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Impact des extraits des feuilles et des feuilles de Casuarina equisetifolia sur la
dynamique des communautés microbiennes et mycorhiziennes impliquées dans le
développement de 1. bijuga

I- Introduction
La litiére des plantes jouent un rdle important dans I’écosystéme terrestre (Lambers et al. 2008). La
décomposition de la litiere constitue non seulement un processus vital pour le recyclage des
nutriments et la productivité des forets (Didham, 1998) mais aussi un composant important du stock
de carbone (Aerts, 1997). Certains auteurs ont trouvé que I’effet des litiéres sur la croissance de la
plante dépend de la durée de I’application, du type de 1’écosystéme et du type de litiere. D’autres
facteurs pourraient expliquer la variation de la croissance de la plante dont la qualité et la vitesse de
décomposition des litieres (Xiong et Nilsson., 1999). La litiere agit soit directement, soit
indirectement sur I’inhibition ou I’activation des bactéries et 1’étude de ’action de ces litiéres sur les
microorganismes du sol a fait I’objet de nombreux travaux. La litiere des plantes, par sa composition
chimique libére des nutriments (Facelli and Pickett 1991) ou immobilise les nutriments par la
libération des composeés allélopathiques (Foster and Gross 1998; Bonanomi et al. 2006; Samedani et
al. 2013). Certaines litieres ont accru le développement de la plante alors que d’autres freinent son
développement (Lopez-Iglesias et al 2014). L’inhibition de la croissance de la plante est attribuée a
la présence des composées phytotoxiques dans la plante (Inderjit & Duke, 2003). De plus, la teneur
en composés phénoliques des litieres peut affecter la décomposition et le turn-over de la matiere
organique (Muller et al., 1987 ; Palm & Sanchez, 1991). Les composés phénoliques peuvent inhiber
I'action des micro-organismes (Scheffer & Cowling, 1966), voire induire des effets toxiques,
antibiotiques et antifongiques (McKey, 1978). D’autres auteurs ont montré que la libération des
composes allélopathique (comme les composés phénoliques) est un facteur qui limite beaucoup plus
le développement de la plante que I’immobilisation des nutriments Bonanomi et al. (2011).. La
composition chimique des feuilles (Villar et al.2006) et des litieres (Cornelissen 1996; Aerts 1997)
est reliée a la propriété de la feuille. Les especes vertes pérennes avec des feuilles épaisses, persistant
et pauvres en azote (Wright et al. 2004) se décomposent lentement que les litieres provenant des
feuilles qui possédent les aspects contraires (Cornelissen 1996;Terradas 2001). Traditionnellement,
la litiere a été utilisée comme fertilisants organiques a effet bénéfique pour la croissance de la plante
en agriculture. Cette pratique joue un rdéle important dans le développement durable (Lopez-lglesias
et al 2014). Ces deux derniers décennies, la potentialité des especes exotiques a altérer la structure et
le fonctionnement de I’écosystéme est devenue largement reconnue (Vitousek et al.1997). En effet,

la culture en continue de 1’Eucalyptus pourrait accroitre I’accumulation de phytotoxine dans le sol ce
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qui conduit a la dégradation du sol et & une perte de la productivité (EI-Khawas and Shehata, 2005;
Forrester et al., 2006). A Madagascar Casuarina equisetifolia est une espéce exotique a croissance
rapide qui voisine les especes autochtones malgaches située dans les régions cotiéres. Mais a 1’état
actuel de la connaissance, aucune étude n’a été faite sur I’impact de I’extrait des feuilles et des
feuilles entieres de Casuarina equisetifolia sur les microorganismes des sols et le développement de
la plante autochtone malgache. Ainsi I’objectif de cette étude est de déterminer I’influence des
extraits des feuilles et du mélange des feuilles de Casuarina equisetifolia avec les sols de culture sur
le fonctionnement des communautés microbienne et mycorhizienne du sol et sur le développement

de Intsia bijuga, une essence autochtone malgache.

II- Matériels et méthodes

I1-1. Matériels végétales :

- Casuarina equisetifolia

Casuarina equisetifolia L.ex J.R& G. Forst, communément connu sous le nom de Casuarina, Pin
australien, sheoak et Pino autraliano, est un arbre a croissance rapide, de taille moyenne a feuillage
verte persistant qui peut atteindre jusqu'a 45m de hauteur. Cet arbre se distingue par son écorce gris-
brun clair rugueuse avec de sillon et une fine couronne de couleur vert fonce, tombantes, brindilles
ou rameaux photosynthétiques (Parrotta J. A 1993).
- Intsia bijuga

C’est un arbre dont la hauteur varic de 7 a 25m mais il peut atteindre jusqu’a 40m. Il a un large
canopée avec des feuilles vertes. En milieu ouvert (75% a 100% de lumiére solaire), la croissance en
hauteur est remarquable mais a 'ombre (25 a 50% de lumiére solaire) cette croissance est faible. La
période de fructification se situe entre le mois d’Octobre et le mois de Février (Randolph R et al.,
2006)

11-2. Méthodologie :

11-2-1. Analyses in-vitro de I’impact de I’extrait de feuille de Casuarina equisetifolia sur les

champignons ectomycorhiziens

L’objectif de cette étude est d’analyser in-vitro 1’effet de I’extrait de feuille de Casuarina

equisetifolia sur la croissance des deux isolats fongiques codés : Pis02 et Pis E.




a- Préparation des extraits des feuilles de Casuarina equisetifolia.

Les feuilles de Casuarina equisetifolia ont été séchées a I’étuve 40°C pendant 1 semaine puis
broyées a I’aide d’un broyeur électrique. Pour extraire les composés hydrosolubles, 20g de poudre de
feuille ont été mélangées avec 200ml d’eau distillé puis agités pendant 24h sur un agitateur
magnétique. L’extrait de feuille ont été par la suite filtré a ’aide d’un papier filtre Whatman n.1 et
stérilisé en filtrant a ’aide d’un filtre millipore 0,45 puis séché dans un speed-back afin de conserver
I’extrait jusqu’a utilisation.

b- Origine, isolement et entretien des isolats ectomycorhiziens

Les carpophores des champignons ectomycorhiziens ont été collectées pendant la saison humide.
Pour cela des carpophores de Pisolithus codés Pis02 ont été collecté dans la forét sclérophylle du
haut plateau sis a Arivonimamo et d’autres carpophores codés PisE ont été collectés sous Pinus a
Ankatso Antananarivo.

Ces carpophores ont été isolés au Laboratoire de Microbiologie de I’Environnement Tsimbazaza
Antananarivo. Apres avoir enlevé les différentes particules a D’extérieur des carpophores par
stérilisation avec de 1’éthanol 70°, ils ont été coupés en deux pour prélever un morceau de la partie
interne du péridium. Ce morceau a été cultivé sur le milieu MNM (Marx, 1969). Par la suite les
isolats ectomycorhiziens ont été incubés a I’obscurité dans une étuve a 28°C. Les hyphes qui
apparaissent ont été repiques sur le milieu MNM pour avoir suffisamment d’isolats pour faire le test

des extraits des feuilles de Casuarina equisetifolia.

c- Test de Peffet des extraits de feuille sur les champignons mycorhiziens : technique de
diffusion par disque.

Les disques antibiogrammes de 6mm de diamétre préalablement stérilisés ont été imprégné chacune
avec 10 microlitres de I’extrait des feuilles de Casuarina equisetifolia a une concentration de
10mg/ml a 20mg/ml. Les disques ont été ensuite séchés pendant 15 min dans I’étuve a 37°C puis
déposés a I’aide d’une pince stérilisée dans des boites de pétri contenant du milieu MNM. Pour les
témoins, les disques antibiogrammes ont é€té imprégné chacun avec 10 microlitres de I’eau distillée

stérilisée. Par la suite, les boites de pétri ont été incubées a 1’étuve 30 °C.




11-2-2. Test in-vivo de I’impact des feuilles de Casuarina equisetifolia sur la croissance de Intsia

bijuga cultivé sur les sols sous Intsia bijuga et sur les sous Casuarina equisetifolia.

a- Prégermination des graines de Intsia bijuga

Les graines de Intsia bijuga ont été trempées dans une solution d’acide sulfurique concentré pendant
2h puis rincées 5 a 6 fois a 1’eau de robinet. Les graines ont été ensuite trempées dans 1’ecau pendant
12h puis mises a germer dans le germoir contenant de la sable stérilisée et maintenue a la

température de 30°C.

b- Préparation des sols de culture.

Les sols sous Intsia bijuga et les sols dégradés ont été tamisés avec un tamis de maille inferieur a 2
mm apres avoir enlevé les débris végétaux et la faune visibles.

c- Dispositif expérimental

Les graines pré-germees de Intsia bijuga sont repiquees sur les sols sous Intsia bijuga et sur les sols
dégrades préalablement mélangés avec la poudre et les fragments des feuilles de Casuarina
equisetifolia a raison de 0g, 3g et 6g (P/P) par pot. Les plantes dont les sols de culture n’ont pas été
mélangés avec la poudre et les fragments des feuilles de Casuarina equisetifolia constituent les
témoins. Les sols de culture ont été ensuite mis dans des pots en plastique noir de 1L avec 25
répétitions par traitement. Les plantes sont arrosées au besoin a I'eau de robinet. Les traitements sont
repartis en randomisation complete sous serre avec une température moyenne de 25°C le jour et de

15°C la nuit et a une photopériode de 10heures.

11-2-3. Paramétres évalués

a- Biomasse aérienne et racinaire de Intsia bijuga.
La croissance de Intsia bijuga est évaluée apres 6 mois de culture sous condition controlée sous
serre. La biomasse aérienne et racinaire ont été separées et séchées a I’é¢tuve 60 °C pendant une

semaine.

b- Taux de mycorhization
La colonisation racinaire qui témoigne I’établissement de la symbiose ectomycorhizienne a été
évaluée par ’observation de la racine des 5 plantes par traitement et choisies de facon aléatoire.

L’observation a ét¢é faite sous loupe binoculaire (grossissement x40).




Le taux de mycorhization est le pourcentage des apex racinaires ectomycorhizés par rapport aux
nombre total des apex racinaires observés. Un champ d’observation contient au moins 100 apex

racinaires.

c-. Activités microbiennes globales du sol par hydrolyse de la FDA.

Elles sont mesurées par la technique d’Alef en 1998. La méthode consiste a mesurer 1’hydrolyse du
substrat qui est la Fluorescéine di-acétate (FDA). Aprés 1h d’incubation du sol avec le substrat, le
produit d’hydrolyse : la fluorescéine est mesurée par méthode colorimétrique a la longueur d’onde

490nm.

d- Phosphatases acides et alcalines.
Elles sont mesurees par la technique de Tabatabai (1982). La technique est basée sur I’utilisation du
substrat qui est le p-nitrophénol benzéne. Le produit d’hydrolyse qui est le p-nitrophényl est évalué

par la méthode colorimétrique a la longueur d’onde 400nm.

e- Dénombrement des microorganismes rhizosphériques :

Les microorganismes solubilisant le phosphate ont été dénombrés sur un milieu contenant du
Phosphate tricalcique (TCP) (Gaur, 1990). Les Actinomycetes ont été denombrés sur milieu
Waksman (Waksman, 1961).

f- Analyses chimiques des feuilles de Intsia bijuga et des sols rhizosphériques.
Les analyses chimiques des sols et des feuilles de Intsia bijuga ont été déterminé selon les techniques
classiques. Pour les feuilles de Intsia bijuga, les teneurs en N, P ont été analysées.

Pour les sols rhizosphériques, les teneursen N, P, K, C et le pH ont été évalués.

Analyses statistiques

Les relations entre les différents parametres mesurés seront mises en évidence par analyses
multivariées (co-inertie) (Dray et al., 2003), et les résultats obtenus seront comparés deux a deux par
I’analyse de variance ANOVA en utilisant le logiciel de statistique STATISTICA




I11- Résultats

- Evaluation de I’effet des extraits des feuilles de Casuarina equisetifolia sur les champignons

mycorhiziens

Par rapport au témoin les extraits des feuilles de Casuarina equisetifolia a 10mg/ml et 20mg/ml
n’ont pas affecté la croissance de I’isolat ectomycorhizien Pis02. Pourtant le développement des
hyphes de l’isolat ectomycorhizien PiSE a été inhibé par I’extrait de feuille de Casuarina
equisetifolia a la concentration de 20mg/ml.

- Evaluation de la biomasse aérienne et racinaire de Intsia bijuga

Le mélange des sols de culture avec la poudre et les fragments des feuilles de Casuarina equisetifolia
ont affecté le développement de Intsia bijuga.

En effet, par rapport au témoin, la croissance de la biomasse aérienne de Intsia bijuga est
significativement elevée lorsque le sol dégradé a été additionné de 3g du mélange de la poudre et des
fragments des feuilles de Casuarina equisetifolia (MPFCas). Malgré une legére augmentation avec
6g de MPFCas, aucune différence significative de la biomasse aérienne n’a été enregistrée par
rapport au témoin (fig.8). Aucune difference significative n’a été enregistrée entre les biomasses
racinaires de Intsia bijuga cultivé sur les sols additionnés du MPFCas (3 g et 6 g) et le témoin (Fig.
10).

Sur le sol sous Intsia bijuga, I’addition de 3g et de 6g du MPFCas a diminué significativement la
biomasse aérienne de Intsia bijuga par rapport au témoin (Fig.9). Pourtant, aucune différence
significative n’a été observée entre les biomasses racinaires de Intsia bijuga cultivé sur sol sous

Intsia bijuga additionné du MPFCas (3g et 69) et le témoin (fig.11).
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Figure 8 : Biomasse aérienne de Intsia bijuga cultivé sur Figure 9 : Biomasse aérienne de Intsia bijuga cultivé sur
sol dégradé mélangé ou non avec la poudre et les sol sous Intsia bijuga mélangé ou non avec la poudre et les
fragments des feuilles de Casuarina equisetifolia. fragments des feuilles de Casuarina equisetifolia.
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Figure 10: Biomasse racinaire de Intsia bijuga cultivé sur ~ Figure 11 : Biomasse racinaire de Intsia bijuga cultivé sur
sol dégradé mélangé ou non avec la poudre et les sol sous Intsia bijuga mélangé ou non avec la poudre et les
fragments des feuilles de Casuarina equisetifolia. fragments des feuilles de Casuarina equisetifolia

* : Les histogrammes marqués par la méme lettre ne présentent pas de différence significative selon le test de Newman
Keuls au seuil de probabilité 0,05

DTA : sol dégradé ; IT : sol sous l.bijuga ; DTAO : sol dégradé témoin ; DTAS : sol dégradé + 3g de MPFCas (P/P) ;
DTAG : sol dégradé + 6g de MPFCas (P/P) ; ITO: sol sous Intsia bijuga témoin ; IT3 : sol sous l.bijuga + 3g de MPFCas
(P/P) ; IT6 : sol sous Il.bijuga + 6g de MPFCas (P/P) ; MPFCas : Mélange de la Poudre et des Fragments de feuille de
Casuarina equisetifolia.

- Taux de mycorhization de Intsia bijuga
L’addition du MPFCas avec les sols de culture (sous Casuarina equisetifolia ou sous Intsia bijuga)

ne modifie pas significativement le taux de mycorhization de Intsia bijuga par rapport au temoin.

- Activités microbienne globale des sols rhizosphériques

Les activités microbiennes globales ont augmenté significativement pour les sols dégradés mélangés
avec la poudre et les fragments des feuilles de Casuarina equisetifolia (3g et 69) (fig.12).

Pourtant, aucune différence significative n’a été enregistrée entre les activités microbiennes globales

des sols sous Intsia bijuga méelangés ou non avec du MPFCas (fig.13).
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Figure 12 : Activité microbienne globale des sols Figure 13: Activité microbienne globale des sols
rhizosphériques aprés culture de Intsia bijuga sur rhizosphériques aprés culture de Intsia bijuga sur

sol dégradé mélangé ou non avec la poudre et les sol sous Intsia bijuga mélangé ou non avec la
fragments de feuille de Casuarina equisetifolia poudre et les fragments de feuille de Casuarina
equisetifolia

* . Les histogrammes marqués par la méme lettre ne présentent pas de différence significative selon le test de Newman
Keuls au seuil de probabilité 0,05

DTA : sol dégradé ; IT : sol sous l.bijuga ; DTAO : sol dégradé témoin ; DTAS : sol dégradé + 3g de MPFCas (P/P) ;
DTAG : sol dégradé + 6g de MPFCas (P/P) ; ITO: sol sous Intsia bijuga témoin ; IT3 : sol sous l.bijuga + 3g de MPFCas
(P/P) ; IT6 : sol sous Il.bijuga + 6g de MPFCas (P/P) ; MPFCas : Mélange de la Poudre et des Fragments de feuille de
Casuarina equisetifolia.

- Les activites des phosphatases :

La phosphatase acide a augmenté significativement pour le sol dégradé mélange avec 3g et 69 de la
poudre et des fragments des feuilles de Casuarina equisetifolia MPFCas (P/P) (fig.14).

Malgré la légére augmentation, aucune différence significative n’est enregistré pour la phosphatase
acide des sols sous Intsia bijuga mélangé ou non avec la poudre et les fragments des feuilles de
Casuarina equisetifolia (fig 15).

Une légere diminution affecte la phosphatase alcaline des sols dégradés additionnés de 3g et 6g du
MPFCas (P/P) contrairement a ceux observés sur les sols sous Intsia bijuga mélangé ou non avec la
poudre les fragments de feuilles de Casuarina equisetifolia. Pourtant aucune différence significative
n’a été enregistré que ce soit pour le sol dégradé que pour le sol sous Intsia bijuga mélangé ou non

avec la poudre et les fragments des feuilles de Casuarina equisetifolia (fig.16, fig.17).
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Figure 14: Phosphatase Figure 15:  Phosphatase Figurel6 : Phosphatase  Figurel? : Phosphatase
acide du sol dégradé acide du sol sous Intsia alcaline du sol dégradé acide du sol sous Intsia
mélangé avec la poudre et le bijuga mélangé avec la mélangé avec la poudre et bijuga mélangé avec la
fragment des feuilles de poudre et les fragments de les fragments de feuille de poudre et les fragments de

Casuarina equisetifolia feuille de  Casuarina Casuarina equisetifolia  feuille de Casuarina
cultivé de Intsia bijuga equisetifolia cultivé de cultivé de Intsia bijuga equisetifolia  cultivé  de
Intsia bijuga Intsia bijuga

* . Les histogrammes marqués par la méme lettre ne présentent pas de différence significative selon le test de Newman
Keuls au seuil de probabilité 0,05

DTA : sol degradé ; IT : sol sous I.bijuga ; DTAO : sol dégradé témoin ; DTA3: sol dégradé + 3g de MPFCas (P/P) ;
DTAG : sol dégradé + 6g de MPFCas (P/P) ; ITO: sol sous Intsia bijuga témoin ; T3 : sol sous I.bijuga + 3g de MPFCas
(P/P) ; IT6 : sol sous l.bijuga + 6g de MPFCas (P/P) ; MPFCas : Mélange de la Poudre et des Fragments de feuille de
Casuarina equisetifolia.

p-NPP: para-Nitrophénil Phosphate

- Dénombrement des microorganismes solubilisant le phosphate et les Actinomycétes des sols
rhizosphériques de Intsia bijuga.

Pour les sols dégradés, aucune différence significative n’a été enregistrée entre le nombre des
microorganismes solubilisant le phosphate des sols mélangés avec du MPFCas (3g et 6g) et le
témoin (Fig 20a). Par contre une diminution significative des microorganismes solubilisant le
phosphate a été enregistrée apres 1’addition du MPCas (3g et 6g) aux sols sous Intsia bijuga (Fig
20Db).

Le nombre des Actinomyceétes dans les sols rhizosphériques a augmenté significativement entre les
sols dégradé + 3g ou 6g de MPFCas et le témoin (Fig.19a). Pourtant, cultivé sur le sol sous I.bijuga,
’ajout de 3g et 6g du MPFCas a diminué significativement le nombre des Actinomyceétes par rapport

au témoin (fig.19 b).
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- Analyses chimiques des sols rhizosphériques et des feuilles de 1.bijuga apres 6 mois de culture
Les analyses chimiques des feuilles et des sols de culture aprés 6 mois de culture sous serre ont
montré des changements aprés 1’addition de MPFCas. Pour le sol dégradé, le MPFCas a augmenté
significativement la teneur en N et P des plantes alors que ces derniers ont été diminués

significativement sur les sols forestiers. La méme tendance a été observée quand a la teneur en N et

P des sols rhizosphériques.

Tableau n : 1 Analyses chimiques des sols rhizosphériques et des feuilles de I.bijuga

SOLS FEUILLES

Sigle | pH(*) | N%o(*) | P(ppm) | K C% N% | P,0s
DTAO | 5,33a | 0,008a |5,43b 0,025a | 0,132b | 1,92a | 0,245b
DTA3 | 5,71a | 0,035b |5,33b 0,025a | 0,095a | 2,09b | 0,246b
DTAG6 | 5,03a | 0,0008a | 4,8a 0,082b | 0,416¢ | 1,95a | 0,199a

pH*) | N%(*) | P(ppm) | K C% | N% |P0s
ITO 5,10a | 0,091b | 7,23b 0,053b | 1,03b | 2,57c | 0,232a
IT3 5,09a | 0,084a | 8,9c 0,033a | 1,34c | 2,29a | 0,261c
IT6 513a | 0,085a | 5,43a 0,084c | 0,41a |2,57b | 0,201a

(*) 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).

DTAO : sol dégradé témoin

DTAS3 : sol dégradé additionné de MPFCas 3g (P/P)
DTAG : sol dégradé additionné de MPFCas 6g (P/P)

ITO : sol sous Intsia bijuga témoin
IT3 : sol sous Intsia bijuga additionné de MPFCas 3g (P/P)
IT6 : sol sous Intsia bijuga additionné de MPFCas 6g (P/P)




IVV- Discussion

Les matiéres organiques sont des ressources non négligeables en éléments nutritifs pour les
microorganismes du sol et les végétaux. L’azote et le phosphore sont des nutriments essentiels pour
le développement de la plante. L’analyse chimique des feuilles de I.bijuga cultivé sur le sol ayant
recu 3g du MPFCas a montré que la teneur en azote total est significativement supérieure par
rapport au témoin et la croissance de la biomasse aérienne est significativement élevée pour ce
traitement. Ce qui suggeére que le MPFCas a fourni I’azote nécessaire a la croissance de la plante.
Notre résultat corrobore ceux trouvés par Huguet et Girodon (1976) puis Hett (1996). Pour cela, la
croissance des plantes ont augmenté avec I’apport de nutriment azoté. Les activités microbiennes
globales et les activités enzymatiques du sol. Notre résultat est en accord avec ceux obtenus par
certains chercheurs (Goyal et al., 1993; Pascual et al., 1998) qui confirment que les matieres
organiques ajoutées au sol peuvent stimuler [lactivité microbienne et influent les activités
enzymatiques des sols.

Dans cette étude, les microorganismes du sol impliqués dans la dégradation de la matiére organique
entre autre les Actinomycetes ont été augmentés significativement. Ce résultat corrobore avec Ros et
al (2003) qui ont trouvé une augmentation de la biomasse microbienne du sol aprés addition de
déchet organique urbain frais. Le rapport C/N du sol est aussi un facteur qui détermine 1’éventuelle
dégradation de la matiere organique. L’analyse chimique des sols dégradés a montré qu’ils ont un
rapport C/N le plus faible (9,5) ce qui augmente la probabilité de dégradation de la matiere organique
qui y est incorporee.

Les activités enzymatiques du sol sont des bonnes indications de la fertilité des sols puisqu’elles
sont impliquées dans les cycles de nutriments les plus important (Goyal et al., 1993; Pascual et al.,
1998) entre autre le cycle de 1’azote et du phosphore. Le cycle de ’azote a une importance capitale
pour la minéralisation de 1’azote contenu dans la matiére organique et fait intervenir une enzyme,
I’uréase. Le résultat de ce processus biogéochimique est la libération de I’azote dans le sol. Certains
auteurs ont montré que le cycle de 1’azote est modifié par le sol traité avec les déchets organiques. La
stimulation de I’activité¢ de 1’uréase est appréciée méme avec la dose élevée de I’amendement
organique. Cela est probablement due a cause de I’augmentation de la biomasse microbienne qui en
résulte (Tejada et al., 2006).

Taylor et al (2002) ont trouvé une corrélation positive entre I’abondance des bactéries et les activités

enzymatiques et entre les activités enzymatiques et la teneur en matiére organique du sol.




Pour les sols forestiers sous l.bijuga, la biomasse aérienne est significativement élevée pour le
témoin (sol sans MPFCas). Ce sol est riche en éléments nutritifs essentiels (N et P) pour le
développement de la plante.

L’addition de MPFCas sur le sol forestier diminue significativement la biomasse aérienne des de
I.bijuga. D’aprés Sayed et al (2002), la croissance de la plante ainsi que la teneur en azote total
diminue au fur et a mesure de I’addition de litiére de C. equisetifolia au sol de culture.

L’addition de MPFCas n’influe pas significativement les activités phosphatasiques ainsi que les
activités microbiennes globales des sols. Pourtant une diminution significative de certains
microorganismes rhizosphériques entre autre les microorganismes solubilisant le phosphate et les
Actinomycetes ont été enregistrés aprés le mélange du sol forestier avec le MPFCas. Ces
microorganismes rhizosphériques ont chacun leur role dans le cycle biogéochimique et affecte la
nutrition et la croissance végétale. Sayed et al (2002) ont montré que I’incorporation des liticres de
C. equisetifolia avec le sol de culture contribue a I’inhibition de la formation des nodules de la
symbiose actinorhiziennes. En effet, les analyses chimiques qu’ils ont faites avec la litiere de C.
equisetifolia ont mises en évidences la présence de divers composants toxiques comme le zinc, la
cyanide, le manganese, les sulfides et les composées phénoliques. Toutefois, le MPFCas n’influe pas
sur le la mycorhization de I.bijuga.

L’augmentation de la teneur en phosphore assimilable dans le sol foresticr amendé avec MPFCas 3¢
pourrait donc étre associée a la libération des phosphates des sols non disponibles par la diminution

du pH du sol.

V- Conclusion et perspectives

En conclusion, cette étude nous a permis de mettre en évidence le comportement des deux isolats
ectomycorhiziens vis-a-vis de la présence des extraits des feuilles de C. equisetifolia. Pour cela une
étude in-vivo serait nécessaire pour évaluer les effets de ces isolats fongiques sur la croissance des
plantes autochtones malgache sur les sols sous C. equisetifolia et sur les fonctionnements des
microorganismes impliquées dans leur développement.

Les effets des feuilles de C. equisetifolia sur la croissance de I. bijuga, les activités enzymatique et
les microorganismes du sol aprés 6 mois de culture sous serre difféerent selon les types de sol. Il
semble que 1’ajout de MPFCas au sol dégrade stimule la croissance de I. bijuga, les activités
enzymatiques et certains microorganismes du sol. Pourtant, mélangé avec le sol forestier riche en
élement nutritif (N, P), le MPFCas parait inhiber le développement de |. bijuga et les

microorganismes du sol comme les Actinomycetes et les microorganismes solubilisant le phosphate.
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Impact de Pinoculation mycorhizienne sur le développement de Intsia bijuga

cultivé sur sol sous plantation exotique.

Résumé

L’installation des espéces exotiques influe souvent sur le fonctionnement de la microflore tellurique
ainsi que sur le développement des plantes autochtones. Les espéces exotiques créent un micro-
environnement qui leur est favorable. Pour s’installer a ce nouvel environnement, les espéces
autochtones ont besoin d’aide. La symbiose mycorhizienne, est connue pour sa capacité de permettre
a une plante de surmonter les nombreuses difficultés influengant son développement, telles que les
stress edaphiques et environnementaux. L’objectif de cette étude est de déterminer I’influence de
I’inoculation ectomycorhizienne sur les microorganismes telluriques et le développement de la plante
autochtone Intsia bijuga cultivée sur les sols collectés sous une plantation exotique de Casuarina
equisetifolia. Deux isolats de Pisolithus, Pis02 et PisE, ont éte utilisés pour inoculer les plantules de
Intsia bijuga. Aprés 6 mois de culture en serre, différents paramétres de développement de la plante
ont été évalués : biomasse aérienne, taux de mycorhization et propriétés chimiques des feuilles.
Aussi, pour le sol rhizosphérique des analyses chimiques et microbiologiques ont éte effectuées et les
activités enzymatiques ont été évaluées.

Les résultats ont montré que I’inoculation avec les deux isolats ectomycorhiziens entraine
I’augmentation significative de la teneur en Phosphore des feuilles des plantes et de la teneur en
Phosphore assimilable des sols de culture. De plus, la biomasse aérienne de Intsia bijuga, la teneur
en azote des feuilles, I’activité microbienne globale et la teneur en carbone des sols de cultures sont
significativement ¢levées avec I’inoculation par Pis02. Pourtant I’intensité de la phosphatase acide et
les nombres des microorganismes solubilisant le phosphate tricalcique et des actinomycetes sont
significativement diminués. La dépendance mycorhizienne de Intsia bijuga avec Pis02 est élevée
(47,98%) par rapport a celle avec PisE (1.12%). Cette étude a permis de mettre en évidence
I’importance de la mycorhization dans I’établissement de la plante autochtone sur les sols sous
plantation exotique.

Mots clés: symbiose ectomycorhizienne, plantes autochtones, plantes exotiques, microflore

tellurique, activité enzymatique.

I- Introduction

La plupart des pays tropicaux utilisent des especes exotiques a croissance rapide pour revégétaliser

les zones nues ou dégradées et cela a pour objectif de leur fournir des bois ou du fourrage, de lutter




contre les érosions hydrique et éolienne et de limiter I’avancement de la désertification (Parrotta,
1993).

Ces espéces exotiques entrainent un changement de la communauté microbienne du sol qui pourrait
provoquer des effets néfastes sur les écosystemes (Braham et al 2013). Certaines espéces exotiques
sont capables de modifier la communauté microbienne du sol & son avantage comme le cas de
Centaurea maculosa (Callaway et al 2004). Le reboisement des sols assujettis a ces espéces
exotiques par des plantes autochtones s’avére parfois difficile. A Madagascar, Casuarina
equisetifolia, une espéce exotique a croissance rapide est utilisée comme brise-vent et comme une
protege contre 1’érosion cotiere. Des €tudes antérieures ont montré que cette espece exotique influe
négativement le fonctionnement de certains microorganismes du sol forestier malgache
(Ratahiriarisoa et al 2013) et la croissance de I’espéce autochtone Intsia bijuga sur le sol sous espece
exotique est significativement faible par rapport a celle cultivé sur le sol forestier native. De plus les
sols sous Casuarina equisetifolia est un sol pauvre en phosphore et en azote. Certaines plantes
cultivees sur les sols pauvres bénéficient de la symbiose mycorhizienne pour croitre (Davis P.Janos
1980). Les champignons mycorhiziens sont responsables du prélevement et du transport vers la
plante des éléments nutritifs trés peu mobiles mais présents dans le sol, principalement le phosphore
(Selosse et al., 2006). De ce fait, ces microorganismes apparaissent comme un outil biologique d’un
grand intérét pour améliorer la croissance des plantes, qu’elles soient spontanées ou cultivées, et
aussi pour restaurer les sols (Bethlenfalvay & Schiepp, 1994 ; Johansson et al. 2004 ; Gentili &
Jumpponen, 2006). Les associations mycorhiziennes tiennent une grande place dans les successions
vegétales (Hart et al., 2003) et ’efficacité de la symbiose mycorhizienne dépend surtout de I’aptitude
de I’espeéce de champignon a s’adapter aux conditions locales (Trappe 1977).

Ainsi, I’objectif de cette étude est d’exploiter la potentialité des champignons ectomycorhiziens pour
améliorer I’installation des espéces autochtones malgache sur les sols préalablement cultivés de

I’espéce exotique Casuarina equisetifolia.

II-  Matériels et méthodes
I1-1. Préparation des inocula ectomycorhizien :
Les isolats ectomycorhiziens ont été multipliés dans le milieu MNM liquide. Pour cela, dans chaque
Erlen de 250ml ont été mis 100ml de MNM liquide avec 5 morceaux de 1cm de chaque isolat
ectomycorhizien préalablement cultivée sur milieu MNM solide. Apres incubation a 30°C pendant

un mois, les hyphes fongiques colonisent la totalité de la surface du milieu liquide. Ces mycéliums




fongiques ont été ensuite récupérés et lavés a I’eau distillée stérilisée (stérilisation & 1’autoclave

pendant 20min & 120°C) puis broyer dans 100ml d’eau distillée stérilisée en utilisant le blinder.

11-2. Prégermination des graines de l.bijuga

Les graines de I.bijuga ont été trempé dans une solution d’acide sulfurique concentré pendant 2h puis
rincées 5 fois a ’eau de robinet. Apres, elles ont été trempées dans I’eau distillée stérilisée
(stérilisation a ’autoclave a 120°C pendant 45min) pendant 12h puis enfouis dans le sable stérilisé

contenu dans un germoir maintenu a la température de 30°C.

I1-3. Dispositif expérimental

Les graines prégermeées de l.bijuga ont été repiquées sur les sols sous C. equisetifolia préalablement
tamisé et rempoté dans des gaines en plastique noir de 1L trouées au fond pour ’aération. Chaque
plante a été inoculée avec 10ml d’inoculum fongique Pis02 ou PisE au niveau de leur systéme
racinaire. Les plants témoins ont recu chacun 10ml d’eau distillée stérilisée. Ensuite, elles ont été
disposées en un bloc dans un systéme totalement randomisé avec 25 répétitions par traitement. Les
cultures ont été maintenues sous serre pendant 6 mois. La serre était éclairée par la lumiére du jour
avec une photopeériode approximative de 12 h et une température moyenne de 28 + 2°C. Les plantes

sont arrosées a l'eau de robinet deux fois par semaine.

I1-4. Paramétres évalués :

a- Biomasse aérienne et racinaire de Intsia bijuga

Les plantes sont collectées apres 6 mois de culture sous condition contrélées sous serre. Les parties
aériennes et racinaires ont été séparées au niveau du collet puis séchées a 60°C pendant une semaine

dans une étuve puis pesees a I’aide d’une balance de précision.

b- Taux de mycorhization de Intsia bijuga

La colonisation racinaire qui témoigne 1’établissement de la symbiose ectomycorhizienne a été
évaluée par ’observation de la racine de 5 plantes par traitement et choisies de facon aléatoire.
L’observation a ét¢é faite sous loupe binoculaire (grossissement x40).

Le taux de mycorhization est le pourcentage des apex racinaires ectomycorhizés par rapport aux
nombre total des apex racinaires observés. Un champ d’observation contient au moins 100 apex
racinaires.

c- Dépendance mycorhizienne relative (DMR)




La dépendance mycorhizienne relative (DMR) est calculée par la formule [(biomasse des plants
inoculés — biomasse des plants non inoculés) x 100 / biomasse des plants inoculés] (Plenchette et al.,
1983).

d- Activités enzymatiques des sols rhizospheriques.

- Activité microbienne globale
La méthode décrite par Schnirer et Rosswall (1982) a été utilisée lors de cette étude. Le substrat
d’hydrolyse est la Fluorescéine di-acétate ou FDA (sigma F7378), mise en solution dans de 1’acétone
pure (Concentration finale 1 mg.ml-1).
L’opération consiste a mesurer la quantité¢ de fluorescéine produite pendant 1 heure d’incubation a
30°C par le mélange composé par I'échantillon de sol (1 g) et le substrat (FDA) et en présence d’une
solution tampon (potassium phosphate, pH=7,6).
Les réactions ont été arrétées par ajout d’acétone pure pour une concentration finale du mélange
égale a 50 % (v/v), aprés une heure d’incubation a 30°C sous agitation. Aprées centrifugation (5mn a
10000 tours/mn), les surnageant ont été respectivement récupérés par filtration sur papier Wattman
N°1. La densité optique est lue a 490 nm, et une gamme étalon de fluoresceine de concentration
connue a été realisée dans les mémes conditions expérimentales. L’activité microbienne globale par
type de sol est exprimée en pg de fluorescéine libérée par heure et par gramme de sol (ug de
fluorescéine.h-1.g-1de sol).

- Activités des phosphatases des sols :
I1 est possible de mesurer 1’activité des organismes dans le sol. Pour le cas des microorganismes du
sol, les activités enzymatiques (phosphatases, déhydrogénases, uréases) sont lies aux cycles
biogéochimiques.
L’activité des phosphomonoestérases a pH 6 (phosphatases “acides”) et 1’activité des phosphatases
alcalines a pH 11 ont été mesuré selon la méthode de Tabatabai (1982). A 1 g de sol (0-2 mm) séché
a I’air, on ajoute 1 ml de para-nitrophénylphosphate (1 15 pug pNP) et 4 ml de solution tampon
(“modified universal buffer”). Apres agitation, les échantillons sont incubés a 37°C pendant 1 h, puis
1 ml de CaC1, 0,5 M et 4 ml de NaOH 0,5 M sont rajoutés a la suspension qui est ensuite filtrée. Du
para-nitrophénol pN est libéré. Sa concentration est alors mesurée par colorimétrie a 410 nm. Des
échantillons témoins sont conduits de la méme fagon mais le pNP est introduit juste avant la filtration
finale. Les résultats sont exprimés en pg de pN produits par gramme d’échantillon et par heure

d’incubation (g pN g-1 h-1). Toutes les analyses sont le résultat de 3 répétitions.




e- Dénombrement des microorganismes rhizosphériques
Le dénombrement des microorganismes rhizosphériques a été fait par la technique de la suspension-
dilution suivi de I’ensemencement sur des milieux appropriés. Cinq grammes de sol séché sont mis
dans des flacons de 100 ml stérilisées et 45 ml de la solution de MgSO4, 7H20 0,1M stérilisée y est

ajouté. Le mélange est ensuite agité pendant 10min sur un agitateur magnétique puis laissée décanter

7
une a deux minutes : c’est la solution mére. Des dilutions en cascades sont réalisées jusqu’a 10 en

ajoutant 9 ml d’eau distillée a 1 ml de suspension de sol. Ensuite 0,1 ml de ce mélange sont étalées
dans des boites de Pétri contenant un milieu de culture gélosé approprié aux différents
microorganismes a dénombrer. Chaque opération est répétée trois fois.

Les microorganismes solubilisant le phosphate ont été dénombrés sur le milieu contenant
essentiellement de TCP (Phosphate Tricalcique) alors que les Actinomycétes ont été dénombrés sur
le milieu Waksman (Waksman, 1961).

f- Analyses chimiques des sols rhizosphériques et des feuilles de l.bijuga aprés 6 mois de
culture.
Les analyses chimiques des sols et des feuilles ont été déterminé selon les techniques classiques.
Pour les feuilles de Intsia bijuga, les teneurs en N, P ont été analyseées.

Pour les sols rhizosphériques, les teneursen N, P, K, C et le pH ont été évalués.

Analyses statistiques

Les relations entre les différents parametres mesurés seront mises en évidence par analyses
multivariées (co-inertie) (Dray et al., 2003), et les résultats obtenus seront comparés deux a deux par
I’analyse de variance ANOVA en utilisant le logiciel de statistique STATISTICA.

I11- Résultats

Croissance de la plante et la teneur en azote et phosphore des feuilles.

Intsia bijuga croit différemment avec les deux types d’inoculum ectomycorhizien. En effet,

I’inoculation avec Pis02 a augmenté significativement la biomasse aérienne de l.bijuga. Pourtant

aucune différence significative n’a été enregistrée entre les biomasses aériennes des plantes témoins

et des plantes inoculées avec PisE. De plus la teneur en azote total des feuilles de I.bijuga (Figure

n°1) a augmenté significativement avec Pis02. La teneur en Phosphore totale dans les feuilles de

l.bijuga (Figure n°2) est significativement élevée pour I’inoculation avec Pis02 et PisE. L’infection

ectomycorhizienne racinaire (Taux de mycorhization) des plantes inoculées que ce soit avec PisE ou




avec Pis 02 sont significativement élevé par rapport au témoin. Aussi, la dépendance mycorhizienne
de l.bijuga pour Pis02 est supérieur a celle du PisE (Tableau n°1).

Le comptage des bouts de racines mycorhizées a montré que le taux de mycorhization des plantes
inoculés avec Pis02 est significativement supérieur a celui des plantes non inoculés. L’inoculation
avec PisE n’a montré aucune différence significative par rapport aux plantes inoculées par Pis02 et
par rapport aux plantes témoins (Tableau n°1).

Les plantes inoculées avec Pis02 a une dépendance ectomycorhizienne relative (DMR= 47.97%)
supérieure a celle du PisE (Tableau n°1).

Tableau n°1 : Biomasse aérienne et racinaire, taux de mycorhization et dépendance mycorhizienne de

|.bijuga aprés 6 mois de culture.

Traitements | BA(eng) | BR(eng) | TM(%) | DMR
TEMOIN 1.81a 0.69a 65.59a
PisE 1.84a 0.60a 80.16ab | 1.12
Pis02 3.49b 0.92a 92.40b | 47.97

* : Les Valeurs d’une méme colonne suivies par une méme lettre ne sont pas significativement différentes d’apres le test
de Newman Keuls au seuil de probabilité 0,05

BA : biomasse aérienne; BR : biomasse racinaire; TM: taux de mycorhization ; DMR : dépendance
mycorhizienne relative. TEMOIN : l.bijuga non inoculée ; Pis E : l.bijuga inoculée avec PisE ;

Pis02 : l.bijuga inoculée avec Pis02.
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Figure n°l: Teneur en azote total des Figure n°2: Teneur en phosphore total des

feuilles de I.bijuga aprés 6 mois de culture feuilles de I.bijuga aprés 6 mois de culture sous

sous serre serre
* 1 Les histogrammes marqués par la méme lettre ne présentent pas de différence significative selon le test de Newman
Keuls au seuil de probabilité 0,05
TEMOIN : L.bijuga non inoculée ; Pis E : l.bijuga inoculée avec PisE ; Pis02 : l.bijuga inoculée avec Pis02.




Les activités enzymatiques

Une augmentation significative de [’activit¢é microbienne globale du sol a été enregistrée apres
I’inoculation de l.bijuga par PisO2. Pourtant aucune différence significative n’a été notée par rapport
au sol sous Casuarina equisetifolia aprés collecte CTAO (t0) (Tableau n°2).

La phosphatase acide des sols a significativement diminuée avec Pis02. Aucune différence
significative n’a été trouvée entre la phosphatase acide des sols PisE, témoin et CTAQ. Pour la
phosphatase alcaline, aucune différence significative n’a ¢été enregistrée entre les différents

traitements et le sol CTAO (t0) (Tableau n°2).

Tableau n°2 : Activité microbienne globale, phosphatase acide et alcaline des sols rhizosphériques

aprés 6 mois de culture de I.bijuga sous serre.

Traitements | FDA (ug de fluorescéine.h-1.g- PAC (pg de p- PAL (ug de p-
1de sol). nitrophenol.g-1.h-1) nitrophénol.g-1.h-1)
CTAO (t0) | 46.15b 343.33b* 22.69a
TEMOIN | 27.64a 231.34b* 72.69%
PisE 25.05a 233.80b 85.95a
Pis02 50.78b 57.46a 19.52a

* 1 Les Valeurs d’une méme colonne suivies par une méme lettre ne sont pas significativement différentes d’apres le test
de Newman Keuls au seuil de probabilité 0,05

FDA : activité microbienne globale ; PAC : phosphatase acide, PAL : phosphatase alcaline.

CTAO (t0) : sol sous Casuarina equisetifolia. TEMOIN : sol sous l.bijuga non inoculée ; Pis E : sol sous l.bijuga
inoculée avec PisE ; Pis02 : sol sous I.bijuga inoculée avec Pis02.

Dénombrement des microorganismes rhizosphériques.

Une diminution significative du nombre des microorganismes solubilisant le phosphate tricalcique a
été enregistré pour les sols rhizosphériques témoins, PisE et Pis02 par rapport a CTAO (t0) (Figure
n°3). Par contre la culture de Intsia bijuga inoculée ou non sur le sol sous C.equisetifolia a augmenté
significativement les Actinomycetes comparée au sol sous C.equisetifolia apres collecte CTAO (t0)
(Figure n°4).
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Figure n°3 : Dénombrement des microorganismes Figure n°4 : Dénombrement des Actinomycétes des
solubilisant le phosphate des sols rhizosphériques apres 6 sols rhizosphériques aprés 6 mois de culture de
mois de culture de I. bijuga. I. bijuga.

* : Les histogrammes marqués par la méme lettre ne présentent pas de différence significative selon le test de Newman
Keuls au seuil de probabilité 0,05

CTAO (t0) : sol sous Casuarina equisetifolia. TEMOIN : sol sous l.bijuga non inoculée ; Pis E : sol sous l.bijuga
inoculée avec PisE ; Pis02 : sol sous I.bijuga inoculée avec Pis02.

Analyses chimiques des sols rhizosphériques

L’analyse chimique des sols apres culture de Intsia bijuga a montré une diminution significative du
pH des sols rhizosphériques suivants : témoins, PisE et Pis02 par rapport au sol sous Casuarina
equisetifolia CTAO (t0) (Tableau n°3).

Les phosphores assimilables et 1’azote total des sols rhizosphériques ont augmenteés significativement
pour les plantes inoculées avec chaque isolat fongique comparés au P et au N des sols CTA (t0). La
teneur en azote total des sols rhizosphériques est inférieure (PisE) ou égale (Pis02) a celle du témoin.
Quant au phosphore assimilable, une augmentation significative est enregistrée pour les sols des
plantes inoculées par rapport au témoin.

La teneur en carbone total a été significativement élevée pour les sols ou les plantes sont inoculées
par Pis02 (Tableau n°3).

Tableau n°3: Analyses chimiques du sol CTA (t0) et des sols rhizosphériques aprés 6 mois de

culture de l.bijuga.

Ph (eau) | N% | P (ppm) | C% C/N
CTAO (t0) | 6.34d | 0.07a| 4.90b | 1.49ab* | 21.60c

Témoin 5.68c 0.12c 2.75a 1.55b* | 13.02a
PisE 5.42b 0.09b 7.33d 1.39% 15.27b
Pis02 5.32a 0.12c 5.33c 1.77¢ | 14.59ab

* 1 Les Valeurs d’'une méme colonne suivies par une méme lettre ne sont pas significativement
différentes d’apres le test de Newman Keuls au seuil de probabilité 0,05




CTAO (t0) : sol sous Casuarina equisetifolia. TEMOIN : sol sous I.bijuga non inoculée ; Pis E : sol sous l.bijuga
inoculée avec PisE ; Pis02 : sol sous I.bijuga inoculée avec Pis02.

IVV- Discussion et conclusion

La carence en nutriment essenticl comme 1’azote et le phosphore dans le sol de culture a des impacts
négatifs sur le développement de la plante. En effet, I’azote et le phosphore sont des éléments tres
important pour la physiologie et la croissance de la plante. Nos sols de culture sont constitués par des
sols collectés sous 1’espéce exotique C.equisetifolia. Ce sol est pauvre en azote et en phosphore
assimilable. Pour bien se développer dans telle condition et pour acquérir les nutriments essentiels
pour sa croissance, chaque type de plante a besoin de développer des mécanismes pour y survivre
comme la formation des organes spécialisés pour fixer I’azote atmosphérique ou la formation des
racines protéides « cluster root (Malajczuck et Bowen 1974), par la sécrétion des exsudats racinaires
(Shane et al. 2008) ou encore par I’association symbiotique avec les microorganismes du sol a savoir
les champignons mycorhiziens (Lambers et al. 2008, 2009 ; Richardson et al. 2009).

Le résultat obtenu sur I’inoculation ectomycorhizien de l.bijuga avec Pis02 est en accord avec
Mousain et al., 1979. Pour cela I’augmentation concomitante des teneurs en phosphore et en azote a
été notée dans les parties aeriennes des plantes ectomycorhizées. Ces résultats suggeérent que la
symbiose ectomycorhizienne a permis a la plante de prélever des quantités plus grandes de ces
élements a partir de la solution du sol. Ce qui en résulte une augmentation significative de la
biomasse aérienne de la plante. Bref, I’association mycorhizienne influence le développement des
plantes (Borchers et Perry, 1990). L’azote et le phosphore sont véhiculés par les champignons a
cause de I’élongation de leurs hyphes qui sont capables d’explorer tous les recoins du sol (Martin et
Lorillou, 1997). La capacité des champignons ectomycorhiziens a utiliser 1’azote organique confere a
la plante une adaptation dans le milieu ou elle se trouve. L’augmentation de la biomasse aérienne
seéche des plantes ectomycorhizées est attribuée a l’accroissement en azote totale des plantes
(Conjeaud, 1996). Certains chercheurs ont trouvé une amélioration de la croissance de conifere
Tsuga heterophylla par I’inoculation avec 4 souches ectomycorhiziennes. La biomasse aérienne le
plus élevée est obtenue avec Pisolithus tinctorius. Ils ont aussi trouvé que ’efficacité de 1’inoculation
d’une souche ectomycorhizienne varie d’une plante a I’autre (Trappe J. et al citée par Trappe J] M
1977). La compatibilité physiologique entre le champignon et la plante héte est trés important pour
I’efficacité de la symbiose (Trappe J M 1977).

Nombres d’auteurs ont montré les effets bénéfiques des champignons mycorhiziens sur la nutrition
phosphatée de la plante (Hatch, 1937 ; Mousain, 1989 ; Bolan, 1991). Borges de Souza et al. (2008)




ont trouvé qu’aprés 3 mois d’inoculation par 3 isolats ectomycorhiziens (Scleroderme sp,
Chondrogaster angustiporus et Pisolithus microcarpus) la croissance et la teneur en phosphore de la
partie aérienne sont supérieures ou égales aux plants témoins qui ont recu une fertilisation

phosphatée.

Pourtant I’inoculation avec PisE n’augmente pas significativement la biomasse aérienne de I.bijuga
par rapport au témoin. De plus, la teneur en azote totale dans les feuilles des plantes est
significativement diminuée par rapport a celle des plantes témoins. Ce résultat corrobore avec celui
trouvé par Colpaert et al (1992). En générale les mycéliums des champignons améliorent le
prélevement de I’azote minéral. Le fait que I’inoculation avec PisE affecte négativement la teneur en
azote des feuilles est probablement di a une compétition pour cet élément entre le développement du
mycélium et la plante hote (Colpaert et al., 1992). Les effets de 1’inoculation dépendent de I’espece
fongique. Deux especes fongiques différentes agissent différemment face a une méme plante hote et
la croissance en biomasse des plants inoculés est positivement corrélée a 1’accroissement en azote
total des plantes (Conjeaud, 1996). L'exploitation de la symbiose ectomycorhizienne afin d’améliorer
la nutrition des plantes et de sa croissance nécessite des isolats ectomycorhiziens compatibles et
efficaces (Borges de Souza et al., 2008)

Le taux de mycorhization semble aussi avoir un impact positif sur la croissance de l.bijuga. En effet,
aprés inoculation avec Pis02, le taux de mycorhization est significativement élevé par rapport aux
témoins et paralléelement la biomasse aérienne est significativement élevée par rapport aux restes des
traitements. Plusieurs auteurs joignent I’idée que le taux de mycorhization influe directement sur la
croissance de la plante (Garbaye, 1990; Thomson et al., 1994; Turjaman et al., 2005). Pourtant,
Boukcim et al 2002 n’ont trouvé aucune corrélation entre la stimulation de la croissance des plants et
le degré d’infection ectomycorhizienne.

La teneur en azote du sol est améliorée lors du développement de Intsia bijuga et entrainant alors la
diminution du rapport C/N du sol. Les arbres ont la capacité d’excréter des enzymes protéases par
I’exsudation racinaire. Ces enzymes interviennent dans la I’hydrolyse des liaisons peptidiques des
protéines contenues dans les débris végétaux et animaux en les transformant en azote organique
soluble. Or il se trouve que I’excrétion des protéases par la plante seule est en quantité tres faibles.
L’association de la plante avec le champignon ectomycorhizien favorise la croissance de la plante
(Abuzinadah et Read, 1986). Le partenaire fongique est donc capable de produire et d’excréter une
quantité des protéases permettant la mobilisation de 1’azote des protéines (Cohen, 1980 ; Nasholm et
al., 1998). Ces enzymes protéases agissent sur I’azote protéique libéré par la décomposition des

matiéres organique par les champignons saprophytiques (Plassard et al 1997). Parmi les




champignons ectomycorhiziens qui sont capables de produire beaucoup de protéase figurent
I’ Amanite rougissante (Amanita rubescens) et le Lactaire douceatre (Lactarius subdulcis) (Read,
1991). L’adaptation de certaines essences forestiéres comme le Bouleau, 1’Epicéa et le Pin aux sols
organiques (Rowe, 1972) résulte de leurs associations avec des ectomycorhizes a trés fortes activités
protéasiques (Read, 1991).

De plus, la culture de I.bijuga stimule le développement des microorganismes rhizosphériques tels
que les Actinomyceétes. Ces derniers sont connus pour leur réle dans la décomposition de la matiére
organique (Sykes et Skinner, 1973). L’acide organique libéré par la racine de la plante et
I’augmentation significative des nombres des Actinomycétes apres culture de | bijuga ont favorisé la

dégradation de la matiere organique, libérant ainsi 1’azote.

Le processus de dégradation des matiéres organiques se déroule lorsque la teneur en azote du sol est
adéquate (Briggs, 2004). Ce processus entraine 1’augmentation de 1’activité microbienne globale du
sol et les actinomycetes interviennent dans la dégradation des matiéres complexes (Tuomela et al.,
1999; Nannipieri et al., 2003). Certains champignons ectomycorhiziens sont capables de dégrades
des nutriments et des molécules riches en carbone présentes dans le sol et dans les litieres (Talbot et
al., 2008). Les champignons ectomycorhiziens et les champignons saprophytes peuvent étre
responsables de la dégradation de différents fractions et nutriments carbonées dans les matieres
organiques du sol. Les ectomycorhizes peuvent agir sur les nutriments récalcitrants dans le sol (Read
and Perez-Moreno, 2003; Talbot and Treseder, 2010). Une vaste étendue de la phylogénie des
ectomycorhizes possedent la capacité genétique et/ou physiologique a produire des enzymes qui
dégrade des polymeres riches en azote ou en phénol (Bddeker et al., 2009; Plett and Martin, 2011,
Talbot and Treseder, 2010). Pourtant, seul un petit nombre de champignons ectomycorhiziens
peuvent produire des enzymes qui dégradent les biopolymeres riches en C tels que la cellulose, la
pectine et les lipides (Talbot and Treseder, 2010). L’investissement de carbone est élevé pour les
associations fongiques bénéfiques que pour les associations fongiques non bénéfiques (Kummel and
Salant 2006; Cowden and Peterson 2009; Bever et al. 2009; Kiers et al. 2011; Fellbaum et al. 2012.
Les mycorhizes sont connus pour leur role dans I’amélioration de la disponibilit¢ en phosphore
assimilable du sol par la libération des enzymes phosphatases (Moussain, 1989). La diminution du
pH du sol entraine la libération des phosphates inorganiques augmentant alors la quantité des
phosphores disponibles pour la plante (Riley et Barber, 1971).

La dépendance mycorhizienne de I.bijuga est significativement élevée pour 1’inoculation avec Pis02.
Cela suggeére que la croissance de l.bijuga dépend plus de cet isolat ectomycorhizien que 1’autre
(PisE).

g



En conclusion, I’inoculation ectomycorhizienne est une technique prometteuse et écologiquement
saine pour permettre le reboisement des espéces autochtones malgache sur les sols sous especes
exotiques. Cette étude nous a permis de sélectionner un isolat ectomycorhizien capable d’améliorer
la croissance de l.bijuga sur le sol sous C.equisetifolia. L’exploitation de la potentialité des
microorganismes du sol tel que les champignons ectomycorhiziens tient en effet une place

importante dans la succession végétale.
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