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Résumé

L’inoculation mycorhizienne arbusculaire a sensiblement amélioré le développement végétatif et nutritionnel de
plantes d'dllocasuarina verticillata et de Casuarina equisetifolia sur un sol sableux stérilisé et pauvre en phosphore
assimilable. Au bout de 5 mois de culture, I’évaluation de la mycorhization et des paramétres de rendement ont
permis de sélectionner les meilleurs couples plantes - mycosymbiotes qui sont respectivement Glomus aggregatum et
G. fasciculatum pour A. verticillata et G. mosseae pour C. equisetifolia.

Mots clés : Mycorhizes arbusculaires, A. verticillata, C. equisetifolia, sol stérile.

Summary

Seedlings of Allocasuarina verticillata and Casuarina equisetifolia, cultivated in a glasshouse on sterile sandy soil
with low available phosphorus and inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi, had better growth and mineral
nutritional status. After 5 months, the assessment of output and mycorrhizal parameters allowed to select the best
symbiotic couples which are respectively Glomus aggregatum and G. fasciculatum for A. verticillata and G mosseae
for C. equisetifolia.
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fixatrices d’azote et mycorhiziennes comme

1. Introduction

Dans les pays tropicaux et subtropicaux, les
sols sont marqués par une pauvreté
croissante en azote et en phosphore
biodisponibles pour les plantes (Sieverding
[1]). La conséquence directe et majeure est
la baisse continuelle de la production
agricole. Dans cette perspective, des
stratégies ont été élaborées pour permettre
d’assurer le succeés de I’aménagement
durable des écosystémes agricoles, forestiers
et pastoraux. Parmi ces stratégies,
I’introduction d’essences pérennes a la fois
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les Casuarinacées constitue une approche
trés  prometteuse en  agroforesterie
(Dommergues et al. [2]).

Les Casuarinacées sont des especes
pionni¢res  largement  utilisées  pour
réhabiliter les sols dégradés (Walker et al.
[3]) mais aussi les sols salins fortement
érodés et épuisés (Reddell et al. [4]). Elles
peuvent aussi servir de brise-vent pour la
fixation des dunes (Andéké-Lengui et
Dommergues [5] ; Mailly et Margolis [6] ;
El-Lakany [7]) et comme filtre biologique
contre les poussicres industrielles (Salt et al.
[8]). Ces aptitudes  diverses  des
Casuarinacées, en plus de leur grande
amplitude écologique, résultent de leur
capacit¢ a contracter des symbioses



multiples, d’une part avec des bactéries
fixatrices d’azote du genre Frankia et,
d’autre part, avec des champignons
mycorhiziens arbusculaires et/ou
ectomycorhiziens (Gardner [9] ; Ba et al
[10] ; Sempavalan et al. [11] ; Diem [12] ;
Moiroud [13]).

Dans la nature, I’état de mycorhization
est la régle et celui de non mycorhization
l'exception (Gerdemann [14] ; Trappe [15]).
Les champignons mycorhiziens condition-
nent en grande partie la biodiversit¢ des
plantes (Redecker et al. [16]). Les
mycorhizes arbusculaires constituent le
systéme symbiotique le plus fréquent dans
les sols tropicaux (Sieverding [1] ; Ducousso
[17]) et se rencontrent depuis les horizons
superficiels jusqu’au niveau des nappes
phréatiques, atteignant parfois, plus de 35 m
de profondeur (Diop et al. [18] ; Dalpé et al.
[19]). D’une maniére générale, les
champignons mycorhiziens arbusculaires
augmentent la  surface  d’exploration
racinaire des plantes ce qui leur permet de
prélever efficacement des minéraux du sol
grace a un réseau mycélien trés développé.
Ceci a pour effet direct 1’amélioration et
l'optimisation de la nutrition hydrominérale
de la plante. L'un des effets favorables des
mycorhizes sur la croissance des végétaux en
milieu pauvre consiste en une production de
phytohormones stimulant en particulier la
rhizogenése (Smith et Read [20] ;
Dommergues et al. [2]). La mycorhization
permet aussi aux plantes de mieux résister
aux différents stress biotiques et abiotiques
du milieu (Dehne [21]). De plus, Les
mycorhizes améliorent la productivité et la
nodulation des plantes actinorhiziennes dans
des conditions de sol a faible fertilit¢ en
optimisant leur nutrition minérale (Diem et
Gauthier [22] ; Michelsen et Rosendahl [23]
; Sanginga et al. [24] ; Bolan [25]), en
particulier, en améliorant 1’absorption du
phosphore, de 1’azote et d'autres oligo-
¢léments (Tisdall [26]).

L’objectif de cette é¢tude est d’évaluer la
réponse de deux espeéces actinorhiziennes a
I’inoculation mycorhizienne arbusculaire en
vue de proposer I’inoculation endomycho-
rhizienne comme technique d’appoint dans
les programmes de reboisement.

2.- Matériels et Méthodes

2.1. Matériel végétal

Les graines d’Allocasuarina verticillata
(référence 23729 B8) ont été fournies par le
laboratoire de rhizogénese symbiotique de
I’Institut  de  Recherche  pour le
Développement (IRD) de Montpellier. Les
graines de Casuarina equisetifolia (référence
97/51991) ont été sélectionnées par le
laboratoire des semences forestieres de
I’Institut ~ Sénégalais de  Recherche
Agronomique (ISRA-DRPF). Toutes ces
semences ont été conservées a 4°C.

Les graines d'Allocasuarina verticillata
et de Casuarina equisetifolia ont ¢été
scarifiées au préalable par immersion dans
de Dl’acide sulfurique a 95% pendant 2
minutes. Ensuite, elles ont été abondamment
rincées a 1’eau courante pendant 30 minutes
et brievement rincées a 1’alcool 75%. Elles
ont ¢été désinfectées avec une solution
d’hypochlorite de sodium dilué au quart
pendant 8 min. A l'issue de ce traitement,
chaque lot de graines a subi 3 ringcages
successifs a 'eau distillée stérile pendant 15
min, 5 min et 5 min. Par la suite, les graines
ont ¢ét¢ mises a germer dans des boites de
Pétri (55 mm de diamétre) remplies avec la
solution de Hoagland et Arnon [27] diluée
au quart et ajustée a pH 5,6 avant d’étre
gélifiée avec de ’agar a 7 g. L. Les boites
de Pétri ont été entreposées dans une
chambre de culture a 28 £ 1 °C, sous une
photopériode de 16 h de jour et de 8 h de
nuit avec une lumiére incidente de 101,4
pmoles.m?.s” et une humidité relative de
50%.

Les graines prégermées en conditions
stériles ont été par la suite plantées dans des
gaines noires de polyéthyléne contenant 1 kg



de sol de Sangalkam dont les caractéristiques
sont consignées dans le tableau I (Ba et al.
[28]). Ce sol a été préalablement tamisé et
stérilis¢é a 1’autoclave a 120°C pendant 2
heures afin d'éliminer la microflore indigéne.

Tableau I : Caractéristiques physico-
chimiques du sol de Sangalkam
(Ba et al., [28])

Constituants ‘ Teneur |

Matiere organique 0,6%
Carbone total 0,3%
Azote total 0,02%
Potassium total 333,5 ppm
Phosphore total 41,4 ppm
Phosphore assimilable 2,1 ppm
Calcium total 1,03 ppm
Magnésium total 0,30 ppm
Sable 88,8%
argile 5,4%
limon 5,8%
pH (H,0) 6,0
PH (KCl) 4,6

2.2. Matériel fongique

Les trois souches de champignons

mycorhiziens arbusculaires qui ont servi a
inoculer les plantes sont Glomus aggregatum
(Schenck et Smith emend. Koske ; DAOM
227128), G. fasciculatum (Thaxter sensu
Gerdemann ; DAOM 227127) Gerd. et
Glomus mosseae (Nicolson et Gerd. ; Gerd.
et Trappe ; DAOM 227131). Elles
appartiennent a la collection du laboratoire
de Microbiologie des sols IRD/ISRA/UCAD
de Bel-Air (Dakar, Sénégal).

Ces trois souches, utilisées comme
source  d’inoculum, sont  multipliées
séparément en serre dans des pots en
plastique (capacit¢ : 1,5 L) en utilisant
comme plante hote mycotrophe le mais (Zea
mays L.) et comme substrat de culture du
sable grossier de plage préalablement lavé et
stérilisé a 120°C pendant 2 heures. Chaque
inoculum est constitu¢ par le substrat de

culture et des fragments de racines de mais
infectés par la souche fongique appropriée.
Les plants sont arrosés tous les 15 jours avec
une solution nutritive de Long Ashton
(Hewitt [29]) pendant 3 mois.

2.3. Dispositif expérimental

L’inoculation a été effectuée 15 jours
apres transplantation. Les plantes
d'Allocasuarina verticillata et de Casuarina
equisetifolia ont été inoculées avec Glomus
aggregatum, G. fasciculatum et G. mosseae
en mettant 15g d’inoculum, (avec une
fréquence de mycorhization de 85% et une
densité sporale d’environ 40 pour chaque
isolat fongique) dans un trou (1x5 cm)
creusé dans les gaines au contact du systéme
racinaire puis recouvert avec le méme sol
stérilisé. Les plantes ont été disposées en
bloc aléatoire dans un systeme totalement
randomis€ avec 5 répétitions par traitement.
Elles ont été maintenues en culture sous abri
pendant 5 mois. L’abri était éclairé par la
lumiére du jour avec une photopériode
approximative de 12 h et une température
moyenne de 30 + 2°C. Les plantes sont
régulierement arrosées a l'eau et maintenues
a la capacit¢ au champ. Toutefois, une
fertilisation azotée hebdomadaire, consistant
en un apport de 20 ml par gaine d'une
solution nutritive de NH4sNO;3 (50 pg de N.
m™' i e: 3,57 10° mmoles. m™), est apportée
aux plantes pour compenser I'absence
d'inoculation avec I’actinomycéte fixateur
d’azote (Frankia).

2.4. Evaluation de la mycorhization et

de la nutrition minérale

Pour estimer I’infection mycorhizienne
arbusculaire, on a effectué¢ des préléve-ments
randomisés de racines. Les racines sont
rincées a l'eau pour éliminer les particules
adhérentes de sable, éclaircies au KOH a
10% dans un bain marie de 90°C pendant 60
min, rincées a 1’eau et colorées au bleu
Trypan a 0,05% selon la technique de Philips



et Hayman [30]. L’intensit¢  de
mycorhization a ensuite été évaluée par la
méthode de Trouvelot et al. [31] et la
dépendance  mycorhizienne par celle
préconisée par Plenchette et al.[32]

Pour apprécier le poids sec des parties
aériennes et racinaires, les plantes ont été
récoltées et séchées pendant 7 jours a 60°C.

Les parties aériennes et racinaires des
plantes ont été broyées en poudre pour
I’analyse minérale. L'azote total a ét¢ dosé
selon la méthode Kjeldahl, le phosphore
selon la méthode au métavanadate et
molybdate d’ammonium (Jakson [33]) et le
potassium par photométrie au niveau du
laboratoire d’analyse des sols de Ia
Compagnie Sucriére Sénégalaise (CSS,
Richard Toll, Sénégal).

2.5. Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats a été
réalisée en utilisant le logiciel STATIT Le
test de Newman-Keuls a permis de comparer
les moyennes des variables mesurées au
seuil de probabilité de 5%.

3.- Résultats

3.1. Etablissement de la mycorhization

Les racines colorées au bleu Trypan a
0.05% des plantes actinorhiziennes révelent
un bon établissement de la mycorhization
avec la  présence de structures
mycorhiziennes arbusculaires typiques. Ces
structures se caractérisent par des hyphes
intercellulaires et la formation de vésicules
allongées ou globulaires localisées entre les
cellules. Ces structures sont inexistantes
dans le systéme racinaire des plantes témoins
non inoculées.

Les résultats font ressortir en plus que les
plantes d'Allocasuarina verticillata et de
Casuarina  eqiusetifolia présentent des
intensités de mycorhization différentes selon
les souches de champignons mycorhiziens

arbusculaires utilisées (tableau II). En effet,
chez Allocasuarina verticillata, I’intensité de
la mycorhization augmente significativement
quand les plantes ont été inoculées par
Glomus aggregatum (36,33%) par rapport a
I’inoculation avec G. fasciculatum (28,66%)
et G. mosseae (20%). En revanche, chez
Casuarina equisetifolia, on n'observe aucune
différence significative entre les intensités de
mycorhization (tableau II). Chez A.
verticillata, 1l ressort également que
I’inoculation avec G. aggregatum montre
une colonisation racinaire plus importante
par rapport aux deux autres souches (tableau
10).

3.2. Développement végétatif

Les deux espéces actinorhiziennes
mycorhizées avec les différentes souches de
Glomus révélent un développement végétatif
supérieur aux témoins. Les effets de
I’inoculation mycorhizienne sur la biomasse
seche des parties aériennes et racinaires des
deux plantes varient différemment en
fonction de I’espece de Glomus utilisée
(tableau II). Chez Allocasuarina verticillata,
I’inoculation avec Glomus mosseae ne
montre pas d’effets significatifs sur le poids
sec aérien et racinaire comparativement aux
plantes non inoculées. A [’opposé, G.
aggregatum et G. fasciculatum  ont
significativement augmenté la biomasse
aérienne d’Allocasuarina verticillata. En
outre, seul G. fasciculatum a un effet positif
sur la biomasse du systeme racinaire des
plantes d'A. verticillata. Chez Casuarina
equisetifolia, les trois souches de Glomus
permettent un bon développement du
systétme racinaire comparativement aux
témoins. Toutefois, seul G. mosseae induit
un effet positif sur la biomasse séche des
parties aériennes (tableau II).



Tableau II : Effet de la mycorhization sur la biomasse racinaire et aérienne et sur la teneur en

¢léments minéraux des deux especes actinorhiziennes (4. verticillata et C. equisetifolia) au bout

de 5 mois de culture sous abri sur un sol de Sangalkam pauvre en phosphore.

C.V : Coefficient de Variation Bio. T Biomasse Totale
DM : Dépendance Mycorhizienne IM Intensité de Mycorhization
PSA : Poids Sec des parties aériennes PSR Poids Sec Racinaire
IM PSR PSA Bio. T N P K DM
% g g g mg/pl  mg/pl. mg/pl. %
Allocasuarina verticillata
Témoin 0,00a 0,30b 1,74b 2,04b 22,10b  0,92b 12,66b
Glomus aggregatum 36,33b 0,32b 2,26a 2,58a  25,55b 1,47a 18,08a 20,93a
Glomus fasciculatum  25,66¢ 0,36a 2,18a 2,54a 30,52a 1,15b 18,75a 19,68a
Glomus mosseae 20,00c 0,30b 1,46b 1,76b 21,46b  0,94b 11,68b -15,90b
CV. (%) 9 7,6 14,4 9 14,7 14,9 14,3 14,4
Casuarina equisetifolia
Témoin 0.00a 0,80c 2,72a 3,52a 2794b  2,56a 13,28a
Glomus aggregatum 40,33b 1,05b 2,06b 3,11b  30,06b  0,23c 13,84b -13,18¢
Glomus fasciculatum  31,33b 1,10b 224b 3,34b  29,32b 2,28b 13,73b -5,38b
Glomus mosseae 36,66b 1,37a 2,88a 4,25 39,44a 242ab 13,60b 17,17a
CV. (%) 8,6 86 89 8,6 6,6 7,7 10,1 9

Pour une méme espéce et sur une méme colonne, les valeurs portant les mémes lettres ne sont pas
significativement différentes au seuil de probabilité de 0.05 (Test de Newman-Keuls).
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.3. Nutrition minérale

L’inoculation mycorhizienne avec les
trois souches de Glomus a un effet tres
variable sur la nutrition minérale d' A.
verticillata et de C. equisetifolia (tableau
I0).

L’absorption de I’azote est
significativement améliorée chez 4.
verticillata et C. equisetifolia respecti-
vement avec G. fasciculatum et G.
mosseae. La nutrition phosphatée d'A4.
verticillata est significativement améliorée
par G. aggregatum, alors que celle de C.
equisetifolia, ne 1’est pas.

La teneur en potassium augmente
significativement chez A. verticillata
quand celle-ci est inoculée par G.
aggregatum et G. fasciculatum. Au
contraire, chez C. equisetifolia,
I’inoculation mycorhizienne ne montre
aucun effet significatif sur I’absorption du
potassium en comparaison aux témoins.

4. Discussion

Notre étude a montré une compatibilité
fonctionnelle entre les racines des plantes
actinorhiziennes et les filaments mycéliens
des champignons mycorhiziens
arbusculaires. Ces résultats sont en accord
avec ceux de Reddell et al. [4] et de Diem
[12] sur les Casuarinacées.

Le comportement des trois souches de
champignons mycorhiziens arbusculaires
sur le développement végétatif et
I’absorption minérale varie suivant la
plante hote. Ainsi, A. verticillata est
beaucoup plus dépendante de G.
aggregatum et de G. fasciculatum pour sa
croissance et sa nutrition minérale tandis
que C. equisetifolia bénéficie plus de
I’action de G. mosseae pour atteindre un
développement optimal. Ces observations
confirment les travaux de Diem et Gauthier
[22] et de Berliner et Torrey [34]. Selon
ces auteurs, G. mosseae produirait un effet
bénéfique sur la croissance et la fixation
d'azote de C. equisetifolia. La différence
d'efficacit¢ = des souches  fongiques
résulterait de la plus grande aptitude de G.

aggregatum a coloniser les plantes
actinorhiziennes.

La meilleure capacit¢ de ce
champignon a prélever le phosphore du sol
favoriserait la croissance d’A.. verticillata.
En outre, il a aussi été démontré que la
morphogenese du systéme racinaire,
intrinséque a I’espéce végétale, dépend de
la teneur en phosphore et conditionne la
dépendance mycorhizienne (Baylis [35] ;
Duponnois et al. [36]) ; ce qui permet au
systéme racinaire de la plante I’exploration
d’un volume de sol plus important grace
aux mycorhizes arbusculaires. La finesse
des hyphes filamenteuses de ces derniéres
(@ < 3um) leur permet de pénétrer dans
presque toutes les interstices des particules
du sol pour disposer des ¢léments
minéraux peu mobiles ; ce qui expliquerait
la bonne nutrition minérale (N, P, K) des
plantes inoculées (Bolan [37]).

Il existe aussi une différence dans la
réponse des plantes actinorhiziennes a
I’inoculation mycorhizienne. Selon Molina
[38], il existerait une relation de
comptabilit¢  évidente entre certains
champignons ectomychoriziens et une
espece de plante hote. Il semblerait que 4.
verticillata soit plus apte a former des
ectomycorhizes que C. equisetifolia
(Reddell et al. [4] ; Dell et al. [39] ; Thoen
et al. [40]). De plus, au cours de
|'établissement et de l'infection
mycorhizienne, les champignons MA
distingueraient les plantes hotes des plantes
non hotes (Giovanetti et al. [41]). Ces
dernicres secréteraient des flavonoides
(Gianinazzi-Pearson et al. [42]) ou des
substances non encore identifiées (Bécard
et al. [43]) contenues dans les racines et
qui seraient insuffisamment excrétées chez
A. verticillata ; d'ou une inhibition ou un
amoindrissement de la morphogenése
infective des hyphes mycéliens (Giovanetti
et al. [41]).

Cette ¢tude montre aussi la possibilité
de sélectionner en pépiniére des souches
compétitives permettant une croissance



optimale pour les plantes de C.
equisetifolia et d’A. verticillata.

Ces derniéres étant des plantes
pionnieres qui colonisent des sols dégradés
et érodés, doivent aussi développer des
stratégies  biologiques  fonctionnelles
(formation de mycorhizes, fixation
biologique de 1’azote et développement de
racines protéoides) pour assurer leur survie
(Sougoufara [44] ; Duhoux et al. [45]). Les
champignons mycorhiziens font partie des
microsymbiotes privilégiés qui peuvent
compenser les carences nutritionnelles du
sol pour les plantes. En effet, des ¢tudes
entreprises en pépiniére et au champ ont
confirmé que la double inoculation
champignon mycorhizien arbusculaire-
Frankia sur des plantes actinorhiziennes
permet non seulement une stimulation
significative du  développement des
Casuarinacées (Diédhiou [46]) mais
contribue aussi a une bonne fixation et une
stabilisation des dunes (Diem et Gauthier
[22]). En effet, les nodules des plantes
actinorhiziennes ne sont fonctionnels i. e.
fixateurs d'azote que s’ils disposent de
suffisamment d’eau et de phosphore, par
conséquent, d’un bon  équipement
énergétique suppléé sous forme de
molécules d'ATP issues du complexe
mycorhizien fonctionnel (Sanginga et al.
[24] ; Walker et al. [3].

Des souches compétentes ont été
identifiées dans cette étude pour une
croissance optimale des plantes de C.
equsetifolia et A. verticillata. Cependant,
des recherches complémentaires sont
nécessaires pour l'identification des
couples symbiotiques les plus performants
en testant plusieurs provenances ou clones
en association avec plusieurs souches
mycorhiziennes et actinorhiziennes. Ainsi,
pour optimiser les bénéfices, on peut
envisager une  association tripartite
champignon MA - Plante hote - Frankia en
expérimentation controlée.
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