malvido, 1998).
Par contre, ces modifications favorisent par la suite I’installation des especes exotiques a
croissance rapide (Laurance et al., 2006) surtout des espéces envahissantes (Hodkinson et
Thompson, 1997). Ces données corroborent nos résultats qui montrent qu’aucun pied de G.
banksii n’a été trouvé dans la parcelle de forét naturelle alors qu’elle a été trés abondante dans
les milieux ouverts. Cela peut s’expliquer par le fait que cette espéce qui est une espece
pionniére et héliophile n’arrive pas a se développer sur les formations plus ou moins fermées
(Andriamiharimanana, 2011). Ainsi G. banksii est-il benéfique ou constitue - t - il un danger
pour la régenération des essences forestiéres natives? D’autres investigations orientées surtout
vers les parametres biotiques ou abiotiques régissant le développement de ces essences
forestieres natives sont encore nécessaires pour arriver a répondre a cette question.

Rappelons que le sol est un des compartiments essentiels de 1’écosystéme, agissant comme
contrbleur et révélateur de nombreux processus écologiques par ses caractéres physiques,
chimiques et biologiques, a court et moyen terme” (Grubb et Whittaker, 1989). De plus, la
théorie de feedback positif des plantes sur le sol stipule que des sols différents sélectionnent
des végétations différentes (Hobbie, 1992). Parallélement, I’identité de 1’essence dominante de
la végétation influence fortement les propriétés du sol (Dijkstra et Smits, 2002 ; Prescott,
2002 ; Hagen-Thorn et al., 2004). Nos résultats ont montré que les caractéristiques chimiques
et microbiologiques du sol sous G. banksii, collecté sous une formation homogene de cette
plante, pourraient étre considérées comme des propriétes idéales du sol favorisant le
développement de cette plante exotique. Il a été démontré par ces résultats que le sol de la
plante invasive, G. banksii, était plus acide et plus riche en phosphore disponible (assimilable)
par rapport au sol forestier ou sol sous pseudo-steppe. Ces résultats pourraient étre en relation
avec le fonctionnement des racines protéoides chez les systemes racinaires de G. banksii. Il est

a noter que ces racines protéoides sont des caractéristiques particulieres de la famille des
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Proteaceae™ (Purnell, 1960). Des études ont rapporté que les racines protéoides acidifient la
rhizosphere suite a la sécrétion des acides organiques et a la solubilisation de Ca, Fe et Al du
phosphate (Gardner et al., 1981, 1982a, 1983 ; Marschner, 1991a ; Marschner et al., 1986 ;
Dinkelaker et al., 1989 ; Grierson et Attiwill, 1989). Gardner et al., (1983) ont montré que les
racines protéoides de Lupinus albus produisent une large quantité d’acides organiques issus de
ses exsudats racinaires, particulierement le citrate. Cet élément intervient dans la chélation et
la mobilisation du fer dans le sol ; ce qui augmente la disponibilité du phosphore dans ce sol.
Des résultats similaires ont été obtenus par Grierson et Attiwill, 1989 avec Banksia
integrifolia. Toutes ces études ont suggéré que ce phosphore est plutét disponible pour les
plantes porteuses de racines protéoides (Jeffrey, 1967 ; Lamont, 1980). Cependant, aucune
étude n’a montré la disponibilité de ce phosphore pour les autres espéces de plantes
avoisinantes a notre connaissance.

A part ces racines protéoides, 1’établissement de la symbiose mycorhizienne sur les plantes au
sein d’un écosysteme favorise généralement la disponibilité du phosphore (Boullard, 1968 ;
Mosse B 1981 ; Strullu, 1985 ; Le Tacon F et al., 1986 ; Khasa P.D et al., 1987) et d’autres
¢léments nutritifs du sol ainsi que I’amélioration de la santé de la plante. Ce qui maintient par
la suite la structure et la diversité de la couverture végétale ainsi que sa productivité (Odum,
1959 ; Van Der Heijden et al., 1998 ; Scheublin et al., 2007 ; Shah et al., 2009a,b). Par contre
le sol sous G. banksii a été pauvre en propagules mycorhiziennes par rapport au sol forestier et
au sol sous pseudo-steppe. De plus, la forme résistante ~“Spores™ de champignons
endomycorhiziens a été tres abondante dans le sol de G. banksii que dans les autres types de
sol. Ces résultats nous semblent indiquer une perturbation de la structure de la communauté
des champignons endomycorhiziens dans le sol sous I’influence de I’installation de G. banksii.
Ces résultats corroborent ceux obtenus par Shah et al., (2010), qui ont mis en évidence des
impacts de deux espéces invasives Anthemis cotula et Conyza canadensis sur les champignons
endomycorhiziens dans le sol rhizosphérique de différents sites de I’Himalaya Kashmir - Inde.
Ces auteurs ont montré que la densité de spores dans le sol rhizosphérique de ces deux especes
invasives a été plus élevée que dans le site non envahi. Cependant la diversité des
champignons endomycorhiziens dans les sols envahis par les deux espéces invasives a été
faible par rapport au sol rhizosphérique non envahi (9 et 7 espéces de MVA dans les sols
rhizosphériques respectivement de A. cotula et C. canadensis contre 17 et 10 espéces de MVA

dans le sol rhizosphérique non envahi). Ainsi Shah et al., (2008a, b) ont expliqué que les
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plantes exotiques invasives peuvent modifier potentiellement 1’abondance et la composition
des communautés de champignons endomycorhiziens du sol. Il est évident que si la plante
invasive a une faible dépendance mycorhizienne, celle-ci influence négativement la diversité
de plante native (Vogelsang et al., 2004 ; Van Der Heijden et al., 1998).

Récemment, I’impact des plantes exotiques envahissantes sur les communautés microbiennes
du sol a attiré 1’attention des scientifiques. 1l est connu actuellement que les plantes invasives
modifient profondément la structure et le fonctionnement des communautés microbiennes du
sol envahi (Kourtev et al., 2002, 2003 ; Li et al. 2006). En effet Hong-bang et al., (2007) ont
montré que I’établissement de Ageratina adenophora a modifié les communautés
microbiennes du sol. La présente étude a montré que le sol rhizosphérique de G. banksii par
rapport au sol rhizosphérique des autres plantes voisines, présente une communauté
microbienne assez pauvre surtout pour les microorganismes bénéfiques pour la croissance et la
santé de la plante tels les actinomycetes et les microorganismes capables de solubiliser le
phosphate du sol. Ce sol rhizosphérique de G. banksii présente également des activités
microbiennes globales et phosphatasiques faibles. Le sol sous G. banksii en général ressemble
au sol sous pseudo-steppe du point de vu caractéristique microbiologique. Ceci a été confirmé
par les résultats des analyses moléculaires des communautés microbiennes des sols, qui ont
montré que le sol sous G. banksii a été proche de celui de pseudo-steppe en terme de diversité

microbienne du sol.

V. CONCLUSION

En bref, cette premiére partie nous a permis de décrire la composition floristique et les
propriétés globales de sols conditionnés par trois types de végétations différentes de la zone
d’étude. 11 a été clairement démontré par ces résultats que la parcelle de G. banksii a été
dominée par cette espéce a 98% de recouvrement. Cependant, G. banksii, ne se trouve pas
dans la forét naturelle bien qu’elle soit abondante a I’extérieur de cette formation naturelle. Par
ailleurs, les caractéristiques chimiques et microbiologiques du sol sous G. banksii sont
géneéralement tres proches de ceux du sol dégradé sous pseudo-steppe. Ces parameétres
(chimiques et microbiologiques) étaient faibles, a 1’exception du pH et le nombre de spores,
dans ces deux types de sol que dans le sol forestier. Le sol de G. banksii présente également un
faible potentiel d’infection mycorhizogéne alors qu’il a une quantité élevée de spores
endomycorhiziens. A ces caractéristiques s’associe une faible diversité floristique et des

activités microbiennes perturbées.
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Chapitre I1

CARACTERE INVASIF DE Grevillea banksii R. Br.
DANS LA ZONE EST DE MADAGASCAR

I. INTRODUCTION

De nombreuses espéces végétales ont été introduites dans de nouveaux habitats a travers le
monde et plusieurs d’entre elles peuvent s’adapter dans son licu d’introduction (Lockwood et
al., 2007). Williamson, (1996) a conclu que 0,1 pour mille des especes introduites est devenu
invasives. Ainsi plusieurs hypotheses ont été avancées pour expliquer le succes des espéces de
plantes exotiques a envahir son milieu d’introduction. Cependant la plupart de ces études sont
principalement focalisées sur la population épigée du sol (Levine et al., 2003). Deux facteurs
sont majoritairement étudiés pour mieux comprendre les mécanismes et les effets de
I’invasion d’une plante dont I’invasibilit¢ des écosystemes (Kareiva, 1996 ; Lyons et
Schwartz, 2001) et les caracteres invasifs des espéces de plante (Kareiva, 1996 ; Rejmanek,
2000). Pour cela, I’invasibilit¢ d’un milieu se traduit selon plusieurs auteurs par 1’absence
d’ennemis naturels, la présence d’une niche vacante et la disponibilité des ressources (Hobbs
et Hueneke, 1992 ; Keane et Crawley, 2002 ; Saccone et al., 2010). La capacité d’invasion des
espéces exotiques ou appelé communément ~“Invasivité des espéces™ dépend beaucoup des
facteurs entre autres le mode de reproduction et de sa dispersion, 1’utilisation des ressources,
la plasticité et 1’allélopathie (Callaway et Aschehoug, 2000). Certains auteurs ont défini que
I’invasivité d’une espece est caractérisée généralement par sa capacit¢ a produire des
changements significatifs sur les compositions spécifiques, la structure et les fonctionnements
des écosystemes (Cronk et Fuller, 1995 ; Richardson et al., 2000 ; Raizada et al., 2008). Cela
se produit souvent grace a un mécanisme tres spécifique d’une espece a 1’autre. Quelques-
unes forment une interaction compétitive (Leger et Rice, 2003 ; Blair et Wolfe, 2004) contre
les espéces natives pour lui permettre de mieux se développer et de former par la suite des
peuplements monospécifiques (D’ Antonio et Mahall, 1991 ; Collins et Wein, 1993 ; Hamilton
etal., 1999).

En outre les communautés microbiennes du sol peuvent jouer un réle important dans le
processus d’invasion des plantes (Wolfe et Kliromonos 2005 ; Callaway et al., 2003). En
effet, plusieurs études ont montré I’influence des plantes exotiques sur la structure et le
fonctionnement des communautés microbiennes du sol (Kourtev et al., 2002 ; Callaway et al.,
2004 ; Hawkes et al., 2005 ; Batten et al., 2006 ; Li et al., 2006 ; Lorenzo et al., 2010 ;
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Elgersma et al.,, 2011 ; Lankau, 2011; Wilson et al., 2012) alors que certains de ces
microorganismes interagissent avec les plantes au niveau de la rhizosphere, ce qui influence a
leur tour le fonctionnement des écosystemes (Van Der Putten et al., 2007).

A Madagascar, I’invasion de G. banksii (Binggeli, 2003) est observée seulement sur sa
capacité a envahir rapidement le milieu ouvert ou semi-ouvert et cette plante semble avoir une
forte capacité a envahir les collines déboisées et érodées de basse altitude (Le Bourgeois et
Camou, 2006). Cependant, le mécanisme qui régit cette invasion reste encore mal connu.
Ainsi, I’objectif principal de ce chapitre est de décrire les propriétés envahissantes de G.
banksii sur le sol de la partie Est de Madagascar. Pour cela, I’étude a été d’abord focalisée
sur la structure et le fonctionnement des microorganismes du sol (symbiotique ou non) apres
installation de G. banksii sur le sol non pré-colonisé par cette plante. Puis, la présence des
racines protéoides dans le systéme racinaire de G. banksii ainsi que les possibles réles de ces
structures sur la capacité invasive de la plante ont été étudiés. Ainsi, 1’évolution de ces racines
protéoides au cours du développement de G. banksii a été suivie. Les effets allélopathiques
des extraits de racine et de feuille de G. banksii sur les microorganismes symbiotiques des

plantes ont été également testés.

II. MATERIELS ET METHODES
1.1 Matériel végétal : G. banksii

Grevillia banksii R. Br. est un petit arbre ou arbuste mesurant quelques metres de
hauteur (jusqu’a 10m), une plante a croissance végétative rapide, a graines anémophiles,
autofécondation, une espéce héliophile et pyrophile. Elle appartient a la famille des Proteaceae
(Engler, 1894 ; Purnell, 1960) et nos observations ont montré qu’elle possede des racines
protéoides. Il est originaire du Queensland (Australie) et se répartit actuellement dans
différente région, entre autres 1’ile de Rarotonga de 1’archipel des Tles de Cook en Pacifique
Sud, dans les iles Fidji, en Polynésie frangaise, en Afrique du Sud (KwaZulu-Natal, Port
Edward) et a la Réunion ; envahissante a Hawaii, a Madagascar (partie Est) (Binggeli, 2003 ;
Le Bourgeois et Camou, 2006). La date d’introduction de 1’espéce @ Madagascar est inconnue
mais la campagne de vulgarisation était entre les années 1950 et 1960 dans 1’objectif de
stabilisation des Lavaka et de recouvrement de terrain dégradé. Grevillea banksii, pousse au
détriment de la végeétation dans les milieux naturels perturbés ouverts ou semi-ouverts, secs a

humides et sur les paturages peu entretenus.
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11.2 Expérience 1 : Mise en évidence des effets de I’installation de G. banksii

11.2.1 Germination des graines de G. banksii
Les graines de G. banksii provenant du SNGF (Silo National des Graines Forestieres) ont été
trempées dans du peroxyde d’hydrogéne 30% pendant 15 min puis, rincées abondamment
avec de I’eau du robinet avant d’étre imbibées pendant 24 heures dans de I’eau distillée stérile.
Apres 24 heures, les graines ont été mises a germer dans du sable stérilisé (120°C, 40 min)
dans un germoir sous les conditions de la serre du LME/CNRE (photopériode 12h,

température d’environ 15°C la nuit et 28°C le jour).

11.2.2 Dispositif expérimental
Les sols (forestier et sous pseudo-steppe) ont été partagés dans des pots plastiques de 1L apres
tamisage a 2mm de maille ou des graines pré-germées de G. banksii ont été repiquées a raison
d’une graine par pot. Vingt-cing répétitions ont été préparées pour chaque type de sol. Les
expérimentations ont été disposées en randomisation totale et conduites sous la serre du
LME/CNRE et les plantules ont été arrosées 2 a 3 fois par semaine avec de I'eau du robinet

sans fertilisation.

11.2.3 Suivi de I’expérimentation et analyses des échantillons

Aprés 5 mois de culture sous serre, 10 plants ont été choisis au hasard pour chaque type de sol.
Les plants ont éte dépotes, les parties aérienne et racinaire ont été séparées les unes des autres
au niveau du collet pour la mesure de biomasse de la plante. La densité des racines protéoides
a été determinée au niveau du systéme racinaire de chagque plante par dénombrement de ces
racines protéoides. Les sols issus de 10 plants ont été mélangés pour obtenir un sol composite
qui a été par la suite conservé a +4°C pour les analyses microbiologiques et a -20°C pour
I’analyse moléculaire. Des sols rhizosphériques des racines protéoides de chaque type de sol
ont été également récupérés et conservés pour d’autres analyses.

Les parameétres suivants ont été mesures pour chaque type de sol :

11.2.3.1 Intensité mycorhizogéne du sol

L’intensité mycorhizogéne des sols aprés I’installation de la plante invasive, G. banksii, a eté
mesurée selon deux méthodes a savoir (1) la détermination du potentiel infectieux
mycorhizogene (PIM) des sols composites selon la technique décrite par Plenchette et al.,
(1989) et (2) le dénombrement des spores. La premiére méthode consiste a la culture de

plantule hautement mycotrophe sur une série de dilution du sol avec un facteur de dilution de
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1 - L as / . \
5 - Les racines de la plante ont été collectées et colorées avec le bleu trypan 0,5% apres 20

jours de culture sous serre pour évaluer I’infection mycorhizogeéne indiquée par la présence
des vésicules a D'intérieur des bouts de racines observés sous microscope optique a
grossissement X40.
Puis une suspension de sol a été tamisée sur une série de tamis de taille de pores différente soit
de 50, 80, 100 et 200um. Les spores dans chaque type de sol ont été comptés et groupés selon
leur taille et leur couleur observées sous loupe binoculaire.

11.2.3.2 Activités enzymatiques du sol
L’activité des enzymes du sol dont la phosphatase en milieu acide et alcalin qui hydrolyse le
para Nitrophenyl phosphate (pNPP) et I’enzyme hydrolysant la fluorescéine diacétate (FDA),
a été mesurée dans le sol de chaque traitement selon les méthodes déja décrites auparavant
(Chapitre I). Les produits d’analyse (para-Nitrophenol et fluorescéine) ont été évalués par la
méthode colorimétrique au spectrophotométre sous la longueur d’onde respectivement 400 nm
et 490 nm. Les résultats sont exprimés par la quantité de produit d’hydrolyse par gramme de
sol et par unité de temps.

11.2.3.3 Dénombrement de groupement fonctionnel des microorganismes du sol
Dans chaque type de sol, trois groupes de microorganisme ont été dénombrés dont la flore
totale cultivable du sol, la population d’actinomycetes et la flore totale capable de solubiliser
le phosphate. La population de ces trois groupes de microorganismes a été évaluée
respectivement sur milieu de culture TSA (Triptic Soy Agar), Waksman et TCP (Phosphate
TriCalcique) selon la technique de suspension — dilution et d’étalement sur milieu solide d’une
quantité précise de la solution de I’échantillon du sol. Les colonies des microorganismes ont
été dénombrées aprés incubation a 1’étuve a 30°C pendant 24, 48 et 72 h pour la flore totale
cultivable du sol, 7jours pour les actinomycétes et 48h pour la flore solubilisatrice de
phosphate.

11.2.3.4 Diversité microbienne du sol par la technique de biologie moléculaire
Des échantillons d’ADN génomique extraits & partir de nos échantillons de sol ont été analysés
par la technique de PCR-DGGE au sein du Laboratoire IBIS de I’université Laval-Canada. Les
bandes DGGE ont eté excisées du gel puis séquencees apres la ré-amplification par PCR des
fragments d’ADN. Les séquences obtenues ont ét¢ comparées avec la base de données de

NCBI (National Center of Biotechnology Information).
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11.3 Expérience 2 : Etude de la formation et du déeveloppement des racines protéoides
chez G. banksii
G. banksii appartenant a la famille de Proteaceae est caractérisé généralement par la présence
des racines protéoides au niveau de son systeme racinaire (Purnell, 1960). Plusieurs études ont
montré que la présence des racines protéoides est un facteur de propagation rapide d'une
espéce de plante dans un nouvel écosysteme hors de son habitat natif. Cependant, la formation
et le développement de ces structures dépendent de plusieurs facteurs. Ici nous avons
considéré un exemple des facteurs régissant la formation des racines protéoides: les
microorganismes du sol. Sur ce domaine, Lamont et al., 1974 ont déja montré que la
formation des racines protéoides chez Hakea prostrata est fortement dépendante des
microorganismes du sol. Par contre, Gardner et al., (1982) sur des expérimentations chez
Lupinus albus ont illustré que les racines protéoides peuvent se développer dans des
conditions aseptiques, mais que leur développement est nettement amélioré par la présence de
certains groupes de micro-organismes du sol. Ces deux cas ont été considérés pour 1’étude de
la formation et du développement des racines protéoides chez G. banksii.

11.3.1 Expérimentation
Le sol sous pseudo-steppe considéré comme dégradé a été choisi pour les expérimentations
sous serre. Trois traitements du sol ont été préparés dont (i) un sol stérilisé (autoclavage a
120°C, 40min), (ii) un sol non stérilisé et (iii) un troisiéme traitement constitué par un sol
stérilisé associé avec le sol adhéré aux racines protéoides de G. banksii (5g par pot). Vingt et
cing répétitions pour chaque traitement ont été effectuées et une graine pré-germée de G.
banksii a été repiquée dans chaque pot. Les plants ont été arrosés deux fois par semaine sans
aucun apport de fertilisant.

11.3.2 Evaluation des expériences
Aprés cing mois de culture, cing plantules par traitement ont été dépotées. Des racines
protéoides formees sur les systémes racinaires de G. banksii ont été dénombrées par plantule
et par traitement. Les parties aériennes et racinaires ont été separées en coupant au niveau du
collet. Les poids secs des biomasses ont été mesurés apreés séchage a 1’étuve 100°C pendant

24h, pour évaluer le développement de la plante.
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11.4 Expérience 3 : Effets des extraits de feuille et de racine de G. banksii sur les
communautés microbiennes du sol

11.4.1 Isolement et mises en collection des isolats microbiens du sol

11.4.1.1 Isolement des isolats de champignons mycorhiziens
Une collecte de carpophores de champignon a été effectuée durant la saison de pluie (mois de
janvier 2012). Les carpophores ont été conserves a +4°C jusqu’a I’arrivée au laboratoire pour
I’isolement du mycélium végétatif. La méthode d’isolement décrite par Ba (1990) et reprise
par Sanon (1997) a été adoptée. Les carpophores, débarrasses des particules de sol, ont été
fractionnés en deux en condition stérile. Des fragments de la partie interne du péridium ont été
prélevés a I’aide d’un scalpel stérile et déposés sur milieu gélosé MNM (Marx, 1969)
préalablement préparé. Les cultures ont été incubées a 28°C dans une étuve et des repiquages
successifs sur le méme milieu ont été effectués pour éliminer les contaminants.
11.4.1.2 Isolement et identification des isolats de rhizobium du sol

L’isolement des isolats de rhizobium a été réalisé a partir des sols issus de trois parcelles
d’étude. Une suspension-dilution du sol a été préparée a 1’aide de micropipette par la
technique de dilution en cascade. Une série de dilution 10™ & 10™ a été préparée a partir de la
solution mere (suspension du sol composé de 5g de sol et 45ml d’eau distillée stérile). Cent
microlitres de ces dilutions ont été étalés par épuisement dans une boite de pétri contenant
préalablement du milieu YMA (Yeast Mannitol Agar) (Vincent, 1970) additionné de 2,5ml/I
d’une solution de rouge congo 1% (voir en annexe 1 la composition du milieu). Des
repiquages successifs des colonies formées ont été réalisés sur un nouvel milieu de culture
pour avoir des isolats purs de rhizobium.

11.4.2 Préparation de I’extrait total de G. banksii
La méthode consiste a sécher a I’air libre les feuilles et les racines de G. banksii puis a les
broyer a I’aide du mortier. La poudre végétale obtenue a été macérée dans quelques
microlitres d’eau distillée. Le macérat a ét¢ homogénéisé pendant 24 heures sous agitateur
magnétique de type New Brunswick (Scientific CO., INC, Edition N.J., USA). L’homogénat a
été filtré successivement sur papier filtre Wattman n°1 puis sur filtre millipore de 0,45um. Le
filtrat obtenu a été évaporé a I’aide de SpeedVac concentrator (SPD 2010) pour avoir une

poudre de feuille et de racine constituant 1’extrait total de la plante.
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I1.4.3 Test d’activité antifongique
L’effet des extraits de racine (protéoides et non) et de feuille de G. banksii a été testé sur la
croissance des isolats fongiques isolés (4 souches codées respecttivement Pis E, Pis P, Pis02 et
SCA) par la méthode de confrontation par contact direct sur milieu de culture. Cette méthode
consiste a effectuer un test de dualité entre les différents isolats fongiques et les extraits de
racine et de feuille imbibés dans le disque test (6mm de diametre). Pour cela, les isolats
fongiques préalablement rajeunis sur le milieu MNM ont été repiqués sous la forme d’un
cylindre d’agar, a ’aide d’un emporte-piece stérile. Les disques imbibés par 10ul des extraits
(concentration 1mg/ml) ont été placés a coté de I’isolat fongique en croissance marqué par la
présence des mycéliums. L’évaluation des résultats a été faite par la mesure de diameétre du
halo d’inhibition autour du disque.

I1.4.4 Test d’activité antibactérienne
Les souches bactériennes utilisées dans ce test sont des souches de rhizobium isolées a partir
de nodules de Dalbergia trichocarpa, issues de la collection du Laboratoire de Microbiologie
de I’Environnement du CNRE et des isolats de rhizobium isolés a partir des sols du site

d’étude. Une pré-culture de ces souches de rhizobium dans un milieu YM liquide a été

préparée préalablement. Une dilution 1—10 de la pré-culture a été effectuée et 10ml de la solution

diluée ont été ensemencés sur le milieu Mueller-Hinton (MH) dans une boite de Pétri par la
technique d’inondation. Les boites inondées ont été incubées pendant 15min dans une étuve
30°C. Ensuite, I’excés de liquide a été aspiré a 1’aide d’une pipette puis les cultures ont été de
nouveaux ré-incubées pendant 15min a 30°C. Des disques de 6mm de diametre ont été
imbibés de 10ul d’extrait et séchés dans une étuve a 35°C pendant 30min. Ces disques ont été
par la suite déposés sur le milieu MH inondé par les souches de rhizobium. Un disque imbibé
par de I’eau distillée a été utilis¢é comme témoin. Le diamétre des zones d’inhibition (halo
autour des disques) a été mesuré aprés 24h d’incubation a 30°C.

Un test des extraits de feuille et de racine de G. banksii sur I’inhibition de la formation des
nodules chez D. trichocarpa a été effectué in vitro dans des tubes Gibson. Ainsi, une souche
de rhizobium STM609, souche effective sur D. trichocarpa, a été utilisée pour le test. Il s’agit
de faire un test de nodulation (chapitre 111 paragraphe 11.4.4.4) utilisant la souche de rhizobium

mais en ajoutant seulement un millilitre de I’extrait dans chaque tube.
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III. RESULTATS

111.1 Développement de G. banksii et nombre de racines protéoides sur les 2 types de sol

Apres 4 mois de culture sous serre de G. banksii sur les 2 types de sol, les résultats ont montré
que la partie aérienne de la plante s’est bien développée sur le sol forestier que sur le sol sous
pseudo-steppe (photo 4 ; figure 8). Par contre, le poids sec de la biomasse racinaire a présenté
des valeurs similaires pour les deux types de sol (Figure 8). Cette situation pourrait étre
expliquée par le fait que les racines protéoides se sont bien développées chez les plantes
cultivées sur le sol sous pseudo-steppe (Figure 8). On pourra en déduire que ce type de racine

se développe mieux en milieu pauvre qu’en milieu riche en éléments nutritifs.
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Photo 4 Plantules de G. banksii sur 2 types de sol apres 4 mois de culture sous serre
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Figure 8. Variation du développement de G. banksii sur les 2 types de sol
Les traitements suivis d 'une méme lettre constituent un groupe statistiquement homogene,
au seuil de probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls

Sigles : Ps : sol sous pseudo-steppe ; Gb sol sous G. banksii ; Fr : sol forestier
Bio. Aer : Biomasse aerienne ; Bio. Rac : Biomasse racinaire

Photo 5 Systéme racinaire de G. banksii
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Figure 9. Nombre de racines protéoides par plantule et par type de sol
Les traitements suivis d 'une méme lettre constituent un groupe statistiquement homogene, au seuil de

probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls
(Ps) sol sous pseudo-steppe ; (Fr) sol forestier
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I11.2 Intensité mycorhizogene du sol apres installation de G. banksii

Deux méthodes ont été utilisées pour caractériser 1’intensité mycorhizogéne du sol, aprés 4
mois d’installation de G. banksii sur le sol forestier et sur le sol sous pseudo-steppe, (i) le
dénombrement des spores de champignons mycorhiziens et (ii) 1’évaluation de la capacité des
propagules mycorhiziennes dans les sols a coloniser le systéme racinaire d’une plante
hautement mycotrophique.

Les résultats ont montré que I’installation de G. banksii a augmenté le nombre de spores dans
chaque type de sol avec toujours un nombre plus élevé au niveau du sol forestier (figure 10A).
Ces resultats illustrent la stimulation de la sporulation de champignons mycorhiziens suite a
I’installation de G. banksii. Par contre, 1’installation de cette plante exotique a diminué le
nombre le plus probable (NPP) de propagule de mycorhizes dans les deux types du sol. Cette

valeur de NPP a été toujours plus élevée dans le sol forestier que dans le sol sous pseudo-

steppe (figure 10B).
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Figure 10. Influence de I’installation de G. banksii sur I’intensité mycorhizogéne du sol
apres 4 mois de culture : (A) nombre de spores dans 100g de sol dans les deux

types de sol ; (B) potentiel infectieux mycorhizogéne (P1M) des sols
(To) sol avant installation de G. banksii ; (T1) sol apres installation de G. banksii

I11.3 Structure et fonctionnement de la communauté microbienne du sol apres

installation de G. banksii sur le sol forestier et le sol sous pseudo-steppe

111.3.1 Structure de la population microbienne du sol
Apres 4 mois de culture de G. banksii, les résultats ont montré que le nombre de la flore totale
cultivable du sol diminue dans les deux types de sol. Par contre, le sol fortement adhéré aux
racines protéoides de G. banksii du sol sous pseudo-steppe héberge un nombre ¢élevé de flore

totale cultivable (Figure 11A). Une diminution du nombre de la flore capable de solubiliser le
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phosphate a été enregistrée dans le sol forestier de méme que celui dans le sol adhéré aux
racines protéoides. Par contre, I’installation de G. banksii a fortement réduit le nombre de cette

flore capable de solubiliser le phosphate dans le sol sous pseudo-steppe (Figure 11B).
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Figure 11. Influence de [Dinstallation de G. banksii sur quelques groupes de
microorganismes telluriques apres 4 mois de cultures : (A) flore totale sur

milieu TSA, (B) flore totale solubilisatrice de phosphate sur milieu TCP

(To) sol avant culture de G. banksii ; (T1) sol apres culture de G. banksii ; (Prot) sol adhéré
aux racines protéoides de G. banksii ;

II1.3.2 Activité microbienne globale du sol
Le suivi de I’hydrolyse de la fluorescéine diacétate (FDA) a montré que les deux types de sol
ont présenté une nette amélioration des activités microbiennes globales apres ’installation de
G. banksii pendant quatre mois sous serre (figure 12B). Ces activités ont €été encore plus
intenses dans les sols adhérés aux racines protéoides surtout avec le sol forestier (Figure 12A)
ou cette activité est sept fois plus que celle enregistrée dans le sol non adhéré aux racines

protéoides (Figure 12D). Ce qui nous montre que I’amélioration de l’activité globale des
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microorganismes générée par I’installation de G. banksii se concentre majoritairement autour

des racines protéoides.
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Figure 12. Variation de I’activité microbienne globale du sol aprés installation de G.

banksii,

Les traitements suivis d 'une méme lettre constituent un groupe statistiquement homogeéne, au seuil de probabilité

0,05, selon le test de Newman-Keuls.

Sigles : (7o) sol avant culture de G. banksii ; (T1) sol aprés culture de G. banksii ; (Prot) sol adhéré
aux racines protéoides de G. banksii ; (nprot) sol non adhéré aux racines protéoides de G. banksii ;
(A) activité microbienne globale du sol par I’hydrolyse de FDA ; (B) activité microbienne globale du

sol avant (To) et apres (T1) colonisation de G. banksii ; (C) activité microbienne globale du sol adhéré
aux racines protéoides (prot) et non adhéré (nprot), du G. banksii cultive sur le sol sous pseudo-
steppe ; (D) activite microbienne globale du sol adhéré aux racines protéoides (prot) et non adhéré

(nprot) du G. banksii cultive sur le sol forestier

I11.3.3 Activité des phosphatases microbiennes du sol

Le p-Nitrophenyl Phosphate ou pNPP a été le substrat utilisé pour mesurer 1’activité phospho-

monoestérasique des microorganismes du sol en milieu acide et en milieu alcalin. Le produit

de I’hydrolyse est exprimé en ug de p-Nitrophenol (pNP) par gramme de sol pendant une

heure d’incubation.

Que ce soit en milieu acide ou en milieu alcalin, les résultats ont montré que la colonisation de

G. banksii sur les deux types de sol a diminué I’activité des phosphatases microbiennes du sol
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(Figures 13B et 13D). Par contre, une forte activité de phosphatase acide a été¢ enregistrée dans

les sols adhérés aux racines protéoides de G. banksii (Figure 13A).
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Figure 13. Modification des activités phosphatasiques du sol aprés installation de G.
banksii

Sigles : (To) sol avant culture de G. banksii; (T1) sol aprés culture de G. banksii,
(Prot) sol adhéré aux racines protéoides de G. banksii

111.3.4 Diversité des communautés microbiennes dans les deux types de sol

Les échantillons de sol apres installation de G. banksii ont fait ’objet de 1’extraction d’ADN
génomique qui représente les génomes de tous les microorganismes viables ou non dans les
sols. Ces échantillons d’ADN ont eté amplifiés par la technique de PCR en utilisant des
amorces spécifiques pour les bactéries du sol, conduisant a I’obtention des fragments d’ADN
de longueur et de taille différente selon les groupes de bactéries. Ces fragments ont été migrés
a travers un gradient de dénaturation du gel DGGE selon leur taille, leur longueur et leur

composition en GC. Pour cela, les fragments de petite taille et/ou pauvres en GC migrent plus
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loin et ainsi de suite. Ainsi une bande constituée par une ou plusieurs fragments est formée et
chaque bande représente normalement un groupe de bactéries.

Les résultats ont montré que le nombre de bande du sol sous pseudo-steppe et du sol forestier
apres installation de G. banksii (photo 6B) a été largement inférieur au nombre des bandes sur
le profil DGGE de ces deux types de sol a 1’état initial (photo 6A). Cependant, on a observé
des bandes au nombre plus élevé dans le sol rhizosphérique des racines protéoides de G.

banksii sur ces deux types de sol (photo AC).
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Photo 6 Profil DGGE des bactéries des sols avant et apres installation de G. banksii

Sigles : (A) Sols a I’état initial ; (B) Sols aprés culture de G. banksii ; (C) Sols adhérés aux racines
protéoides ; (Go) sol sous G. banksii ; (Fo) sol forestier ; (Po) sol sous prairie ; (P1) sol sous prairie
aprés installation de G. banksii ; (F1) sol forestier aprés installation de G. banksii ; (Pp) sol
rhizosphérique des racines protéoides de G. banksii sur le sol sous prairie ; (Fp) sol rhizosphérique
des racines protéoides de G. banksii sur le sol forestier

L’identité des bandes présentes dans les échantillons de sol adhéré aux racines proteoides de
G. banksii a été identifiée par séquencage des bandes excisées du gel DGGE. Les séquences
obtenues ont été comparees avec les séquences enregistrées dans le site web de NCBI. Les
résultats ont montré que le sol adhéré aux racines protéoides de G. banksii cultivé dans les
deux types de sol contiennent cing especes de bactérie a savoir Burkholderia sp., Bacterium
sp., Arthrobacter sp., Mucilaginobacter sp. et Leifsonia sp. (Tableau 10). Parmi ces cinq
especes, Burkholderia sp. était 1’espéce la plus dominante dans les deux types de sol et

constitue environ 40% des séquences identifiées.
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Tableau 10 : Diversité bactérienne dans le sol rhizosphérique des racines protéoides de

G. banksii
Code des Pourcentage =~ Numéro Genre / Espece
bandes DGGE Fp PP de similaritt  d’accession
2-1-1 + + 361/453 (80%) GQ008606 Bacterium sp.
2-1-2 + + 491/519 (95%) HQ396159 Mucilaginibacter sp.
2-1-3 + + 446/529 (84%) Q994026 Burkholderia sp.
2-1-4 + - 472/530 (89%) JF494821 Burkholderia
phytofirmans
2-1-5 + + 468/502 (93%) FR872388 Burkholderia sp.
2-1-6 + + 433/524 (83%) JF763852 Burkholderia sp.
2-1-7 + - 487/529 (92%) JQ357369 Bacterium sp.
2-1-8 + + 399/477 (84%) FR872388 Burkholderia sp.
2-1-9 + + 465/532 (87%) JN622118 Burkholderia sp.
2-1-10 + - 440/512 (86%) JX293337 Arthrobacter sp.
2-1-11 + + 497/512 (97%) JX293337 Arthrobacter sp.
2-1-12 + + 462/508 (91%) Q796366 Arthrobacter sp.
2-1-13 + + 454/507 (90%) JX067673 Leifsonia sp.
2-1-15 + - 466/508 (92%) HM587736 Arthrobacter sp.
2-3-2 + + 504/525 (96%) HQ396159 Mucilaginibacter sp.
2-3-17 - + 475/519 (92%) HM627214 Mucilaginibacter sp.
2-3-18 - + 438/498 (88%) GQ472779 alpha proteobacterium
2-3-19 - + 395/507 (78%) FR749798 Bacterium sp.
2-4-5 + + 444/522 (85%) AB293987 Burkholderia sp.
2-4-6 + + 305/348 (88%) JF717707 Bacterium sp
2-4-8 + + 473/529 (89%) JQ316419 Burkholderia sp.
2-4-9 + + 444/536 (83%) IN622118 Burkholderia sp.
2-4-11 + + 420/507 (83%) FJ936978 Bacterium sp.
2-4-12 + + 444/500 (89%) HQ684353 Bacterium sp.
2-4-13 + + 466/511 (91%) JX067673 Leifsonia sp.
2-4-15 + - 499/530 (94%) JQ357350 Bacterium sp.
2-14-3 + + 526/528 (99%) JF189075 Bacterium sp.

(+) Présence, (-) Absence, (Pp) Sol adhéré aux racines protéoides de G. banksii poussé sur le sol sous
pseudo-steppe ; (Fp) Sol adhéré aux racines protéoides de G. banksii poussé sur le sol forestier

I11.4 Formation et developpement des racines protéoides chez G. banksii en condition

controlée

L’objectif de cette partie étant de décrire I’interaction entre microorganismes rhizosphériques,

la croissance de la plante et le développement des racines protéoides; pour cela une

inoculation avec le sol rhizosphériques de G. banksii a été effectuée sur le sol sous pseudo-

steppe stérilisé et puis cultivé de G. banksii. Un autre traitement a été effectué sur sol sous

pseudo-steppe stérilisé non inoculé avec le sol rhizosphériques de G. banksii. Et enfin un sol

sous pseudo-steppe non stériliseé a servi de témoin.
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Les résultats de I’expérimentation aprés cing mois sous serre, ont montré que la formation des
racines protéoides chez G. banksii se déroule bel et bien sur le sol préalablement stérilisé. De
plus, aucune différence significative n’a été observée entre les deux traitements stérilisé et non
stérilisé pour le nombre de racines protéoides formeées (Figure 14C). De méme, la stérilisation
préalable des sols n’a pas eu d’effet significatif sur les poids secs des biomasses aérienne et
racinaire des plantes (Figures 14A et 14B). Pourtant I’ajout du sol rhizosphérique des racines
protéoides comme inoculum dans le sol stérilisé a stimulé la formation des racines protéoides
(figure 14C) ainsi que le développement de la partie aérienne et racinaire de G. banksii
(Figures 14A et 14B).

() ()
= 3 1,8 - (b) =5 1 - (b)
2216 - S= -
8L 14 - Z 2g 08 1
5212 25 06
© i S - y 7
SE oé : (a) gg (a)
Qo ' 5° 04 -
02 06 - % oL ) 7
-3 S
g5 04 xﬁ SE 02 g @) ﬁ
:E. 0,2 - e ﬁ %
-9 a 0 T T 1 -8 E ,, L 1
Qo- o P P P . 6 o 0 T T 1
.st .nst .inoc a P.st P.nst P.i
(A) (B) S ns Inoc
70 ~

2. ()

gL 7

%_g 50 -

=0 40 A

03

SE 20 - /

oo

22 10 - 7

§ g O i T T / 1

P.st P.inoc
()

Figure 14. Nombre de racines protéoides et développement de G. banksii sur le sol
stérilisé ou non et inoculé ou non en condition contrdlée: (A) Biomasse
aérienne de G. banksii ; (B) Biomasse racinaire de G. banksii ; (C) nombre des
racines protéoides par plantules de G. banksii
(P.st) sol sous pseudo-steppe stérilisé et cultivé de G. banksii (5mois) ; (P.nst) ; Sol sous pseudo-
steppe non stérilisé et cultivé de G. banksii (5mois) ; (P.inoc) ; Sol sous pseudo-steppe inoculé par
du sol rhizosphérique de G. banksii et cultivé de G. banksii (5mois).

Les traitements suivis d’'une méme lettre constituent un groupe statistiqguement homogene, au seuil de
probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls.
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I11.5 Effets des extraits de racine et de feuille de G. banksii sur le dynamisme des
microorganismes bénéfiques pour la plante

111.5.1 Activité antifongique
Les extraits de racine et de feuille de G. banksii n’ont pas présenté d’activité antifongique pour
les quatre souches testées (trois souches de Pisolithus : PisE, Pis02 et Pis P) et une souche de
scléroderme (SCA).

Tableau 11 : Résultats du test antifongique des extraits de racine et de feuille de G.
banksii

Code Origine Identification . Test antlplogramme
Racines  Racines

éographique moléculaire o Feuilles
geograpniq totales protéoides

Pis E Ankatso-Antananarivo Non identifié - - -
Pis P Ankatso-Antananarivo Non identifié - - -

PisO2  Arivonimamo- Pisolithus - - -
Antananarivo tinctorius
SCA Arivonimamo- Non identifié - - -

Antananarivo

(-) Absence d’activité antifongique (+) Présence d’activité antifongique (Pis E) souche de Pisolithus

sp. collectée sous Eucalyptus; (Pis P) souche de Pisolithus sp. collectée sous Pinus (Pis02) souche de

Pisolithus tinctorus (SCA) souche de scleroderme
111.5.2 Activité antibactérienne
Les extraits de racine et de feuille de G. banksii ont présenté des activités inhibitrices
d’intensité variable sur la croissance de certaines souches de rhizobia (Photo 7A) testées.
Généralement, le développement de 8 souches sur les 26 testées a été inhibé par ces extraits.
Pour les extraits aqueux de feuille de G. banksii, une inhibition non totale (présence de
quelques colonies a I’intérieur de la zone d’inhibition) du développement de rhizobia (Photo
7B) a éte observée sur 3 souches. Les extraits de feuille ont été moins actifs que ceux des
racines quant a I’inhibition du développement des souches de rhizobia testées. Parmi les
souches testées, STM609 une souche de référence compatible et efficiente avec D.
trichocarpa, s’est montrée résistante avec tous les extraits aqueux de G. banksii. Cependant,
ces mémes extraits ont beaucoup influencé la nodulation chez Dalbergia trichocarpa inoculé
avec la souche de STM609 in vitro. Ces resultats, présentés dans la figure 15, illustrent bien
que I’ajout d’extraits aqueux de feuille ou de racine ou les deux a la fois dans un test de

nodulation de D. trichocarpa in vitro inoculé par la souche STM609 a diminué
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significativement le nombre de nodules formés au niveau des racines par rapport au traitement

témoain.

(A)

Photo 7 Inhibition du développement de rhizobia par les extraits de racine
protéoides (A) et de feuille (B) de G. banksii
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Figure 15. Impacts des extraits de feuille et de racine de G. banksii sur la nodulation

chez D. trichocarpa inoculé par la souche STM 609
(Fe) extrait de feuille, (Rac) extrait de racine, (Témoin) Pas d extrait
Les traitements suivis d 'une méme lettre constituent un groupe statistiquement homogene, au seuil de
probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls.
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Tableau 12 : Activité antibactérienne des extraits de racine et de feuille de G. banksii

Code Source . Halos d’inhibition (mm)
souches (plante hote/sol) Espece Racines protéoides  Feuilles
STM 609  D. purpurascens Bradyrhizobium elkanii 6 6
R4 D. trichocarpa Burkholderia arboris 8 8
R5 D. trichocarpa Burkholderia cepacia 6 6
R6 D. trichocarpa Burkholderia arboris 6 6
R8 D. trichocarpa Burkholderia sp. 6 7
R10 Sol sous G. banksii Burkho!derla 6 6
contaminans
R12 Sol sous G. banksii Mesorhizobium sp. 6 6
R13 Sol sous G. banksii Burkholderia cepacia 6 10
R14 Sol sous G. banksii Burkholderia arboris 6 6
R19 Sol sous G. banksii Burkholderia arboris 6 6
R15 Sol forestier Burkholderia sp. 6 6
R16 Sol forestier Rhizobium tropici 6 6
R17 Sol sous pseudo-steppe  Burkholderia sp. 6 6
R18 Sol sous pseudo-steppe  Burkholderia arboris 6 6
R45 D. trichocarpa Rhizobium tropici 8 -
R46 D. trichocarpa Burkholderia sp. 6 -
R50 D. trichocarpa Rhizobium tropici 6 -
R51 D. trichocarpa Rhizobium etli 6 -
R52 D. trichocarpa Herbaspirilium 0 )
frisingense
R53 D. trichocarpa Burkholderia sp. 13 -
R55 D. trichocarpa Rhizobium tropici 8 -
R59 D. trichocarpa Burkholderia sp. 8 -
R61 D. trichocarpa Ralstonia pickettii 6 -
R67 D. trichocarpa Burkholderia sp. 6 -
R68 D. trichocarpa Burkholderia sp. 6 -
R69 D. trichocarpa Burkholderia cepacia 15 -

IV. DISCUSSION

L’objectif principal de ce chapitre était de décrire les propriétés envahissantes de G. banksii
sur le sol de la partie Est de Madagascar. L’étude a ét¢ focalisée sur la variation du
développement de G. banksii via la formation des racines protéoides sur ses systémes
racinaires d’une part et sur le dynamisme des microorganismes du sol apres installation de G.
banksii d’autre part. Les effets allelopathiques des extraits aqueux de feuille, de racines totales
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et de racines protéoides de G. banksii ont été testeés sur la croissance des microorganismes

symbiotiques associés aux plantes natives de Madagascar.

V.1 Amélioration du développement de G. banksii : implication des racines protéoides
Pour se développer, les plantes ont besoin d’énergie venant généralement du rayonnement
solaire, de I’eau, de macroéléments en grande quantité et de microéléments a 1’état de trace.
Dans les conditions ou leurs besoins sont satisfaits, les plantes suivent un développement
normal. Le résultat de cette étude a montré une forte stimulation du développement de G.
banksii sur le sol forestier, consideré comme un sol riche en éléments nutritifs. Plusieurs
auteurs ont déja déemontré que la disponibilité élevée en éléments nutritifs du sol favorise le
développement des plantes exotiques envahissantes (Burke et Grime, 1996 ; Wedin et Tilman,
1996 ; Dukes et Mooney, 1999) plus que celui des plantes natives (Daehler, 2003). Toutefois,
I’exportation des éléments nutritifs par la plante se trouve freinée a cause de leur perte ou
insuffisance (Zhang et al., 1996), ce qui va limiter la croissance de la plante a un certain
moment. Cela peut étre la raison pour laquelle G. banksii se développe moins (avec faible
biomasse totale) sur le sol dégradé (sous pseudo-steppe) que sur le sol forestier. Par contre, le
développement racinaire de G. banksii a été comparable pour les deux types de sol expliquant
ainsi la capacité de la plante a exploiter plus d’éléments nutritifs quelque soit le type de sol
(Lambers et al., 1998).

Parmi les éléments nutritifs essentiels pour la plante, le phosphore constitue un des éléments
les moins disponibles constituant ainsi un des facteurs majeurs limitant la croissance et le
développement des plantes (Marschner, 1995 ; Hinsinger, 2001 ; Vance et al., 2003). Les sols
tropicaux sont pourtant généralement pauvres en phosphore disponible (Lal, 1990 ; Formoso,
1999). Ainsi, en réponse a I’insuffisance du phosphore, les plantes développent des
mécanismes leur permettant de faciliter I’acquisition de cet élément nutritif. Parmi ces
mécanismes figure la formation des racines proteoides chez les plantes de la famille des
Proteaceae (Jeffrey, 1967 ; Stade-Miller et al., 2001 ; Neumann et Martinoia, 2002). Des
auteurs ont indiqué par exemple que chez le lupin blanc, les racines protéoides participent a la
solubilisation des phosphates dans le sol (Gardner et al., 1983). Ces structures racinaires
exsudent de I’acide citrique (Jones, 1998) et différentes enzymes phosphatasiques (Goldstein
et al., 1988a, 1988b) dans la rhizosphére dans des conditions de carence en phosphore. Ces
racines protéoides sont habituellement abondantes quand la concentration en phosphore du

milieu est faible c’est-a-dire que sa production est inversement proportionnelle a la quantite du
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phosphore dans le sol (Lamont, 1972a ; Gardner et al., 1982b ; Marschner, 1986 ; Marschner
et al., 1986 ; Walker et Pate, 1986 ; Louis et al., 1990 ; Handreck, 1991 ; Skene et al., 1996).
Nos résultats ont montré que G. banksii, comme d’autres especes de Proteaceae produit plus
de racines protéoides dans le sol dégradé (sous pseudo-steppe) que dans le sol forestier.

Cette étude a montré également que la rhizosphére de ces racines protéoides de G. banksii
abrite une importante quantité de microorganismes soit trois fois plus que dans le sol
rhizosphérique (non protéoides) de G. banksii. Cette dense population de microorganismes a
été accompagnée par une activité phosphatasique importante dans ce compartiment de sol.
Parmi ces microorganismes, les bactéries capables de solubiliser des phosphates ont été les
plus abondantes. La présence de ce groupe de microorganisme dans le sol rhizosphérique de
racines protéoides de Telopea speciosissima a été déja décrite (Wenzel et al., 1994). En effet,
au niveau de la rhizosphere, le mécanisme de solubilisation des phosphates par les
microorganismes s’effectue souvent par une sécrétion de protons et d’agents complexant
comme I’acide gluconique pour solubiliser le P-Ca, le P-Al ou le P-Fe (Gyaneshwar et al.
2002) ; alors que les racines de plantes les effectuent par une sécrétion d’acides organiques
tels que les acides oxalique, malique et citrique (Cosgrove, 1977 ; Mengel et Kirkby, 1978 ;
Gardner et al., 1983 ; Marschner, 1986 ; Marschner et al., 1987). Ainsi, ces résultats suggerent
que sur le sol dégradé, G. banksii a développé plus de racines protéoides créant ainsi un
environnement favorable pour le développement de certains microorganismes du sol
notamment les microorganismes capables de solubiliser le phosphate du sol permettant en
méme temps de satisfaire ses besoins en phosphore.

D’un autre co6té, les analyses biomoléculaires utilisant la technique de DGGE ont permis
d’identifier cinq types (genres) de microorganisme dans le sol adhéré aux racines protéoides
de G. banksii dont Burkholderia, Bacterium, Arthrobacter, Mucilaginobacter et Leifsonia.
Parmi ces bactéries, Burkholderia a été le plus abondant et constitue environ 40% des espéces
présentes dans ce sol. Cette espece est déja identifiée dominante dans le sol rhizosphérique de
racines protéoides de Lupinus albus, une autre espece de Proteaceae (Weisskopf et al., 2011).
Ces auteurs ont montré que la baisse de pH, la production de citrate et d’oxalate généré au
cours du développement des racines protéoides jouent un grand role sur 1’établissement, le
développement et la persistance de Burkholderia. Il a été déja démontré également que
plusieurs especes de Burkholderia peuvent stimuler directement le développement de la

plante. A titre d’exemple, I’inoculation par des souches de Burkholderia a significativement
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amélioré le développement des biomasses aériennes et racinaires de mais et de sorgho
(Chiarini et al., 1998 ; Bevivino et al., 2000). Ces rhizobactéries facilitent le développement
de la plante par différents meécanismes dont entre autres I’empéchement de la prolifération des
organismes phytopathogénes, 1’amélioration de 1’acquisition des éléments nutritifs tels que
I’azote, le phosphore, le fer ou la production d’hormones de croissance de la plante telles que
les auxines ou les cytokines (Glick et al., 1999 ; Vessey et al., 2003). Ces résultats pourraient
expliquer I’implication de ces microorganismes présents dans le sol adhéré aux racines
protéoides dans I’amélioration du deéveloppement de G. banksii. Ces résultats conduisent
pourtant a un nouveau questionnement scientifique sur les possibles réles des
microorganismes du sol sur I’induction de la formation des racines protéoides.

Des expérimentations réalisées sur le sol sous pseudo steppe visant a vérifier I’implication des
microorganismes du sol sur la formation des racines protéoides ont été entreprises. Sur ce sol,
préalablement stérilisé ou non, une formation des racines protéoides sur le systéme racinaire
de G. banksii a été toujours enregistrée, ce qui suggere que la formation des racines protéoides
chez G. banksii se fait indépendamment de la présence des microorganismes du sol. Par
contre, il a été démontré chez Hakea prostrata, que les racines protéoides ne se forment pas en
condition aseptique sur des sols préalablement stérilisés (Lamont et al., 1974). La formation
de ces structures racinaires est surtout stimulée dans les conditions de carence en éléments
nutritifs tel que 1’azote chez deux espéces de Hakea (Lamont, 1971). Dans une deuxiéme
expérience ou on a ajouté du sol rhizosphérique des racines protéoides de G. banksii, les
résultats ont montré que le nombre de racines protéoides augmente et que le développement de
la plante est nettement amélioré. Ces résultats conduisent a penser que les microorganismes
rhizosphériques de ces racines protéoides interviennent dans le développement des racines
protéoides chez G. banksii lui permettant de se propager rapidement dans son milieu
d’installation. Ces résultats corroborent ceux de Gardner et al., (1982) sur le lupin blanc

(Lupinus abus).

IVV.2 Dynamisme des microorganismes du sol apreés installation de G. banksii

Dans un écosysteme terrestre, les communautés microbiennes du sol jouent un grand réle dans
le cycle des éléments nutritifs des plantes et régulent les interactions entre les différentes
especes de plantes de cet écosysteme (Wolfe et Klironomos, 2005 ; Van Der Heijen, 2008).
Plusieurs études ont montré que les plantes exotiques envahissantes peuvent influencer

I’abondance, la composition et le fonctionnement des communautés microbiennes du sol
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(Callaway et al., 2003 ; Lorenzo et al., 2010). Les resultats de cette étude ont montré
clairement que seulement 4 mois apres installation de G. banksii sur les sols issus de différente
couverture végétale dont le sol forestier et le sol sous pseudo-steppe, la communauté
microbienne du sol a connu une forte modification. A la fois, la structure (par dénombrement
des différents groupes physiologiques de microorganismes du sol) et le fonctionnement
(mesuré par les activités enzymatiques du sol) des communautés de microorganismes sont
affectés par I’installation de G. banksii dans les deux types de sol. En travaillant avec d’autres
especes exotiques (Berberis thunbergii, Mikania micrantha, Falcataria moluccana, Centaurea
solstitialis, Aegilops triuncialis, Lonicera maackii et Eupatorium adenophorum), plusieurs
auteurs ont montré I’altération dramatique des compositions des microorganismes du sol suite
a I’installation de ces plantes exotiques (Kourtev et al., 2002 ; Li et al., 2006 ; Allison et al.,
2006 ; Batten et al., 2006 ; Arthur et al., 2012). Ces modifications des communautés
microbiennes du sol sont de plus en plus citées comme étant a I’origine de I’expansion des
plantes invasives (Belnap et Philips, 2001 ; Kourtev et al., 2002a ; 2003 ; Hawkes et al.,
2005 ; Batten et al., 2006 ; Stinson et al., 2006). Dans ce sens, Sun et al., (2013) ont conclu
que le changement de la structure des communautés microbiennes du sol et les activités
enzymatiques jouent un role important dans le processus d’invasion de E. adenophorum dans

la forét secondaire du Sud-Ouest de la Chine.

En outre, nos résultats ont montré que la modification de la structure et du fonctionnement de
champignon mycorhizien arbusculaire est remarquablement observée apres installation de G.
banksii sur les deux types de sol. Ceci se présente essentiellement par la diminution du
potentiel infectieux mycorhizogéne du sol. Ces résultats corroborent avec ceux obtenus sur
Alliaria petiolata, une plante invasive non mycotrophe dont son installation inhibe fortement
les communautés de champignons endomycorhiziens dans la partie nord d’Amérique (Roberts
et Anderson, 2001). Cette inhibition se présente par la perturbation de la germination des
spores de champignons endomycorhiziens grace aux composés allelopathiques que la plante
produise permettant a cette espéce de se propager rapidement dans les sites envahis et inhibant
ainsi le développement des plantes natives mycotrophes (Roberts et Anderson, 2001 ; Stinson
et al., 2006). Par contre, une étude récente a montré que 1’installation d’une plante invasive
mycotrophe, Ageratina adenophora, dans la forét chinoise augmente 1’abondance de
champignon mycorhizien arbusculaire dans le sol favorisant I’établissement de la plante

invasive mais inhibant le développement des plantes natives (Hong-bang et al., 2007). 1l est
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déja démontré également que des composeés allelopathiques produits par les plantes invasives
comme les sesquiterpénes induisent la prolifération des hyphes de champignons arbusculaires
(Akiyama et al., 2005). Ainsi, dans les deux cas, I’influence de plantes invasives sur les
communautés de champignons arbusculaires dans le sol envahi dépend généralement du statut
mycorhizien de ces plantes. Pourtant et quelque soit le statut mycorhizien de ces plantes, leur

propagation inhibe toujours le développement des plantes natives.

IV.3 Effets allélopathiques des extraits de G. banksii sur les microorganismes
symbiotiques

Vis-a-vis du développement des champignons ectomycorhiziens, nos résultats ont montré que
les extraits de feuille et de racine de G. banksii ne présentent pas d’activité antifongique du
moins sur les quatre souches de champignon ectomycorhizien testées. Ce qui suggere que des
champignons ectomycorhiziens peuvent survivre sur le site envahi par G. banksii. Il est
pourtant intéressant de savoir si ces champignons résistants a la propagation de G. banksii sont
toujours capables de former des structures symbiotiques (mycorhizes) actives sur les plantes
natives (voir chap. IV). Dans le site envahi par A. petiolata, une diminution du taux de
colonisation de champignon ectomycorhizien a été observée sur le systeme racinaire de Pinus
strobus (Wolfe et al., 2008). Ces auteurs ont montré que le benzyl isothiocyanate, une
substance chimique présente dans les tissus de A. petiolata, fait partie des responsables de
I’inhibition du développement de champignon ectomycorhizien (Wolfe et al., 2008).

A part la symbiose mycorhizienne, la symbiose fixatrice d’azote est parmi les plus importantes
symbioses racinaires participant a I’amélioration de 1’acquisition des ¢léments nutritifs pour
les plantes. Ainsi, nous avons testé 1’effet allélopathique des extraits aqueux des parties
aérienne et racinaire de G. banksii sur le développement de quelques souches de rhizobia ainsi
que sur la nodulation d’une espéce de Iégumineuse D. trichocarpa. Les résultats ont montré
que le developpement de certaines souches de rhizobium est inhibé par les extraits de G.
banksii et que les extraits des racines sont plus actifs que ceux de feuilles. Ces résultats
corroborent ceux obtenus sur 1’effet allélopathique d’extraits de Aristida adscensionis sur le
développement de rhizobium (Murthy et Nagodra, 1997). Ce qui suggere que certaines
communautés de rhizobium du sol résistent dans le sol envahi par G. banksii. Ceci est
confirmé par la présence de population de rhizobium dans le sol sous G. banksii (chapitre I).
Parmi les souches de rhizobium résistantes aux extraits de G. banksii, STM609 s’est déja

montree efficiente et capable de former de nodules chez D. trichocarpa (Rasolomampianina et
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al., 2005). Pourtant, nos résultats ont montré que le taux de nodulation de D. trichocarpa
diminue en ajoutant des extraits aqueux de G. banksii lors du test de nodulation in vitro,
inoculé avec la souche STM609. Thibault (1982) a montré que chez Alnus crispa, non
seulement le nombre de nodule mais ’activité de nitrogénase est aussi affectée par 1’extrait
aqueux de Populus balsamifera limitant ainsi le développement de A. crispa. Nos résultats
suggérent que G. banksii influence la diversité et la structure des communautés de rhizobia au
détriment des associations symbiotiques avec les plantes natives. Ceci pourrait influencer

négativement le développement de D. trichocarpa sur le sol envahi par G. banksii.

V. CONCLUSION

Les résultats de ce chapitre illustrent les caractéres invasifs de G. banksii par sa capacité a
former des racines protéoides surtout dans les conditions de sol pauvre en éléments nutritifs.
La formation de ces structures racinaires spéciales n’est pas significativement dépendante de
la présence ou non des microorganismes du sol en général. Par contre, leur nombre augmente
avec la présence des microorganismes du sol rhizosphérique de ces mémes racines. Les
analyses microbiologiques effectuées sur les sols fortement adhérés aux racines protéoides ont
montré que ces structures racinaires abritent plusieurs microorganismes telluriques bénéfiques
pour la croissance de la plante exotique (G. banksii). Cependant I’installation de G. banksii
modifie généralement la structure et le fonctionnement des microorganismes telluriques. Enfin
les parties aériennes et racinaires de G. banksii n’affectent pas directement la croissance des
microorganismes du sol (champignons et rhizobia) mais elles inhibent partiellement
’association symbiotique entre les bactéries (rhizobium : STM609) et les légumineuses (D.
trichocarpa). En bref, I’installation de G. banksii induit un changement au niveau des
communautés microbiennes du sol qui pourra étre nuisible pour le développement de la plante
native mais favorise la performance de la plante invasive. Ceux-ci contribuent a 1’invasivité de

G. banksii dans son milieu d’introduction.

77



CHAPITRE III :

DEVELOPPEMENT ET ASSOCIATION SYMBIOTIQUE DE
Dalbergia trichocarpa Baker, ET Intsia bijuga
(Colebr.) Kuntze, SUR LE SOL ENVAHI PAR G. banksii




Chapitre II1

DEVELOPPEMENT ET ASSOCIATION SYMBIOTIQUE DE
Dalbergia trichocarpa ET Intsia bijuga SUR LE SOL ENVAHI
PAR G. banksii

I. INTRODUCTION

Les plantes constituent une composante majeure de différents écosystémes et assurent en
grande partie leur bon fonctionnement a travers particulierement les cycles
biogéochimiques des éléments (Chapin et al., 1997). De ce fait, leur installation affecte
beaucoup les écosystémes naturels (Binggeli, 2003 ; Carriere et al., 2008). Récemment, les
interactions des plantes avec la faune et la flore du sol font I’objet de 1’attention
particuliére des scientifiques en raison de la potentialité des feedback plant-sol qui peuvent
influencer positivement ou négativement la structure et le fonctionnement de la
communauté végétale (van der Putten et al., 1993 ; Bever 1994 ; Bever et al., 1997 ;
Klironomos, 2002 ; Bever, 2003 ; Reynolds et al., 2003 ; Kardol et al., 2006 ; Kardol et al.,
2007). Les modifications au niveau de la composition floristique consécutive a I’invasion
d’une espece exotique, pourraient donc altérer indirectement le fonctionnement de tout
I’écosystéme notamment 1'évolution des communautés microbiennes du sol intimement
liées a la succession végétale (Ohtonen et al., 1999 ; Bardgett et al., 2005b).

Des études ont montré que la propagation des plantes exotiques invasives constitue une
source importante de perturbation au niveau de la structure et du fonctionnement des
microorganismes du sol (Kourtev et al., 2002 ; Kuske et al., 2002 ; Batten et al., 2006 ;
Hawkes et al., 2006 ; Reinhart et al., 2006). Cependant, les effets du changement des
communautés microbiennes du sol, induits par les plantes invasives, sur la performance de
plantes natives sont peu explorés (Klironomos, 2002 ; Wolfe et Klironomos, 2005). Ainsi,
I’objectif de ce chapitre est d’évaluer les modifications induites par G. banksii au niveau
des communautés microbiennes du sol, particuliérement les communautés microbiennes
symbiotiques (Champignons mycorhiziens, bactéries nodulant les légumineuses) de D.
trichocarpa et d’I. bijuga.

L’hypotheése de 1’étude stipulait que la propagation de G. banksii affecterait les
champignons mycorhiziens, les bactéries fixatrices d’azote et leurs microorganismes
associes, se traduisant par des modifications de la structure spécifique et fonctionnelle des
communautés microbiennes du sol garant du bon développement et de la conservation des
essences ligneuses autochtones.

L’investigation consiste a déterminer la diversit¢ des microorganismes symbiotiques

presents dans le sol a différents états de dégradation (issu des trois parcelles d’étude) suivi
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de I’évaluation du développement des essences natives de Madagascar sous les conditions
de ces types du sol. La culture des plantules de I. bijuga et de D. trichocarpa sur ces sols
permettra de piéger les microorganismes symbiotiques (mycorhiziens ou fixateurs d’azote)
associes respectivement a ces deux plantes. La structure et le fonctionnement de ces
microorganismes seront par la suite caractérisés pour déterminer globalement les impacts
de la pré-installation de ’espéce invasive, G. banksii. La diversité et les activités des

microorganismes telluriques seront évalués dans chaque sol de culture.
II. MATERIELS ET METHODES

1.1 Matériels végétaux

11.1.1 Dalbergia trichocarpa
Dalbergia trichocarpa Baker, est une essence ligneuse endémique de Madagascar et
qualifiée comme bois de haute qualité. On la trouve dans plusieurs régions de Madagascar
mais elle est particulierement abondante dans la partie Est de la Grande ile. Elle appartient
a la famille des Fabaceae. Cette espéce a croissance lente peut s’associer aux deux types de
symbiose racinaire dont la symbiose fixatrice d’azote et la symbiose endomycorhizienne

(Mycorhize a vésicules et arbuscules, MVA).

11.1.2 Intsia bijuga
Intsia bijuga (Colebr.) Kuntze, est une plante vasculaire, dicotylédone, appartenant a la
famille des Fabaceae, c’est un grand arbre atteignant 15 a 40 m de hauteur et 60 a 120 cm
de diametre. C’est une espéce autochtone a Madagascar et connue sous les noms communs
de « Hintsy », « Tsararavina » ou « Harandranto » en malagasy, faux gaiac en frangais et «
Merbau », « Borneo teak » ou « Moluccan ironwood » en anglais. A Madagascar, elle
pousse généralement a la périphérie des formations forestiéres de basse altitude le long de

la partie orientale.

11.2 Pré-germination des graines
11.2.1 Dalbergia trichocarpa
La scarification et sterilisation superficielle des graines de D. trichocarpa ont été
effectuées par immersion dans de 1’eau de javel pendant quelques minutes suivies par
ringage abondante dans de 1’eau distillée préalablement stérilisée. Les graines ont été par la
suite pré-germees dans du sable stérilisé a 140°C pendant 40mn puis incubées a 30°C a
I’obscurité et en atmosphére humide jusqu’a ce que les radicelles atteignent 1 a 3 cm de

longueur.
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11.2.2 Intsia bijuga
La levée de dormance des graines d’l. bijuga a été effectuée manuellement. Les graines ont
été grattées au niveau du tégument a 1’aide d’une lime. Puis elles ont été lavées avec de
I’eau du robinet pour enlever les débris et rincées a I’eau distillée stérile. Les graines
rincées ont été incubées dans de 1’eau distillée stérile pendant 24h sous la température
ambiante du laboratoire. Les graines ont été par la suite transférées dans du sable stérilise

et incubées a 1’obscurité jusqu’a ce que les germes atteignent 3 a 4 cm de longueur.

11.3 Dispositif expérimental

Trois types de sol, a savoir le sol sous G. banksii, le sol sous pseudo-steppe et le sol
forestier, provenant du site d’étude de lanjomara ont été préparés pour une
expérimentation sous serre visant a suivre le développement des deux plantes et 1’évolution
de la communauté microbienne du sol. Les sols ont été partagés dans des pots plastiques de
1L. Vingt et cing répétitions ont été effectuées pour chaque espéce de plante et pour
chaque type de sol.

Une graine pré-germée des essences forestieres (l. bijuga ou D. trichocarpa) a été plantée
dans chaque pot. Les pots ont été placés en randomisation totale, partagés en deux blocs de
méme composition et entretenus sous la serre du LME/CNRE (environ 12h de lumiere
naturelle par jour, 28°C de température moyenne du jour et 18°C de température moyenne
de la nuit). Les plants ont été arrosés deux fois par semaine avec de 1’eau du robinet sans

les fertiliser.

11.4 Evaluation des effets de I'installation de G. banksii sur le développement
de I. bijuga et D. trichocarpa
Les effets de I’installation de G. banksii dans le sol sur le développement des deux
essences ligneuses, (D. trichocarpa et I. bijuga) ont eté évalués en considérant des
parameétres liés au développement des plantes, aux infections des racines par des
microorganismes symbiotiques ou a la structure et au fonctionnement des microorganismes
du sol.
11.4.1 Développement de la plante
L’évolution du développement des plantes (I. bijuga et D. trichocarpa) pour chaque type

du sol a été évaluée en mesurant leurs biomasses aériennes et racinaires.
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11.4.1.1 Biomasse aérienne
Apres cing mois de culture, cing plants choisis au hasard ont été prélevés pour chaque
traitement, puis les parties aériennes et racinaires ont été separées au niveau du collet. Les
mémes plantes ont été utilisées pour la suite des activités.
La biomasse aérienne des plantes est constituée par I’ensemble des feuilles et des tiges au-
dessus du collet. Aprés un léger lavage a 1’eau du robinet, les parties aériennes ont été
enveloppées dans du papier aluminium, puis séchées dans une étuve a 100°C pendant 24h.
La biomasse aérienne est par la suite évaluée sur une balance de précision juste quelques
instants apres avoir sorti les échantillons de I’étuve. Cette précaution permet d’éviter
d’éventuel changement de poids des échantillons dii aux conditions de conservation au
laboratoire.

11.4.1.2 Biomasse racinaire
Les systemes racinaires de chaque plante prélevée ont été soigneusement récupérés. Les
sols rhizosphériques ont été récupérés en secouant les racines et éventuellement par ringage
a I’eau courante. Les sols ainsi obtenus ont été séchés a ’air libre, puis conservés a +4°C
pour des analyses microbiologiques. Apres avoir effectué les observations relatives au taux
de mycorhization, les systémes racinaires ont ¢té séchés a I’étuve 100°C pendant 24h. La
biomasse racinaire a été évaluée sur balance de précision juste quelques instants apres
avoir sorti les échantillons de 1’étuve.
11.4.2 Taux de mycorhization

11.4.2.1 Taux d’ectomycorhization chez I. bijuga
Aprés cing mois de culture sur les trois types de sol, le taux d’ectomycorhization d’l.
bijuga a été évalué sur les systemes racinaires des plantules. Le systéeme racinaire de
chaque plante a été soigneusement prélevé et rincé abondamment avec de 1’eau du robinet
puis étalé dans une boite de pétri contenant de I’eau distillée de maniere a obtenir une
répartition homogeéene des bouts de racine. Sur un champ de loupe binoculaire au
grossissement X40, contenant au moins cent bouts de racine, le nombre de bouts racinaires
ectomycorhizés a été compté. Au moins, trois comptages ont été effectués pour chaque
systéme racinaire. La moyenne ainsi obtenue donne le taux d’ectomycorhization en

pourcentage selon la formule suivante :

Nombre de racines ectomycorhizées

x 100

Taux d’ectomycorhization = - -
Nombre total de racines observées
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11.4.2.2 Taux d’endomycorhization chez D. trichocarpa
Le taux d’endomycorhization concerne uniquement les plants de D. trichocarpa. Cing
plantules ont été prises au hasard, et les systemes racinaires ont été lavés avec de 1’eau du
robinet. Les racines fines de chaque systeme racinaire ont été soigneusement prélevées et
colorées suivant la technique de Phillips et Hayman, (1970). Les racines ont été trempées
dans une solution de KOH 10% a 90°C pendant 30min. Elles ont été, par la suite, rincées
plusieurs fois a 1’eau distillée et puis colorées dans une solution de bleu trypan 0,5%
pendant 30 min a 90°C. Avant I’observation sous microscope optique (grossissement X40),
les racines ont été lavées a 1I’eau du robinet puis découpées en morceaux d’environ 1cm et
déposées entre lame et lamelle a raison de 10 fragments par lame. La présence de vésicules
et/ou d’organe fongique indique la colonisation des racines de la plante par les
champignons endomycorhiziens. Environ 100 fragments ont été observés pour chaque

systeme racinaire. Le taux de mycorhization (TM) est donné par la formule suivante:

Nombre de fragments de racines colonisées 00

™ =

Nombre total de fragments de racines observées

11.4.3 Diversité morphologique et moléculaire des ectomycorhizes
11.4.3.1 Morphotypage des ectomycorhizes

Le morphotypage consiste a classer les différents morphotypes de bouts racinaires
ectomycorhizés selon des caractéres morphologiques observables a 1’ceil nu et/ou sous
loupe binoculaire. Chaque morphotype d’ectomycorhize a, par la suite, fait 1’objet d’étude
morphologique plus approfondie selon les criteres proposés par Agerer, (1991). La couleur
et la texture du manteau, la couleur et I'abondance des hyphes externes, la présence et la
couleur des cordons de chaque morphotype observé sous loupe binoculaire ont été utilisés
pour classer les morphotypes dans différents groupes. Tous les morphotypes ont été par la
suite conservés séparément dans des tubes de 1,5 ml contenant une solution GEE (Glycérol

30%, Ethanol 30% et Eau 40%) et stockés a -20°C pour des analyses moléculaires.

11.4.3.2 Analyse moléculaire des ectomycorhizes
L’analyse moléculaire des ectomycorhizes consiste a identifier le taxon prélevé en utilisant
les techniques moléculaires. Cette caractérisation spécifique a été réalisée en étudiant le
polymorphisme de I’ITS (Internal Transcribed Spacer) de I’ADN ribosomique nucléaire
des cellules fongiques par la techniqgue de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-

Restriction Fragment Length Polymorphism) et du séquengage de I’ITS.
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11.4.3.2.1 Extraction de ’ADN des ectomycorhizes

Il existe différents protocoles d’extraction d’ADN qui suivent approximativement le méme
schéma de principe :

= lyse des cellules ;

= élimination des protéines ;

= élimination des autres acides nucléiques (ARN, etc.) ;

= concentration de I'ADN par précipitation a l'alcool.
Différentes variantes sont employées, suivant que l'on cherche a extraire de I'ADN
génomique (issu du ou des chromosomes des cellules analysées) ou de I'ADN plasmidique
(provenant de plasmides portés le plus souvent par des cellules bactériennes comme
Escherichia coli). Des kits commerciaux sont disponibles pour réaliser rapidement ces
extractions a l'aide de réactifs préts a I'emploi.
Dans notre cas, I’ADN génomique a été extrait a ’aide de kits commerciaux, DNeasy plant
mini kit (Qiagen). Ce kit permet d’extraire en méme temps 1’ADN fongique et I’ADN de la
plante a partir des structures ectomycorhiziennes. L’extraction a été faite, selon les
directives du fabricant du kit, au Laboratoire de Microbiologie de 1I’Environnement du
CNRE (Madagascar). Les extraits ont été, par la suite, séchés au vacuum afin de préserver
leur qualité. Les analyses moléculaires ont été réalisées a I’Université Laval (Québec,
Canada) (Laboratoire de I’Institut Biologique et Intégrative des Systémes) ou les
¢chantillons d’ADN ont été remis en suspension dans 30 pl d’eau Gibco dés ’arrivée au
laboratoire puis conservés a -20°C.

11.4.3.2.2 Amplification de la région ITS

Parmi les approches moléculaires disponibles en systématique fongique, nous avons utilisé
celle basée sur 1’analyse des séquences de ’ADN ribosomique. L’unité ribosomique
présente dans le génome de tous les organismes, est répétée en tandem chez les
champignons. Les séquences de cette unité contiennent a la fois des régions variables et
des régions conservées. Dans notre cas, la région ITS de I’ADN ribosomique nucléaire a
été la cible de la caractérisation. La région amplifiée comprend ITS-1, ADNr 5.8S et ITS-
2. Cette région, assez bien conservée a ’intérieur d’'une méme espéce fongique, est tres
variable d’une espéce a une autre et constitue donc un bon indicateur taxonomique a
I’échelle de I’espéce, chez bon nombre de champignons. Deux amorces universelles ITS1F
(5’CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA3Z’) I’amorce spécifique des champignons (Gardes
et Bruns, 1993) et ITS-4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3”) (White et al., 1990) ont éte

utilisées pour I’amplification. La réaction d’amplification a été réalisée en ajoutant dans un
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mélange réactionnel de volume final de 20 pL: 1 pL d’échantillon d’ADN; 1,2 pL de
MgCl; (25mM); 0,4 uL de dANTPs (10mM), 0,2 pL d’enzyme de polymerase (Taq Sigma,
5U par réaction); 0,4 uLL d’amorces (25 uM) et 2 uLL du tampon enzyme (10X, Sigma). Les
amplifications se sont déroulées dans un thermocycler selon le programme suivant : la
dénaturation initiale d’ADN pendant 4 min a 94°C suivi de 35 cycles a trois étapes
(dénaturation pendant 1 min a 94°C, hybridation des amorces pendant 1 min a 55°C,
élongation de I’ADN pendant 1 minute a 72°C) puis élongation finale de 10 min a 72 °C.
Les produits d’amplification ont été vérifiés par la technique de 1’électrophorese. Cette
technique consiste a faire migrer sur un gel d’agarose a 1%, préparé avec du tampon TAE
1X (0,02 M Tris-Acétate ; 0,05 mM EDTA), un aliquot de 4pL des produits PCR + 1uL de
tampon de charge (6x Load, Proméga). L ¢lectrophoréese se déroule dans du tampon TAE
1X (0,02 M Tris-Acétate ; 0,5 mM EDTA) sous une tension de 100V pendant 120 min.
Afin d’estimer la taille des fragments amplifiés, un marqueur de masse moléculaire (100
pb ladder, Proméga) a été mis a migrer paralléelement avec les produits d’amplification. Les
fragments d’ADN ont été visualisés sous UV (UVP, GelDoc-It 310 Motorozed Lens) aprés
avoir trempé le gel dans une solution de bromure d’éthidium 1% pendant 20 min suivi d’un
rincage dans de I’eau distillée pendant 15 a 20 min.
11.4.3.2.3 Analyse RFLP des produits d’amplification de la région ITS

La technique de ITS-RFLP consiste a une digestion enzymatique de la région ITS. Elle
permet d’identifier le polymorphisme d’une population ou communauté par restriction
d’une zone ou région d’ADN bien ciblée, dans la plupart des cas, une région ou une zone
ou des mutations ponctuelles peuvent se passer engendrent une apparition ou une
disparition de sites de restriction. Trois enzymes de restriction : Alu I, RSal, Hinf I
(Promega) ont été utilisées pour digérer les fragments PCR-ITS. Un aliquot de 12 uL de
chaque échantillon d’ADN amplifié a été¢ digéré dans un volume final de 25 puL d’un
mélange réactionnel contenant 2,5 yuL de tampon NEB #4 recommandé pour tous les
quatre enzymes de restriction et 0,25 pL d’enzyme de restriction. Les échantillons ont été
ensuite incubés pendant 2h a 37°C. Les produits des digestions enzymatiques ont été
analysés par électrophorese sur un gel d’agarose 2% qui comprend 7,5g d’agarose (1,5%),
25ml d’¢éthanol et 2,5g de synergel (0,5%) permettant la séparation de fragments d’ADN
de petite taille. Un marqueur de poids moléculaire (100pb ladder Promega) a été charge
parallélement aux produits de la digestion pour permettre la détermination de la taille des
fragments digérés. La migration se fait dans du tampon TAE 1X (0,04 M Tris-Acétate ;

1mM EDTA). Les profils de restriction ont été visualisés et photographiés et les tailles des
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fragments déterminées comme précédemment décrit pour les amplifiants. Les profils de
restriction identiques sont groupés dans une unité taxonomique opérationnelle (OTU).
11.4.4 Nodosités chez D. trichocarpa
11.4.4.1 Collecte et conservation de nodules
Sur le systéme racinaire de D. trichocarpa, cultivé dans des pots contenant respectivement
les trois types de sol, les nodules formés ont été collectés et dénombrés. Ces nodules ont
été conservés dans des tubes contenant du gel de silice (silicagel) pour I’isolement ultérieur
des bactéries nodulant les Iégumineuses (BNL).
11.4.4.2 1solement et purification des isolats de BNL a partir de nodules

L’isolement des isolats de BNL a été réalisé a partir de nodules frais ou de nodules secs
(seuls les nodules issus de D. trichocarpa cultive sur le sol sous G. banksii ont fait I’objet
d’isolement). Les nodules frais ont été utilisés directement, alors que ceux qui sont
conservés par dessiccation ont été réhydratés a 1’aide de I’eau distillée stérile. La technique
consiste & imbiber & I’aide de I'eau distillée stérilisée, les nodosités pendant 4 a 24 heures
selon 1’état des nodules. Une fois que ces nodosités ont repris leur volume initial, elles ont
été désinfectées superficiellement dans 1’alcool 96°C pendant 5 a 10 secondes suivi d’un
ringage successif avec de 1’eau distillée stérile 5 a 10 fois. Les nodules ont été, par la suite,
déposés dans une boite de pétri stérile dans deux a trois gouttes d’eau distillée stérile par
nodule puis écrasés avec une pince stérile pour obtenir une suspension de nodules. Un
¢talement de la suspension de nodule a été fait a I’aide d’une anse de platine selon la
technique des quatre cadrans (Vincent, 1970) sur des boites de pétri contenant
préalablement de milieu YMA (Yeast Mannitol- Agar). Les boites ensemencées ont été par
la suite incubées dans une étuve a 30°C pendant 48 a 72 heures. La purification des isolats

obtenus a été effectuée par un repiquage successif des colonies dans un milieu de culture

DO

Figure 16 Ensemencement par la technique des quatre cadrans (Vincent, 1970)
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11.4.4.3 Conservation des isolats
Les isolats sélectionnes ont été ensemencés dans des tubes contenant du milieu YMA
dépourvu de rouge Congo a gélose inclinée puis maintenu a + 4°C. Une copie de chaque
isolat a été également conservée dans des congélateurs a - 20°C et a - 80°C dans des
cryotubes stériles contenant 100ul de glycérol 40% ensemencés par 1’isolat pur a 1’aide

d’une anse de platine.

11.4.4.4 Test de nodulation

Le test de nodulation des isolats vise a identifier et a évaluer leur aptitude a former des
nodules avec la plante hote dans des conditions bactériologiquement contrélées (Vincent,
1970 ; Beck et al., 1993). Ce test consiste en 1’inoculation des plantules de D. trichocarpa
avec ces isolats dans des tubes Gibson contenant une gélose inclinée de milieu de Jensen
(Gibson, 1963) (Composition du milieu Jensen en annexe 5). L’inoculation a été effectuée,
apres 3 a 4 jours de repiquage des graines, par ajout dans le milieu de Jensen en tube 1ml
de culture des isolats de BNL en milieu YM liquide en phase exponentielle. Les plantes ont
été incubées dans une chambre de culture (température moyenne 25°C, 12h de lumiére et
et 12h d’obscurité). La formation des nodules au niveau des systémes racinaires a éte
veérifiée tous les jours durant les 6 a 8 semaines du test.

Ce test permet de sélectionner les isolats de BNL capables de ré-noduler D. trichocarpa.
La capacité des isolats efficients a stimuler le développement de D. trichocarpa sera par la

suite testée sur le sol pré-colonisé par G. banksii (Chapitre V).

11.4.4.5 Caractérisation moléculaire des isolats de BNL
Tous les isolats de BNL efficients ont fait 1’objet d’extraction d’ADN génomique.
L’extraction d’ADN a été effectuée en utilisant le protocole décrit par Sritharan et Barker
(1991) (protocole donné dans 1’annexe 6). Un microlitre de lysat dilué contenant tout
I'ADN de I’isolat bactérien a été traité par un appareil PCR de type Eppendorf AG
2233/Hamburg a l'aide de deux amorces bactériennes universelles ciblées pour
1’ADNTr16S:
» Amorce 1. RD1 (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) Weisburg W.G et al., (1991)
» Amorce 2. FGPS6 (5-GGAGAG TTAGATCTTGGCTCA-3"), Normand et al., (1992)
L’utilisation de ces amorces spécifiques permet d’amplifier un segment d’ADN d’environ
1300 paires de base.
Les échantillons d’ADN ont été par la suite utilisés pour produire plusieurs copies d’une

zone spécifique de I’ADN (la région codée par I’ARN 168S). Le sequencage des fragments
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d’ADNr 16S a été par la suite effectué et les séquences ainsi obtenues ont été comparées a
I’ensemble de celles déja déposées dans les bases de données du NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov /).

11.4.5 Activités enzymatiques du sol

Pour chaque type de sol et chaque type de plante, 1’activité microbienne totale du sol
mesurée par la capacité des microorganismes a hydrolyser la Fluorescéine Diacétate (FDA)
et I’activité des enzymes phosphatasiques actives en milieu acide ou alcalin hydrolysant le
para Nitrophenyl Phosphate (p-NPP) ont été évaluées selon la technique décrite au chapitre
I (paragraphe 11.4.2.2). La quantité des produits de I’hydrolyse qui sont respectivement de
la fluorescéine et du p-NPP a été évaluée au spectrophotometre respectivement sous la
longueur d’onde 490 nm et 400 nm. Les résultats sont exprimés par la quantité de produit

d’hydrolyse par gramme de sol et par unité de temps.

11.4.6 La diversité microbienne du sol

La flore totale cultivable du sol, les actinomycétes ainsi que la flore capable de solubiliser
le phosphate dans chaque type de sol ont été dénombrés. Le nombre de ces groupes de
microorganisme a été évalué respectivement sur milieu TSA (Triptic Soy Agar), milieu
Waksman et milieu TCP (Phosphate TriCalcique). Cent microlitre d’une dilution précise
de la solution de sol ont été étalés sur le milieu solide pré-fabriqué spécifique pour chaque
groupe de microorganisme. Le nombre de la flore totale cultivable a été compté apres 24,
48 et 72 heures d’incubation a 30°C. Les colonies d’actinomycéte ont été dénombrées
aprés 7jours d’incubation. Les colonies bactériennes solubilisatrices de phosphate se
distinguent des autres microorganismes sur milieu TCP par leur capacité a solubiliser cette
source de P qui se traduit par 1’apparition de halo clair autour des colonies alors que le

reste du milieu reste opaque.

III RESULTATS

111.1 Développement de I. bijuga et de D. trichocarpa sur les 3 types de sol
L’évolution du développement de I. bijuga et de D. trichocarpa sur les sols issus de type
de vegétation différente est présentée dans la figure 17. Ces résultats ont montré que les
deux essences forestieres se developpent significativement moins sur le sol sous G. banksii
et sous pseudo-steppe que sur le sol forestier. De méme, ce faible développement des
plantes a été accompagne par des tres faibles taux d’ectomycorhization pour |. bijuga. Par
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contre, aucune différence significative n’a été observée entre les taux de mycorhization de

D. trichocarpa enregistrés sur les trois types de sol (Tableau 13).

Biomasses de I. bijuga Biomasses de D. trichocarpa
5 (b) - 0,16
£ Bio. A . % g 014 B Bio. A
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Type de sol Type de sol

Figure 17. Evolution du développement de I. bijuga et de D. trichocarpa sur les 3
types de sol

Les traitements suivis d’une méme lettre et de méme couleur constituent un groupe statistiquement
homogene, au seuil de probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls

Sigle: (P) sol sous pseudo-steppe, (G) sol sous G. banksii, (F) sol forestier
(Bio. A): Biomasse aérienne, (Bio. R): Biomasse racinaire

Tableau 13: Variation du taux d’ectomycorhization de 1. bijuga et taux
d’endomycorhization de D. trichocarpa sur les trois types de sol

Taux de mycorhization (%)

l. bijuga D. trichocarpa
Sol sous pseudo-steppe 18,4 a 63,4 a
Sol sous G. banksii 12,6 a 64,3 a
Sol forestier 452 Db 73,4 a

Les données dans la méme colonne suivies par la méme lettre ne sont pas
significativement différentes selon le test de Newman-Keuls (p<0,05)

111.2 Nodosités chez D. trichocarpa sur les trois types de sol
Apres cinqg mois de culture de D. trichocarpa sur les sols d’étude, des différences
significatives du nombre de nodules par plantule ont été observées entre les 3 types de sol,
selon le test de Newman Keuls au seuil de probabilité 0,05 (Figure 18). En effet, le taux de
nodulation a enregistré sa plus faible valeur sur le sol colonisé par G. banksii. Par contre,
les plants cultivés sur le sol sous pseudo-steppe et sur le sol forestier ont présenté des taux

de nodulation comparables.
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Figure 18. Variation du nombre de nodules par plantule de D. trichocarpa sur trois
types de sol

Les traitements suivis d’'une méme lettre constituent un groupe statistiquement homogene, au seuil de
probabilité 0,05, selon le test de Newman-Keuls

Sigle: (P) sol sous pseudo-steppe, (G) sol sous G. banksii, (F) sol forestier

111.3 Caracteres morphologiques des ectomycorhizes chez I. bijuga sur les trois

types de sol
La caractérisation morphologique des ectomycorhizes sur les racines de I. bijuga a été
basée sur les quatre criteres suivants: (i) couleur du manteau, (ii) texture du manteau, (iii)
ramification des fragments mycorhizés, (iv) couleur des hyphes fongiques. Ainsi, 10
morphotypes ont été récoltés sur le sol forestier, 5 sur le sol sous G. banksii et 5
morphotypes sur le sol sous pseudo-steppe (Tableau 14). En comparant tous les
morphotypes observés dans les trois types de sol, 11 morphotypes ont été identifiés. Quatre
morphotypes (M1, M2, M8, M10) ont été partagés par les plants du sol forestier et ceux du
sol sous G. banksii. Un autre morphotype (M11) a été observeé a la fois sur les plants du sol
sous G. banksii et ceux du sol sous prairie. Par contre, trois morphotypes (M3, M5 et M6)

ont été récoltés uniquement sur les plants du sol forestier.
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Tableau 14 : Diversité morphologique des ectomycorhizes de plants de I. bijuga sur les
3 types de sol

Type de sol
Morphotype F G P Caracteres morphologiques

M1 (¥) (#) (-) Marron, texture ornementé, non ramifié, absence
d’hyphe

M2 (+) (+) (-) Jaune, texture ornementé, non ramifié, absence
d’hyphe

M3 (+) () (-) Nair, texture ornementé, non ramifié, hyphe marron

M4 (+) () (+) Blanc, texture lisse, non ramifié, hyphe jaune

M5 (+) () () Marron foncée, texture ornementée, non ramifiée,
Hyphe marron

M6 (+) () () Marron clair, texture ornementé, non ramifié,
absence d’hyphe

M7 (+) () (+) Marron clair, texture lisse, ramifié, hyphe jaune

M8 (*) (¥) (+) Marron clair, texture lisse, non ramifie, absence
d’hyphe

M9 () () (+) Marron, texture ornementé, non ramifié, hyphe
jaune

M10 (¥) (*) () Marron foncée, texture ornementé, ramifié, hyphe
marron

M11 () () (+) Jaune, texture lisse, non ramifié, hyphe jaune

(+) présence ; (-) absence ; (P) sol sous pseudo-steppe ; (G) sol sous G. banksii ;
(F) sol forestier ; (M) morphotype ;

I11.4 Diversité génétique des ectomycorhizes de plants de I. bijuga
Pour tous les 11 morphotypes d’ectomycorhize observés au niveau des systémes racinaires
d’l. bijuga cultivé sur les trois types de sol, trois échantillons par morphotype et par type
de sol ont été utilisés pour extraire I’ADN du champignon formant les mycorhizes. Au
total, 60 échantillons d’ADN ont fait I’objet de caractérisation moléculaire. Une
amplification des fragments d’ADN par PCR (région ITS) suivie par la fragmentation des
produits amplifiés (RFLP) par les enzymes de restriction a eté effectuée. Parmi les 60
¢chantillons d’ADN, on a pu amplifier par la technique de PCR-ITS 30 extraits d’ADN. Le
groupement des amplifiants en OTUs a été basé sur 1’utilisation combinée de trois enzymes
de restriction (Hinfl, Rsal et Alul) (Photo 8). En effet, ces amplifiants sont groupés dans 17
OTUs dont 11 OTUs dans le sol forestier, 3 OTUs dans le sol de pseudo-steppe et 30TUs
dans le sol de G. banksii (tableau 15). Aucun OTU commun n’a été observé pour les trois
types de sol indiquant que la technique de RFLP utilisant les trois enzymes cités ci-dessus

n’a décelé aucun morphotype commun chez les plants de I. bijuga cultivé sur les trois sols.
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7c 8b 1gb 18a 18d 18b 21b 22b 23c 23d 25c 21c 24c 6d 23a 24a

7c 8b 16b 18a 18d 18b 21b 22b 23c 23d 25c 21c 24c 6d 23a 24a

Photo 8 Profils RFLP des morphotypes d’ectomycorhize des plants de I. bijuga selon
les trois enzymes de restriction (Hinfl, Rsal et Alul)
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Tableau 15 : Regroupement des bandes de restriction de la région ITS en OTUs par
les 3 enzymes (Hinfl, Rsal et Alul)

Taille des bandes ITS et RFLP (pb) Traitement
ITS Hinfl Rsal Alul
OTU 1 600 300/300 595/5 440/160 F
OTU 2 600  275/200/125 595/5 575/25 F
OTU 3 600 325/275 375/225 440/160 P
OoTU 4 800 625/175 400/350 725/75 P
OTUS 600 330/270 595/5 575/25 F
OTU 6 600  240/180/120 595/5 575/25 F
OoTuU7 600  280/220/120  500/100 415/185 G
OoTuU 8 700  320/300/80 595/5 450/250 P
OTU9 600  240/180/120 595/5 595/5 F
OTU 10 600 325/275 600 600 G
OTU 11 600  240/180/120 595/5 575/25 F
OTU 12 600  280/220/120  500/100 415/185 G
OTU 13 600 240/180/120  575/25 575/25 F
OTU 14 600 325/275 595/5 600 F
OTU 15 600 425/175 595/5 600 F
OTU 16 600  225/175/100 595/5 600 F
OTU 17 800 375/75 725/75  500/200/100 F

(P) sol sous pseudo-steppe ; (G) sol sous G. banksii ; (F) sol forestier

111.5 Identité des BNL chez D. trichocarpa cultivé sur le sol sous G. banksii.
En utilisant deux amorces RD1 et FGPS6, nous avons pu amplifier les extraits d’ADN des
isolats de BNL. Les bandes se sont trouvées entre la taille 1200 et 2000pb du marqueur du
poids moléculaire (Photo 9). Les ADN des quatre isolats de BNL sur les 19 sélectionnés

ont été séquencés indiquant ainsi leur appartenance au genre Burkholderia (tableau 16).

Marqueur
du PM

l

2 2000pb

< 1200pb

Rl R3 R4 R5 R8 R10 R12 R13 R14 R15 R16 R17 R18 R19 T(+) T(-)

Photo 9 Profil PCR des BNL isolés sur D. trichocarpa cultivé sur le sol sous G. banksii
Sigles : (R) rhizobium; (T+) témoin positif; (T-) témoin négatif
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Tableau 16 : Identité moléculaire de quatre BNL piégées avec D. trichocarpa dans le
sol sous G. banksii

Code  Numéro d’accession % ldentités Espéce

GR4 JF792427 766/826(93%) Burkholderia arboris
GR5 AY677088 643/683(94%) Burkholderia cepacia
GR6 JX868558 539/557(97%) Burkholderia arboris
GR8 JX987284 252/281(90%) Burkholderia sp.

I11.6 Activités enzymatiques et nombre de microorganisme dans les sols de
culture de I. bijuga et D. trichocarpa
De faible développement des microorganismes bénéfiques pour les plants (Bactéries
solubilisatrices de phosphates, actinomyceétes) a été enregistré dans le sol sous G. banksii
(Gb) et dans le sol sous pseudo-steppe (Ps) ou D. trichocarpa et I. bijuga ont été cultivés.
Il en est de méme pour les activités enzymatiques, les sols sous G. banksii et sous pseudo-
steppe ont présenté des activités microbiennes globales et des activités phosphatasiques

plus faibles que celles enregistrées dans le sol forestier (Fr) (Tableau 17).

Tableau 17 : Activités enzymatiques (A) et nombre (B) de microorganismes dans les

trois types de sol apres culture de 1. bijuga et D. trichocarpa

A ug de Fluorescéine. h™. g™ g de p-Nitrophenol. h™. g™
Activité microbienne globale Phosphatase acide ~ Phosphatase alcaline
Ps 928,30 a 136,42 a 6,11a
Gb 1288,02 a 120,55 a 7,46 a
Fr 1529,69 b 163,01 b 39,05b
UFC/g de sol
B Flore totale cultivable Solubilisatrice de phosphate Actinomycétes
Ps 5833 a 1700 a 233 a
Gb 21567 b 2000 a 1500 a
Fr 25667 b 4733 b 1166 a

Les données dans la méme colonne suivie par la méme lettre ne sont pas significativement
différentes selon le test de Newman-Keuls (p<0,05)

Sigles : (Gb) sol sous G. banksii, (Ps) sol sous pseudo-steppe, (Fr) sol forestier
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IV. DISCUSSION

L’objectif de ce chapitre était d’évaluer le développement de deux essences forestiéres (.
bijuga et D. trichocarpa) ainsi que leurs microorganismes associés sur le sol préalablement

envahi par G. banksii.

IV.1 Evolution du développement de I. bijuga et Intsia bijuga sur le sol envahi par G.
banksii

Les résultats sur I’inventaire floristique des trois formations végétales de la zone d’étude
ont montré que la plante exotique envahissante, G. banksii et les especes natives de
Madagascar ne se développent pas sur les mémes endroits (Chap. I). Face a cette situation
et afin d’identifier les stratégies permettant d’améliorer la régénération des especes de
plantes natives, il est important de savoir le comportement de ces derniéres vis-a-vis des
sols envahis par I’espéce invasive, G. banksii.

Apres cing mois de culture sous serre, nos résultats ont montré que les deux essences
forestiéres se développent mieux sur le sol forestier que sur le sol envahi par G. banksii et
sur le sol sous pseudo steppe. Ces résultats corroborent ceux déja démontrés par d’autres
scientifiques dans le domaine. En travaillant sur d’autres espéces de plantes invasives
(Eupatorium adenophorum, Alliaria petiolata), des auteurs ont déja montré que le
développement de plusieurs especes de plantes natives est fortement inhibé sur le sol
dominé par certaines espéces invasives (Yu et al., 2005 ; Stinson et al., 2006). D’autres
études ont également expliqué que les effets des plantes invasives sur la communauté de
plantes dans un écosystéme envahi varient avec les habitats et dépendent surtout du statut
de chaque individu de plante native présente (Gaertner et al., 2009 ; Thiele et al., 2010).
Nos résultats s’ajoutent a ceux obtenus par Reinhart et Callaway, (2006) qui indiquent que
la modification des communautés microbiennes du sol induite par la plante invasive permet
a cette derniére de faciliter son invasivité et réduit considérablement la performance des
plantes natives. Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer ce phenomeéne
d’inhibition du développement des plantes natives via ’installation des especes invasives.
L’une d’entre eux avance que le sol envahi contient des micro- OU macroorganismes
pathogénes pour les plantes natives ou que ce sol envahi présente de faible communauté
microbienne bénéfique et indispensable pour le développement ou la performance des
plantes natives. Certaines investigations ont conclu que 1’espéce invasive, dans son milieu
de propagation, peut changer les communautés microbiennes du sol (Callaway et al.,
2004) ; en produisant par exemple des substances allélopathiques (Benjamin et al., 2008).
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Ceux qui perturbent énormément les associations mutuelles qui peuvent se former au
niveau des racines des plantes natives inhibant ainsi leur développement (Richardson et al.,
2000; Callaway et Ridenour, 2004 ; Stinson et al., 2006). Dans ce sens, Sarah et al., (2003)
ont suggéré que I’interaction compétitive entre plantes exotiques envahissantes et plantes
natives dépend, dans plusieurs cas, des isolats de champignon mycorhizien présent dans le

milieu.

IV.2 Fonctionnement de I’association symbiotique chez 1. bijuga et D. trichocarpa
cultivés sur le sol envahi par G. banksii

Sur le sol envahi par G. banksii, le taux de la mycorhization arbusculaire et de la
nodulation sur les plants de D. trichocarpa ont été significativement faibles, comparés a
ceux enregistrés sur le sol forestier. Des auteurs ont déja signalé des réductions
significatives du taux d’infection mycorhizienne chez les plantes qui se développent sur
des sols perturbés (Reeves et al., 1979 ; Miller, 1979) et/ou dégradés (Powell, 1980). Ces
réductions du taux d’infection mycorhizienne ont été dis soit par un potentiel infectieux
mycorhizogene (PIM) faible du sol qui est a I’origine de la faible colonisation des racines
(Smith et Read, 1997), soit par la faible présence des champignons capables de coloniser
les systémes racinaires des plantes natives, ou I’incompatibilité entre champignon
mycorhizien du sol et la plante hote (Hawkes et al., 2006 ; Vandenkoornhuye et al., 2002).
Dans plusieurs cas, la forte présence des plantes invasives affecte négativement la
colonisation des plantes natives par les champignons mycorhiziens dans les milieux
envahis (Mummey et al., 2005). Sous ces conditions, ce sont les plantes fortement
dépendantes des mycorhizes qui souffrent beaucoup (Siqueira et al., 1998 ; Sharma et
Adholeya, 2000; Reeves et al., 1979 ; Miller, 1979). Dans notre cas, les sols sous la plante
invasive G. banksii présentent des faibles PIM malgré la densité élevee en spores
endomycorhiziens. Ceux qui suggerent que la viabilité¢ des spores de champignon
endomycorhizien ainsi que leur capacité a coloniser les racines de D. trichocarpa ont été
fortement inhibés par I’installation de la plante invasive. Ces résultats corroborent ceux
obtenus par Hawkes et al., (2006) qui ont démontré une faible colonisation de champignon
mycorhizien arbusculaire sur les racines de plante native dans la zone envahi par Bromus
tectorum en Utah.

La faible nodulation des racines de D. trichocarpa enregistrée sur le sol pré-colonisé par G.
banksii ne fait que confirmer ce qu’on a déja présenté dans le chapitre Il sur I’inhibition de

la nodulation par I’extrait de G. banksii chez D. trichocarpa cultivé in vitro. Nous avons
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déja présenté dans le chapitre Il du présent document que la majorité des isolats de BNL
isolés dans le sol influencé par G. banksii sont incompatibles avec les plantules de D.
trichocarpa méme si leur développement n’a pas été inhibé par 1’extrait de G. banksii. Cela
suggere que I’installation de G. banksii avait un effet sélectif sur les rhizobia éliminant
ainsi les isolats compatibles avec D. trichocarpa. Ces résultats corroborent ceux obtenus
par Sanon et al en 2009 montrant I’effet inhibiteur de ’extrait aqueux d’Amaranthus
viridis vis a vis de la croissance de certains rhizobia in vitro entrainant ainsi une réduction
de la nodulation des espéces d’Acacia sur des expérimentations sous serre avec le sol sous
la plante invasive.

Chez I. bijuga, le taux de colonisation racinaire par les champignons ectomycorhiziens a
enregistré sa plus faible valeur sur le sol sous G. banksii dans une expérimentation sous
serre. Ce faible taux d’ectomycorhization pourrait étre attribué soit aux effets négatifs des
extraits des différents organes de la plante invasive sur le développement des champignons
ectomycorhiziens soit a la faible performance des champignons ectomycorhiziens vis-a-vis
de 1. bijuga dans le sol envahi par G. banksii. Toutefois, ce faible taux de colonisation
ectomycorhizienne pourrait engendrer des dysfonctionnements importants de la nutrition
minérale et hydrique des plantes (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Gianinazzi-Pearson,
1982 ; Plenchette, 1982 ; Strullu, 1991). Ce qui pourrait expliquer le faible développement
de 1. bijuga sur le sol de la plante invasive. A 1’échelle de 1’écosystéme forestier, des
auteurs ont déja montré que la diversité et I’abondance des champignons ectomycorhiziens
contribuent au fonctionnement de ces écosystemes (Aerts, 2002 ; Read et al., 2004). Dans
le chapitre précédent (chap II), les résultats ont montré que I’extrait aqueux de G. banksii
n’a pas affecté le développement des quatre champignons ectomycorhiziens associés a |.
bijuga, ce qui suggere que I’inhibition de 1’association ectomycorhizienne chez cette
plante native sur le sol de la plante invasive dépend d’autres facteurs que la toxicité des
différents organes de G. banksii. Parmi ces conditions, I’implication des racines protéoides
de la plante invasive dans le phénoméne d’inhibition du fonctionnement de la symbiose
ectomycorhizienne pourrait étre une piste intéressante. Dans ce sens, I’identification des
molécules constitutives des exsudats des racines protéoides ainsi que le test d’antagonisme
de ces exsudats sur les microorganismes bénéfiques de plante native feront I’objet de la
suite de ce travail.

En considérant la totalité des microorganismes dans le sol, nos résultats ont montré que
I’installation de la plante invasive a fortement perturbé la structure (nombre de la flore

totale et des groupes de microorganismes bénéfiques) et le fonctionnement (activité
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microbienne globale) des microorganismes du sol. Avec d’autres plantes invasives, des
auteurs ont déja rapporté des modifications de la structure et du fonctionnement des
communautés microbiennes du sol apres installation des especes de plante exotique (Wolfe
et Klironomos, 2005 ; Van Der Putten et al., 2007). 1l a été déja rapporté également que
ces modifications affectent le fonctionnement des symbioses racinaires étant donné
I’interaction positive entre les symbioses racinaires et certains microorganismes du sol

(Garbaye, 1991 ; Garbaye, 1994).

V. CONCLUSION

En bref, ce chapitre nous a permis de décrire I’impact de I’installation de G. banksii sur le
développement et la régénération des essences autochtones de Madagascar. Ainsi, nous
avons enregistré un développement moins stimulé des deux essences natives (l. bijuga et
D. trichocarpa) sur le sol de G. banksii. Cette situation a été due en partie par la
perturbation du fonctionnement et de la structure de la microflore symbiotique ainsi que
ceux de leurs microorganismes associés qui interviennent dans le développement de la
majorité des plantes. La colonisation racinaire par les champignons endomycorhiziens
ainsi que la nodulation des plantules de D. trichocarpa se trouvent fortement perturbées sur
le sol envahi. Pour les bactéries nodulant les légumineuses, ces perturbations affectent a la
fois le nombre de nodules formés et la diversité des bactéries. Ces perturbations ont affecté
également le fonctionnement et la diversité des champignons ectomycorhiziens qui ont été
moins actifs sur I. bijuga dans le sol de G. banksii. Les recherches de symbiotes
microbiens capables de stimuler le développement des deux plantes natives sous les
conditions du sol de G. banksii feront donc I’objet de 1’étude du prochain chapitre.
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Chapitre IV

MYCORHIZATION CONTROLEE DE Intsia bijuga ET DE
Dalbergia trichocarpa SUR LE SOL ENVAHI PAR G. banksii

I. INTRODUCTION

La présente étude a demontré dans les chapitres précédents que I’installation de G. banksii
a entrainé des changements profonds dans la structure de la couverture végétale native de
la zone envahie. Parallé¢lement, 1’invasion par cette espeéce a provoqué également des
perturbations des propriétés physico-chimiques et biologiques du sol, plus
particulierement, la structure et la diversité fonctionnelle des microorganismes
symbiotiques et leurs microorganismes associés, composante fondamentale de la
dynamique des principaux cycles biogéochimiques des éléments dans le sol. Le
développement et la régénération de deux essences forestiéres natives de Madagascar,
Intsia bijuga et Dalbergia trichocarpa ont été parmi les plus touchés par ces perturbations
(Andrianandrasana et al., 2014). Pour remédier a cette situation, I’apport artificiel de
souches de symbiotes microbiens efficaces reste ainsi une des alternatives intéressantes
permettant de reconstituer la couverture végétale dans les zones perturbées et de faciliter la
régénération des essences forestieres natives. Des auteurs ont déja démontré que la
capacité d’une espece végétale a tolérer un stress d’origine biotique et/ou abiotique dépend
du degré d’établissement et de fonctionnement des relations symbiotiques entre les
symbiotes et la plante hote (Odum, 1959 ; Barea et al., 1997). Ainsi, I’établissement des
structures symbiotiques est souvent a 1’origine de la sécrétion d’exsudats racinaires qui
stimulent le développement et I’activité des microorganismes du sol (Altomare et al.,
1999 ; Singh et Kapoor, 1999), particulierement certains groupes bactériens impliqués dans
le déroulement des principaux cycles biogéochimiques (N, P et C) (Frey-Klett et al., 2005).
D’un autre cOté, le succés de nombreuses especes de légumineuse face aux différents stress
environnementaux dépend essentiellement de leur capacité a valoriser 1’azote
atmosphérique grace a sa symbiose avec les bactéries fixatrices d’azote (Galiana et al.,
1998). Dans ce sens, des interactions positives entre les symbioses fixatrices d’azote et les
mycorhizes ont été également rapportées (Cornet et al., 1982). Ainsi, ces effets cumulés et
bénéfiques des deux structures mycorhiziennes ont été démontrés sur Acacia sp. (Roskoski
et al., 1986 ; Lal et Khanna 1993 ; De La Cruz et al., 1988) ; Albizia falcataria (Umali-
Garcia et al., 1988 ; De La Cruz et al., 1988 ; Wolde-Meskel et Sinclair, 1998) ; Leucaena
leucocephala (Roskoski et al., 1986 ; Koffa et De La Cruz, 1995) et Centrolobium

tomentosum (Marques et al., 2001). Ces effets ont concerné a la fois la
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nutrition azotée et phosphatée, la nodulation, la mycorhization et le développement de la
plante héte (Della-Cruz et al., 1988 ; Manjunath et al., 1984 ; Marques et al., 1997 ;
Herrera et al., 1993). De plus, certains auteurs ont déja démontré que I’interaction entre ces
deux types de symbiose joue des réles importants dans le maintien du bon fonctionnement
des écosystemes (Duponnois et al., 2001 ; Founoune et al., 2002 ; André et al., 2003).

Dans le présent chapitre, I’objectif principal était d’attenuer les effets négatifs de G.
banksii sur le déeveloppement de I. bijuga et D. trichocarpa en valorisant des souches
microbiennes symbiotiques (fongiques et bactériennes) performantes sélectionnées. Il
s’agit ainsi de tester la performance des isolats microbiens provenant de la zone d’étude
dans des expérimentations de co-inoculation des deux essences forestieres natives en
conditions contrblées utilisant des sols envahis par G. banksii. Des souches (bactéries et
champignons mycorhiziens) fournies par le Laboratoire de Microbiologie de
I’Environnement-CNRE dont la capacité a stimuler le développement de D. trichocarpa

et/ou I. bijuga a été déja déemontré, ont été utilisees comme références.

II. MATERIELS ET METHODES

11.1 Les partenaires symbiotiques

Il a été déja démontré que D. trichocarpa peut s’associer a la fois avec des champignons
endomycorhiziens et des bactéries fixatrices d’azote (Rasolomampianina, 2005). Cet
auteur a identifié plusieurs souches de rhizobia qui se sont montrées performantes sur le
développement de D. trichocarpa dont la plus intéressante a été codée STM 609. D’autre
étude a illustré également I’effet combiné de la souche STM 609 et une souche
endomycorhizienne, Glomus intraradices sur 1’amélioration du développement de D.
trichocarpa (Rajaonarimamy, 2010). Ces deux souches symbiotiques ont été utilisées
comme référence, dans le cadre de cette étude, pour évaluer la performance de deux autres
souches (une bactérie fixatrice d’azote et une souche endomycorhizienne) natives de la
zone d’étude. Au total 4 souches ont été utilisées pour 1’inoculation de D. trichocarpa dont
STM 609, Rhizobium native (Rn), Glomus intraradices (Gl) et MVA native (MVAN).
Pour la plante ectotrophe, I. bijuga, une étude antérieure sur le test de compatibilité avec
différentes souches de Pisolithus et de Scleroderme a conclu que le développement de cette
plante a été significativement amélioré avec une souche de Pisolithus codée PisO2
(Rakotoarimanga, 2010). Cette souche a été ainsi utilisée comme référence, dans le cadre
de cette étude, pour évaluer la performance d’une autre souche de Pisolithus codée Pis E,
isolée a partir de carpophore récolté dans la zone d’étude quant a la stimulation du
développement de 1. bijuga sur le sol envahi par la plante invasive.
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11.2 Préparation des inocula

11.2.1 Inoculum fongique

I1.2.1.1 Préparation d’inoculum endomycorhizien
La production d’inoculum de champignons endomycorhiziens a été réalisée sous la serre
du LME/CNRE sur des racines d’une plante hautement mycotrophique. Les deux souches
de MVA (Gl et MVAN) ont été cultivées sur des racines de sorgho (Sorghum sp.), dans des
pots contenant du sable stériliseé a 140°C pendant 40min. Apres la vérification de
I’infection des racines par ces souches (observation des mycorhizes arbusculaires dans les
racines apres trois semaines de culture), I’inoculum a été préparé en découpant les racines
de la plante en petits fragments d’environ 1 cm. Ces derniers ont €té mélangés avec le sol
rhizosphérique de sorgho contenant encore des spores du champignon arbusculaire.
L’inoculum fongique est donc formé par un mélange de fragments des jeunes racines
mycorhizées et de spores de champignon arbusculaire de la méme espéce.
I1.2.1.2 Préparation d’inoculum ectomycorhizien

Les souches de champignon ectomycorhizien utilisées dans cette expérience ont été
entretenues régulierement en culture dans des boites de Pétri contenant le milieu nutritif
MNM gélosé (Marx, 1969). Des erlenmeyers de capacité 500ml ont été remplis de milieu
de culture MNM liquide, bouchés avec du coton cardé puis autoclavés a 140°C pendant 20
min. Sous la hotte a flux laminaire et a une température de 25°C, le milieu MNM utilisé
comme substrat a été ensemencé par des implants fongiques prélevés sur des cultures
préalablement préparées sur milieu solide. Les cultures ont été par la suite incubées a
I’obscurité sous une température de 30°C jusqu’a ce que les myceélia fongiques colonisent
la totalité de la surface horizontale du substrat a I’intérieur des erlenmeyers.

11.2.2 Inoculum bactérien
Pour chaque souche, une pre-culture a été préparée a partir d’une colonie pure en utilisant
le milieu de culture YM (Vincent, 1970). Pour ce faire, les souches ont été repiquées dans
des tubes stériles de 50ml contenant préalablement 25ml du milieu YM. Les tubes ont été
incubés sous agitation et a I’obscurité a une température de 28°C jusqu’a la phase
exponentielle de croissance de chaque souche soit entre 3 et 7 jours d’incubation.
La pré-culture obtenue pour chaque souche a été utilisée pour ensemencer 200ml du milieu

Y M, préparés préalablement dans un erlenmeyer de 500ml, a raison de 10% (V/V).
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11.3 Inoculation en serre des plants de 1. bijuga et D. trichocarpa
11.3.1 Inoculation de D. trichocarpa
Deux types de sol ont été utilisés dans cette étude : sol sous la population homogéne de G.
banksii et sol sous pseudo-steppe. lls ont été prélevés dans les différentes parcelles du site
d’étude dans la partie Est de Madagascar (lanjomara-Vatomandry). Le sol sous pseudo-
steppe a été pre-colonisé par G. banksii pendant 12 mois sous serre. Ainsi, les propriétés
des deux types du sol ont été toutes influenceées par G. banksii mais c’est la durée de
I’installation qui est différente soit 1an (Sol envahi lan, codé SE1) et plus de 5ans (sol
envahi plus de 5ans, codé SE5).
Des graines pré-germées de D. trichocarpa (Technique de germination, chapitre 11l
paragraphe 11.4.4) ont éteé repiquées dans des gaines en plastique de pépiniére contenant
environ 500g de mélange du sol de culture et de sable stérilisé a 140°C pendant 40 min.
Neuf traitements chacun avec 25 répétitions ont été établis avec des simples et/ou des
combinaisons d’inoculation utilisant les souches de champignon et de rhizobium. Ces
traitements sont les suivants:

- Glomus intraradices seul ou simple inoculation

- STM 609 seul ou simple inoculation

- Rn seul ou simple inoculation

- MVAnN seul ou simple inoculation

- Glomus intraradices + STM 609 ou double inoculation

- Glomus intraradices + Rn ou double inoculation

- MVAnN + STM 609 ou double inoculation

- MVAnN + Rn ou double inoculation

- Témoin sans inoculation
L’inoculum fongique (environ 5g) a été versé dans un trou au centre de chaque pot ou les
plantules seront repiquées. Aprés 3 a 4 jours de repiquage des graines prégermées de D.
trichocarpa, 5ml d’inoculum de Rhizobium ont été injectés au niveau du trou de plantation
selon le traitement ci-dessus.
11.3.2 Inoculation de I. bijuga
Seul le sol préleve sous la population homogene de G. banksii a éte utilisé pour
I’inoculation de I. bijuga. Le sol a été partagé dans des pots plastiques de 1L. Vingt et cinq
répétitions pour chacune des deux souches de champignon ectomycorhizien ont été
préparees. Le temoin ne regoit aucune souche de champignon. Une graine pré-germée de I.
bijuga a été repiquee dans chaque pot. L’inoculation des plantules avec 10ml d’inoculum a
été effectuee une semaine apres repiquage des graines. Le traitement témoin recoit 10 ml

du milieu MNM liquide sans inoculum fongique par pot.
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I1.4 Evaluation des effets de I’inoculation
11.4.1 Biomasses des plantules des plantes natives
Pour tous les traitements, que ce soit avec I. bijuga ou avec D. trichocarpa, 5 plantules
prises au hasard ont été dépotées. Les parties aériennes et racinaires de chaque plantule ont
été séparées et enveloppées dans du papier aluminium. Ces biomasses ont été ensuite
séchées dans une étuve réglée a 100°C pendant 24h. Le poids sec des biomasses aériennes
et racinaires ont été mesurés a I’aide d’une balance de précision. Des mesures du taux de

phosphore et de I’azote ont été également effectuées sur la partie aérienne de la plante.

11.4.2 Dénombrement des nodules et taux d’endomycorhization chez D. trichocarpa

Aprés 5 mois de culture de D. trichocarpa, cing plantules par traitement ont été dépotées.
Les sols issus de chaque traitement ont été récupérés et conservés a + 4°C pour d’autres
analyses microbiologiques ultérieure. Le systéme racinaire de chaque plantule a éte
soigneusement lavé a I’eau courante. Les nodules formés sur les racines ont été nettoyés,
comptés et conservés dans des tubes contenant de silicagel pour 1’isolement ultérieur des
souches de BNL. Les racines ont été ensuite utilisées pour déterminer le taux de
colonisation par les champignons mycorhiziens arbusculaires. La technique consiste a
éclaircir et a colorer les morceaux de racines par la méthode de Phillips et Hayman, (1970).
Chaque systéme racinaire a €té ensuite découpé en morceaux d’environ 1 cm. Les
morceaux de racine ont été ensuite déposés entre lame et lamelle, et observés au
microscope au grossissement X40. Environ 100 fragments ont été observés pour chaque

systeme racinaire. Le taux de mycorhization a été calculé selon la formule suivante :

Nombre de fragments de racine colonisée

™ = X100

Nombre total de fragments de racine observée

I1.4.3 Morphotypage et taux d’ectomycorhization chez I. bijuga

Des racines de I. bijuga inoculées ou non avec des souches de Pisolithes ont été prélevées
aprés 5mois de culture sous serre ; a raison de 5 systémes racinaires issues de 5 plants
différents par traitement. Les racines courtes mycorhizées sont classifiées selon leurs
caractéres morphologiques proposés par Agerer, (1991) observes sous la loupe binoculaire.
Le taux de mycorhization des racines a été déterminé en comptant des bouts mycorhizés et
ceux non mycorhizés sur un champ contenant 100 fragments de racine. La fréquence de
chaque groupe de morphotype d’ectomycorhize a été également évaluée pour chaque

plante. Le taux de mycorhization a éte calculé de la facon suivante:

Nombres des racines ectomycorhizées

X100

Taux de Mycorhization = - ~
Nombre total des racines observées
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11.4.4 Mesure des activités des enzymes du sol aprés inoculation

La capacité des microorganismes a hydrolyser la fluorescéine diacetate (FDA) par leurs
enzymes permet d’évaluer I’activité globale de ces microorganismes du sol. La quantité de
fluorescéine, le produit d’hydrolyse, a été mesurée au spectrophotométre a la longueur
d’onde 490nm aprés une heure d’incubation du sol mélangé avec les différents réactifs a
30°C (Technique, chapitre | paragraphe 11.4.2.2.1).

L’activité de phosphatases d’origine microbienne du sol a été mesurée par leur capacité a
hydrolyser le substrat pNPP. La quantit¢ du produit d’hydrolyse, p-Nitrophenol, a été
évaluée au spectrophotometre sous la longueur d’onde 400nm, apres I’incubation du sol

mélangé avec les différents réactifs a 37°C (Technique, chapitre | paragraphe 11.4.2.2.2).

11.4.5 Identification moléculaire des symbiotes fongiques et bactériens chez les
traitements inoculés

Trois matériels biologiques dont les nodules de D. trichocarpa, les morphotypes
d’ectomycorhize chez I. bijuga et les échantillons du sol (SE5) issus de culture des deux
types de plante avec les différents traitements ont fait 1’objet d’une étude utilisant les
techniques de biologie moléculaire. L’objectif étant d’identifier les microorganismes
impliqués dans ces structures symbiotiques.

L’isolement des BNL a été effectué sur des nodules observés sur les systemes racinaires de
D. trichocarpa en utilisant la technique décrite dans le chap. 111 (paragraphe 11.4.4.2).

La technique décrite par Sritharan et Barker, (1991) a été utilisée pour I’extraction d’ADN
des souches de BNL (Annexe 6). Elle consiste a cultiver les bactéries dans un milieu de
culture YMA puis a mettre en suspension une colonie de bactéries dans 100ul de la
solution TTE (Tris 20mmol/l a pH8; Triton X-100 1% et EDTA 2mmol/l). La suspension
est par la suite déposée dans un thermocycler a 95°C pendant 10min puis refroidie a + 4°C.
Le produit obtenu constitue 1’échantillon d’ADN de bactéries étudiées. Différents couples
d’amorce ont été utilisés pour ’amplification de ces échantillons d’ADN entre autre le
RD1/FD1 et FGPS6/RD1. La composition réactionnelle et le cycle des températures sont
présentés dans les tableaux 19 ci-aprés. Les amplifiats qui ont des belles bandes ont été
séquencées directement pour identifier les espéces qui leur correspondent.

L’identification des champignons formants les ectomycorhizes ainsi que la description de
la diversité des bactéries dans les échantillons de sol ont été effectuées en utilisant la
technique décrite respectivement dans le chapitre Il (paragraphell.4.3.2) et dans le

chapitre | (paragraphe 11.4.4).
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Tableau 18 : Composition réactionnelle pour I’amplification d’ADN de BNL

Reéactifs Concentration Concentration Quantité pour une
initiale finale réaction (ul)

10X Buffer 10X 1X 2

BSA 100X 0,4 0,08
MgCl, 25mM 1,5 1,2
dNTPs 10mM 0,2 0,4
Al 25uM 0,2 0,16
A2 25uM 0,2 0,16
Taqg sigma Sunites/pl lunite/réaction 0,2
ADN - - 1

H,0 Gibco - - 14,8

(A1) amorce 1 ; (A2): amorce 2 (pour un couple d’amorce fD1/rD1 par exemple);
Le volume final d’une réaction est de 20ul

Les composants préparés sont introduits au plus vite dans le thermocycler pour la réaction
d'amplification. Cette derniére est effectuée selon le programme suivant :

Tableau 19 : Cycle de température pour ’amplification d’ADN de BNL

Température (°C) Durée
Dénaturation initiale 95 4min
Dénaturation 94 50s
30 cycles
Hybridation 57 50s
Elongation 72 1min
Elongation finale 72 10min

III. RESULTATS

I11.1 Impacts de I’inoculation de D. trichocarpa sur les sols envahis par G.

banksii
Les impacts d’une simple ou d’une double inoculation de D. trichocarpa avec les

différentes souches de BNL et de champignon arbusculaire ont été évalués sur deux types
de sol dont le sol envahi par G. banksii pendant 1an sous serre (SE1) et un autre type de sol

envahi par G. banksii pendant plus de 5ans sur le terrain (SE5).
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111.1.1 Impacts de I’inoculation sur le développement de D. trichocarpa
Les figures 19A et 19B illustrent les résultats des mesures effectuées sur les biomasses
aeriennes et racinaires de D. trichocarpa cultive sur les deux types de sol et inoculé avec

des souches de BNL et/ou de champignons arbusculaires par simple ou double inoculation.
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Figure 19. Impacts de I’inoculation sur le développement de D. trichocarpa sur le sol

SE1 (B) et le sol SE5 (A)
Les lettres (a) et (b) indiquent la différence significative entre les traitements selon le test
de Newman-Keuls (p< 0.05)

Sigles : (STM) inoculé avec la souche STM609; (Rn) inoculé avec la souche de rhizobium
native; (GI) inoculé avec la souche de Glomus intraradices;(MVAn) inoculé avec la souche de
champignon arbusculaire native; (T) Témoin non inoculé

Le poids sec de la biomasse totale des plantules de D. trichocarpa cultivées sur le sol SE5
et ayant subi le traitement simple inoculation de G. intraradices (Gl) ou le traitement
double inoculation de deux souches natives (Rn + MVAN) a été significativement élevé par
rapport a ceux observés sur les autres traitements (Figure 18A). Sur le sol SE1, les valeurs
les plus élevées de la biomasse totale de D. trichocarpa ont été enregistrées sur le
traitement de simple inoculation de Gl et le traitement de double inoculation de

GI+STM609 (Figure 18B). Aucune différence significative n’a été enregistrée entre les
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autres traitements inoculés et le traitement non inoculé. Pour les deux types de sol, la
souche de G. intraradices a généralement stimulé le développement des plants de D.
trichocarpa. Par contre, les souches symbiotiques natives (Rn et MVVAN) se sont montrées
plus efficaces quant a la stimulation du développement de cette essence forestiére sur le sol
envahi pendant plus de 5ans par rapport aux souches de référence (Gl et STM609) qui ont

été plus actives sur le sol envahi lan.

111.1.2 Impacts de I’inoculation sur le taux de mycorhization et le nombre de
nodules chez D. trichocarpa sur les sols envahis par G. banksii

Le taux de mycorhization par plantule de D. trichocarpa sur les traitements inoculés, a
I’exception du traitement avec STM609, a été significativement élevé par rapport a ceux
observés sur le traitement non inoculé sur le sol SE5. Le traitement avec MVVAN a présenté
le taux de mycorhization le plus élevé (98,17%) suivi de traitement GI+Rn (89,67%)
(Figure 20A). Sur le sol SE1, les traitements Gl et Rn+MVAnN présentent des taux de
mycorhization significativement élevés respectivement de 68,52% et 70% par rapport aux
autres traitements (Figure 20B). Sur les traitements utilisant les champignons
endomycorhiziens, la colonisation des racines par ces champignons a été plus stimulée sur

le sol envahi pendant plus de 5ans que sur celui de lan.
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Figure 20. Impacts de I’inoculation sur le taux de mycorhization de D. trichocarpa sur

le sol SE5 (A) et le sol SE1(B)
Les lettres (a) et (b) indiquent la différence significative entre les traitements selon le
test de Newman-Keuls (p< 0.05)

Des différences significatives ont été constatées au niveau du nombre de nodules par
plantule de D. trichocarpa entre tous les traitements inoculés et ce pour les deux types de

sol. Les nombres de nodules les plus élevés ont été enregistrés au niveau des traitements
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avec STM609 suivi par celui du traitement GI+Rn. Entre les deux types de sol, la

nodulation a été plus stimulée sur le sol SE1 que sur le sol SE5 (Figures 21A et 21B).
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Figure 21. Impacts de I’inoculation sur le nombre de nodules de D. trichocarpa sur le
sol SE5 (A) et le sol SE1 (B)

Les lettres (a) et (b) indiquent la différence significative entre les traitements selon le test de
Newman-Keuls (p< 0.05)

Sigles: (STM) inoculé avec la souche STM609; (Rn) inoculé avec la souche de rhizobium
native; (GI) inoculé avec la souche de Glomus intraradices; (MVAnN) inoculé avec la souche
de champignon arbusculaire native; (T) Témoin non inoculé.

111.1.3 Impacts de I’inoculation de D. trichocarpa sur les activités des enzymes du sol
La quantité de p-Nitrophenol produite par les microorganismes du sol lors de 1’hydrolyse
de pNPP a été significativement élevée avec le sol du traitement GI+STM609 par rapport a
celles enregistrées sur les autres traitements avec le sol SE5. Cette quantité a été de
31,90ug/h par g de sol. Sur le sol SE1, ’activité des enzymes phosphatasiques a été
significativement plus stimulée sur le traitement GI+Rn et le traitement Gl (avec des
quantités du produit d’hydrolyse respectivement de 154,36ug/h/g et de 121,66pg/h/g de
sol) que sur les autres traitements. Par contre, aucune différence significative n’a été
enregistrée pour I’activité des enzymes phosphatasiques entre les autres traitements
inoculés (autre que GI+Rn et GI) et le traitement témoin (Figure 22).

Quant aux activités microbiennes globales du sol, I’inoculation avec la souche de référence
STM609 a été toujours a I’origine des activités plus stimulées. La quantité de fluorescéine
produite durant I’hydrolyse de la FDA diminue du traitement STM609 + MVAn
(1069,28ug/h/g de sol) vers le traitement STM 609 (970,15ug/h/g de sol) pour le sol SE5.
Pour le sol SE1, les activités microbiennes globales les plus intenses ont été enregistrées
avec le traitement STM609 (622,09ug/h/g de sol de fluorescéine) et avec le traitement Gl-
Rn (419,43ug/h/g de sol de fluorescéine) (Figure 23).

Que ce soit pour I’activité phosphatasique en milieu acide ou pour 1’activité microbienne

globale du sol, les intensités enregistrées sur les sols SE5 ont été plus élevées que celles
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observées sur le sol SE1. Egalement, les souches symbiotiques (Glomus GI et STM609) de
référence se sont montrées plus efficaces quant a la stimulation de 1’activité microbienne

globale du sol que les souches natives.
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Figure 22. Impacts de P’inoculation de D. trichocarpa sur I’activité de phosphatase
acide sur le sol SE5 (A) et le sol SE1(B)
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Figure 23. Impacts de I’inoculation de D. trichocarpa sur I’activité microbienne
globale sur le sol SE5 (A) et le sol SE1(B)

Les lettres (a) et (b) indiquent la différence significative entre les traitements selon le test de
Newman-Keuls (p< 0.05)

Sigles: (STM) inoculé avec la souche STM609; (Rn) inoculé avec la souche de
rhizobium native; (GI) inoculé avec la souche de Glomus intraradices; (MVAnN)
inoculé avec la souche de champignon arbusculaire native;(T) Témoin non inoculé.

I111.1.4 Diversité génétique par la techniqgue de DGGE des bactéries du sol de D.
trichocarpa inocule, cas du sol SE5.

Pour les 9 traitements du sol SE5 dont 8 traitements inoculés et un traitement non inoculé,
les profils DGGE du sol sont présentés par la photo ci-aprés (Photo 11). Les différentes
bandes dans chaque profil indiquent les communautés bactériennes dans chaque traitement
de sol. En effet, le profil présentant un nombre de bandes plus élevé indique une diversité
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bactérienne plus importante. Ainsi, les profils 5, 6 et 7 correspondant respectivement aux
traitements STM609, GI+Rn et Rn+MV AN présentent des surplus de bandes qu’on n’a pas
trouvées dans les autres traitements (Photo 11). Ces bandes correspondraient aux groupes

de microorganisme dont le développement a été¢ stimulé par la présence de 1’inoculum
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Photo 10 Profil DGGE des sols apreés inoculation

Sigles : (STM) inoculé avec la souche STM609; (Rn) inoculé avec la souche de rhizobium
native; (Gl) inoculé avec la souche de Glomus intraradices; (MVAnR) inoculé avec la souche de
champignon arbusculaire native; (T) Témoin non inoculé

I11.1.5 Identité de BNL sur les racines de D. trichocarpa aprés simple ou double
inoculation, cas du sol SE5
L’identité des isolats de BNL issus des nodules collectés sur les racines de D. trichocarpa
inoculé (simple ou double inoculation rhizobium-MVA) sur le sol SE5 est présentée dans
le tableau 20. Cing (05) genres de BNL ont éte identifiés a partir de tous les isolats dont les
genres Burkholderia, Rhizobium, Ralstonia, Enterobacter et Herbaspirillum. Parmi les 8
traitements, 1’inoculation avec STM609 a présenté la diversité la plus élevée en BNL avec
les 5 genres identifiés. Les sols des autres traitements n’ont présenté au maximum que 2
genres par sol. Les résultats ont montré également que le genre Burkholderia a été présent

dans tous les traitements.
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Tableau 20 : Diversité de BNL issue de nodules de D. trichocarpa apreés simple ou

double inoculation sur le sol SE5

Traitement % identité Num. d’accession Espece
98% JX010988.1 Burkholderia cepacia
98% KC954648.1 Burkholderia sp.
98% AB299599.1 Burkholderia sp.
98% KC833504.1 Burkholderia sp.
99% KF150335.1 Ralstonia pickettii

STM609 99% AB552864.1 Rhizobium sp.
97% EU072715.1 Ralstonia sp.
98% FR872388.1 Burkholderia sp.
98% JQ617901.1 Burkholderia sp.
94% KF411347.1 Enterobacter cloacae
99% AB299599.1 Burkholderia sp.

Gl 97% KF411347.1 Enterobacter cloacae
97% KF411347.1 Enterobacter cloacae

MVAN 98% JX010988.1 Burkholderia sp.
97% KC462881.1 Burkholderia sp.
98% FJ025138.1 Burkholderia sp.

Rn 99% FN178365.1 Rhizobium tropici
99% JQ316419.1 Burkholderia sp.
95% KF465946.1 Rhizobium sp.
98% KF031510.1 Rhizobium tropici

STM + MVAnN 93% CP005950.1 Rhizobium etli
92% HQ538615 Herbaspirillum sp.
99% EU399918 Herbaspirillum frisingense
93% KF411347.1 Enterobacter cloacae
95% KF411347.1 Enterobacter cloacae
93% KF411347.1 Enterobacter cloacae

Gl +STM 93% KF411347.1 Enterobacter cloacae
95% KF411347.1 Enterobacter cloacae
96% KF411347.1 Enterobacter cloacae
97% NR_102849.1 Burkholderia phenoliruptrix
99% AB299594.1 Burkholderia sp.
98% AY117623.1 Rhizobium tropici
98% AY117623.1 Rhizobium tropici

MVAn +Rn 98% AB299594.1 Burkholderia sp.
98% AB299594.1 Burkholderia sp.
98% FR872388.1 Burkholderia sp.

Gl + Rn 98% KC954648.1 Burkholderia sp.

(STM) inoculé avec la souche STM609; (Rn) inoculé avec la souche de rhizobium native; (GI) inoculé avec
la souche de Glomus intraradices; (MVAn) inoculé avec la souche de champignon arbusculaire native.

111.1.6 Relation entre les différents paramétres de culture, le développement de D.

trichocarpa et les propriétés microbiologiques du sol de culture

Les relations entre les différents parameétres liés au développement de D. trichocarpa et les

propriétés microbiologiques et enzymatiques du sol SE1 sont présentées dans les figures

24A et 24B selon I’analyse en composante principale. Les deux axes F1 et F2 qui

présentent respectivement 44,26% et 26,24% de I’inertie totale ont été considérés pour

I’interprétation des résultats.
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Suivant I’axe F1, la nodulation, le taux de mycorhization, les biomasses aérienne et
racinaire de D. trichocarpa ont été positivement corrélées avec les traitements simple
inoculation avec G. intraradices, STM609 et avec les traitements double inoculation G.
intraradices + rhizobium native, le STM609 + MVA native. Par contre, I’activité des
phosphatases en milieu acide et 1’activité microbienne globale du sol ont été négativement
influencées par les traitements cités ci-dessus.

Sur I’axe F2, tous les paramétres mesurés tels que les biomasses, la nodulation, le taux de
mycorhization, [Dactivit¢ phosphatasique et [D’activité microbienne globale des
microorganismes du sol ont été positivement corrélées avec les traitements G. intraradices
seul, G. intraradices + STM609, rhizobium native et MVA native.

Ainsi sur le sol SE1, tous les traitements, sauf la co-inoculation avec Rn+MVAnN ont
participé a I’amélioration du développement de D. trichocarpa. Particulierement, le
traitement avec la souche G. intraradices en simple inoculation a amélioré
significativement la nodulation, la mycorhization et le développement de D. trichocarpa.
Tandis que la combinaison de G. intraradices avec la souche STM609 a stimulé les
activités enzymatiques des microorganismes du sol dont 1’activité microbienne globale et
’activité des phosphatases en milieu acide.

Pour le sol SE5, les axes F1 et F2 qui absorbent respectivement 39,13% et 22,78% (Figures
25A et 25B) de I’inertie totale ont été utilisés pour ’interprétation des résultats. Suivant
I’axe F1, le taux de mycorhization, la biomasse racinaire et la phosphatase acide sont
positivement corrélés avec les traitements simple inoculation MVA native, Rhizobium
native, G. intraradices et double inoculation de G. intraradices + rhizobium native, G.
intraradices + STM609, rhizobium native + MVA native.

Suivant I’axe F2, le développement des plantes (biomasses aérienne et racinaire), la
nodulation et 1’activité de phosphatase acide sont positivement liés avec les traitements
simple inoculation G. intraradices et double inoculation G. intraradices + STM609 et
rhizobium native + MVA native.

Ainsi, dans le sol SES5, la souche MVAn en simple inoculation a permis d’améliorer la
mycorhization alors que la simple inoculation avec STM 609 a stimulé la nodulation de D.
trichocarpa. La co-inoculation de Rn+MVAnN a favorisé le développement de la plante et
I’activit¢ des phosphatases en milieu acide des microorganismes. Par contre, aucun

traitement n’a stimulé I’activité globale des microorganismes dans ce sol.
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Figure 24. Relation entre les différents traitements inoculés et le développement de D.

trichocarpa sur le sol SE1
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Figure 25. Relation entre les différents traitements inoculés et le développement de D.

trichocarpa sur le sol SE5

Sigles : (Nod) nombre de nodules ; (Myc) Taux de mycorhization ; (Bio. Aer) Biomasse
aérienne; (Bio. Rac) biomasse racinaire ; (P. acide) phosphatase acide ; (FDA) Fluorescéine
diacetate ; (STM ) inoculé avec la souche STM609 ; (Rn) inoculé avec la souche de rhizobium
native; (Gl) inoculé avec la souche de Glomus intraradices ; (MVAR) inoculé avec la souche
de champignon arbusculaire native ; (T) Témoin non inoculé

I11.2 Impacts de I’inoculation de 1. bijuga sur le sol pré-colonisé par G. banksii

L’impact de I’inoculation microbienne sur le développement de |. bijuga a eté évalue sur le

sol envahi par G. banksii pendant au moins cing ans (SE5). Deux souches de champignon

ectomycorhizien ont été utilisées (Pis02 et PisE) pour I’inoculation.
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111.2.1 Impacts de ’inoculation sur le développement et sur le taux de mycorhization
de I. bijuga

Le développement de I. bijuga, inoculé par des souches ectomycorhiziennes sur le sol pré-
colonisé par G. banksii est présenté dans le tableau 21. Ces résultats ont montré que les
poids secs des biomasses aeriennes ont été significativement élevés avec les deux souches
ectomycorhiziennes par rapport au traitement témoin. Tandis qu’aucune différence
significative n’a été enregistrée sur les poids secs des biomasses racinaires de I. bijuga, sur
la quantité de phosphore et celle de I’azote contenus dans les feuilles de I. bijuga entre les
deux traitements inoculés et le traitement témoin.

Une différence significative a été également observée pour le taux de mycorhization de 1.
bijuga enregistré entre les deux traitements inoculés par les souches ectomycorhiziennes et
le traitement témoin.

Tableau 21 : Impacts de P’inoculation sur le développement de I. bijuga et sur

Pactivité des microorganismes sur le sol envahi par G. banksii

T Pis02 PisE
Biomasse aérienne de 1. bijuga (en g) 1,787a 2,769 b 2,849 Db
Biomasse racinaire de I. bijuga (en g) 0,329 a 0,527 a 0,562 a
Biomasse totale de 1. bijuga (en g) 2,116 a 3,296 b 3411D
Taux de mycorhization de 1. bijuga (%
_ o 31,446 a 74,535 Db 78,558 b
de racines mycorhizées par plante)
Activité microbienne globale (ug de
. 14 38,330a 46,040 a 136,359 b
fluorescéine .h™".g™ de sol sec)
Activité de phosphatase acide de p-
) P 1 p_l (kg de p 20,007 a 24,238 b 25,817 b
nitrophenol .h™.gde sol)
Azote dans les feuilles(%0) 2,612 a 2,913 a 2,724 a
Phosphore dans les feuilles 0,523 a 0,462 a 0,471a

Les données dans la méme ligne suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes
selon le test de Newman-Keuls (p < 0,05)
(Pis02) souche de Pisolithus tinctorus ; (PisE) souche de Pisolithus sp. ; (T) témoin

Une quantité significativement élevée de fluorescéine produite (136,36g/h/g de sol) lors
de I’hydrolyse de la FDA a été enregistrée dans le sol du traitement avec PisE par rapport a
celles enregistrées dans le traitement avec Pis02 et le traitement témoin non inoculé.

Pour I’activité des phosphatases en milieu acide, des quantités significativement élevées de

p-Nitrophenol, produit durant I’hydrolyse de la pNPP ont été observées dans les sols de
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culture de I. bijuga inoculé respectivement par les deux souches par rapport a celles

observées dans les sols témoins non inoculés.

111.2.3 Diversité morphologique des ectomycorhizes sur les racines de 1. bijuga aprés
inoculation

Le Tableau 22 montre la diversité morphologique des ectomycorhizes observés sur les
racines de I. bijuga, inoculés avec les deux souches ectomycorhiziennes (Pis02 et PisE)
aprés 4 mois de culture sous serre. Les résultats ont montré que le traitement avec Pis02 a
présenté 6 morphotypes contre 4 sur le traitement avec PisE et 3 seulement sur le témoin.
Ces résultats suggerent que I’introduction des symbiotes au cours du développement des
plantules de I. bijuga, a amélioré le taux de mycorhization des racines (Tableau 22) et a
permis également de générer une diversité spécifique des champignons formant la
symbiose ectomycorhizienne sur les racines de la plante.

Parmi les 6 morphotypes d’ectomycorhize identifiés, le morphotype M2 a été le plus
abondant avec un pourcentage de colonisation des racines de 47,07% pour le traitement
avec Pis02, 48,2% pour PisE et 15% pour les traitements témoins. De plus, ce morphotype
colonise mieux les racines des plants inoculés que celles des plants témoins non inoculés.
Le morphotype M5 suit de pres le morphotype M2 en terme de présence au niveau des
systemes racinaires des plants. Par contre, ce morphotype n’a pas été observé au niveau des
plants témoins.

Tableau 22 : Caracteres morphotypiques des ectomycorhizes chez I. bijuga apres
inoculation

Morphotype % par plantule

Caractéristiques morphologiques _ €t par traitement
Pis02  PisE T

Texture ornementée de couleur marron
M1 , , e ' 575 13,06 943
présence d'hyphe et absence de ramification

Texture ornementee de couleur marron, pas

M2 d'hyphe ni de ramification 41,07 482 1575

M3 Tlexture or_nementee de_gou!eur jaune, pas 396 0.82 45
d'hyphe mais avec de ramification

M4 Tlexture orpementee de _cgule:\ur marron, pas 413 0 0
d'hyphe mais avec de ramification

M5 Tlexture anemen_te:\e _de couleur jaune, pas 1116 1629 0
d'hyphe ni de ramification

M6 Texture ornementée de couleur jaune, présence

d'’hyphe mais pas de ramification 241 0 0

(M) Morphotype ; (Pis02) souche de Pisolithus tinctorus ; (PisE) souche de Pisolithus sp. ; (T) témoin
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111.2.4 Relation entre les souches ectomycorhiziennes inoculées, le développement de
I. bijuga et les activités de microorganismes du sol

Sur le sol SE5, les effets de I’inoculation avec les souches ectomycorhiziennes Pis02 et
PisE sur le développement de 1. bijuga et sur les activités des microorganismes du sol sont
présentés dans la figure 26. Dans ce cercle de corrélation, les deux axes F1 et F2
constituent 100% de I’inertie totale représentant respectivement 89,68% et 10,32% de cette
inertie (Figure 26). Ces deux axes ont été retenus pour I’ interprétation des résultats.

Tous les parametres mesurés, sauf pour la quantité du phosphore dans les feuilles de I.
bijuga, ont été positivement corrélés avec les deux traitements inoculés (PisE et Pis02)
suivant I’axe F2. Selon I’axe F1, le traitement avec la souche PisE correspond a des
activités microbiennes globales du sol plus stimulées. Par contre, le traitement avec la
souche Pis02 est corrélé avec des quantités élevées en azote dans les biomasses de la

plante.
Variables (axes F1 et F2 : 100,00 %) Observations (axes F1 et F2 : 100,00 %)
2
FDA
1 T PisE
P.acide =
. [ T
_—— —¢Biorac Q R
- Myc g 0 '
Bio aer =
o
05 -1
-0,75 T N Pis02
2
-1 -4 -3 -2 -1 0 1
1 075 05 025 0 025 05 075 1 F1 (81,54 %)
F1 (81,54 %)

Figure 26. Relation entre les souches ectomycorhiziennes utilisées, le développement
de 1. bijuga et les activités des microorganismes du sol

Sigles : (Pis02) souche de Pisolithus tinctorus ; (PisE) souche de Pisolithus spp. ; (T)
témoin; (FDA) Fluorescéine diacetate (activité globale de microorganismes) ; (P. acide)
Phosphatase acide ; (Bio rac) Biomasse racinaire ; (Bio aer) Biomasse aérienne ; (Myc) taux
de mycorhization ; (P) phosphore dans les feuilles; (N) Azote dans les feuilles.

IV. DISCUSSION

L’objectif de ce dernier chapitre était d’identifier les couples symbiotiques susceptibles
d’étre utilisées pour améliorer le développement de nos essences natives (l. bijuga et D.
trichocarpa) sur le sol envahi par G. banksii. Le dispositif expérimental a consisté a

inoculer des plantules de D. trichocarpa et de I. bijuga sur des sols préalablement envahis
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par G. banksii. Ainsi, deux types de sol (envahis par G. banksii pendant une année SE1 ou
au moins cing ans SE5) ont été utilisés pour D. trichocarpa sur lesquels, les plantules ont
été inoculées en simple ou en double inoculation avec des souches de BNL et de
champignon arbusculaire. Pour le cas de I. bijuga, seul le sol envahi par G. banksii pendant
plus de 5ans a été utilisé sur lequel, les plantules ont été avec I’une ou ’autre des deux
souches de champignon ectomycorhizien (Pis02 et PisE). Les impacts de I’inoculation ont
été évalués sur le développement des plantules et sur la structure et le fonctionnement des
microorganismes du sol de culture.

IV.1 Importance de la simple et la double inoculation Rhizobium-MVA sur la

croissance de D. trichocarpa au niveau du sol envahi par G. banksii
Les effets d’une simple ou d’une double inoculation avec les souches des BNL et/ou
champignons arbusculaires ont été largement étudiés sur I’amélioration du développement
des légumineuses. La performance de la double inoculation a été particulierement illustrée
dans les écosystemes dégradés (Duponnois et al., 2001 ; Founoune et al., 2002 ; André et
al., 2003). En effet, Mortimer et al., (2012) ont montré que la double inoculation avec
Rhizobium-Glomus mossae a amélioré le développement de Acacia cyclops sur un sol
pauvre en éléments nutritifs. 1l a été démontré que la double inoculation améliore
également la teneur en azote du sol (Requena et al., 2001). Cependant Ballesteros-
Almanza et al., (2010) ont montré que la simple inoculation avec soit la souche de Glomus
soit la souche de rhizobium seule donne des résultats plus intéressants que la co-
inoculation avec ces deux types de symbiote microbien quant a 1’amélioration de la
capacité des légumineuses (Phaseolus sp.) a tolérer le stress hydrique.
Les résultats de la présente étude sur le sol envahi par G. banksii montrent que tous les
traitements en simple ou double inoculation ont ameélioré la nodulation, la mycorhization et
le développement de D. trichocarpa par rapport au traitement témoin. Ces résultats
confirment I’'importance de la symbiose mycorhizienne et/ou fixatrice d’azote sur
I’établissement et le développement des plantes hotes dans des zones perturbées que
certains auteurs ont déja mentionné (Estaun et al., 1997 ; Duponnois et al., 2001 ; 2005).
Par contre, il a été¢ déja signalé que la réussite d’une telle opération dépend de plusieurs
facteurs liés soit au sol (Slankis, 1974) soit aux couples symbiotiques (Azcon et al., 1991).
En effet, nos résultats ont montré que I’effet de I’inoculation sur le développement de D.
trichocarpa et la colonisation de ses racines par les symbiotes microbiens sur le sol envahi
par G. banksii varie beaucoup en fonction du temps d’envahissement du sol par la plante

exotique. Ainsi, plus le temps d’envahissement de la plante exotique est long, plus les
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plantules de D. trichocarpa s’adaptent mal méme en présence des symbiotes microbiens
performants. Dans cette situation, les résultats de la présente étude ont montré que les
souches symbiotiques natives de la région d’étude se sont montrées particulicrement
efficaces. En effet, la souche de rhizobium native du site (Rn) combiné avec le
champignon endomycorhizien de référence (GI) ou le champignon endomycorhizien du
site (MVAN) a amélioré a la fois le développement de D. trichocarpa, le taux de
mycorhization et de nodulation des plantes. Ces résultats corroborent ceux des autres
études dans lesquelles les souches de champignon MVA ou rhizobium natives contribuent
a ’amélioration du développement des plantes natives sur un milieu perturbé (Caravaca et
al., 2003 ; Tchabi et al., 2010 ; Ceccon et al., 2012). Ces observations ont été également
remarquées avec des simples inoculations telle que Caravaca et al., (2003) ont expérimenté
sur un arbuste natif, Rhamnus lycioides en Espagne et Ceccon et al., (2012) sur le couple
Acacia farnesiana/ Sinorhizobium americanum au Mexique.

Dans certains types de sol, I’introduction de nouveau champignon altere la structure des
communautés microbiennes résidentes et perturbe méme le fonctionnement des systemes
symbiotiques (Callaway et Walker, 1997). Or, dans cette étude, une synergie parfaite entre
la souche de référence (GI) et les souches natives a été observée. De tel résultat a été déja
obtenu par certains auteurs en travaillant sur des souches microbiennes d’origine différente

(Azcon et al., 1991 ; Lal et Khanna, 1993 ; Marques et al., 2001).

IV.2 Importance de I’inoculation ectomycorhizienne sur la croissance de |.

bijuga au niveau du sol envahi par G. banksii
Il est bien connu que les champignons ectomycorhiziens améliorent le développement des
plantes dans un sol pauvre en éléments nutritifs (Bolan, 1991) et peuvent intervenir dans la
protection des plantes contre des agents pathogénes du sol (Kang et al., 1997). Nos
résultats montrent que, aprées cing mois de culture de I. bijuga sur le sol envahi par G.
banksii, le développement des plants de I. bijuga inoculés par 1’une ou I’autre des deux
souches de Pisolithus codés Pis02 et PisE est nettement amélioré par rapport a celui des
plants témoins non inoculés. Ces résultats renforcent ceux obtenus dans le chapitre Il
montrant que les extraits de la plante exotique n’ont pas d’effet négatif sur le
développement de ces deux souches ectomycorhiziennes. Les deux souches
ectomycorhiziennes arrivent méme a stimuler le développement de I. bijuga sur le sol
envahi par G. banksii. Dans ce cas, la propagation de la plante exotique ne constitue pas un
danger pour le développement de I. bijuga si les deux champignons restent encore présents

dans le sol. Par contre, il est important de savoir exactement jusqu’a quelles conditions, ces
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deux champignons arrivent ils encore a établir des structures symbiotiques fonctionnelles
avec I’essence native. En effet, le développement de ’essence forestiere native inoculée
avec ces champignons n’a pas été accompagné par une nette amélioration de la nutrition
phosphatée de la plante. Les champignons ectomycorhiziens sont connus pourtant comme
des agents tres efficaces quant a 1’amélioration de la nutrition phosphatée des plantes
surtout en milieu pauvre en cet élément (Grove et al., 1994). 1l est donc possible que les
deux champignons ectomycorhiziens arrivent a établir des structures symbiotiques mais le
fonctionnement des ces structures est quelque peu inhibé par d’autres facteurs liés aux
conditions pédoclimatiques. Des difficultés de certaines structures ectomycorhiziennes a
explorer des éléments nutritifs (Tinker, 1984 ; Mousain, 1989 ; Martin et Lorillou, 1997)
et /ou a produire des enzymes phosphatasiques (Jayachandran et al., 1992 ; Mousain, 1989)
ou protéase (Nasholm et al., 1998) ont été déja rapportés surtout dans des conditions de

sols fortement perturbés.

IV.3 Impacts de I’inoculation de I. bijuga et D. trichocarpa sur les activités

enzymatiques des microorganismes du sol envahi par G. banksii
Rappelons que les activités enzymatiques des microorganismes du sol contribuent a
I’amélioration de la nutrition minérale des plantes. En effet, la stimulation de 1’activité des
enzymes phosphatasiques du sol permet d’augmenter la quantité de phosphore (Pi) libéré a
partir des formes stables (Po) (Clarholm, 1997) les rendant ainsi disponibles pour les
plantes. Il est déja mentionné que I’inoculation mycorhizienne augmente I’activité des
enzymes du sol telles que les phosphatases et les déshydrogénases (Kothari et al., 1990).
Dans ce sens, nos résultats ont démontré clairement que le traitement des plantes avec la
souche de G. intraradices en co-inoculation avec la souche de rhizobium native (sur le sol
envahi lan) et avec la souche de STMG609 (sur le sol envahi plus de 5ans) a
significativement stimulé ’activité des phosphatases en milieu acide des microorganismes
du sol. Ramanankierana et al., (2006) en travaillant sur différents compartiments
mycorhizosphériques du sol, ont déja démontré que la présence des hyphes de champignon
mycorhizien stimule 1’activité globale des microorganismes du sol. Nos résultats
confirment ces observations étant donné que I’inoculation avec la souche STM609 en
simple inoculation (sur le sol envahi 1an) et en co-inoculation avec la souche MVVAn (sur
le sol envahi plus de 5ans) a fortement augmenté I’activit¢ globale de la population

microbienne du sol.
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V. CONCLUSION

En bref, ce quatriéme chapitre nous montre les effets positifs de la technologie
d’inoculation valorisant les souches microbiennes natives des zones dégradées sur la
stimulation de la croissance des espéces de plantes natives vis-a-vis des sols envahis par
I’espéce invasive, G. banksii. Chez D. trichocarpa, la performance des symbiotes
microbiens varie en fonction du temps d’envahissement du sol par G. banksii. En effet (i)
sur le sol envahi pendant un an, une simple inoculation avec la souche de G. intraradices
ou la souche de rhizobium STM609 améliore le développement, la nodulation et la
colonisation de champignon arbusculaire de D. trichocarpa. Ces deux souches ont favorisé
également ’activité globale des microorganismes du sol ainsi que 1’activité des enzymes
phosphatasiques du sol en milieu acide ; (ii) sur le sol envahi pendant plus de 5ans, a part
la souche de rhizobium STM609, la souche de champignon arbusculaire native s’est
montrée également efficace quant a ’amélioration du développement, de la nodulation et
de la colonisation par le champignon arbusculaire de D. trichocarpa. Par contre, seul le
traitement en double inoculation de rhizobium STM609 avec G. intraradices ou la souche
de champignon arbusculaire native a favorisé les activités microbiennes du sol. Chez I.
bijuga, les deux souches ectomycorhiziennes Pis02 et PisE constituent des candidates
potentielles pour la facilitation de I’installation de cette essence forestiere sur le sol envahi

par G. banksii.
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La compréhension des impacts de 1’envahissement des espéces végétales sur les propriétés
chimiques et biologiques du sol, en particulier sur les communautés microbiennes
symbiotiques pourra guider les actions de restauration d’une couverture végétale native
dans la zone envahie. Ainsi, I’objectif global de ce travail était d’évaluer les principales
modifications induites par 1’introduction et I’occupation du sol par G. banksii au niveau de
la structure et du fonctionnement des communautés de champignons mycorhiziens, des
bactéries fixatrices d’azote et de leurs microorganismes associés afin de tracer par la suite
des itinéraires sylvicoles permettant de rétablir une couverture végétale native dans les
zones de propagation. Les approches adoptées ont été focalisées, dans un premier temps,
sur la caractérisation de la composition floristique et les propriétés chimiques et
microbiennes du sol des parcelles occupées par la population de G. banksii ainsi que deux
autres formations végétales (forét naturelle et parcelle de pseudo-steppe) avoisinant ces
zones envahies (Chapitre 1). Les propriétés envahissantes de G. banksii ont été par la suite
étudiées dans une expérimentation sous serre utilisant des sols provenant de la zone
orientale de Madagascar (Chapitre I1). Les impacts de 1’envahissement de G. banksii sur
I’association symbiotique (mycorhizes et symbiose fixatrice d’azote) de deux espéces
ligneuses natives ont fait I’objet du chapitre I11. Et puis, la sélection et la caractérisation
des isolats microbiens symbiotiques capables d’atténuer les effets négatifs de la
propagation de G. banksii sur le développement de I. bijuga et de D. trichocarpa ont

bouclé les activités (Chapitre 1V).

A partir des données recueillies sur le terrain, le présent travail a pu montrer que la
propagation de G. banksii a fortement modifié la composition floristique de la couverture
végétale avec une tendance a la disparition des essences forestieres natives et a la
domination de G. banksii. Cette modification concerne surtout les essences ligneuses étant
donné que certaines especes herbacées (Clidemia hirta, Tristemma virusuanum, Aristida
similis) subsistent sous la formation dense de G. banksii. Les phénomeénes de co-existence
entre ces especes de la famille des Melastomataceae et Poaceae restent pourtant a élucider.
Par ailleurs, il a été déja démontré qu’un des problémes majeurs des plusieurs espéces
exotiques envahissantes est leur capacité a inhiber le développement des especes de plantes
natives (Yu et al., 2005, Stinson et al., 2006). Cependant, G. banksii semble avoir un
caractére particulier étant donné qu’on ne ’a pas trouvé a Dl'intérieur des formations

foresticres dans la zone d’étude. Par contre, cette espece exotique s’installe facilement et se
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propage avec une vitesse alarmante dans les surfaces perturbées (surface éclaircie, zone de
passage de feu,...). Cette situation pourrait étre liée en partie aux propriétés héliophiles de
cette plante exotique.
En outre, les résultats des analyses chimiques et microbiologiques des sols issus des
différents types de végétation observée dans le site ont révélé que la structure et le
fonctionnement des microorganismes dans le sol sous G. banksii sont totalement différents
des autres types de sol. En effet, une forte inhibition du développement des groupes de
microorganismes  (champignons mycorhiziens, Dbactéries fixatrices d’azote,...)
généralement bénéfiques pour les plantes a été enregistrée dans le sol de la plante exotique.
Particulierement au niveau de la communauté de champignons mycorhiziens, des faibles
pouvoirs endomycorhizogénes (PIM) accompagnés par des densités importantes en spores
ont caractériseé les sols sous G. banksii. A ces propriétés s’ajoutent des activités
enzymatiques et microbiennes fortement inhibées. Ces caractéristiques microbiologiques
des sols pourraient constituer des facteurs limitant le développement des autres essences
ligneuses, conduisant ainsi a I’inhibition du développement des plantes natives (Van Der
Heijden et al., 1998). Dans plusieurs cas, la modification de la structure et du
fonctionnement des communautés microbiennes du sol a été citée comme des facteurs
d’expansion des plantes exotiques envahissantes (Belnap et Philips, 2001 ; Kourtev et al.,
2002a ; 2003 ; Hawkes et al., 2005 ; Batten et al., 2006 ; Stinson et al., 2006).
Considérant la plante exotique proprement dite, ses propriétés envahissantes sur les sols de
la partie Est de Madagascar sont basées sur trois points : (i) sa capacité a produire des
racines protéoides lui permettant de se développer en milieu pauvre en éléments nutritifs ;
(if) I’inhibition des activités des communautés microbiennes du sol bénéfiques pour les
plantes natives apres son installation dans les zones éclaircies de la forét ; (iii) et I’activité
allélopathique que les extraits de ses racines et feuilles présentent vis-a-vis de certains
microorganismes symbiotiques des plantes (champignons mycorhiziens, bactéries
fixatrices d’azote). En effet, la présence des racines protéoides a été déja signalée chez les
especes de la famille des Proteaceae (Purnell, 1960). Par contre, la liaison entre la
formation de ces structures racinaires et 1’inhibition du développement des especes natives
a eté décrite pour la premiére fois dans cette étude. Ces racines sont connues par leur
capacité a produire des enzymes phosphatasiques améliorant ainsi la nutrition phosphatée
de la plante héte (Jeffrey, 1967 ; Goldstein et al., 1988a, 1988b ; Stade-Miller et al., 2001 ;
Neumann et Martinoia, 2002 ). Ce qui corrobore parfaitement avec la détection d’une forte
activité des enzymes phosphatasiques en milieu acide dans le sol rhizosphérique des
racines protéoides de G. banksii démontrée dans cette étude. Des populations importantes
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des microorganismes capables de solubiliser le phosphate ont été également enregistrées

dans ce sol.

Les effets allélopathiques des extraits des différents organes sur les microorganismes du
sol bénéfiques pour les plantes natives ont été également signalés parmi les propriétés
envahissantes des plantes exotiques (Sanon, 2007). Dans ce sens, Stinson et al., (2006) ont
démontré que I’inhibition de la germination des spores endomycorhiziennes par les
composes allélopathiques produits par les espéces invasives est 1’'une des causes de la
diminution de pouvoir endomycorhizogene du sol envahi. Toutefois, chez les plantes
invasives mycotrophes, certaines composées allelopathiques peuvent stimuler la
prolifération des hyphes de champignons endomycorhiziens dans le site envahi (Akiyama
et al., 2005). Dans ce cas, il est possible que la prolifération des hyphes mycorhiziens soit
stimulée seulement au profit de la plante exotique. La présente étude n’a pas pu élucider
les effets des extraits de la plante exotique ni sur les phénomenes de sporulation ou de
germination des spores endomycorhiziennes ni sur la croissance des hyphes de ces
champignons. Par contre, il a été clairement établi par les résultats obtenus que G. banksii,
une plante faiblement endomycorhizée héberge une densité de spore endomycorhizienne
élevée et des faibles propagules susceptibles de former des structures mycorhiziennes avec

d’autres plantes.

Vis-a-vis des champignons ectomycorhiziens, G. banksii n’a pas eu d’effet négatif
considérable. Par contre, les expérimentations ont concerné seulement quelques isolats
ectomycorhiziens. Il sera donc intéressant d’élargir les investigations sur les effets de la
propagation de G. banksii vis-a-vis du développement d’une population plus importante de
champignons ectomycorhiziens. Dans ce sens, les effets des différents extraits de la plante
devraient étre étudiés depuis le développement des souches fongiques symbiotiques

jusqu’au fonctionnement des structures ectomycorhiziennes.

Sur un autre groupe de microorganismes symbiotiques (bactéries fixatrices d’azote), les
effets des extraits de différents organes de G. banksii ont été également étudiés. Ces
extraits, particulierement, les extraits des racines protéoides, ont inhibé le développement
de la plupart des isolats de bactéries symbiotiques fixatrices d’azote testés. Cette inhibition
a été observée jusqu’a la formation des nodules in vitro pour I’isolat STM609. Une telle
inhibition, enregistrée au niveau de I’activit¢é de nitrogénase sous 1’action de 1’extrait

aqueux de Populus balsamifera a été déja rapportée chez Alnus crispa (Thibault 1982).
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Aprés avoir décrit les différentes modifications apportées par 1’installation de G. banksii
sur les propriétés microbiologiques du sol et la composition floristique de la couverture
végetale ainsi que les caractéristiques de cette plante qui lui fait un danger réel pour la
veégétation native, la présente étude a rapporté des resultats permettant de tracer des
itinéraires sylvicoles valorisant les essences forestieres natives du site d’étude. En effet, les
résultats de cette étude ont montré qu’il est possible de réinstaller une couverture végétale
impliquant des essences forestiéres natives telles que 1. bijuga et D. trichocarpa dans les
zones anciennement envahies par la plante exotique a travers la technique d’inoculation
microbienne utilisant les souches ectomycorhiziennes issues du site d’étude. Avec cette
technologie, le développement des plantules des deux plantes sur le sol envahi par la plante
exotique a été comparable a celui observé sur le sol forestier. Plusieurs facteurs ont été déja
identifiés comme a I’origine de 1’inhibition du développement des plantes au niveau des
zones envahies par les plantes exotiques dont parmi les plus cités figure le fonctionnement
des structures symbiotiques au niveau des racines (Haubensak et al., 2004 ; Symstad,
2004 ; Richardson et al., 2000 ; Callaway et Ridenour, 2004 ; Ashton et al., 2005 ; Stinson
et al., 2006 ; Reinhart et Callaway, 2006). Nos résultats rejoignent ces observations,
indiqguant que le fonctionnement de la symbiose endomycorhizienne et la symbiose
fixatrice d’azote chez D. trichocarpa ont été fortement perturbés dans les sols
préalablement envahis par la plante exotique. Les expérimentations n’ont pas pu expliquer
les mécanismes de ces inhibitions. Pourtant, il a été bien clair que le pouvoir
mycorhizogene (PIM) du sol a été fortement affaibli par le passage de la plante exotique.
Des auteurs ont déja montré que la colonisation des racines des plantes natives par les
champignons mycorhiziens arbusculaires diminue suivant I’installation des espéces
envahissantes dans un milieu (Mummey et al., 2005 ; Hawkes et al., 2006). Des effets
similaires ont été également observés pour la symbiose fixatrice d’azote. En effet, la
nodulation chez D. trichocarpa a été inhibée dans le sol de G. banksii. Il a été déja
rapporté que le fonctionnement des deux types de symbioses racinaires (fixatrice d’azote et
endomycorhizienne) peut étre perturbé par un méme facteur (Cornet et al., 1982).

Bien que les impacts négatifs de I’installation de la plante exotique n’aient pas été assez
significatifs sur la symbiose ectomycorhizienne chez I. bijuga, les résultats ont toujours
montré que le fonctionnement de la symbiose a été affecté. En effet, le taux de
mycorhization des plantes augmente avec I’inoculation, par contre, ces modifications n’ont
pas eu d’impact significatif sur le développement des plantes. Plusieurs raisons peuvent
étre avancees pour expliquer cette situation mais la plus probable dans notre cas c’est
I’inhibition du fonctionnement des structures symbiotiques. Cette inhibition pourrait étre
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intrinséque au champignon symbiotique suite a la présence des composes allélopathiques
tel que Wolfe et al., (2008) ont déja montré sur Hebeloma crustuliniforme, Laccaria
bicolor et Scléroderma cepa ou provoquée par des conditions pédoclimatiques telle que la
présence en abondance de phosphore (LE Tacon, 1985 ; Gianinazzi-Pearson, 1986, 1986).

D’une maniére genérale, un haut degré d’établissement et de fonctionnement des
symbioses entre plantes et microorganismes du sol permet d’atténuer les effets négatifs des
stress surtout en milieu dégradé (Odum, 1959 ; Barea et al., 1997 ; Duponnois et al., 2001 ;
Founoune et al., 2002 ; André et al., 2003). En revanche, 1’application de 1’inoculation
utilisant des isolats de champignons mycorhiziens et/ou bactéries symbiotiques
performants issus des sites perturbés permet de facon évidente la stimulation du
développement des plantules. C’est exactement les cas pour I. bijuga et D. trichocarpa sur
le sol pré-colonise par G. banksii dans ce travail. L’effet observé sur les plantules se traduit
a la fois sur le développement des plantes, I’amélioration de la nodulation et la

mycorhization.

Bref, cette étude a permis de décrire la caractéristique d’une zone occupée par G. banksii
dans laquelle la diversité floristique ainsi que la densité et les activités microbiennes du sol
sous G. banksii ont été tres faibles par rapport a celles enregistrées dans la zone forestiere.
De plus, certains caracteres envahissants de G. banksii ont été décrit notamment sa
capacité & modifier I’environnement biotique du milieu envahi, aussi la potentialité plus
remarquable de la racine protéoide sur le developpement de la plante en milieu dégradé.
Une perturbation des associations symbiotiques (mycorhizienne et fixatrice d’azote) a été
également observée chez les deux essences autochtones cultivees sur le sol envahi par G.
banksii. Cependant, I’application de la technologie de I’inoculation microbienne a permis
de réduire significativement les effets négatifs de G. banksii sur la régénération de 1. bijuga
et de D. trichocarpa. Ces résultats suggerent que la compréhension des caracteres invasifs
d’une espéce exotique envahissante permet de proposer des techniques d’atténuation
correspondantes a leurs mécanismes d’invasion afin d’améliorer la conservation des

especes natives du milieu envahi.
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ANNEXE 1 : Composition des milieux de culture (en g/l)

e TSA (Tryptic Soy Agar): c’est un milieu de la marque DIFCO préalablement preparé

Peptone de caséine 15g
Peptone de soja 59
Chlorure de sodium 5¢
Agar 159
ED qsp 1l
pH 7,3

e Milieu King B:
Polypeptone 20g
Glycerol 10g
Phosphate bipotassique anhydre 1,50
Sulfate de 160agnesium, 7H,0O 1,50
ED gsp 1l
Agar 159

e Milieu de Norkrans et Melin(MNM) modifié par Marx :
CaCl, 2H,0 0,059
NaCl 0,59
KH,PO, 0,59
(NH4),HPO, 0,259
MgSO,, 7TH20 0,159
Citrate ferrique 1% 1,2mi
Thiamine hydrocharidacée 1mg/ml iml
Extrait de malt 39
Glucose 10g
Agar 209
ED gsp 1l

e Milieu Waksman:
Glucose 209
Casitone 5¢
NaCl 5¢
Beef extract 39
ED qsp 1l
Agar 209

e Milieu TCP (Phosphate TriCalcigue):
NH4CI 5¢
NaCl 19
MgSO4 19
Ca3(P0O4)2 49
Glucose 10g
ED gsp 1l
Agar 209



e YMA (Yeast Mannitol Agar):

Solution A &4 0,1M : Dissoudre 19,21g d’acide citrique dans 1000ml d’eau déminéralisée.

Mannitol

K2HPO

MgSO4, 7TH20

NaCl

CaCl2, 2H20

Extrait de levure
Glutamate de sodium
ED gsp

Agar

pH

10g
0.5¢
0,19
0,059
0,049
01g
0,5¢
1l
109
6,8

ANNEXE 2. Préparation de la solution tampon potassium phosphate

Préparation de la solution tampon phosphate (pour analyse de FDA)
» Dissoudre 8,7g de K,HPO4et 1,3g de KH,P04 dans 800ml d’eau distillée

» Ajuster le pH a 7,6 avec de NaOH
» Compléter a 1000ml avec de I’eau distillée et conserver a 4°C

Préparation de la solution tampon (pour les activités phosphatasiques)

» Tampon Mc llvain :

Solution B a 0,2M : Dissoudre 53,65g de Na,HPO, ,5H,0 (Dibasic Sodium Phosphate) ou

dissoudre 71,7g de Na;HPO,, 12H,0 dans 1000ml d’eau déminéralisée.

Pour préparer le tampon proprement dit au pH voulu, on mélange les deux solutions A et B
selon le tableau ci-aprés
Exemple : x ml d’A + y ml de B dilué a un volume total de 100 ml.
Voir tableau de correspondance ci-dessous.

A(X) | 44,6 | 42,2 |39,8(37,7(359(339(323|30,7|294 278|267 |252|243[233(222| 21 |19,7|179|169|154|136| 91 | 6,5
B(Y)| 54| 78 |102|123|14,1|16,1|17,7|19,3|20,6 | 22,2|23,3 | 24,8 (257|267 |278| 29 |30,3|321|33,1|34,6 364|409 |436
pH |26 | 28| 3 32|34 |36 (38| 4 |42 |44 |46 |48| 5 |52 |54|56|58| 6 |62|64|66]|68]| 7

ANNEXE 3. Réactifs pour la coloration des racines

Bleu trypan
Acide lactique
Glycérol
Bleu trypan
Eau distillée

Potasse hydroxyde (10%)

KOH
Eau distillée

333mi
333mi

0.5g

333mi

200g
2000ml




ANNEXE 4. Exemple de calcul des MPN

Un exemple de résultats est donné dans le tableau suivant.
Tableau : Présence de structures mycorhiziennes pour chaque plant et pour chaque dilution

(+ : plant mycorhizé)

Dilution | Repl | Rep 1l | Replll | RepIv | Repy | 'Ot!desgodets avecplant
mycorhizé
1 + + + + + 5
1/4 + + + + + 5
1/16 + + + + + 5
1/64 - + : n n 4
1/256 + - + 3
1/1024 - - - + 1

Logio MPN = (x log a) — K, avec x = moyenne des godets mycorhizés soit dans ce cas :
23/5 = 4.6 et a est le facteur de dilution soit ici 4.
y =S - X Yy est requis pour trouver K ; s est le nombre de dilution, dans I’exemple, s = 6, K
est donné dans la table de Fischer et Yates (1948 ; 1970)

y=6-4,6 =14

X est supérieur a 2,5, mais y est inférieur a 3,5, donc on cherche K dans la table pour y =

1,4 ; on trouve K= 0,515 d’ou Logio MPN = 4,6 (0,602) - 0,515 = 2.254 et MPN = 179.47
propagules pour 100 g de sol
Table d’estimation des organismes estimés par la méthode de dilution

Facteur de dilution a =4

Nombre de dilution (s)

X 4 5 6 et plus
0.4 .704 .706 707
0.6 .615 .617 .618
0.8 573 576 577
1.0 .555 .558 .559
1.5 545 551 .553
2.0 537 .548 551
25 .545 552

.552*
y
35 .55
3.0 .548
25 .545 .545
2.0 537 537 537
1.5 522 522 522
1.0 488 488 488
0.8 464 464 464
0.6 431 431 431
0.4 375 375 375

Source : Isabelle CORPRON (1986)




ANNEXE 5. Milieu de culture des plantes en tubes

e Milieu de Jensen (mi/l)

Solution P (K2HPO4 a 20g/l ; MgS04, 7H20 a 20 g/l) 10
Solution Q (NaCl a 20g/l) 10
Solution R (CaHPO4 a 50g/l) 20
Solution D (FeCl3, 6H20 a 4g/l ou 11,5ml de FeCI3 6H20 en solution) 10
Oligoéléments de Jensen* 01
Agar 20g
*Solution d’oligoéléments de Jensen en g/l

H3BO4 2,86

MnSO4, H20 2,03

ZnS0O4, TH20 0,22

CuS04, 5H20 0,08

Na2MoO4, 2H20 0,09

pH 6,7

ANNEXE 6. Extraction d’ADN rhizobium : Méthode décrite par

Sritharan et Barker 1991

» Culture des bactéries dans le milieu de culture YMA (Yeast Mannitol Agar)
» Préparer une solution de TTE (Tris, Triton, EDTA) :

e 20mM Tris-HCI 1M, pH8 :
e 2mM EDTA 0.5M:
e Triton X-100 1% :

e Fau:

20ml/l
aml/l

10ml/I
966ml

» Suspendre une colonie des bactéries dans 100ul de TTE

» Chauffer la solution pendant 5mn
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Causes and impactsof plant invasions Abstracts Session 1

Propagation of Grevillea banksii, an invasive exotic plant species: impacts
on structure and functioning of mycorrhizal community associated with
natives tree species in eastern part of Madagascar

Andrianandrasana, Martial Doret (1); Ramanankierana, Heriniaina (1); Baohanta, Rondro
Harinisainana (1, 2); Raherimandimby, Marson (2); Rakotoniaina, Henintsoa Volatiana (2);
Duponnois, Robin (3)

1: National Center of Researches on the Environment, Madagascar
2: Laboratoire de Microbiologie et Biotechnonologie university of Antananarivo

3: Laboratoire d’Ecologic et Environnement Marrakech-Maroc UMR 113 IRD/CIRAD/AGRO-M/
UM2 USCINRA 1242

martialdoreta@gmail.com

Propagation of exotic plant speciesis found in many regions of Madagascar Island. This work
aims to describe the impacts of propagation of Grevillea banksii on soil microbial activities
and on the regeneration of two native tree species (Intsia bijuga and Dalbergia trichocarpa) in
the eastern part of Madagascar. The study was conducted within lanjomara forest where
some structure of the vegetationare observed such as an area characterized by grassland (P1),
by homogeneous population of Grevillea banksii (P2) and by a natural forest composed
mainly by Intsia bijuga or Dalbergia trichocarpa (P3 and P4). Structure of mycorrhizal fungi
communities and associated microorganisms were described on soils from each study plots.
Cultivated onP1, P2, P3, P4 soils previously colonized by Grevillea banksii during 4 months, the
development of Intsia bijuga and Dalbergia trichocarpa, was evaluated after 4 months
culturing. According to the nutrients availability on each soil types, the development of
Grevillea banksii was accompanied or not by a high formation of proteoid roots. Our results
showed also that soil occupation by Grevillea banksii decreased the total microbial and
phosphatases activities of soil especially on soil within a high density of proteoid roots. Slightly
mycotrophic, Grevillea banksii disturb the structure and the dynamics of symbiotic microflora
such as endomycorrhizal fungi (MA) and rhizobia associated with the two native tree species.
Those findings illustrated the negative impact of G. banksii propagation on the regeneration
and the conservation of native tree speciesin Madagascarian forest.

Keywords : Invasive plant, Grevilleabanksii, microbial community, proteoid roots, native tree
species
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Abstract
The exotic shrub, Grevillea banksii, has spread rapidly in the eastern part of Madagascar

especially on disturbed areas previously occupied by forest ecosystems. This exotic plant
species modified to its own benefits the structure and the functioning of soil microbial
community, so that the soil has become unsuitable for the development of other forest plant
species. Thus, the artificial supply of effective microbial community such as mycorrhizal
fungi, rhizobial strains could stimulate positively the regeneration of native species and
rehabilitate soil properties of the invaded ecosystems. The aim of this study was to improve
the development of Dalbergia trichocarpa, a Malagasy native tree species, on the soil
invaded by G. banksii by inoculating plantlets with rhizobial, coded as STM609, or
mycorrhizal, Rhizophagus irregulare, or a mixed rhizobial-mycorrhizal strains. After five
months of growth, the results showed that single or dual inoculation boosted significantly
the development of D. trichocarpa, compared to control treatments. Indeed, the dry mass
of aerial biomass was significantly high in inoculated seedlings. It was also observed that
the number of nodules and the endomycorrhization rates of D. trichocarpa have increased
significantly with inoculated plantlets. However, soil inoculated with the rhizobial strain
STM609 alone showed a significantly high global soil microbial activity and the dual
inoculation has promoted the soil acid phosphatase activity. These results suggest that dual
inoculation with rhizobial and arbuscular mycorrhizal strains was significantly beneficial to
the growth, nodulation and mycorrhizal rates of D. trichocarpa in the soil overgrown by G.
banksii. They can be used for degraded ecosystems restoration in Madagascar with native
species.

Key words: Inoculation, Invasive plant, Mycorrhizae, Rhizobium, Soil microbes,
Madagascar
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« Les espéces exotiques envahissantes des iles de I’'Océan Indien: capitalisation des acquis,
identification des lacunes dans leurs connaissances actuelles et des besoins pour leur évaluation
et leur gestion »
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Ces dernieres années, 1’installation des espéces végétales allogenes ainsi que leurs impacts
sur la conservation de la biodiversité a attiré 1’attention de nombreux scientifiques. En
effet, I'invasion par ces especes constitue une menace grave pour la biodiversité étant
donnée leur aptitude a modifier les propriétés des sols et a perturber par la méme occasion
la régénération des espéces de plantes natives. L’objectif de cette étude est de décrire les
principales modifications induites par la propagation de Grevillea banksii, une espece
envahissante dans plusieurs endroits de Madagascar, aussi bien au niveau de la structure et
du fonctionnement des communautés de champignons mycorhiziens qu’au niveau du
développement de deux essences ligneuses autochtones (Intsia bijuga et Dalbergia
trichocarpa). Les impacts de l'invasion biologique ont été évalués sur trois parcelles
caractérisées respectivement par une végétation constituée par des pseudo-steppes, une
population homogene de G. banksii et une formation forestiere naturelle caractéristique de
la région Est de Madagascar. L approche méthodologique consiste a réaliser des analyses
physico-chimiques et microbiologiques classiques des échantillons de sol dans un premier
temps et puis a évaluer le développement des deux essences ligneuses. Les résultats
obtenus ont montré que les caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques du sol
sous l’espece envahissante est proches du ceux du sol dégradé sous pseudo-steppe.
L’¢évaluation du développement de G. banksii sur les trois types du sol illustre le caractére
envahissant de G. banksii par sa capacité a former des racines protéoides surtout sous des
conditions de sol pauvres en éléments nutritifs. Les sols fortement adhérés a ces racines
abritent plusieurs microorganismes telluriques bénéfiques pour le développement de la
plante exotique. Une perturbation du fonctionnement et de la structure de la microflore
symbiotique et de leurs microorganismes associés s’est produite durant 1’installation de G.
banksii. Cette perturbation a inhibé le développement des deux essences ligneuses natives.

Mots clés: Plantes envahissantes, Grevillea banksii, essences natives, racines protéoides,
communauté microbienne du sol
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Figure 1. Population de &. banksii

RESULTATS ET DISCUSSION

@ le systéme racinaire de & banksii renferme des
racines protéoides qui sont particuliérement nombreuses
sur Pl et P2. Pourtant le développement de la partie
aérienne de cette plante est faible par rapport & celui
enregistré sur P3.

@ Une stimulation des activités phosphatasiques a été
observée notamment sur le sol en contact direct avec les
racines protéoides. En effet, les Proteaceae ont la
particularité de pouvoir extraire le phosphore dans le sol
pauvre grdce & lactivité de I'enzyme phosphatasique en
milieu acide (Gilbert et al., 1999, Lambers et al., 2006).

@ L'installation préalable de & banksii a provoqué une
diminution  significative de lactivité globale des
microorganismes du sol (figure 3) et le nombre de la flore
totale cultivable.

@ La pré-colonisation de & banksii déstabilise le
fonctionnement et la structure de la flore symbiotique
associée a ces deux essences natives (tableau 1).

Tableau 1. Nombre de nodules et taux de mycorhization

i Introduction
—

Ces derniéres années, linstallation des espéces
végétales allogénes et leurs impacts sur la conservation
de la biodiversité Malagasy a attiré |'attention de
nombreux scientifiqgues (Binggeli, 2003, Carriére et
al, 2008). En effet, l'invasion par ces espéces constitue
une menace sérieuse pour plusieurs écosystémes étant
donnée leur aptitude @ modifier les propriétés physico-
chimiques et microbiologiques des sols et a perturber
par la méme occasion la régénération des espéces
natives (Pimentel et a/, 2000 , Cabin et al, 2002
CBD, 2006 ; Meiners, 2007).

L'hypothése pour laquelle ce travail repose est
que «dans les parties orientales de
Madagascar, l'occupation du sol par Grevillea banksii
(Proteaceae) pourrait créer des modifications au niveau
de la structure et du fonctionnement des communautés
microbiennes symbiotiques associées aux essences
forestiéres indigénes ».

L'objectif de ce travail est de décrire les effets -
de 6. banksii sur la structure et le fonctionnement de la

communauté  mycorhizienne et de  bactéries
symbiotiques fixatrices dazote sur trois parcelles
dont la couverture végétale est caractérisée
respectivement par  des prairies (P1), par une
population homogéne de 6. banksii (P2) et par des
foréts naturelles & Intsia bjjuga et Dalbergia
trichocarpa (P3).

Racines protéoides

Figure 2. Structure du systéme racinaire chez &. banksii
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Figure 5. Nombre de racines protéoides

D. trichocarpa chez chez
(Nb/plantule) D. trichocarpa (%) I bijuga (%)
P1 8 25 37
P2 1 0 | 13
P3 5 50 69
I Conclusion

t de & banksii

Les résultats illustrent l'aspect

capacité @ former des racines proteoides surtout dans les conditions de sol
Ces racines étant a l'origine d'une forte

pauvre en éléments nutritifs.
activité phosphatasique au niveau du sol.

Une perturbation du fonctionnement de la microflore symbiotique et de

d

par sa

t des

ses microorganismes associés garant du bon développ
natives s'est produit suite a l'installation de &. banksii.
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Abstract: Propagation of exotic plant species is found in many regions of Madagascar Island. This work aims to describe the impacts
of the propagation of Grevillea banksii on soil microbial activities and on the regeneration of two native tree species (Intsia bijuga
and Dalbergia trichocarpa) in the eastern part of Madagascar. The study was conducted within lanjomara forest where some types of
the vegetation are observed such as an area characterized by grassland (P1), by homogeneous population of G. banksii (P2) and by a
natural forest composed mainly of I. bijuga or D. trichocarpa (P3 and P4). Structure of mycorrhizal fungi communities and
associated microorganisms were described on soils from each study plot. The development of I. bijuga and D. trichocarpa, was
evaluated 4 months after planting on P1, P2, P3, P4 soils formerly colonized by G. banksii. According to the nutrients availability on
each soil type, the development of G. banksii was accompanied or not by a high formation of cluster roots. The authors’ results also
show that soil occupied by G. banksii decreased the global microbial and phosphatase activities of soil especially on soil within a
high density of cluster roots. Moderately mycotrophic, G. banksii disturbs the structure and the dynamics of symbiotic microflora
such as endomycorrhizal fungi (MA) and rhizobia associated with the two native tree species. The findings illustrate the negative
impact of G. banksii propagation on the regeneration and the conservation of native tree species in Madagascarian forest.

Key words: Grevillea banksii, invasive plant, microbial community, native tree species, cluster roots.
1. Introduction of biodiversity losses after habitat destruction [4].

Recent studies have demonstrated that introduced
species encounter less inhibitory effects of soil biota
where they are introduced than in their home range
[5-7]. They have the ability to modify soil
physico-chemical characteristics and to disrupt at the
same time the regeneration of native species [8-11].
Since G. banksii dominates the forest land in eastern
Corresponding author: Ramanankierana Heriniaina, part of Madagascar, it was thought that this exotic

research field: ecology of mycorrhizal symbiosis in tropical species could create a new structure and functioning
ecosystems. E-mail: naina.ramanankierana@yahoo.fr.

In recent years, naturalization and invasion of alien
plant species and their impacts on the conservation of
Madagascarian  biodiversity have attracted the
attention of many scientists [1, 2]. Indeed, the invasion
of exotic species constitutes a serious threat to native
ecosystems and economics [3], and is the second cause
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of soil microbial communities which become
favorable for the propagation of the alien plant and
inhibit the development of native plant species.

The main objective of this study is to describe the
effects of G. banksii propagation on the structure and
functioning of the soil mycorrhizal community and the
symbiotic nitrogen-fixing bacteria on three plots
where the vegetation cover is characterized
respectively by grasslands, (P1), by homogeneous
population of G. banksii (P2) and by natural forests of
Dalbergia trichocarpa and Intsia bijuga (P3).

2. Materials and Methods
2.1. Field Site Description

The study was conducted within relics of natural
forest situated in eastern part of Madagascar (19°07' S;
48°54' E). This forest formation is largely surrounded
by G. banksii where the small cluster of natural forest
consists of mixed D. trichocarpa and I. bijuga native
stands. Study areas were selected among the surface
areas where little anthropogenic disturbance occurred
during at least the last five years. Different plots were
identified on the basis of plant composition including
a mixed population of D. trichocarpa and I. bijuga, an
invaded area by G. banksii and a control area at forest
edge devoid of forest plant species.

2.2. Greenhouse Experiment

Soil samples collected from each plot were sieved
through a 2 mm mesh sieve and packed in 1 L plastic
bags. Pots were arranged in a randomized complete
block design with 30 replicates per soil type. Seeds of
G. banksii were surface-sterilized by immersion in
70% ethanol and in sodium hypochlorite during 2 min
and 20 min, respectively. They were then imbibed in
sterile distilled water during 12 h and germinated on
1% agar. After 15 days of incubation at 30 °C, one
pre-germinated seed was planted per pot. Seedlings
were screened from the rain, grown under natural light
(day length approximately 12 h, average daily
temperature 25 °C) and watered three times a week

with tap water during 4 months of culture.

A second experiment was conducted on the same
soil types after 4 months of G. banksii growth. In
order to assess the growth of D. trichocarpa and I.
bijuga on each soil type precolonized by G. banksii
and within or without this alien plant, the authors
developed a device scheme according to which each
native plant species was planted alone or accompanied
by the alien plant. After 4 months, the growth of the
native plant and functioning of soil microbial
communities were assessed.

2.3 Laboratory Analysis

2.3.1 Assessment of G. banksii development

After 4 months of culture, plants were harvested
and the oven-dried mass (1 week at 65 °C) of shoot
was measured. Their entire root system was washed
under tap water and cluster roots per seedling of G.
banksii were separated. The density of cluster roots
was assessed by from the root system of each plant.

2.3.2 Mycorrhizal communities associated with
each plant species

On each plant, the root system was gently washed,
cleared and stained according to the method of
Phillips and Hayman in 1970 [12]. The extent of
mycorrhizal colonization was expressed as [the
number of mycorrhizal root pieces]/[total number of
observed root pieces] x 100. The number of root
nodules per plant was determined.

Numbers  of  ectomycorrhizal  roots  and
non-ectomycorrhizal roots were determined under a
stereomicroscope (magnification x 60) for each root
system to determine the percentage of ectomycorrhizal
colonization (number of ectomycorrhizal short
roots/total number of short roots). Remaining roots
were oven-dried (1 week at 65 °C) and weighed.

2.3.3 Enzymatic activity of soils

Total microbial activity of each soil sample was
measured before and after G. banksii cultivation by using
the fluorescein diacetate (3°,6°,-diacetylfluorescein
[FDA]) hydrolysis assay according to the method of
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Alef in 1998 [13]. This enzymatic conversion released
a final product that can be determined colorimetrically
at 490 nm, after 1 h of soil incubation. Total microbial
activity was expressed as pg of hydrolysis product
corrected for background fluorescence per hour and
per gram of soil.

Phosphatase activity of rhizospheric soils of cluster
roots and no cluster roots was measured in acid
condition by absorbance readings at 400 nm following
the method of Kuperman and Carreiro in 1979 [14]
with p-Nitrophenol Phosphate (p-NPP) as a substrate
of the enzymatic reaction and p-Nitrophenol (p-NP) as
a final product.

2.3.4 Description of microbial population structure

Rhizospheric soil of each plant species was
separated and dried at room temperature (25 °C).
Number of total cultivable flora was assessed on
Triptose Soy agar medium after multiple dilution of
soil solution. Total number of cultivable flora was
expressed as number of Colony Forming Unit (CFU)
per g of dried soil.

2.4 Data Analyses

Data were analyzed with one-way ANOVA. Means
were compared using the Newman-Keuls test (P <
0.05). Percentages of the mycorrhizal colonization
were transformed by arcsin (sqrt) before the statistical
analysis.

3. Results

3.1 Development and Description of the Symbiotic
Status of G. banksii

After 4 months of development, seedlings of G.
banksii were moderately endomycorrhized on the
three types of soil. However, cluster roots were highly
developed (Fig. 1) particularly on soils from P1 and
P2 (Fig. 2).

Assessed by the shoot dry mass, the development of
G. banksii was significantly higher on soil forest than
on the two other soils where no significant difference
was found (Fig. 3). However, seedlings of this alien

Fig. 1 Roots system of G. banksii (a), cluster roots of G.

banksii (b).
(b)
(b)
I I @)
P1 P2 P3

P1: Vegetation cover characterized by grasslands (Control)

P2: Homogeneous population of G. banksii

P3: Natural forest with the two native plant species

Fig. 2 Number of cluster roots by seedlings of G. banksii
under 3 types of soil (Means followed by the same letter are
not significantly different according to the Newman-Keuls
test (p < 0.05).
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Fig. 3 Development of seedlings of G. banksii on three
types of soil.

o
3

per plant (g)

Dry weight of shoot

P3

plant produced a similar root biomass on all three soil
types (Fig. 4a).

The proportion of biomass cluster roots and
non-cluster roots per seedling of G. banksii varied
moderately depending on soil type. It was almost the
same level in P1 and P2. However, development of
cluster roots was stimulated more than 2 times compared
to no cluster roots on soil from P3 (Fig. 4b).
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Bio RnPr: Biomass no cluster roots

Fig. 4 Root biomass of G. banksii on three soil types (a).
Biomass of cluster roots and no cluster (b).

3.2 Soil Microbial Activities

After four months of soil colonization by G. banksii,
total microbial activity has significantly decreased on
all soil types. Between the three types of soil, the
amount of fluorescein produced was significantly
lower on the control soil (P1) compared to those
observed on the other soil types (P2 and P3) (Fig. 5).
Generally, the installation of the exotic plant strongly
inhibited the total microbial activity.

250 (c)
= (b)
§3 200 o
n o
U~
- 150 )
ué é 100 (a)
£ ;g, 50 If) D) ()
£ o
P1 P2 P3

Fig. 5 Overall soil microbial activity (hydrolysis of
fluorescein diacetate) before (To) and after the installation
of G. banksii (T1).

Soil phosphatase activity was significantly higher on
the forest soil (P3) than that recorded in the other two
soil types (Fig. 6). After four months of colonization
by G. banksii, this activity phosphatase was generally
stimulated in the three soil types (Fig.

6). This stimulation was significantly higher on the
soil adhering with cluster roots of G. banksii.

3.3. Number of Total Cultivable Microflora

At the beginning of the experiment, the number of
total cultivable flora on each soil type was
significantly lower on the forest soil compared to that
recorded on the other two soil types (Fig. 7). The
number of total cultivable microflora was not
significantly modified by the colonization of land by
G. banksii for the soil from colonized area by this
plant and the control (Fig. 7). However, the propagation
of this alien plant largely reduced the number of total

cultivable microflora on soil from natural forest (P3).

3.4. Impacts of the Soil Colonisation by G. banksii on
the Regeneration D. trichocarpa and I. bijuga

The shoot and the root growth of the seedling, the
number of ECM morphotypes, the number of nodule
per plant and the AM colonization rate of D.
trichocarpa were significantly reduced by the
colonization of soil by G. banksii (Table 1). On soil
originally from colonized area by this alien plant, no
structure of vesicular or arbuscular mycorrhize was

700
600
500
400

300
200 ./.
—
>~

Quantity of p-NPP in
ug/g soil

100
0

To T1
—~— pP1L - P2 —A— P3
To: Initial state
T1: After 4 months of culture G. banksii
Fig. 6 Activity of soil phosphatase.
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To: Initial state

T1: After 4 months of culture G. banksii

Fig. 7 Enumeration of total cultivable flora before (To)
and after the installation of G. banksii (T1).

Table 1 Nodule number and mycorrhizal rate on root
system of Dalbergia trichocarpa and Intsia bijuga.
Number of nodules Endomycorrhi-zati Ectomycorrhi-

in D. tricocarpaon rates in D. zation ratesin I.
(Nb / seedling) trichocarpa (%) bijuga (%)
P15 25 37
P2 1 0 13
P3 5 50 69

found on root system of seedling. However, the soil
colonization by G. banksii modified slightly the
mycorrhzal rate (ECM and VAM) of seedling on
forest soil (P3).

4. Discussion

The results of this study show that G. banksii, a
plant species moderately mycotrophic, develops a
high density of cluster roots in order to satisfy its
nutrients needs on native ecosystems. The density of
cluster roots varies considerably within the level of
soil degradation and/or the composition of plant cover.
The naturalization and invasion of this exotic plant
has led to a high degree of disturbance on Malagasy
forest ecosystems.

Some authors have already shown that development
of invasive plants is better than that of native plant
species in ecosystems with high nutrient availability
[15-17]. On the first hand, the results of this study
indicate that G. banksii grows within the forest landed
in eastern part of Madagascar. On the other hand this
exotic plant was also able to grow on degraded
environment through the development of cluster roots

that help the nutrition of the plant. This mechanism
makes this alien plant more competitive than the
native plants in low nutrient availability condition.

In addition, the propagation of the invasive plant
induces profound changes in the development and the
activity of soil microbial communities. It has been
demonstrated that the disturbance can inhibit the
development of soil symbiotic microorganism
communities [18, 19]. The authors’ results clearly
demonstrate that G. banksii does disturb the
development of these groups of soil microrganisms
and the formation of symbiosis such as arbuscular
mycorrhizal, ECM and nitrogen fixing symbioses with
native plant species. These results corroborate the
previous observations of Stinson et al. in 2006 [20]
who documented that the invasive plant Alliaria
petiolata inhibits the growth of native tree seedlings
through interference with the soil biota.

5. Conclusions

The authors’ results illustrate the pervasive
characteristic of G. banksii by its ability to form
cluster roots, especially in conditions of poor soil
nutrients. These root types are surrounded by a high
phosphatase activity. The development of these root
types induces a strong disturbance within the
functioning and the structure of symbiotic microflora
communities and its associated microorganisms. This
situation constitutes a real threat for the regeneration
of Malagasy native plant species and the conservation

of Madagascarian biodiversity.
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1. INTRODUCTION

Madagascar est classé parmi les pays qualifiés de « hottest-hotspots » de biodiversité (Myers
et al., 2000 ; Mittermeier et al., 2004) grace a son taux d’endémisme avoisinant 80 % pour la
faune et la flore (Goodman et Benstead, 2003). Durant ces derniéres années, une vitesse
alarmante de dégradation de la couverture forestiere menace cette diversité unique au monde.
Entre 2000 et 2005, la Grande Tle a perdu 236 560 ha de foréts avec un taux de déforestation
de 0,53 % par an (MEFT, USAID et CIl, 2009). Vers la fin de 1’année 2005, la couverture
forestiere malgache n’était plus que de 9 216 617 ha (Rasolohery et al., 2007), soit 15 % du
territoire.

Depuis plusieurs décennies, la majorité des études sur la forét et les écosystémes forestiers
sont focalisées essentiellement sur I’inventaire biologique a Madagascar (Goodman et
Razafindratsita, 2001 ; Rakotondrainibe, 2002 ; Phillipson et al., 2006). Peu d’études traitent
ainsi le fonctionnement et la dynamique des écosystemes impliquant les microorganismes du
sol. Particulierement pour les champignons mycorhiziens, bien que leur présence au sein de la
flore de Madagascar ait déja été signalée (Heims, 1937 ; Ducousso et al., 2004), les travaux
de recherche visant a comprendre 1’implication de ces microorganismes symbiotiques dans la
conservation des ressources forestieres malgaches n’ont commencé que vers les années 2000
(Ramanankierana et al., 2007 ; Ducousso et al., 2008). Pourtant, il a déja été clairement
démontré que la gestion de la symbiose ectomycorhizienne associée aux espéces forestiéres
indigénes, grace a son impact sur le développement de la plante hdte et sur certaines
caractéristiques physico-chimiques du sol pourrait faciliter la recolonisation du milieu par ces
arbres et ainsi, outre la préservation d’essences ligneuses surexploitées, réhabiliter ces sols
dégradés (Duponnois et al., 2001, 2005 ; Founoune et al., 2002).

Ce chapitre se propose de présenter les principaux résultats obtenus a Madagascar relatifs (i) a
la description du statut symbiotique des espéces d’arbres et d’arbustes natives de la région
orientale et centrale de Madagascar, (ii) a I’'importance des arbustes ectotrophes (Leptolaena
bojeriana et Sarcolaena oblongifolia F. Gérard) sur la régénération des espéces ligneuses
endémiques des hauts plateaux malgaches, (iii) aux impacts de la prolifération d’une espéce
exotique Grevillea banksii sur le fonctionnement des symbiotes fongiques associés a
Dalbergia trichocarpa, un arbre de valeur socio-économigue et environnementale endémique

malgache.

413



2. LES ECOSYSTEMES FORESTIERS ETUDIES

Les résultats présentés dans ce chapitre ont été obtenus dans deux types d’écosystémes
forestiers malgaches situés respectivement sur le haut plateau et dans la forét orientale de
basse altitude.

Les hauts plateaux malgaches sont caractérisés par une grande étendue de formations
herbeuses, classifiée par Humbert et Cours Darne (1965), de savane et de savane arborée. A
part quelques lambeaux forestiers souvent isolés dans des endroits loin des habitations, les
foréts naturelles y sont rares. Par contre, des formations forestiéres naturelles restent encore
éparpillées dans différents endroits de la partie orientale de Madagascar. Toutes ces catégories
de foréts naturelles subissent pourtant des pressions d’origine différente dont les plus connus
proviennent des activités humaines (feux de brousse, culture sur abatis brilis, exploitation

illicite des arbres...).

2.1. LA FORET SCLEROPHYLLEA TAPIA DU HAUT PLATEAU MALGACHE

C’est une forét basse sclérophylle des pentes occidentales (Humbert et Cours Darne, 1965).
Elle couvre une superficie de 1319 km?, une surface qui a diminué de 43 % depuis les
années 1970 (Moat et Smith, 2007). Cette formation forestiére est localisée sur les pentes
occidentales des hauts plateaux sur une altitude de 800 a 1 300 m ou la saison séche dure
jusqu'a sept mois. Elle repose sur du grés et du socle avec gneiss, quartzite, schiste.

Cette formation végétale présente une canopeée sempervirente d’une hauteur de 6 & 10 m
constituée par Uapaca bojeri (Euphorbiaceae) avec un sous-bois constitué de buissons
éricoides (Erica aff. gracilis, E. cryptoclada (Baker) Dorr & E.G.H. 0liv., Erica trichoclada
Guthrie & Bolus) et une strate herbacée dominée par des graminées (Aristida rufescens
Steud., Sporobolus festivus Hochst. ex A. Rich.). L’Uapaca bojeri, appelé localement tapia,
est I’espeéce ligneuse dominante de la strate arborée. Cette essence ligneuse endémique de
Madagascar joue un role socio-économique important dans cette zone étant donné qu’elle
fournit des graines comestibles et des bois de chauffe a pouvoir calorifique élevé et qu’elle
fait partie des rares plantes hotes du ver a soie (Boroceras madagascariensis).

Selon la répartition de deux espéces arbustives ectotrophes [Leptolaena bojeriana (Bail).
cavaco et Sarcolaena oblongifolia F. Gérard] dominantes de la forét, deux endroits ont fait
I’objet de cette étude. En effet, L. bojeriana est dominante dans la strate arbustive de la partie
nord de la forét, tandis qu’elle est remplacée par S. oblongifolia dans la partie centrale et

centre-sud.
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La forét de tapia étudiée est située a 50 km a 1’ouest d’Antananarivo, dans la commune rurale
d’Arivonimamo Il (S 19° 00° 15°°, E 47° 07’ 00*’, 1 279 m). Cette commune a une superficie
de 312 km? et est couverte a 8 % de foréts de tapia, soit sur 2 500 ha environ (Randrianarisoa
et al., 2008). Des communautés de base ont été créées en 2000 afin de protéger la forét. Mais
la menace pése toujours sur cette forét a cause de diverses pressions anthropiques telles que la

collecte de bois d’ccuvre, la fabrication de charbon...

2.2. LA FORET ORIENTALE

Les foréts littorales sont situées a moins de 800 m d’altitude sur la cote est de Madagascar.
Elles sont sous 1’influence de I’alizé austral qui souffle en permanence et déverse des masses
d’eau abondantes sur la c6te orientale durant toute I’année. De ce fait, cette région ne compte
aucun mois sec. Moat et Smith (2007) rapportent que ces foréts littorales sont les plus
touchées par la déforestation ayant perdu 22,5 % de sa superficie depuis les années 1970. La
conversion de la forét en terres agricoles par la culture sur brdlis est la principale cause de
cette déforestation. Or cet écosysteme forestier recele beaucoup d’espéces endémiques de
valeur telles que Dalbergia trichocarpa Baker (Fabaceae), une espéce de palissandre
caractérisée par la qualité de son bois ; Intsia bijuga (Colebr.) Kuntze (Fabaceae), une espéce
utilisée a différentes fins (construction de case et de pirogue...).

L’étude a été menée dans la forét littorale d’lanjomara (S 19° 07’ 59,5, E 48° 54’ 51,4,
86 m) située a 200 km a I’est d’Antananarivo. Cette forét est actuellement fragmentée. Mais
les reliques forestiéres gardent encore la structure des foréts naturelles, avec plusieurs strates
distinctes et des émergents comme Dalbergia madagascariensis Vatke, Symphonia
fasciculata (Noronha ex Thouars) Vesque qui peuvent atteindre 12 m.

La forét d’Analalava (S 17° 42° 30,4, E 49° 27’ 25°’, 71 m) présente la méme structure que
celle d’lanjomara. Elle porte les stigmates des anciennes activités anthropiques (culture sur
brdlis, prélevement de bois). Ravenala madagascariensis (Strelitzaceae) est 1’espece d’arbre
la plus abondante.

3. ASSOCIATION MYCORHIZIENNE AU SEIN DES ESPECES D’ARBRES ET D’ARBUSTES

DOMINANTES DE LA REGION ORIENTALE ET CENTRALE DE MADAGASCAR

3.1. APPROCHE D’ETUDE
La description du statut symbiotique des plantes a concerné toutes les especes dominantes des

trois types de formation forestiere (Analalava et lanjomara dans la partie est et Arivonimamo
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dans la partie centrale de Madagascar). Afin de s’assurer de I’identité des échantillons, le
prélevement a été effectué selon la méthode de suivi racinaire dans des endroits les moins
dégradés de chaque forét durant la saison pluvieuse en décembre 2007, février 2008 et
mars 2009. Pour chaque espéce de plante, 1 a 5 g de racines fines fraiches ont été prélevées et
conservées dans un volume égal d’eau, d’éthanol et de glycérol pour des observations
histologiques au laboratoire (Ducousso et al., 2004). L’identification des plantes a été basée
sur les caracteres morphologiques de la tige, des feuilles et si possible des fruits en se référant
aux herbiers de référence du parc botanique et zoologique de Tsimbazaza (Antananarivo).

Les échantillons de racines ont été préparés et colorés selon la méthode de Phillips et
Hayman (1970) pour observer la présence de champignons mycorhiziens. Pour chaque
échantillon, 30 fragments racinaires longs de 10 mm ont été examinés sous microscope. Les
racines sont considérées MA dés qu’on observe des structures arbusculaires et/ou vésiculaires
et/ou des fragments d’hyphes intracellulaires. Le degré d’infection des racines a été évalué
selon quatre niveaux : ND lorsqu’on n’est pas arrivé a établir le statut symbiotique,
faiblement mycorhizées ou (MA) lorsque seulement un a trois fragments racinaires présentent
des structures arbusculaires, colonisées par MA (désigné sous le terme MA) pour les
échantillons dont 4 a 29 fragments présentent des structures arbusculaires et MA+ pour les

échantillons ou les 30 fragments racinaires présentent des structures arbusculaires.

3.2. STATUT MYCORHIZIEN DES ESPECES D’ARBRES ET D’ARBUSTES DOMINANTES DE LA
REGION ORIENTALE ET CENTRALE DE MADAGASCAR

Le statut mycorhizien des especes d’arbres et arbustes dans les deux formations forestieres de
la partie orientale et la forét sclérophylle du haut plateau de Madagascar est donné dans le
tableau 1. Seulement quatre espéeces (Mascarenhasia arborescens et Tabernaemontana
coffeoides pour la forét d’Analalava, Landolphia sp. et Voacanga thouarsii pour la forét
d’Tanjomara) n’ont présenté aucune structure mycorhizienne au niveau de leur systeme
racinaire. Ces quatre especes de plantes appartiennent toutes a la famille des Apocynaceae.
Parmis les 111 especes observées, 12 sont faiblement mycorhizées (MA), 62 especes
présentent des structures bien visibles de symbiose mycorhizienne a arbuscules, 27 especes
sont fortement mycorhizées et 6 sont associées a la fois avec des champignons mycorhiziens a
arbuscules et des champignons ectomycorhiziens.

Dans la famille des Sarcolaenaceae, une famille botanique entiérement endémique de
Madagascar, les données obtenues sur les trois especes étudiées confirment les résultats de

Ducousso et al. (2008) qui ont établi pour la premiére fois le statut symbiotique de cette
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famille. En effet, ces trois especes sont a la fois associées avec des champignons

mycorhiziens a arbuscules et des champignons ectomycorhiziens.

Tableau 1. Statut symbiotique des espéces d’arbres et arbustes dominantes dans les trois sites

d’étude : Analalava, lanjomara et Arivonimamo

Espéces de plante Famille Sites Statut
symbiotique
Amyrea sp. ( ?) Euphorbiaceae Ana. MA
Anthostema madagascariense Baill. (E) Euphorbiaceae Ana. MA
Breonia havilandiana Homolle ( ?) Rubiaceae Ana. MA
Canarium madagascariense Engl. (E) Burseraceae Ana. MA
Casearia nigrescens Tul. (E) Salicaceae Ana. MA
Cynometra capuronii Du Puy et R. Rabev. (E) Fabaceae Ana. MA
Clitoria lasciva Bojer ex Benth. (E) Fabaceae Ana. MA
Colubrina sp. (?) Rhamnaceae Ana. MA
Conchopetalum madagascariense Radlk. (E) Sapindaceae Ana. MA
Croton lepidotus Aug. DC. (E) Euphorbiaceae Ana. MA+
Cryptocarya acuminata Schinz ( ?) Lauraceae Ana. MA
Dicoryphe sp. ( ?) Hamamelidaceae  Ana. MA
Dillenia triquetra (Rottb.) Gilg ( ?) Dilleniaceae Ana. MA
Diospyros bernieri Hiern ( ?) Ebenaceae Ana. MA+
Diospyros sp. ( ?) Ebenaceae Ana. MA+
Dracaena reflexa Lam. (n) Asparagaceae Ana. MA+
Dypsis sp. ( ?) Arecaceae Ana. MA
Ellipanthus madagascariensis (G. Schellenb.) Capuron
ex Keraudren (E) Connaraceae Ana. MA
Erythroxylum sp. ( ?) Erythroxylaceae Ana. MA+
Eugenia louvelii H. Perrier ( ?) Myrtaceae Ana. MA+
Fernelia sp. ( ?) Rubiaceae Ana. MA
Ficus cocculifolia Baker (n) Moraceae Ana. MA+
Ficus lutea Vahl. (n) Moraceae Ana. MA+
Gaertnera macrostipula Baker ( ?) Rubiaceae Ana. MA
Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. (?) Hypericaceae Ana. MA+
Homalium involucratum (DC.) O. Hoffm. (E) Salicaceae Ana. MA
Landolphia nitens Lassia (E) Apocynaceae Ana. (MA) MA &
Leptolaena multiflora Thouars (E) Sarcolaenaceae Ana. ECM MA+
Macaranga cuspidata Boivin ex Baill ( ?) Euphorbiaceae Ana.
Macphersonia madagascariensis Blume (E) Sapindaceae Ana. MA
Malleastrum minutifoliolatum J.-F. Leroy (E) Meliaceae Ana. MA
Mascarenhasia arborescens A. DC. (n) Apocynaceae Ana. ND
Memecylon xiphophyllum R. D. Stone (?) Memecylaceae Ana. MA
Nesogordonia macrophylla Arenes (E) Malvaceae Ana. MA
Paropsia madagascariensis (Mast.) H. Perrier (E) Passifloraceae Ana. MA
Psiadia sp. ( ?) Asteraceae Ana. MA+
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Psidium cattleianum Sabine (n) (n)

Psorospermum lanceolatum (Choisy) Hochr. (E)

Ravenala madagascariensis Sonn. (E)
Ravenea julietiae Beentje (E)

Rhodocolea racemosa (Lam.) H. Perrier (E)
Rhopalocarpus thouarsianus Baill. (E)
Saldinia proboscidea Hochr. (E)

Suregada boiviniana Baill. (?)

Symphonia tanalensis Jum. & H. Perrier (E)

Syzygium emirnense (Baker) Labat & G. E. Schatz (?)
Tabernaemontana coffeoides Bojer ex A. DC. (n)

Tambourissa purpurea (Tul.) A. DC. (E)
Tina fulvinervis Radlk. (E)

Uapaca louvelii Denis (E)

Vepris sp. (?)

Zanthoxylum tsihanimposa H. Perrier (E)
Aphloia theiformis (Vahl) Benn. (n)
Aristida similis Steud. ( ?)

Burasaia madagascariensis DC. (E)
Cinnamumum camphoratum Blume (n)
Cinnamomum zeylanicum Blume (n)
Clidemia hirta (L.) D. Don (n)

Colubrina decipiens (Baill.) Capuron (n)
Commelina sp. (?)

Dactyloctenium sp. (?)

Dalbergia madagascariensis Vatke (E)
Dombeya dolichophylla Arenes ( ?)
Dracaena reflexa Lam.(n)

Dichapetalum leucosia (Spreng.) Engl. (E)
Dypsis sp. (?)

Dypsis nodifera Mart. (E)

Agelaea pentagyna (Lam.) Baill. ( ?)
Gaertnera macrostipula Baker ( ?)
Gaertnera obovata Baker ( ?)

Grevillea banksii R. Br. (n)

Harungana madagascariensis Lam. Ex Poir.
Hugonia sp. (?)

Landolphia myrtifolia (Poir.) Markgr. (E)
Landolphia sp. (?)

Landolphia gummifera (Poir.) K. Schum. (E)
Macaranga cuspidata Boivin ex Baill ( ?)
Macarisia lanceolata Baill. ( ?)
Machaerina flexuosa (Boeckeler) J. Kern (?)
Macphersonia madagascariensis Blume (E)
Merremia tridentata (L.) Hallier f. (n)
Noronhia emarginata (Lam.) Thouars (E)

Myrtaceae
Hypericaceae
Strelitzaceae
Arecaceae
Bignoniaceae
Sphaerosepalaceae
Rubiaceae
Euphorbiaceae
Clusiaceae
Myrtaceae
Apocynaceae
Monimiaceae
Sapindaceae
Euphorbiaceae
Rutaceae
Rutaceae
Aphloiaceae
Poaceae
Menispermaceae
Lauraceae
Lauraceae
Melastomataceae
Rhamnaceae
Commelicaceae
Poaceae
Fabaceae
Malvaceae
Asparagaceae
Dichapetalaceae
Arecaceae
Arecaceae
Connaracea
Rubiaceae
Rubiaceae
Proteaceae
Hypericaceae
Linaceae
Apocynaceae
Apocynaceae
Apocynaceae

Euphorbiaceae
Rhizophoraceae

Cyperaceae
Sapindaceae
Convolvulaceae
Oleaceae

Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.
Ana.

lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.
lan.

(MA)
MA
(MA)
MA
MA
MA
MA
MA
MA
MA
ND
MA
MA
MA & ECM
MA
MA
MA+
MA+
MA
MA+
MA+
(MA)
MA
MA+
MA
MA+
MA
(MA)
MA
(MA)
(MA)
MA
MA
MA
(MA)
MA+
MA
MA
ND
(MA)
MA+
MA
MA
MA
MA
MA+
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Osmunda regalis L. ( ?) Osmondaceae lan. MA
Ouratea sp. (?) Ochnaceae lan. MA
Panicum luridum Hack. ( ?) Poaceae lan. MA
Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. (n) Phyllanthaceae lan. (MA)
Poupartia chapelieri (Guillaumin) H. Perrier (E) Anacardiaceae lan. MA+
Psidium cattleianum Sabine (n) Myrtaceae lan. (MA)
Psorospermum fanerana Baker (E) Clusiaceae lan. MA
Ravenala madagascariensis Sonn. (E) Strelitzaceae lan. (MA)
Rubus sp. (?) Rosaceae lan. MA+
Sauvagesia erecta L. (n) Ochnaceae lan. MA
Scolopia maoulidae S. Hul, Labat & O. Pascal ( ?) Salicaceae lan. MA
Streblus dimepate (Bureau) C. C. Berg ( ?) Moraceae lan. MA
Symphonia fasciculata (Noronha ex Thouars) Vesque

(E) Clusiaceae lan. MA
Tacca leontopetaloides (L.) Kuntze (?) Discoreaceae lan. MA
Trema orientalis (L.) Blume ( ?) Cannabaceae lan. MA+
Tristemma virusanum Juss. (n) Melastomataceae  lan. MA
Trophis montana (Leandri) C. C. Berg ( ?) Moraceae lan. MA
Uapaca ferruginea Baill. (E) Euphorbiaceae lan. MA & ECM
Urena lobata L. (n) Malvaceae lan. MA
Voacanga thouarsii Roem. & Schult. (n) Apocynaceae lan. ND
Uapaca bojeri L. (E) Euphorbiaceae Ariv. MA & ECM
Leptolaena bojeriana (E) Sarcolaenaceae Ariv. MA & ECM
Trema sp. (n) Ulmaceae Ariv MA
Aphloia theaeformis (Vahl.) Benn. (n) Flacourtiaceae Ariv MA+
Rhus taratana (Baker.) H. Perrier (n) Anacardiaceae Ariv MA+
Helychrysum rusillonii Hochr. (?) Asteraceae Ariv MA+
Psiadia altissima (D. C.) Drake. (?) Asteraceae Ariv MA+
Rubus apetalus Poir. (n) Rosaceae Ariv MA

(E) : endémique, (n) : non endémique, ( ?) : pas d’information, Sites : Ana : Analalava, lan. :
lanjomara, Ariv: Arivonimamo, AM: mycorhize a arbuscules, (MA): faiblement
mycorhizé, MA+: fortement mycorhizé, MA & ECM : coexistence de mycorhize a
arbuscule et d’ectomycorhize, ND : non déterminé.

Pour le genre africano-malgache Uapaca, les deux types de symbiose mycorhizienne ont été
également observés en méme temps au niveau des systémes racinaires des trois especes
étudiées (U. bojeri, U. louvelii, U. ferruginea). Par ailleurs, nos résultats illustrent
I’abondance de la structure mycorhizienne a arbuscule au sein de la flore malgache et plus
particulierement au niveau de la flore endémique. En effet, les 42 especes étudiées et
identifiées endémiques sont associées aux champignons mycorhiziens. De plus, les données
rapportées dans cette partie qui concernent trois ecosystemes forestiers différents montrent

que la plupart des especes arbres et d’arbustes dans ces ecosystémes sont associées aux
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champignons mycorhiziens. Ces résultats constituent ainsi une base solide des stratégies de

conservation ou de gestion durable de la riche diversité floristiqgue de Madagascar.

4. FACILITATION DE L’ETABLISSEMENT ET DU DEVELOPPEMENT DES PLANTULES DE UAPACA
BOJERI PAR LES ARBUSTES PIONNIERS DES ZONES DEGRADEES DU HAUT PLATEAU

MALGACHE : IMPORTANCE DE LA SYMBIOSE ECTOMYCORHIZIENNE

L’établissement et le développement des plantules des essences forestieres peuvent étre
inhibés ou stimulés par les especes arbustives pionnieres qui colonisent en premier lieu les
zones dégradées et/ou perturbées par les espéces exotiques. Un cas de ces phénomenes a été
observé dans I’¢écosysteme de la forét sclérophylle & Uapaca bojeri du haut plateau de
Madagascar. En effet, deux espéces arbustives (Sarcolaena oblongifolia F. Gérard et
Leptolaena bojeriana (Baill.) Cavaco) endémiques se sont montrées capables de favoriser le
développement des plantules d’U. bojeri dans différents endroits de la forét et surtout dans les
zones dégradées ou anciennement envahies par Eucalyptus camaldulensis ou Pinus Patula.
Dans ce phénomene de facilitation du développement des plantules, la communauté de
champignons ectomycorhiziens hébergee par le systéme racinaire des deux arbustes a éte
fortement impliquée.

Les investigations ont ¢été effectuées dans 1’écosysteme forestier d’Arivonimamo et
d’ Ambatofinandrahana ou les deux arbustes cités ci-dessus sont respectivement dominants.
L’objectif principal étant de décrire le comportement de ces deux espéces arbustives vis-a-vis
a la fois des conditions pédoclimatiques des sols dégradés ou perturbés par la propagation des
especes exotiques et du développement des plantules d’U. bojeri. Deux dispositifs

expérimentaux ont été ainsi établis.

4.1. EXPERIMENTATION (1): PARTAGE DE SYMBIOTES ECTOMYCORHIZIENS ENTRE
S. OBLONGIFOLIAET U. BOJERI IN SITU

La communauté de champignons ectomycorhiziens associée a U. bojeri et a S. oblongifolia a
été décrite en adoptant des critéres morphologiques tels que la couleur du manteau, la
ramification et la profondeur du réseau de hartig et des analyses moléculaires des
représentants de chaque groupe morphologique ou morphotype. Le dispositif
d’échantillonnage est donné par le tableau 2. Il s’agit de récolter des morphotypes
d’ectomycorhize associés uniquement a U. bojeri ou S. oblongifolia dans un premier temps et

des morphotypes associés aux deux plantes par la suite.
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Tableau 2. Dispositif d’échantillonnage et diversité de champignons ectomycorhiziens au niveau du systéme racinaire d’U.

S. oblongifolia

bojeri et de

Nombre d’échantillons de sol

Nombre de bouts racinaires ectomycorhizés

Nombre de types RFLP (Sans comparaison des sols)

Pourcentage des taxons* identifiés et partagés par les deux plantes hotes (%)
Indice de diversité de Simpson

Indice d’information de Shannon-Wiener

Origines
U. bojeri S. oblongifolia Végétation mixte

5 5 5

665 580 780
38 46 53
60 58,33 76,92

6,75 10,58 11,22

0,87 1,05 1,07

*Les taxons ont été identifies comme types RFLP en se basant sur la similarité de la région ITS par rapport aux sequences disponibles dans

la banque de donnée GenBank.
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Les échantillons, composés par le systeme racinaire de chaque plante prélevé avec le sol
rhizosphérique, ont été collectés en décembre 2006 dans les trois microhabitats différents ci-
apres selon la composition de la plante hote: (i) une population homogene d’U. bojeri,
(i) une population homogene de S. oblongifolia et (iii) une formation mixte des deux plantes
ou des plantules d’U. bojeri. Pour chaque composition de plante héte, cing points de
prélevement ont été identifiés dans cing endroits différents et chaque échantillon a été prélevé
a I’aide d’une tariere de 10 cm de diamétre enfoncée a 30 cm de profondeur a partir de
I’humus. Afin d’éviter le mélange des échantillons provenant de plantes hotes différentes,
I’indésirable plante héte la plus proche est située a au moins 25 m du point de prélévement.
Pour la végétation mixte, I’échantillon a été prélevé avec une plantule d’U. bojeri poussant
entre deux ou trois pieds de S. oblongifolia. Au total, 15 échantillons ont été prélevés et
classés en trois groupes selon la composition de la plante héte. Les critéeres morphologiques
établis par Agerer (1987-1996) ont été adoptés pour grouper les bouts racinaires
ectomycorhizés dans différents morphotypes. Ces criteres concernent la structure et la couleur
du manteau, la ramification des racines mycorhizées et les caractéres des rhizomorphes. Trois
ectomycorhizes ont été prélevées au hasard dans chaque morphotype pour des analyses RFLP
en ciblant la région ITS de I’ADN mitochondrial du champignon et en utilisant les enzymes
de restriction Haelll et Hinfl. Pour les échantillons provenant de la végétation mixte,
I’identification de la plante hote a été réalisée par séquencage du gene chloroplastique
ribulose-biphosphate carboxylase (rbcL) selon la méthode de Kass et Wink (1997). La
position taxonomique de chaque type RFLP identifié a été établie par séquencage de la méme
région ITS fongique.

Au total, 2025 fragments de racines ectomycorhizées ont été récoltés et classés en
165 morphotypes d’ectomycorhizes a partir des 15 échantillons. Entreprises sur
496 ectomycorhizes, I’extraction d’ADN et I’analyse RFLP ont donné 137 types RFLP sans
mélanger les échantillons (tabl. 2). Aprés comparaison des types RFLP de la méme
composition de plante hote, 10 types RFLP ont été récoltés chez U. bojeri, 12 sur
S. oblongifolia et 13 au niveau de la végétation mixte. Parmi ces différents types RFLP,
21 individus ont été identifiés en se basant sur la similarité de la séquence de la région ITS
avec des séquences dans la GenBank (tabl. 3). Sauf pour un type RFLP identifié comme
Thelephoroid mycorrhizal, les types RFLP ont été identifiés au niveau genre (3 types RFLP)
ou au niveau espece (17 types RFLP) (fig. 1). Au niveau genre, Russula a été le plus dominant
avec 8 types RFLP suivi par Bondarcevomyces (5 types RFLP), Scleroderma (2 types RFLP)

et Amanita, Topinella et Tomentella avec respectivement un type RFLP.
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Tableau 3. Identification par séquencage de la région ITS des principaux types RFLP récoltés sur U. bojeri et/ou S. oblongifolia

Espéce la plus proche au

Numéro d’accession au

Valeur attendue du

Types RFLP GenBank GenBank BLAST Plante hote identifiee

Jac Russula earlei AF518722 2e-142 S. oblongifolia & U. bojeri

Blc Amanita sp. C322 AM116759 0,0 S. oblongifolia & U. bojeri

Jaa Boletellus projectellus DQ534582 0,0 U. bojeri

Bra Bondarcevomyces taxi DQ534583 2e-169 S. oblongifolia

Mr d Bondarcevomyces taxi DQ534583 0,0 S. oblongifolia & U. bojeri

Mre Bondarcevomyces taxi DQ534583 0,0 S. oblongifolia

Nr b Bondarcevomyces taxi DQ534583 0,0 S. oblongifolia & U. bojeri

Nr a Bondarcevomyces taxi DQ534583 0,0 S. oblongifolia & U. bojeri

Brb Boletellus projectellus DQ534582 0,0 S. oblongifolia & U. bojeri

Bl b Scleroderma dictyosporum AJ509787 2e-175 S. oblongifolia & U. bojeri

Bla Scleroderma citrinum AF393149 2e-175 S. oblongifolia & U. bojeri
Tapinella panuoides DQ534594 2e-98 S. oblongifolia

Jaf Russula exalbicans AY293269 9e-167 U. bojeri

Mrc Russula fulvo-ochrascens AM117671 2e-169 S. oblongifolia

Jab Russula earlei AF518722 9e-154 S. oblongifolia & U. bojeri

Jad Russula earlei AF518722 7e-143 U. bojeri

Mr a Russula earlei AF518722 2e-144 U. bojeri

Bld Russula sp. C353gn AM117670 2e-110 S. oblongifolia & U. bojeri
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Ble Russula earlei AF518722 4e-158 S. oblongifolia
Mr b Tomentella sp. U86859 le-152 S. oblongifolia & U. bojeri
Jag Thelephoroid mycorrhizal sp. AJ509798 3e-154 S. oblongifolia
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Plus de 52,38 % des types RFLP identifiés ont été associés a la fois avec les systéemes
racinaires d’U. bojeri et S. oblongifolia (fig. 1). Les autres types RFLP restant ont été trouvés
soit avec U. bojeri (19,04 %), soit avec S. oblongifolia (28,57 %). Au niveau de la diversité de
symbiotes fongiques, I’arbuste S. oblongifolia et la végétation mixte ont présenté des indices
de diversité de Simpson similaires. Par contre, cet indice de diversité a été faible pour
U. bojeri suggérant que cet arbre héberge une communauté mycorhizienne moins riche en
diversité en population homogéne qu’en population mixte. Une similarité entre les trois
compositions de plante hote a été revélée par I’indice de diversité de Shannon-Wiener
(tabl. 2).

Figure 1. Distribution des symbiotes ectomycorhiziens entre Uapaca bojeri et Sarcolaena

oblongifolia exprimés par le pourcentage de types RFLP et par le pourcentage du nombre

total des bouts racinaires ectomycorhizés.
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4.2. EXPERIMENTATION (2) : STIMULATION DU DEVELOPPEMENT DES PLANTULES DE
U. BOJERI PAR DES SYMBIOTES ECTOMYCORHIZIENS FOURNIS PAR LES DEUX ESPECES
ARBUSTIVES

Les échantillons de sol ont été prélevés dans la partie nord et centre-sud de la forét
sclérophylle a U. bojeri pour les expérimentations respectivement avec L. bojeriana et
S. oblongifolia. Les expérimentations avec L. bojeriana ont été réalisées sur trois types de sol
préconditionnés respectivement par Eucalyptus camaldulensis, Pinus patula et U. bojeri. Le
sol témoin a été constitué par un sol dégradé prélevé en dehors de la forét et sans influence
des plantes ectotrophes. Aprés le développement de I’arbuste dans chaque type de sol pendant
4 mois, des graines prégermées d’U. bojeri y ont été repiquées en présence ou non de
I’arbuste selon le dispositif expérimental donné par la figure 2. Les parametres suivants ont
été évalués apres cing mois de développement des plantes : biomasse aérienne et racinaire et
taux d’ectomycorhization des plantules d’U. bojeri, activité microbienne globale et activité
des enzymes phosphatasiques du sol. Au niveau du systeme racinaire des plantules, une étude
comparative des morphotypes d’ectomycorhizes observes chez les plantules d’U. bojeri de
chaque type de sol a été effectuée par séquencage de la région ITS de chaque type RFLP.

Figure 2. Dispositif expérimental de co-culture visant a décrire les impacts de L. bojeriana sur
le développement des plantules d’U. bojeri, sur le fonctionnement de la communauté

microbienne du sol.
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Des expérimentations similaires ont eté entreprises avec S. oblongifolia ou les sols de culture
ont été prélevés a différentes distances (0, 1, 5, 10 et 20 m) d’un pied adulte d’U. bojeri situé
a la périphérie de la forét. Le choix de ces points de préléevement a été base sur la variation de
la composition du couvert végétal. En effet, les sols a 0 et a 1 m sont sous I’influence du pied
adulte d’U. bojeri, tandis qu’a 5 et a 10 m, la couverture végétale est constituée par des
touffes de S. oblongifolia. Cette couverture végétale est généralement transformée en prairie a
20 m de la périphérie de la forét. Le sol témoin a été prélevé en dehors de la forét et loin de
toute autre végeétation. Des graines prégermées d’U. bojeri ont été repiquées dans chaque type
de sol a raison d’une graine par pot et 25 répétitions ont été établies par traitement. Les
expérimentations ont été menées sous serre (arrosage 2 fois par semaine a 1’aide de ’eau du
robinet, photopériode 12 h, température environ 15°C la nuit et 25°C le jour). Le
développement des plantules, le taux d’ectomycorhization et la diversité de communauté
ectomycorhizienne associée aux plantules d’U. bojeri ont été évalués apres cinq mois de
culture dans chaque type de sol.

La précolonisation du sol par L. bojeriana suivie de la co-culture avec cet arbuste a eu
beaucoup d’impacts sur le développement des plantules d’U. bojeri. En effet, le
développement aérien des plantules d’U. bojeri, le taux d’ectomycorhization, la quantité
d’azote et de phosphate minéral dans la partie aérienne des plantes sont tous significativement
élevés par rapport a ceux enregistrés dans les traitements témoins (sans la pré-culture et la co-
culture) dans tous les types de sols utilisés (tabl. 4). Particulierement, la co-culture d’U. bojeri
avec L. bojeriana dépourvue de sa partie aérienne a favorisé le développement des plantules
de I’arbre et le taux de colonisation des racines par les champignons ectomycorhiziens. Des
profondes modifications du fonctionnement de la communauté microbienne du sol ont
également été enregistrées chez les traitements avec L. bojeriana. A 1’exception du sol
dégradé et du sol prélevé sous U. bojeri ou I’activité des phosphatases alcalines a été similaire
chez les trois traitements, la co-culture d’U. bojeri avec L. bojeriana a provoqué des
augmentations significatives de 1’activité microbienne globale et de I’activité des enzymes
phosphatasiques du sol. Les résultats ont montré que ces activités microbiennes et
enzymatiques ont été fortement affectées par le traitement avec L. bojeriana sans la partie
aerienne.

Les mémes tendances de résultats ont été obtenues avec S. oblongifolia. Le développement
des plantules d’U. bojeri a été fortement stimulé sur le sol anciennement colonisé par

I’arbuste S. oblonfigolia (sol 5 et 10 m) (tabl. 5). Ce bon développement des plantules a été

427



accompagné par un taux d’ectomycorhization significativement élevé et un taux de mortalité
faible (fig. 3) par rapport a ceux enregistrés sur les autres types de sol. Apres cing mois de
culture, le nombre de plantules mortes diminue du sol prélevé a 5 m au sol témoin dans le
sens : sol 5 m < sol 10 m <sol 1 m < sol 0 m < sol 20 m < sol témoin.

Au niveau de la composition des symbiotes ectomycorhiziens, une richesse taxonomique
nettement plus élevée a été enregistrée chez les plantules d’U. bojeri du sol de 5 et 10 m par
rapport aux plantules des autres types de sol. Tous ces résultats suggerent que le partage de
symbiotes fongiques entre les deux plantes, décrit lors de la premiére expérimentation, est a
I’origine de cette facilitation de 1’établissement et stimulation du développement des plantules
d’U. bojeri. Ce phénomeéne de facilitation « plante-plante » par I’intermédiaire des symbiotes
fongiques partages a déja eté mentionné par certains auteurs qui ont travaillé dans des
écosystemes forestiers tempérés (Dickie et al., 2004 ; Borchers et Perry, 1990 ; Horton et al.,
1999).

Figure 3. Taux de mortalité des plantules d’Uapaca bojeri sur des sols récoltés a différentes
distances d’un pied adulte de cette plante apres 5 mois de culture (e : témoin ; A : sol prélevé
a20m; x:sol prélevé al0m; A :sol prélevé a5 m ; m:sol prélevé a1l m; ¢ : sol prélevé a
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Tableau 4. Poids sec (en g) de la biomasse aérienne et racinaire et taux d’ectomycorhization d’U. bojeri sur les quatre types de sol avec ou sans la

co-culture apr?:c (‘inq maoais_de culture

Traitements BA® BR® RB : BA® N P® ECM®
Sol dégradé

Témoin @ 131 (11)49 g 113 (12) a 0,88 (0,13) b 0,89 (0,06) a 711(73) a 36(2,1)a
L. bojeriana @ 277 (11) b 140 (10) ab 0,51 (0,04) a 3,02 (0,12) b 253,4 (10,9) b 42 (6) a
L. bojeriana SA © 309 (26) b 166 (3) b 0,55 (0,04) ab 3,08(0,27) b 332,1(29,1) b 90,3(3,2) b
Sol d’U. bojeri

Témoin 125 (15) a 295 (35) a 2,37 (0,16) b 0,85 (0,1) a 94,1 (9,9) a 73,7 (32)a
L. bojeriana 222 (38) ab 242 (38) a 1,21 (0,33) a 2,14 (0,32) b 197,7 (34,1) b 78 (21)a
L. bojeriana SA 332 (19) b 219 (39) a 0,67 (0,14) a 3,58 (0,19) ¢ 303,9(14,1) c 90,7 (2,4) b
Sol d’E. camaldulensis

Témoin @ 83(0,9) a 27 (4) a 0,34 (0,08) a 0,65 (0,07) a 62,3 (7,3) a 16,3 (2,4) a
L. bojeriana @ 233 (41) b 99 (6) b 0,45 (0,09) a 2,30 (0,41) b 194,6 (35,5) b 65,3 (3,3) b
L. bojeriana SA © 250 (42) b 129 (12) b 0,57 (0,17) a 3,17 (0,57) b 268,6 (44,9) b 79,3 (41)b
Sol de P. patula

Témoin 85 (12) a 119 (10) a 1,42 (0,12) b 0,65 (0,09) a 58,9 (8,7) a 29,3 (5,5)a
L. bojeriana 233(9)b 146 (27) a 0,62 (0,11) a 2,28 (0,10) b 181,3(5,7) b 30,3 (2,4) a
L. bojeriana SA 333 (66) b 127 (7) a 0,41 (0,08) a 3,90 (0,78) b 278,1 (53,9) b 65,3 (1,5) b

@ U. bojeri sans la pré-culture et la co-culture de L. bojeriana. ® Précolonisation de L. bojeriana and co-culture avec des plantules de L. bojeriana avec la partie aérienne. @ Précolonisation de L. bojeriana et co-culture
avec des plantules de L. bojeriana sans la partie aérienne. ® Biomasse aérienne (mg de poids sec). ® Biomasse racinaire (mg de poids sec). © Rapport biomasse racinaire/biomasse aérienne. ("Taux d’azote minéral dans
les feuilles (mg par plante). ®Taux de phosphate minéral dans les feuilles (mg par plante) © Pourcentage d’ectomycorrhization (%). “® Ecart type par rapport & la moyenne. ‘Y Les données dans la méme colonne, pour
chaque type de sol, suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Newman-Keuls (p < 0,05).
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Tableau 5. Développement et taux d’ectomycorhization des plantulesd’U. bojeri aprés 5 mois de culture sur des sols prélevés a différentes

distances d’un pied adulte de cette plante

Développement des plantules
Biomasse aérienne (mg par plante)
Biomasse racinaire (mg par plante)
Biomasse totale (mg par plante)
Rapport biomasse aérienne/racinaire
Nombre de bouts racinaires par mg de biomasse racinaire

Taux d’ectomycorhization (%)

Diversité ectomycorhizienne

Richesse taxonomique (exprimée comme types RFLP)

Témoin

92 a®
61 a
154 a

1,53 ab

0,83b

3,19a

05a

Distances a partir d’un pied adulte d’U. bojeri

20m 10 m 5m 1m Om
120 a 313c 335¢c 199 b 183 b
75 a 168 bc 211c 128 b 137 Db
195 a 481 ¢ 546 ¢ 328 b 320 b
1,65 ab 1,86 b 1,59 ab 1,64 ab 1,42 a
0,73 b 0,51 ab 0,39a 0,63 ab 0,49 a
5,88 ab 21,06 c 2205c 11,70 bc 10,49 bc
0,8a 3¢ 35¢C 1,6 ab 2b

' Les données dans la méme ligne suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Newman-Keuls (p < 0,05).
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Dans cette partie, il est clairement établi que la communauté de champignons
ectomycorhiziens est fortement impliquée dans le phénomene de facilitation qui s’est déroulé
entre deux espéces arbustives, d’une part et une espéce d’arbre toutes endémiques de
Madagascar, d’autre part. Pourtant, il a également été signalé que les espéces arbustives qui
colonisent en premier lieu les zones dégradées, contribuent a 1’amélioration physico-chimique
et biologique du sol (Aguilera et al., 1999) ou a la stimulation de 1’activité microbienne
globale et de I’activité des phosphatases du sol (Gomez-Aparicio et al., 2005a, b). Dans notre
cas, I’espéce arbustive L. bojeriana a pu modifier les conditions pédoclimatiques des sols
anciennement envahis par les espéces exotiques (Eucalyptus sp. et Pinus patula) au profit du
développement des plantules d’U. bojeri. Ce qui fait de cet arbuste un candidat potentiel pour
la restauration des sites envahis par les plantes exotiques et pour la plantation des arbres
natifs. Dans ce sens, I’incompatibilité de symbiotes fongiques des plantes exotiques avec les
espéces de plantes natives a déja été démontrée (Saunders et Norton, 2001) et cette situation

constitue souvent un handicap dans les programmes de plantation des essences natives.

5. FRAGILITE DE LA FLORE MALGACHE ET INVASION BIOLOGIQUE

L’invasion des plantes exotiques est actuellement responsable de la perte de biodiversité, de la
réduction de la productivité et la dégradation des habitats naturels, le déplacement des plantes
natives et I’altération du fonctionnement des écosystemes (Simberloff, 2005 ; Masters et
Sheley, 2001). Selon le MEED en 2004, I’introduction d’especes allogenes est aujourd’hui
considérée comme la deuxieme cause directe de déséquilibre de la structure végeétale au
niveau mondial apres la destruction de I’habitat. Les especes invasives constituent dans le
monde et plus particulierement sur les Tles une menace pour tous les composants d’un milieu,
pour les processus a 1’échelle de 1’écosysteme (Vitousek et Walker, 1989), elles peuvent
également influencer la répartition spatiale de la biodiversité (Brown et Gurevitch, 2004) et
modifier la structure des communautés végétales et animales (Gratton et Denno, 2005). La
flore insulaire est donc fragile. Les causes cette fragilité sont d’ordre génétique et
démographique : (i) elle reléve en premier lieu de la séparation avec la population d’origine et
de la colonisation par un certain nombre restreint d’individus ne possédant qu’une partie de la
variabilite génétique, (ii) les especes ont évolué dans un systeme fermé pendant plusieurs
millions d’années en 1’absence de sélection exercée par les prédateurs, les grands herbivores,
les maladies ou les perturbations (incendie), en effet, elles ne possédent pas un systéme

d’adaptation élevé pour la compétition et résistent mal a I’entrée d’¢éléments nouveaux, (iii) la
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petite superficie terrestre ne permet pas aux peuplements de s’étendre et de diversifier, il y a
un grand risque d’extinction.

Madagascar n’est pas épargné par ce fléau mondial. Depuis quelques années les especes
envahissantes dans différents écosystémes de la Grande Tle commencent a attirer 1’attention
des scientifiques (Binggeli, 2003 ; Kull et al., 2007 ; Carriére et al., 2008). Ainsi, une liste de
quelques espéces exotiques envahissantes (Opuntia sp., Psidium cattleianum Sabine,
Grevillea banksii R. Br., Lantana camara...) qui menacent la flore malgache a été dressée par
Binggeli (2003) dont certaines d’entre elles ont fait 1’objet récemment d’études plus
approfondies (Carriére et al., 2008).

5. 1. PROPAGATION DE GREVILLEA BANKSII R. BR. ET SES IMPACTS SUR LA COMMUNAUTE DE

CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS

5.1.1. DESCRIPTION DE LA STRUCTURE DE LA COMMUNAUTE DE CHAMPIGNONS
MYCORHIZIENS

A Madagascar, dans les années 1950, certains auteurs ont déja signalé la menace d’invasion
des especes exotiques (Aubreville, 1953). Cependant, les risques liés a leurs caracteres
invasifs sur les ressources forestiéres endémiques n’ont pas été considerés. Cette partie décrite
les impacts de la propagation de G. banksii dans la partie orientale de Madagascar sur le
développement d’une essence forestiere de cette zone, a savoir D. trichocarpa. Il est a
rappeler que G. banksii (Proteaceae) est une espéce introduite qui figure dans la liste des
especes envahissantes a Madagascar, notamment sur la cote est (Binggeli, 2003). Dans
différents endroits des zones envahies ou non par cet arbre exotique, la structure de la
communauté de champignons mycorhiziens a été déterminée par la description
morphologique et le dénombrement des spores, ainsi que par la mesure du nombre le plus
probable de propagules. Les spores et les propagules de champignons mycorhiziens a
arbuscule (CMA) ont été extraites a partir du sol rhizosphérique de G. banksii (prélevé dans la
zone envahie par cette plante), du sol rhizosphérique de D. trichocarpa (sol forestier), une
essence forestiére native et du sol témoin (prélevé sous la prairie en dehors des formations
forestiéres) selon la méthode de centrifugation sur saccharose (Sieverding, 1991). Les spores
ont été dénombrées sous stéréomicroscope et groupées selon les caractéristiques
morphologiques observées sous microscope optique. L’identification des spores jusqu’au
niveau genre a été basée principalement sur leur taille et couleur, aspect du contour et la
forme des hyphes (Walker, 1983 ; INVAM, 1997).
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5.1.2. STRUCTURE DES COMMUNAUTES DE CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS DANS LE SOL SOUS
L’INFLUENCE OU NON DE G. BANKSII

La structure des communautés de champignons mycorhiziens a arbuscules dans trois types de
sols envahis ou non par G. banksii est présentée dans le tableau 6. Le nombre total de spores
observées autour du systeme racinaire de G. banksii est significativement élevé par rapport a
ceux enregistrés dans le sol témoin et le sol rhizosphérique de D. trichocarpa (tabl. 6). Par
contre, aucune différence significative n’a été observée entre le nombre total de spores de
CMA dans le sol témoin et le sol rhizosphérique de 1’essence native. Trois genres de CMA
(Scutellospora, Glomus, Entrophospora) ont été récoltés dans les trois types de sol (tabl. 6).
Chague type de sol présente chacun au moins un genre de CMA caracteéristique en considérant
la différence entre le nombre des spores de chaque genre. Le nombre de spores de
Scutellospora est significativement élevé dans le sol rhizosphérique de D. trichocarpa et le
sol rhizosphérique de G. banksii comparé a celui enregistré dans le sol témoin. Par contre,
seul le sol rhizosphérique de G. banksii a présenté un nombre significativement élevé de
spores de Glomus sp. par rapport aux deux autres types de sol. Le sol témoin est caractérisé
par le genre Entrophospora dont le nombre de spores a été nettement élevé comparé a ceux
observés dans les deux autres types de sol.

La tendance des résultats est totalement inversée pour le nombre de propagules de CMA dans
les trois types de sol. En effet, le nombre de ces propagules observées dans le sol
rhizosphérique de D. trichocarpa est de 6 fois et de 10 fois plus élevé par rapport a ceux
enregistrés respectivement dans le sol rhizosphérique de G. banksii et le sol témoin (tabl. 6).
Pour un gramme de sol sec, ce nombre a été de 28,54 (pour le sol forestier), de 4,497 (pour le

sol rhizosphérique de G. banksii) et de 2,716 (pour le sol témoin).

Tableau 6. Abondance des spores et nombres les plus probables de propagules de CMA dans
les sols envahis ou non par G. banksii

Sol de laforét  Sol sous G. banksii Sol témoin
Nombre total des spores de 6,110 a 9,906 b 3,533 a
CMA (g™ de sol)
Scutellospora sp. (%) 75,921 b 54,486 b 33,213 a
Entrophospora sp. (%) 19,1902a 16,255 a 54,56 b
Glomus spp. (%) 4,851a 29,257 b 12,225ab
NPP de propagules de CMA 28,54 b 4,497 a 2,716 a

(g de sol sec)

(*) Les données dans la méme ligne suivies par la méme lettre ne sont pas significativement
différentes selon le test de Newman-Keuls (p < 0,05).
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5.2. PROPAGATION DE G. BANKSII R. BR. ET SES IMPACTS SUR LE DEVELOPPEMENT DE
D. TRICHOCARPA, UNE ESSENCE FORESTIERE ENDEMIQUE DE MADAGASCAR

5.2.1. DISPOSITIF EXPERIMENTAL

Les expérimentations ont été réalisees sur trois types de sols récoltés respectivement dans les
3 situations suivantes : sol de la forét récolté sous des pieds adultes de D. trichocarpa, une des
essences endémiques de la forét (sol de la forét), sol sous I’influence de G. banksii (sol sous
G. banksii) et sol témoin récolté sous la prairie en dehors de la forét. Dans chaque type de sol,
20 pots de 1 litre ont été préparés et des graines prégermées de D. trichocarpa y ont été
plantées. Aprés quatre mois d’élevage en serre (photopériode 12 heures, température 14 °C la
nuit et 25 °C le jour), 10 plantules ont été prélevées au hasard pour chaque type de sol. Le
pourcentage de colonisation des racines par les CMA a été calculé pour au moins
100 morceaux de racines fines d’environ 2 cm de long préalablement colorées selon la
méthode de Phillips et Hayman (1970) pour chaque plantule. Le taux de mycorhization pour
chaque traitement est calculé selon la méthode de Plenchette (1983). Le développement des
plantes a été évalué par la mesure de la biomasse aérienne et racinaire. Parallelement,
I’activité microbienne globale et I’activité des enzymes phosphatasiques ont été décrites pour
chaque type de sol respectivement en suivant I’hydrolyse de la fluorescéine diacétate et du p-
nitrophényl phosphate.

5.2.2. DEVELOPPEMENT DE D. TRICHOCARPA SUR LES SOLS ENVAHIS OU NON PAR G. BANKSII

La propagation de G. banksii a fortement inhibé le développement des plantules de
D. trichocarpa. La quantité de biomasse totale de cette plante produite dans les trois types de
sol varie dans le sens : sol de la forét > sol témoin > sol sous G. banksii (tabl. 7). Au niveau
du systéme racinaire des plantes, la méme tendance a été observée concernant le nombre de
nodules formés. Aucun nodule n’a été observé sur le systéme racinaire des plantules élevées
sur le sol envahi par G.banksii. Travaillant sur d’autres espéces de plantes invasives
(Gmelina arborea et Eucalyptus camaldulensis), des auteurs ont déja signalé que la
propagation de ces especes inhibe le développement de la communauté microbienne endogene
(Sanon et al., 2009 ; Kisa et al., 2007). Ce qui a été également confirmé par les résultats
relatifs aux taux de mycorhization des plantules de D. trichocarpa. En effet, le pourcentage de
racines mycorhizées des plantules de D. trichocarpa a été significativement plus élevé dans le
sol de la forét par rapport a ceux enregistrés dans le sol témoin et le sol anciennement envahi

par la plante exotique.
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Tableau 7. Activités enzymatiques et développement de D. trichocarpa sur des sols envahis

ou non par G. banksii

Sol de la forét Sol sous Sol témoin
G. banksii

Biomasse aérienne de D. trichocarpa 0,12 b 0,05a 0,07 ab
Biomasse racinaire de D. trichocarpa 0,04 a 0,04 a 0,04 a
Biomasse totale de D. trichocarpa 0,16 b 0,la 0,12 ab
Taux de nodulation de D. trichocarpa (nombre
de nodules par plante) 2,71b Oa 2,66b
Taux de mycorhization de D. trichocarpa (% de
racines mycorhizées par plante) 54,66 b 23,33 a 17,03 a
Activité microbienne globale (ug de di acétate
de fluorescéine hydrolysée h™g ™ de sol sec) 18,51a 14,07 a 12,22 a
Activité de la phosphatase alcaline (ug de p-
nitrophénol.h™.gde sol sec) 44,84 a 63,01 a 99,04 b
Activité de la phosphatase acide (g de p-
nitrophénol.h™.g*de sol sec) 127,30 b 85,317 a 110,95 b

(*) Les données dans la méme ligne suivies par la méme lettre ne sont pas significativement

différentes selon le test de Newman-Keuls (p < 0,05).

Entre le sol témoin et le sol envahi par G. banksii, le taux de mycorhization des plantules reste
similaire avec une légére augmentation dans le sol de G. banksii bien que la différence ne soit
pas significative. Globalement, la propagation de la plante exotique suivie de la plantation de
D. trichocarpa n’a pas provoqué d’importante modification au niveau de 1’activité
microbienne du sol. Les activités microbiennes globales observées dans les trois types de sol
ont été similaires aprés la culture de D. trichocarpa. Par contre, la précolonisation du sol par
G. banksii a fortement inhibé 1’activité des phosphatases alcalines. Sur ce dernier point,
certains auteurs ont déja mentionné que la propagation des plantes exotiques induit la
réduction du Ph du sol et limite ainsi I’activité de certains enzymes du sol (Kourtev et al.,
2002a ; 2002b ; 2003 ; Ehrenfeld et al., 2001).
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6. DISCUSSION GENERALE

Les deux écorégions concernées, a savoir 1’écorégion du Centre et I’écorégion de I’Est, sont
parmi les plus diversifiées des ecorégions de Madagascar. Parmi les composantes biologiques
de ces écosystémes, les microorganismes du sol et plus particuliérement les champignons
mycorhiziens, sont fortement impliqués dans la dynamique et la conservation du couvert
veégétal. En effet, une grande diversité de champignons mycorhiziens sont associés avec des
nombreuses espéces d’arbres forestiers de haute importance socio-économique et avec des
especes arbustives natives des écosystemes étudiés. Par ailleurs, des formes d’interaction
positive s’observent également entre les différentes espéces végetales qui coexistent,
notamment entre les especes arbustives et les especes ligneuses qui semblent avoir des
difficultés a s’adapter sur les milieux dégradés et/ou perturbés. Cependant, certaines especes
végetales peuvent avoir des impacts négatifs sur le fonctionnement biologique d’un
écosysteme comme c’est le cas de Grevillea banksii, une espece d’arbre exotique
envahissante dans la partie orientale de la Grande Tle. La propagation de cette plante entraine
une réduction significative de la diversité et de I’efficience des champignons mycorhiziens du
sol au détriment des espéces autochtones dont le cycle de développement est principalement
régi par la symbiose mycorhizienne (Ramanankierana et al., 2007). En effet, les espéces
végeétales sont susceptibles de générer, via des «feedbacks » (rétroactions) positifs ou
négatifs, des «niches écologiques » distinctes lors de leur développement. Ces niches
écologiques générées peuvent soit favoriser la coexistence entre les especes végeétales (cas de
Uapaca bojeri et de Leptolaena bojeriana), soit inhiber la croissance des autres espéces
végétales et/ou a terme permettre la mise en place d’un peuplement végétal dominé par une
seule espece (cas des plantes invasives).

De ce fait, d’un coté la structure et le fonctionnement des communautés de champignons
mycorhiziens dans le sol sont fortement reliés au type de végétation épigée et d’un autre coté,
les especes fongiques actives dans le sol influencent le cycle de développement des plantes et
en méme temps le bon déroulement de la succession végétale (Martineau et Saugier, 2006 ;
Randriambanona, 2008). En effet, il y a le transfert ou le partage des symbiotes fongiques
d’une plante a une autre qui tend a favoriser I’installation ou la régénération d’autres espéces

vegétales. Les espéces arbustives pionniéres des zones dégradées sont parmi les principaux
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acteurs en stimulant les microorganismes bénéfiques via 1’amélioration de la qualité physico-
chimique et microbiologique du sol (Pidwirny, 2006).

Il convient alors dans ce cas de gérer d’une maniére rationnelle les communautés de
champignons mycorhiziens dans leur milieu naturel et de favoriser des pratiques susceptibles
de maintenir ou de restaurer le potentiel infectieux mycorhizogéne des sols via la couverture
végétale. La valorisation des plantes mycotrophes autochtones ou la technologie d’inoculation
mycorhizienne est a prioriser afin d’éviter les risques d’invasion biologique par les espéces
non endogénes. Dans ce sens, I’utilisation des especes arbustives pionnieres dans la
restructuration des propriétés microbiologiques et chimiques du sol et dans la revégeétalisation
préliminaire des zones perturbées et/ou degradées constitue une option intéressante. Cette
technique pourrait étre utilisée pour la conception de reboisements « multispécifiques », et
permettrait d'éviter ainsi les problémes issus des plantations « monospécifiques » ou
I'appauvrissement des sols. Par la méme occasion, elle augmenterait la diversité et
I'nétérogénéité de la forét restaurée et améliorerait aussi les processus de revégetalisation des

zones dégradées.
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RESUME

Structure et fonctionnement des communautés microbiennes du sol dans les
zones influencées par une espece invasive, Grevillea banksii R. Br: impacts sur
la régénération de deux essences forestieres autochtones a Madagascar

Certaines especes végétales exotiques peuvent induire des modifications, bénéfiques ou
non, au niveau du fonctionnement d’un écosysteéme au sein duquel elles s’installent du fait
de leurs propriétes. L’objectif principal de cette étude était de décrire les impacts de
I’occupation du sol par Grevillea banksii (Proteaceae), une plante exotique envahissante
dans une zone située dans la partie Est de la Grande ile en se focalisant sur la structure et le
fonctionnement des communautés microbiennes du sol ainsi que le développement de deux
essences ligneuses autochtones des foréts naturelles de cette zone a savoir Intsia bijuga et
Dalbergia trichocarpa.

La composition floristique et les propriétés microbiologiques du sol de cette zone envahie
par G. banksii a été décrite. Deux formations végeétales se trouvant dans la méme localité
ont été considérées comme des témoins a savoir la forét naturelle peu perturbée
d’Ianjomara Vatomandry, et une formation de pseudo-steppe. Ensuite, les impacts de
I’installation de G. banksii sur le fonctionnement de deux partenaires symbiotiques
(champignons mycorhiziens et bactéries fixatrices d’azote) des deux espéces ligneuses
autochtones ont été évalués en conditions contrdlées. Le phénomene inverse, c'est-a-dire
les potentiels des symbiotes microbiens a influencer le développement des espéces
autochtones sur le sol anciennement colonis€ par 1’espece exotique, a ét¢ ¢galement étudié
en sélectionnant des partenaires symbiotiques performants.

Les résultats ont montré que la zone occupée par G. banksii a été caractérisée par une
faible diversité floristique (10 espéces) par rapport a la zone forestiere (29 espeéces). De
méme, la densité des communautés microbiennes du sol envahi par G. banksii et leurs
activités ont été tres faibles par rapport a celle enregistrée au niveau du sol forestier. Par
ailleurs, I’invasivité de G. banksii a été favorisée par sa capacité a (i) modifier
I’environnement biotique du milieu envahi, (ii) accaparer les éléments nutritifs, notamment
le phosphore, en milieu pauvre grace & la présence des racines protéoides dans leur
systéme racinaire et (iii) exprimer des effets allélopathiques vis-a-vis des populations des
rhizobia. En effet, une perturbation des associations symbiotiques (mycorhizienne et
fixatrice d’azote) a été observée chez les deux essences autochtones cultivées sur le sol
envahi par G. banksii. Cette perturbation s’est traduite principalement par un
ralentissement, voire arrét de la croissance chez les plantules. Cependant, 1I’inoculation des
plants avec des isolats microbiens selectionnés a permis de reduire significativement les
effets négatifs de G. banksii sur la régénération de I. bijuga et de D. trichocarpa. Ces
résultats suggerent que la compréhension des caractéres invasifs d’une espéce exotique
envahissante permet de proposer des techniques d’atténuation correspondantes a leurs
mécanismes d’invasion afin d’améliorer la conservation des especes natives du milieu
envahi.

Mots clés: Plantes invasives, Grevillea banksii, racines protéoides, champignons
mycorhiziens, rhizobia, symbioses, activité microbienne du sol, essences autochtones.
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ABSTRACT

Dynamic of soil microbial community in the ecosystem invaded by an alien plant
species, Grevillea banksii R. Br: impacts on the regeneration of two Malagasy
native tree species

Study was been conducted within an invaded zone located in the Eastern part of Madagascar.
The aim was to describe the effects of the propagation of an exotic plant species Grevillea
banksii on soil microbial functioning and on the development of two native tree species,
Intsia bijuga and Dalbergia trichocarpa.

Floristic diversity and the dynamic of soil microbial community were described within the
invaded zone. The controls were constituted by a natural forest with low disturbance and the
grassland located near the invaded zone. The effects of the soil colonization by G. banksii on
the establishment of the symbiotic associations (mycorrhizae and rhizobia) with two native
plant species were studied under controlled conditions. Selected and efficient strains of these
two microbial symbionts were then used to inoculate the soil previously occupied by G.
banksii. Their ability to influence the development of I. bijuga and D. trichocarpa and the soil
microbial properties was assessed.

The results showed that plots mainly colonized by G. banksii were characterized by low
floristic diversity (10 species) compared to the natural forest containing 29 species. Density
and functioning of soil microbial community in the invaded plots were also significantly low
compared to the soil collected within the forest plot. Moreover, the invasiveness of G. banksii
was enhanced by its ability to (i) change the biotic environment in the invaded areas; (ii)
monopolize nutrient acquisition, especially phosphorus, by the presence of proteoid roots in
their root system, and (iii) express allelopathic effects against rhizobia population. Indeed, for
the two native plant species, the establishment of symbiotic associations was highly disturbed
on soil previously occupied by the alien species. It was also observed that the development of
native plantlets transplanted to soil previously colonized by G. banksii was lower compared to
those cultivated on forest or grassland soils. However, plantlets inoculated with mycorrhizal
fungi or with rhizobia or with mixed strains of these two symbionts were more adapted that
uninoculated plantlets on G. banksii soil. These results suggest that it is possible to mitigate
the negative effects of alien species by understanding the mechanisms that they used to invade
and how native populations (plant and organisms) respond to this invasion.

Key words: Invasive plantg, Grevillea]banksii, proteoid roots, mycorrhizal fungi, rhizobia,
symbiosis, soil microbial activity, native species.
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