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Résumé:

Depuis plusieurs décennies, des essences foresti@missance rapide ont été introduites en Adriqu
de I'Ouest afin de réhabiliter des milieux dégradésst le cas d€asuarina equisetifolia, un arbre
australien introduibu Sénégal. Une technique utilisée pour améliarerdissance des arbres plantés
est l'inoculation avec des champignons mycorhizigeséralement faite avec des souches présentes
dans la zone d'introduction ou connues pour levesaiyité vis a vis de la plante héte. Cependant,
l'effet de linoculation est trés variable selonsauche utilisée, et il n'existe aucune étude sur
l'efficacité de l'inoculation avec des souchesdssde la zone d'origine de l'arbre introduit. s ce
souches peuvent étre potentiellement intéressaatedans ce cas une co-évolution longue entre les
deux partenaires symbiotiques peut aboutir a utienigation de la symbiose. Dans ce travail hous
nous sommes intéressés a l'impact sur la croisseinsar la communauté bactérienne du sol des
complexes microbiens (champignons arbusculairésagikia) associés &. equisetifolia dans sa zone
d’'origine (Australie) et dans sa zone d'introducti®@énégal) selon trois approches: (1) en étudhant
diversité des champignons endomycorhiziens et deolamunauté microbienne associée &lix
equisetifolia dans leur zone d’origine et d’introduction, (2) explorant I'impact de ces complexes
symbiotiques sur la croissance @e equisetifolia et la diversité fonctionnelle des communautés
microbiennes du sol (3) en caractérisant la fonci#ité de la symbiose mycorhizienne et
actinorhizienne cheg. equisetifolia inoculé avec un complexe microbien d’origine alsnne ou
sénégalaise. Nos résultats montrent que la conmosié la communauté fongique et son impact sur
la communauté bactérienne du sol est variable suies origines des sols, mais qu'une diversité
accrue est observée pour les échantillons austsalidous avons aussi montré que 'inoculation a un
effet positif sur la croissance @e equisetifolia et modifie la diversité structurale et fonctioreale la
communauté microbienne tellurique ; cet effet fositr la croissance est plus marqué chez lesgdant
inoculées avec l'inoculum sénégalais, ou le méishel est plus actif et le transport symbiotique de
phosphate plus accru.

Mots clés: Casuarina equisetifolia, Mycorhizes a arbuscules;rankia, Diversité, Communauté

bactérienne



Dédicaces

Dédicaces

A MESPARENTS

A MESFRERESET SOEURS

A MESBELLES SOEURS

A MESNEVEUX ET NIECES

ATOUTESLESFAMILLESDIAGNE, DIOUF, NDOUR, SENE, FAYE, NDIAYE et MBOW

Atous ceux qui me sont chers



Remerciements

Remerciements

Je tiens a remercier Pr. Ibrahima NDOYE, responeat# la formation doctorale Sciences de
la vie, de la Santé et de I'Environnement de miagatorisé a s’inscrire a cette école. Mes
sincéres remerciements pour vos conseils récwsrent

Je remercie Pr. Samba N. SYLLA chef de départeaerBiologie Végétale pour avoir
autorisé cette inscription en these et merci pa@usympathie.

Je remercie Pr. Amadou BA responsable du LaboratGommun de Microbiologie (LCM,
ISRA, UCAD) pour I'accueil sympathique au sein ddaboratoire et pour ses précieuses
remarques.

Je remercie également Dr. Serge HAMON responsabl¢ WMR DIADE et Dr. Didier
BOGUSZ pour 'accueil chaleureux au sein de I'éguiphizogenése et particulierement pour
son enthousiasme.

Je tiens a remercier I'Institut de Recherche poerDéveloppement (IRD, DSF) pour le
financement de ces travaux de these.

Mes sinceres remerciements a mes encadreurs DgicS&VISTOONOFF, Dr. Diegane
DIOUF, Dr. Robin DUPONNOIS et Pr. Kandioura NOB&e témoigne de lintérét avec
lequel, ils ont suivi cette thése, de leur rigudans le travail bien fait, de leur disponibilité et
particulierement de leur sympathie.

J'exprime ma profonde gratitude au Dr. Diaga DIOUgur I'honneur qu’il m’a fait d’avoir
accepté de juger ce travail et d’en présider leyj@t surtout je tiens a lui exprimer ma
reconnaissance pour I'enthousiasme qu’il a toujoumsnifesté. Encore merci pour les
discussions scientifiques.

Je remercie vivement Dr. Djibril SANE qui a acceg¢gjuger ce travail. Qu'il trouve ici mes
sinceres remerciements.

Je remercie Dr. Laurent LAPLAZE pour avoir acceptétre rapporteur de cette thése.
Merci pour les conseils trés précieux qui m'ordéaa perfectionner ce document.

Mes sincéeres remerciements au Dr. Aboubakry KANIE pa participation a ce projet de
these. Un grand merci pour les remarques et lesseis pertinents qui m'ont aidé a
améliorer ce manuscrit.

Je tiens a remercier Dr. Claudine FRANCHE, pows senseils avisés et ses remarques tres
pertinentes qui m’ont aidé a perfectionner ce tilva

Je remercie également Pr. Tahir DIOP et Pr. Mama@uWEYE pour leurs conseils et leurs
encouragements.

Je remercie Florence AUGUY et Dr. Valérie HOCHERimleur aide et conseils en biologie
moléculaire.



Remerciements

Merci au Dr. Ezékiel BAUDOUIN pour son aide dans éxpériences d’étude de la diversité
géneétique des microorganismes.

Je remercie Dr Jacques ESCOUTE, Dr. Jean Luc VHRERE Dr Marc LARTAUD pour
leur aide en imagerie.

Un grand merci au Dr. Abdala G. DIEDHIOU pour sasponibilité et pour les discussions
scientifiques fructueuses.

Un grand merci a Jocelyne BONNEAU pour avoir acéeiapporter des corrections a la
rédaction de ce document.

Un grand merci & Christine OUATTARA qui a particgpéec efficacité a ce projet de these.

Je ne saurais oublier, dans mes remerciements GIIMAYE pour I'assistance qu'il m'a
apportée durant ces trois années de thése.

Toute ma sympathie va également a tout le persankeCM : Jean BAKHOUM, Maimouna
CISSOKHO, Mathieu FAYE, Paul TENDENG, Francis ddGRE Anna Marthe KONTE,
Marie Claire DASYLVA, Tatiana WADE, Ramatoulaye MBAMansour THIAO, Francois
KOUADJO, Saliou FALL, Omar TOURE, Ousseynou GUEYE.

Je remercie tous les membres de I'équipe RhizogeHassen, Antony, Alexandre, Daniel
Khalid, Soazig, Mikael. Une pensée particuliere élles Virginie, Amandine, Meriem, Stella,
Alice, Anais, Faten et Joane pour les agréables emisrpassés ensemble.

Je remercie tous mes collegues du LCM Niokhor BAKIMO Amadou DIENG, Fatou
NDOYE, Dioumacor FALL, Abdoulaye SOUMARE, Godar BERatou GUEYE, Arsene
SANON, Mansour NGNING, Fatou DIOUF, Fatoumatou FAMarie BOURY, Mikaella
EBENYE, Mamadou DIALLO, lbou DIOP et Seynabou SgOiE leur aide et pour la bonne
ambiance dans laquelle se sont déroulés ces travaux

J'ai une pensée particulierement a tous mes arBisubacar DIEDHIOU, Papa Makhtar
DRAME, Augustin DIOUF, Souleymane DOUCOURE, MasSIENGHOR, Jean Birame
SARR, Cheikh L6, Myriem DIATTA, Ambroise NGNINGaton DIATTA pour leur écoute,
leur disponibilité et leurs conseils.

Un grand merci a mes freres, mes sceurs, mes Isellass pour leur soutien constant durant
toutes mes études.

A tous ceux qui ont contribué a la réalisation de tcavail, je leur témoigne toute ma
reconnaissance.



Abréviations

Liste des abréviations

AA Acide Aminé

ABA Acide abcissique

ACP Analyse de composante principale

ADN Acide Désoxyribonucléique

ADNCc ADN complémentaire

AFTD Agroforestry tree database

AIA Acide indole acétique

Al Acide jasmonique

ALP Alcaline phosphatase

AMT Transporteur d’ammonium « Amonium transporter »

APP Appareil de prépénétration

ARISA Automated Approach for Ribosomal Interge8acer Analysis

ARN Acide ribonucléique

AS Acide salicylique

ATP Adénine Triphosphate

BAM Bactéries Auxiliaires de Mycorhization

BAP « Buffered mineral medium Added of Phosphatidoline»

BGA Between Group Analysis

BLAST-N Local Alignment Search Tool

CaCMK Calcium Calmoduline Kinase

CAS Chrome Azurol S

CBE chlorale black E

CIRAD Centre de coopération Internationale en Restfee Agronomique
pour le Développement

CK Cytokinine

CLSM Confocal Laser Scanner Microscopy

cm Centimetre

CMN Common Mycorrhizal Network

COA Complexe microbien d’origine australienne

COS Complexe microbien d’origine sénégalaise

°C Degré celsius

DAB Diaminobenzidine

DGGE Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

DMI Does Not Make Infection

dNTP Désoxyribonucléotide triphosphate

EAO Espéces actives d'oxygene

EDTA Ethylénediamine tétracétate

EM Champignons Ectomycorhiziens

ENOD Noduline précoce «Early Nodulin »



ET
FDA
FITC
FM

g

g.l-1
GA
GUS

H (milieu)
IARC
IMAGO

INRA
INVAM
IPTG
IRD
IRGA
ISRA
kb
kcal
kg

km
LAMA
LIPO
LRR
LSTM
MA

pl

pm
mg
MHB
min
mi
mm
mM
MST
NBT
NCBI
NFP
NFR

Abréviations

Ethyléne

Fluoresceine diacétate

fluoro thioisocyanate

Microscope a épifluorescence « Fluoresceine d4icopie »
Gramme

Gramme par litre

Gibbérelline

3-glucuronidase

Hoagland et Arnon

«International Agency for Research on Cancer»
Instrumentations  Moyens  Analytigues Obserira® en
Géophysique et Océanographie

Institut Nationale de Recherches Agriconomigjue
International Culture Collection of Vesicul@rbuscular Mycorrhiza
Isopropyl 3 -D-thiogalactoside

Institut de Recherche pour le Développement
Analyseur & Gaz Infrarouge

Institut Sénégalais de Recherches Agronomiques
Kilobase

Kilocalorie

Kilogramme

kilometre
Laboratoires des Moyens Analytiques

Lipolytique

« Leucine Rich Repeats » Motifs Riches en Lreic
Laboratoire des Symbioses Tropicales et Méditeéennes
Mycorhize a Arbuscules

Microlitre

Micrométre

Miligramme

« Mycorrhizal Helper Bacteria »

Minute

Millilitre

Millimétre

Millimole

Transporteur de Carbone « Monosaccharide toatesp»
Nitro Blue Tétrazolium

National Center for Biotechnology Information

Nodule Factor Perception

Nodule Factor Receptor



nm
NRC

NUP

p/p

p/v

pb

PCIS

PCR
PGPR

pH
PRONASEF
PT

gPCR

gsp

PVvC

RFLP

RLK
rom
RT-PCR

SDH
SDS
SIR
TBE
TCP
UCAD
uv
viv
WGA
Xgal

Nanometre

National Research Council

Nucléporines
Poids/Poids
Poids/Volume

Paire de base

Potentiel Catabolique in situ

Réaction de Polymérisation en Chaine

Plant Growth Promoting Rhizobacteria

Potentiel Hydrogene

Programme National Forestiéres de Seraence
Transporteur de Phosphaste « Phosphate tragsport
Réaction de Polymérisation en Chaine quanétat
Quantité Suffisante Proportionnelle

Poly-vinyl-chloride

Abréviations

Polymorphisme de la Longueur des FragmenBedtriction

Récepteur de type kinase ("Receptor-Like Kiffase

Rotation par minute

Transcription reverse suivie d'une RéactienPolymérisation en

Chaine

Seconde

Succinate Deshydrogénase
Sodium Dodecyl Sulfate
Respiration Induite par un Susbtrat
Tris-borate EDTA

Tricalcique Phoshate

Université Cheikh Anta Diop

Ultraviolet

Volume par volume
Wheat Germ Agglutinin
5-bromo-4-chloro-3-indolyl 3-Dgalactopyranasid



Liste des Figures

LISTE DES FIGURES

Partie 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Figure 1.La symbiose mycorhizienneééchange d’éléments nutritifs.. 5
Figure 2. Les principaux types d’associations symbiotiqueseeties champlgnons du soI et d%s
racines de végétaux... . :
Figure 3. Relation phylogenethue entre Ies champlgnons mmmue des Glomeromycetes ...... 10
Figure 4. Etude taxonomique de la famille d€&omeromycota basée sur l'analyse de Ial1
séquence de la sous unité de 'ARN riboSOMIQUE.........ceeeeeii i e e e
Figure 5. Cycled’'un champignon mycorhizien arbusculaire ................ooooi i iimemmeceeennans 13
Figure 6. Plante parasite d’Orobanchi& germination des graines pouvant étre stimpé¥des 13
5] (10 [0 = Tod (0] 1= P
Figure 7. Résumé schématique du processus de colonisatiomairac par les champlgnonﬁ4
LA e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Figure 8. Colonisation par les champignons arbusculaires.........coccweeevievciieiieiiainnnn.. 15
Figure 9.Structure des Lipochitooligosaccharides des fast®iyc ..............ccccooiiiiiinns 16
Figure 10. Cascade de signalisation commune pour la symbigsm®nmziennea veésicules et
arbuscule®t les symbioses NOAUIAINES. .. ... e 17
Figure 11. Mécanisme de transport du phosphore, de I'azotk efarbone dans I'interface sol-
champignon, champignon-plante ........ ... e e e e 19
Figure 12.Dendrogramme des transporteurs de phosphate tenk@p.................c.ceeeeee. 21
Figure 13. Stimulateur biologique : Produit sous licence INRA..............oii i, 22
Figure 14. Représentation schématique de l'acquisition desjpaux éléments par la symbic

03V 00T T4 1= o1 T 25
Figure 15. Evolution des endosymbioses racinaires............coceevvvieiine s vev o seneeen. . 34
Figure 16.Phylogénie des LEQUMINEUSES........uiuiitiie e it e e e e e e e e aae 36
Figure 17. Structure chimique d’un facteur Nod (awpeelques substitutions observées chez les
différentes especes deizobium indiqUEES €N COUIBUI).......viuiiiiie it e e, 37
Figure 18. Processus d’infection intracellulaire et organogend’'un lobe nodulaire chez les
plantes actinorhiziennes.. " ¥ |
Figure 19.Infections intra et |nter ceIIuIalre chez Ies pmactlnorhmennes ........................ 41
Figure 20. Arbre phylogénique représentant le clade des Roslietz les Angiospermes déduit
des résultats des SEqUENCES TBCL.........oo i e 42

Partie 2 : ETUDE DE LA DIVERSITE DES CHAMPIGNONS MY CORHIZIENS A ARBUSCULES ET DE
LA COMMUNAUTE BACTERIENNE ASSOCIEE A CASUARINA EQUI SETIFOLIA DANS LEUR ZONE
D’ORIGINE ET DANS LEUR ZONE D'INTRODUCTION

Figure 21.Piégeage avec les complexes symbiotiques..............ccovveevv vv v e e eeneenenn. . 01
Figure 22. Dispositif @XPerimental.............oein i e e e e e 63
Figure 23. Différents morphotypes de spores des champignonspé&sents dans le sol de€4
plantes aprés 6 MOIS AE CUIUIE. ... . ..ottt e e e e e e e as
Figure 24. Arbre phylogénique montrant la diversité des chgmpns MA dans les racines
mycorhizées par les souches fongiques d'origindraienne (COA) ou d'origine sénégalaisé8

Figure 25. Reconstitution in silico par le logiciel de I'AgileBioanalyser 2100 (électrophorese
capillaire) d'un gel bacterieS-ARISA. ... 69
Figure 26. Analyse de composante principale (ACP) des profiRISA (Agilent 2100



Liste des Figures

BIOANAIY SO ... ettt e e e 70
Figure 27.Profil DGGE de 'ADNr de la séquence 16S des baesatans le sol..................... 71
Figure 28. Analyse de composante principale (ACP) des profBEGE...........ocooveeieii e, 72

Partie 3 : EFFET DE L'INOCULATION AVEC UN COMPLEXE MICROBIEN (FRANKIA ET
CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS A ARBUSCULES SUR LA CROISS ANCE DE CASUARINA
EQUISETIFOLIA ET SUR LA DIVERSITE FONCTIONNELLE DES COMMUNAUTES
BACTERIENNES TELLURIQUES

Figure 29.Notation de I'infection mycorhizienne (classe d@sse 5)..........cccovvviiiiiiiiinnnnn. 190
Figure 30.Impact de I'inoculation avec les complexes micrabisymbiotiques sur la croissance
en hauteur d€. equisetifolia sur sol désinfecté et non désinfecté.......................... 84

Figure 31.Mesure de l'activité fluorescéine diacétate damnsolenon désinfecté sous des plantes
de C. equisetifolia non inoculées, inoculées avec un complexe micmbj&nbiotique d’origine 92
sénégalaise ou australienne aprés 6 mois de culture..

Figure 32.Activités cataboliques de chaque sol en fonctlmsiebstrats testes ..................... 96
Figure 33. Représentation graphique de I'analyse inter-grqi@adween Group Analysis, BGA)
montrant les résultats de respirométrie induitéoaction des traitements.. .....98
Figure 34. Numération des souches d@seudomonas fluorescents |solees dans Ie soI des
(oL =TT LSRR (= UL =] 01T £ PP 99
Figure 35. Diversité génétique dd3seudomonas fluorescents dans le sol sous les plant€de
(<0115 (0] - 100
Figure 36. Analyse de composante principale (ACP) des prdiSGE de la diversité des
Pseudomonas fluorescents dans le sol sous les plantS.dejuisetifolia.............cuvvvvveiiiiiiiinnnennnnn. 101
Figure 37. Amplification de 'ADN 16S par PCR deseudomonas sp. fluorescents digérés avec
les enzymes de restrictidhspl etHaelll........ ... s 102
Figure 38. Distribution des génotypes deseudomonas fluorescents dans le sol de chaque
L= 1T 01T 0 103

Figure 39.Arbre phylogénique montrant la diversité dssudomanos fluorescents dans le sol..104

Partie 4 : CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE LA SYMB |0SE MYCORHIZIENNE ET
ACTINORHIZIENNE CHEZ C. EQUISETIFOLIA INOCULEE AVEC  DES COMPLEXES MICROBIENS
D’ORIGINE AUSTRALIENNE ET D’ORIGINE SENEGALAISE

Figure 40.Pépiniere deasuarina equiSetifolia............ccove i e e, 117
Figure 41.Dispositif eXperimental..........c.ooeii i e e 118
Figure 42. Fréquence de mycorhization des plantesGleequisetifolia inoculées avec le
complexe microbien d'origine sénégalaise (COS)'omigihe australienne (COA)... ceeeennn... 128
Figure 43. Activité métabolique dans les racines @asuarina equisetifolia moculees avec le
(@0 7N o 11 1T @ 15 131

Figure 44. Expression de genes marqueurs de la symbiose nizieonhe (CePT4) et
actinorhizienne ¢el2, CeHB, nifH) dans les racines de plantes inoculées avec le GO 134



iste des Tableaux et Planches

LISTE DES TABLEAUX

Partie 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau 1.Les différents types de myCorhizes............covieviiiiii i e 9
Tableau 2.Estimation de la taille de la famille des LEQUMBESL. . ........c.vvvvvvnvineannnns 35
Tableau 3.Distribution des plantes actinorhiziennes par ¢c@mt ............................ 39

Partie 2 : ETUDE DE LA DIVERSITE DES CHAMPIGNONS MY CORHIZIENS A ARBUSCULES
ET DE LA COMMUNAUTE BACTERIENNE ASSOCIEE A CASUARIN A EQUISETIFOLIA
DANS LEUR ZONE D’ORIGINE ET DANS LEUR ZONE D’INTROD UCTION

Tableau 4 Caractéristiques Physico-chimiques du sol delBaga................cccceee.... 190
Tableau 5 Composition du milieu H.........ooo i 191
191
Tableau 6 LiSte deS @amOICES. ......i ittt e e e e e 192
193

Tableau 7. Caractéristiques des communautés de spores de igmamp mycorhiziens
dans les sols (désinfecté ou non) avec différemaitetents aprés 6 mois de culture e
serre.. :

Tableau 8 Slmllarltes entre Ies sequences de souches de cg'ramnp MA obtenues et
guelles souches de champignons MA disponibles danbanque de genes. COA:
complexe symbiotique d’origine australienne, CO&mplexe symbiotique d’origine67
SENEGAIAISE. ... ettt e e e

Partie 3 : EFFET DE L'INOCULATION AVEC UN COMPLEXE MICROBIEN (FRANKIA ET
CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS A ARBUSCULES SUR LA CROISS ANCE DE CASUARINA
EQUISETIFOLIA ET SUR LA DIVERSITE FONCTIONNELLE DES COMMUNAUTES
BACTERIENNES TELLURIQUES

Tableau 9.Composition du Bleu de Trypan............ccoviiiiiiiiiiiicii i i veneen2...193
Tableau 10.Composition du milieu King B 193
Tableau 11. Composés organiques utilisés pour établir les Iproﬁataboliques des
sols.. . Y KoV
TabIeau 12 Composmon du m|I|eu TCP (TrlcaIC|que Phosphate) ....................... 194
Tableau 13.Composition du milieu Lipolytique... .. P Ko
Tableau 14.Composition du milieu CAS modifié (Chrome Azur()l S ceeriene. 195
Tableau 15.Effet de I'inoculation avec les complexes micraisiesur Ia croissance @&
equisetifolia aprés 6 mois de culture en serre sur sol désénfect............................ 85
Tableau 16.Effet de I'inoculation avec les complexes micraisiesur la croissance @
equisetifolia aprés 6 mois de culture en serre sur sol nonféésin............................ 86
Tableau 17.Effet de l'inoculation par les complexes microlsart la désinfection du sol
sur la croissance d& equisetifolia apres 6 mois de culture en serre................cceeevwees 87

Tableau 18.Effet de l'inoculation par les complexes microlseart la désinfection du sol
sur le statut mycorhizien et la nutrition minérékeneurs en N et P des parties aerlenn§§)
deC. equisetifolia aprés 6 mois de culture en serre.. .

Tableau 19.Comparaison des teneurs totales en phosphore am{a par pIant dans
chaque traitement.. " .91
Tableau 20. Eqwtablllte catabollque et resplratlon mdwteyaone (ug C@g de soI h 95

Vi



iste des Tableaux et Planches

1) pour chaque groupe de substrats (Carbohydratesols, Acides aminés et acides
carboxyliques) pour chaque traitemMeNnt... ... ..o e e e e e e
Tableau 21. Similarités entre les séquences de souchePsdadomonas fluorescents
obtenues et celles des soucPRssudomonas fluorescents disponibles dans la banque d&05

Tableau 22.Pourcentages de souches actives et activités phasdues, lypolitiques et
production de sidérophores des soucheBs#adomonas fluorescents isolées des sols d&é97
différents traitements.. e

Tableau 23. Correlatlons entre Ies teneurs totales de P| dastq) quwtablllte
catabolique et les valeurs de respirométrie indufiar les acides carboxyliques dari®8
(03 = Lo [0 TSR €= UL (=] 0 0 T= 0

Partie 4 : CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE LA SYMB |0SE MYCORHIZIENNE ET
ACTINORHIZIENNE CHEZ C. EQUISETIFOLIA INOCULEE AVEC DES COMPLEXES
MICROBIENS D'ORIGINE AUSTRALIENNE ET D'ORIGINE SENE GALAISE

Tableau 24.Composition du milieu BAP.. et 196
Tableau 25.Coloration des racines mycorhlzees avec I EnoreaIlgre eveeneeneenn. 196
Tableau 26.Coloration des racines mycorhizées avec du Bkmildhe....................... 197
Tableau 27. Coloration des racines mycorhizées avec du WheaimGAgglutinin
(WGBA) .. e e e e 197
Tableau 28. Coloration des racines mycorihzées avec du Nittae BTetrazolium

) 198
(Succinate DEeNYArOgENASE). ....cu ittt e e et et e e e e e et a e e e
Tableau 29. Coloration des racines mycorhizées avec du Fase BtR (Alcaline 199

phosphatase)... .

Tableau 30. Coloratlon des racines mycorhlzees avec une solmte Dlamlnoben2|d|ne
(DAB)... .

Tableau 31 Evaluatlon de Ia concentratlon de Ia solutlon dIEWZB et du temps
d’'incubation pour la coloration des racines mycoées par les champignon§25
ENAOMYCOINIZIENS. ... e e e e e e et e e e e e e e

200

LISTE DES PLANCHES

Partie 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
Planche 1.Aspects morphologiques @asuarina equisetifolia (Filao).........ccccoeeeevvivnnnnnnnn. 51

Partie 4 : CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE LA SYMB |IOSE MYCORHIZIENNE ET
ACTINORHIZIENNE CHEZ C. EQUISETIFOLIA INOCULEE AVEC  DES COMPLEXES
MICROBIENS D’'ORIGINE AUSTRALIENNE ET D’'ORIGINE SENE GALAISE

Planche 2.Colorations mettant en évidence les structuregifpres des racines mycorhizées de124
Casuaring eqUISELITONIA. .. ... ... et e e e e
Planche 3.Racines de Carottel. equisetifolia et M. truncatula (respectivement premiére127
deuxiéme et troisieme colonne) colonisées@antraradiCes............covvvviieviiieciieniianenanns
Planche 4.Colorations histochimiques mettant en évidencdiVia& métabolique ou la

sénescence de structures fongiques dans des rdei@esquisetifolia...........cccoeeeeeeeeeenn... 130

vii



Sommaire

1 ° INTRODUCTION GENERALE

Table des Matieres

) T O 0] a1 1= (L0 [0 =Y (T [ 1
2) Plan de [a thSe. ... .ot e e e e e e e e e 3
2° Chapitre 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
F YT o] B o o] oo PP OPRTRRTT 4
[) LES SYMBIOSES MYCORHIZIENNES.......coiiiii it e et et et es ieieeaeeees D
1) Les différents types de MYCOTNIZES ........o.iiiiiii i e e e e e e e e eeeees 5
1 1) Les ectomyCOrhizes (EM). .. ... it et e e et e e e et et et e e e e 6
1 2) Les endomycorhizes a arbuscules (MA) ... cccee i e e e e e 7
12 1) Généralités sur les mycorhizes aiachles... 7
1 2 2) Phylogénie des champignons MA duéea des pIantes 10
1 2 3) Mise en place de la symbiose endorhizienne... P
1 2 4) Fonctionnement de la symbiose endorhjzienne.................................................. 17
12 5) Réles écologiques des champignQT®IMIZIENS..........ovvviie i e e e 21
1 3) Les ectendOmYCOINIZES. ... ... e e e e e e e e 30
2) Interaction champignons endomycorhiziens et glignons ectomycorhiziens .....................o 30
3) Interactions entre les champignons mycorhizetia communauté bactérienne du sol ..................... 31
4) Histoire évolutive des symbioses myCOrhiziennes............cccovve i i i i v e 34
Il) LES SYMBIOSES RACINAIRES FIXATRICES D'AZOTE ..o e e 34
I1' 1) La Symbiose rhizobIiENNE. .. ... .ooou it e e e e e e e e e e e e e e 35
1) La plante héte : la famille des LEQUMINEUSES. . ... .. it it iieee e v ee et e e e e ee e eeneeans 35
2) Le partenaire bactérien : les bactéries duggamzobia...............coeiiiiii i 36
2 1) Etablissement et fonctionnement de lalsgse rhizobienne ................coooiiiiii i, 37
2 1 1) Processus d'infection et d’organa@mmnodulaire..............coccoeve i 37
2 2 2) La fixation d’azote chez la symbidgeobienne...............ccooooiii i, 38
11 2) La symbiose actinOrhiZIENNE... ... ... e e e e e e 38
1) Les plantes aCtinOrNiZIENNES. ... ... e e e e e e e e e e e 38
2) Le partenaire DacterienFranKIa. . ... ..ovu i iee i e et e e e e e 39
3) Etablissement et fonctionnement de la symbdasi@orhizienne.............ccc. oo, 40
Il 3) Histoire évolutive des symbioses fixatriCes @zZ0ote. ........ocuuuiiiiiii i e 41
Il 4) Interaction champignons mycorhiziens et bactges fixatrice d'azote...............cccoeviiiiiiinnnnn 43

) TECHNIQUES PERMETTANT D’ETUDIER LA FONCTIONNAL

ITE DE LA SYMBIOSE 43
ENDOMYCORHIZIENNE ET ACTINORHIZIENNE..........c.ccoviiiiieeeeeeeiinns
1) Etude de la fonctionnalité de la symbiose endmrhizienne.......................

1 1) Evaluation de I'impact du champignon M4 f&a plante héte ................

1 2) Etude de la fonctionnalité de la symbiesdomycorhizienne en visualisant les structuresiées.. 44
1 3) Etude de la fonctionnalit¢ de la symbiosedomycorhizienne a l'aide de marqueurs, .

NISTOChIMIQUES. .. ... e e

1 4) Etude de la fonctionnalité de la symbieselomycorhizienne et actinorhizienne a Il'aide d28

MArqUEUrS MOIECUIRITES. ... .. et e e e e e e e e

IV) LES CASUARINACEA : EXEMPLE CASUARINA EQUISETIFO LIA........ooiiiiiie e, 50
1) Taxonomie A€S CaASUANNACEAE. .. ... cuuuter et e e et e e et et tetee et s e e e eenteeeeaenaaenes 50
2) CaracCtéristiques DOtANIQUES .......cuee et e et e vet e e et e e o e e et eae ea e e eaeaeneeeaees 50
3) Distribution géographique des CasuUarnNaCeae......c....uviriieiriitieeieeie i iee e e e e aenaen 52
4) Importances écologiques des CaSUANNACEAE. .. ... . .ucumemmrneetneetareaeiatreeaaen e tenre e aenanens 52
5) Importances économiques des CaSUANNACEAE. .. ... .uueueren et e et e ietee et eenaeeeee e eanans 53
6) RESISIANCE AUX MAIAAIES ... ..t it ittt e et e et e e e et e e e e s e e ee een e aenaens 54

V) OBJECTIFS DE LA THESE.. cieree. 54
1) Etudier la diversité des champlgnons endomyzmzrms et Ieur mfluence sur Ia communaute

viii

44

55



Table des Matieres

bactérienne associée a@asuarina equisetifoli@ans leur zone d’origine et dans leur zone d’ohticdion

2) Explorer I'impact du complexe symbiotique dirne sénégalaise ou australienne sur la croissince
Casuarina equisetifoli@t sur la diversité fonctionnelle des communauntié&sobiennes telluriques......... 55

3) Caractériser la fonctionnalité de la symbiose&anljizienne et actinorhizienne ch&zequisetifolia
inoculé avec un complexe de souches symbiotiquarggdie australienne ou sénégalaise.................... 55

3° Chapitre 2 : ETUDE DE LA DIVERSITE DES CHAMP IGNONS MYCORHIZIENS A
ARBUSCULES ET DE LA COMMUNAUTE BACTERIENNE ASSOCIEE AUX CASUARINA
EQUISETIFOLIA DANS LEUR ZONE D’'ORIGINE ET DANS LEUR ZONE

D’'INTRODUCTION

N 7= g | ] 10 L 57
[) INTRODUGCTION . ...ceiiuttiiiitiieeiree et e ree sttt sttt et e et e e st e s nie e e s te e e s aeeesare e e snne e e s s e e e ssre e e nsr e e e nnnneennnneens 58
) MATERIEL ET METHODES ...ttt et e et e e et e et e e eenaes 59
1) Préparation du substrat de CUIUIE..........ccuiii i s e e e e e e e e 59
2) Germination des graines @eequisetifolia... ... ... ... 59...
3) Les souches fongiques : Prélévement, multifdina caractérisation morphologique, génétique et
INOCUIAtION dES PIANTS ... et e e e e e e e e et e e e e e e e 60
4) DispOSItif @XPEINMENTAL .. ... it e e e e e e e e s nmt e e e e 62
5) Impact de l'inoculation sur la diversité sturetle des communautés bactériennes du sol.................. 63
B) ANAlYSES StAliSHUES. ..ottt iet e e e e et e e e e e e e e e e e e a e 63
) RESULTATS.. 63
1) Diversité des champ|gnons MA assoméSaauarlna equlsetn‘ohaians Ieur zone d or|g|ne et dans
leur ZonNe A'INEFOAUCTION ... ... cee e et et e e et et e et et e e e e e e e eeneenas 63

1 1) Caractérisation morphologique des SOUCHBGABIES. .. ......ccuuerie i veee e ee e e 64

1 2) Caractérisation génétique des souches foagiq ... R < V4
2) Détermination de la diversité génétique de hmrmmaute bacterlenne dans Ie sol ........................... 69

2 1) Détermination de la diversité génétiquéadeommunauté bactérienne par ARISA..................... 69

2 2) Détermination de la diversité génétiguéadeommunauté bactérienne par DGGE..................... 71
IV) DISCUSSION. ...ttt et ettt e e ket ea bt e e sttt e eabe e ekttt 2o eb e e a2t e eaamee s oabee e embee e ambae e ambeeeanbaeesnnbeesnnneean 73
1) Diversité structurale des champignons MA agsaCasuarina equisetifoli@ans leur zone d’origine 73
et dans leur zone d INtTOTUCTION. .........oi it et e e et et e e e e e

1 1) Caractérisation morphologique des SOUBITBEQUES. .........oeviiir e e e e e 73

1 2) Caractérisation génétique des SOUChEBAOBS............c.vv vt iiiie i e e e e e 74
2) Détermination de la diversité génétique deolmmunauté bactérienne dusol...................cooee e, 75
V) CONCLUSION. ..ttt ettt ettt ommee etttk e sttt e e a bt e e ea b et e e st e a2 mee s sab e e e embe e e eane e enbbeeeanbeeesnbeeennteas 76
4° Chapitre 3 : EFFET DE L'INOCULATION AVEC UN COM PLEXE MICROBIEN (FRANKIA

ET CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS A ARBUSCULES SUR LA CRO ISSANCE DE
CASUARINA EQUISETIFOLIA ET SUR LA DIVERSITE FONCTIO NNELLE DES
COMMUNAUTES BACTERIENNES TELLURIQUES

N 7= g | ] 10 L 77
[) INTRODUGCTION . .. ..ttt ittt et et et et e et et et s et e e e e et s e e eeeeen e e 78
) MATERIEL ET METHODES. .. ... it e e et e e et e e et e 719
1) EXPEIIENCE BN SEITE. .. ittt ettt e tet e tee e et e et e tet et tee et ee tet e tee et ee eet e ses et somne e s ee ea e 79
2) Mesure de la croissance en hauteur, la bionw&senne, racinaire et la biomasse totale desptin 79

Casuarina equisetifolia. ..
3) Evaluation de la mycorhlzatlon des plantes Cde eqwsetlfollamoculees avec Ies complexes79
symbiotiques par une technique de coloration ABSI. ... ......cceve i e e



Table des Matieres

4) Dosage des teneurs en N et Pi des partienaéseales plantes.............c.coooevvviviiiiic v, 80
5) Etude de la communauté Bseudomonas fluorescemans 1€ SOl.............ccoooiiiii i e 80
6) Analyse de la diversité génétique des souch@sdudomonaluorescents............ccoveveevvvnenennnn. 80
7) Etude de la diversité fonctionnelle des commitésmbactériennes telluriques.............cc.coveeveennnn 81

7 1) Estimation de l'activité microbienne tetgbar la mesure de l'activité fluorescéine dmeeta%l
(FDA)...
72) Mesure de Ia dlverS|te catabollque desmurmutes m|cr0b|ennes du sol ............................... 82
7 3) Mesure de la diversité fonctionnelle desches déseudomonaiuorescents sur trois milieux de

culture : milieu TCP, CAS et Lipolytique... 82
8) ANAIYSES SEAtISHOUES. .. . ettt e et e et e e e e et e e et e e e e e e 83
) RESULTATS.. . 83
1) Effet de I moculatlon avec Ie complexe mlcmb symblothue d or|g|ne austrahenne ou senegalal 83
sur la croissance en hauteur des plantS.dBUISEtifolia.. ... ....oovv i
2) Impact de I'inoculation avec le complexe mhiem symbiotique d’origine australienne ou sénégala
sur la biomasse des plantesGlesquisetifoligbiomasse aérienne, racinaire et totale)........................ 85
3) Effet de linoculation avec les complexes mliens symbiotiques sur la fréquence, l'intensigé d
mycorhization et la nutrition minérale des plarde€. equisetifolia.............cccocoii i 88
4) Effet de I'inoculation avec le complexe micier symbiotique d’origine australienne ou sénégalai
sur la diversité fonctionnelle de la microflore shl non désinfecté..............ocoooii i 92
5) Relations entre la teneur en Pi des planiks diversité fonctionnelle des communautés micnofgss
L0 =SS PP 0 =1
IV) DISCUSSION . L. ittt ittt et e e et e e et e e e e e et e te e et e e e et e eet et tee et tae een e neane 108
1) Impact de l'inoculation avec les complexes witens symbiotiques d’origine australienne ou
sénégalaise sur la croissanceld@quUISEtifolia.........co v it 109
2) Impact de I'inoculation microbienne sur ladlisité fonctionnelle de la microflore native du.sol.. 110
3) Effet de I'inoculation avec les complexes syatiques sur la nutrition phosphatée des plant§:de 12
equisetifolia...
Y T O ]\ 0 1] [ 113
5° Chapitre 4 : CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE L A SYMBIOSE
MYCORHIZIENNE ET ACTINORHIZIENNE CHEZ CASUARINA EQU  ISETIFOLIA
INOCULEE AVEC DES COMPLEXES MICROBIENS D'ORIGINE AU STRALIENNE ET
D'ORIGINE SENEGALAISE
N 7= g ] 10 L 114
[) INTRODUGCTION. .. ittt et et e e e et e e e e e e e et et et e e et e re et een e 115
) MATERIEL ET METHODES. .. ...ttt it et et e e et e e et e e e e e eenees ... 116
1) Préparation du SUDSIrat de CUITUME ...........ouiiiiiie it et et e e e e e e e e e ee e 116
2) Germination des graines @eequisetifolia......... ... 117
3) Inoculation avec les souches foNQIQUES... ..ot iit e e e e, 117
4) Inoculation avec les SOUChES DaCEIIENNES. .. ... ... e ee et e e e e 117
5) DiSPOSItif @XPEIMENTAL .. ... ettt et e et e e e et e et e e e erne e e e e e 118
6) Détermination de la fréquence de mycorhizaties plants deC. equisetifoliainoculés avec les 119
complexes symbiotiques : Techniques de colorat@mrecines mycorhizées.............cooeeee i nnnnn,
7) Etude du métabolisme fongique dans les raagimgsorhizées de€€. equisetifoliainoculées avec les
. . 120
complexes MICrobiens COA €t COS. ... ittt e e e e e et e e e e e ean e ees
8) Etude de I'expression de geénes marqueurs dgndiose mycorhizienne et actinorhizienne ciez 121
=0 LU L] 110 = U
9) ANAlYSES SEAlISHUES ... ittt et e et e et e e e e e e e e e e e 123
) RESULTATS 123
1) Caractérisation de la symbiose mycorhizienne €hequisetifoliaau niveau histologique ............... 123
1 1) Mise au point de techniques de coloradies structures fongiques.............coevvveeiiiie e neenns 123
1 2) Mise au point de la coloration & FUVIBB.............couiteirie it cee et e ee e e aeaaes 124
1 3) Utilisation de I'Uvitex2B pour colorerdestructures fongiques a l'intérieur des racines......... 126



Table des Matieres

1 4) Utilisation de I'Uvitex2B pour quantifix colonisation par le champignon mycorhizien........... 127
2) Caractérisation fonctionnelle de la symbioseanlizienne cheZ. equisetifoliaa I'aide de marqueurs 128
TS o o 31010 [0 =
2 1) Mise en évidence des structures fongiqmeétaboliquement actives en révélant I'activi&é28
succinate dehydrogenase (SDH).......ovii it e e e et e e e e e
2 2) Mise en évidence des structures fongigoesaboliqguement actives en révélant I'activin29
phosphatase alCaling (ALP) ... ....c.iui it e et e e et e e e et e e e e e e e e e e aaaan
2 3) Mise en évidence des structures fongigaesscentes en utilisant la Diaminobenzidine (DAB)...129
3) Etude de la fonctionnalité des symbioses myz@ine et actinorhizienne a l'aide de marqueurs,.,
00 L= oT ] = U=
3 1) Caractérisation fonctionnelle de la symbiosycorhizienne a 'aide de marqueurs moléculairei32
Analyse de I'expression d&ePT4 marqueur du transport symbiotique de Pi...............cooooiiivieee
3 2) Caractérisation fonctionnelle de la symbiastnorhizienne a 'aide de marqueurs moléculaire’i32
étude de I'expression des ger@sl2 CeHBetNifH... ... ..o e e

IV) DISCUSSION ... veeeeeeeeeeeeeeeee e mmen e eeeeseeeseeeseeseeeeseeseeeseeeseeeseeeseses e eseeeseeeeseeeseeee e eseeseeeereeseeee 134
V) CONCLUSION ...t es oo eeems e eeeee e es e ee e eeseee s eeseses e s enesses e es e eeseeeseeeseeeseeeseeseeeeseeeees 138
6° Chapitre 5: DISCUSSION GENERALE

1) Diversité des souches fongiques dans les @mpl symbiotiques COA et COS et impact de
I'inoculation avec ces complexes sur la croissad&€. equisetifoliaet sur la diversité structurale de 1d.39
commuNauté bacterieNNE AU SOL.......ii ittt e e et e e et e e e e e

2) Impact de linoculation avec des complexes lmgtiques (champignons MA et bactéries) sur |f‘41
diversité fonctionnelle de la communauté microb®BBSOCIEE.............oviiiiii i,

3) Les marqueurs histologiques, histochimiquesmetéculaires : outils permettant de caractéris&?&3
fonctionnellement la symbiose mycorhizienne ettfica d’azote cheg. equisetifolia.......................

7° CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

1) CONCIUSION GENEIAIE ... i ittt e e e et e e e et e e e ae e e e e een e es 146
P22y T = 6] =3 11 147
8° REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 148

9° ANNEXES 190

Xi



1 ° INTRODUCTION GENERALE




Introduction Générale

Introduction

1) Contexte de I'étude

Depuis plusieurs années, la déforestation estrde un probleme majeur dans les
pays sahéliens. Elle est liée a la fois aux actianshropiques (surexploitation des
écosystemes) (Matsaet al, 1997) et aux aléas naturels (aridité et salidés terres). Cette
déforestation provoque une disparition du couvégétal et entraine une érosion accrue des
sols, une baisse de la disponibilité des nutrimemi®raux pour les plantes, une réduction de
linfiltration de Il'eau, une perte de lactivité brienne et paralléelement une baisse
considérable de la quantité de matiére organiqak (1996; Garciatal., 1997; Remigetal.,
2008). Ces phénomenes sont, entre autres, a tierige la baisse de la productivité des
écosystemes affectés. Pour améliorer la produettldt ces écosystémes, le premier recours
de la population est l'utilisation de fertilisanthimiques. Du fait de leur colt élevé, ces
intrants chimiques ne sont accessibles qu'a unieepedrtie de la population paysanne. De
plus, I'application de ces produits perturbe leedchffecte les organismes présents, entrainant
ainsi une perte de la biodiversité (Johanssbral, 2004 ; Goslinget al., 2006). Ces
fertilisants chimiques sont de grands pollueurdadeature car 80% des produits appliqués
précipitent sous des formes insolubles (CakPC&(PQy),, FEPQ et AIPQ,). Ainsi, ils
deviennent indisponibles pour les plantes (Lopezi®et al., 2000) et sont drainés par les
eaux de pluies entrainant la contamination de lpp@aphréatique. Au regard de ces
problemes, il s’avere important de proposer de abbes pratiques agricoles a la fois
productives et respectueuses de I'environnemené dks solutions, pour lutter contre ce
fléau, est l'introduction d’espéces fixatrices aite De nombreuses essences forestieres a
croissance rapide ont été introduites en Afrigud’@eest afin de réhabiliter des milieux
dégradés. Duponnoist al. (2005b) ont montré que I'établissement de planmgsapriées
ameliore les propriétés biologiques et physiquesalule choix de ces especes forestieres
repose non seulement sur leurs caractéristiqueasatjues a résister a certaines contraintes
du milieu (résistance a la sécheresse, a la sglieit.) mais aussi sur leur capacité a fixer
I'azote et a augmenter la disponibilité du phosgligi). Dans ce contexte, la prise en compte
de certains microorganismes du sol, comme les cigammps mycorhiziens (Plenchette et
Strullu, 1995) et les bactéries fixatrices d’azesemble favorable. Ces communautés peuvent

ameliorer certaines propriétés des systemes dareultel un recyclage plus efficace des
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éléments minéraux, une meilleure absorption du Bed’eau, une résistance face aux agents
pathogénes conduisant a améliorer la productivitia elurabilité des systemes de culture
(Altieri, 1999 ; Hoopeetal., 2005). Plus récemment, il a été démontré qpetrmance de
ces essences forestieres a croissance rapide pdikailargement augmentée en milieu
tropical en leur associant des souches symbiotiduaesériennes (rhizobia okrankia ;
Forresteret al., 2006) ou fongiques performantes quant aux criteggmus (ex : production
de biomasse ligneuse, résistance a la crise dsepteartation, etc.) (Galianat al, 2002 ;

Duponnoiset al, 2005b ; 2007).

Parmi ces essences forestiéres, figure I'esmiestralienneCasuarina equisetifolia
implantée au Sénégal vers les années 1920. Ceteecforme une plantation longue de 180
km dans la zone des Niayes (Fetlll.,2001). Cette plantation joue au Sénégal non selem
un role écologique important (stabilisation des efynbrise-vent, protection des cultures
maraicheres adjacentes, mise en valeur de tetges st amélioration de la fertilité des terres
via une production massive de matiere organiquedjsmaussi un rdle économique
considérable ; puisque la quasi totalité des léeguomsommeés par la mégapole dakaroise
proviennent de cette zone. Les travaux de Sat., (2006) et Hé kal., (2008) ont montré
importance de l'association entre les Casuaripacét les champignons mycorhiziens a
vésicules et arbuscules (MA) et/ou la souche biactéeCcl3 du genreFrankia. Ces études
ont été confirmées par Elumalai et Raaman, (2009)qt démontré que les champignons
mycorhiziens, de méme que les bactéries du germekia, stimulaient la croissance de
Casuarina et que cet effet positif sur la croissaast plus significatif avec la double

symbiose.

Par ailleurs, il a été observé gqu'une co-éwotuentre les 2 partenaires aboutit a une
optimisation du fonctionnement de la symbiose (Hrett, 2002). Le choix des symbiotes
fongiques (en vue d’améliorer la production d’essasrforestieres) a rarement tenu compte de
cette optimisation naturelle. Elle a été réaliséaraniére empirique en utilisant des souches
généralement présentes dans la zone d’introductioconnues pour leur agressivité vis a vis
de la plante héte (exGlomus intraradices Glomus mosseae(Cornet et Diem, 1982 ;
Duponnoiset al.,2001). Chez les espéeces exotiques ou cette démestlencore plus rare,
les peuplements naturels de symbiotes constituent din réservoir potentiel de souches
performantes permettant d’améliorer la croissarca@lante (Callaway et Ridenour, 2004).
Dans ce projet, nous nous proposons de compaffat Itkes souches fongiques associé€s a

equisetifolia dans sa zone d’endémismaedans sa zone d’introduction afin de sélectionner
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les souches les plus performantes pouvant étisaed a grande échelle pour la régénération
de la plantation de Casuarina de la zone des Niatesdirectement pour améliorer la

fertilité de ces sols largement utilisés dans leaichage.

2) Plan de la these
Pour mieux cerner ce probleme, cette étude a éréléb sous 3 angles :

1° d’abord, la détermination de la diversité des chgmgms endomycorhiziens et leur
influence sur la communauté bactérienne associgeCasuarina equisetifoliadans

leur zone d’origine et dans leur zone d’introductio

2° ensuite I'étude de limpact de l'inoculation avees|complexes microbiennes
d’origine australienne ou sénégalaise sur la coiss deCasuarina equisetifoliaet

sur la diversité fonctionnelle de la communautédraanne tellurique,

3° enfin la détermination des bases physiologiciasoléculaires des performances
des souches fongiques (MA) et bactérientgarikia) présentes dans les complexes

symbiotiques.
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Avant propos

Revue Bibliographique

Cette synthese bibliographique a fait I'objet :
1) D'un article de synthése en préparation pour sesion :

Nathalie Diagne Diegane DioufSergio Svistoonoff, Aboubacry Kane, Claudine Franch
Kandioura Noba, Didier Bogusz, and Robin Duponr{@ill). Establishment dfasuarina
species in Africa: ecological roles and interactiith arbuscular and ectomycorrhizal
symbionts.

Cette partie intitulée revue bibliographique dotfidtat des connaissances sur les symbioses
mycorhiziennes, fixatrices d’azote et sur la plamdéede la famille des Casuarinaceae. Elle
explique particulierement le processus d'installatet de fonctionnement de la symbiose
endomycorhizienne et fixatrice d’azote.

Dans cette revue bibliographique, certains margudustologiques, histochimiques et
moléculaires qui permettent de caractériser fonogtlement ces symbioses sont exposes.
D’une facon globale, cette synthése bibliographigeemet de mieux cerner le sujet traité
pour atteindre les objectifs qui sont posés.
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I) Les symbioses mycorhiziennes

Les symbioses mycorhiziennes sont des associatioing les racines de végetaux et
un champignon (Strullu, 1991). Le termwg/corhize est issu du grec « mukés » qui signifie
champignon et de «rhiza » qui signifie racine.tg®e d’association a été proposé pour la
premiere fois par le phytopathologiste allemandefitBernhard Frank en 1885. Observées
chez la majorité des plantes terrestres, les sygabisont des unions ubiquistes et durables ou
s’effectuent des échanges réciproques entre lesmitenaires (Smith et Read, 1997, 2008).
Généralement la plante-héte fournit au champignes cbmposés carbonés dérivés de la
photosynthese (Harley et Smith, 1983) tandis qgel’'edicoit de la part du champignon des
éléments minéraux prélevés du sol (Smith et Re@@B 2 Figure 1)Cette association est trés
fortement impliquée dans le prélevement de nutrime@cessaires pour la croissance des
plantes (Smith et Read, 2008).

Environ 6000 espéces de champignons appartenamtrgims des Gloméromycetes,
des Ascomycetes et des Basidiomycetes sont mygemkizPour les espéces mycorhiziennes,
le nombre décrit est en hausse avec I'avénemera déologie moléculaire (Bonfante et
Anca, 2009).

Hz0 Carbone
Minéraux Sucres

AT Mo
i) ,_/ A \\,..“"‘*

Y /,\\\

Figure 1. La symbiose mycorhizienne échange d'éléments nutritifs. Le
champignon fournit a la plante de I'eau et des émminéraux et il recoit des

composés carbonés de la plante.
(Source : http://www4.agr.gc.ca/AAFC-AAC/displayfiefier.do?id=1236712919454etlang=fra)
(Date de modification: 2009-03-10)

1) Les différents types de mycorhizes
Selon le fait que le champignon pénétre ou pamttieur des cellules racinaires, on

peut distinguer d’'une facon globale les différetypes de mycorhizes suivants : les
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endomycorhizes, les ectomycorhizes et les ectendarnizes (Bonfante et Anca, 2009,
Figure 2).

Les endomycorhizes, se caractérisent par des wtescfongiques qui se développent a
l'intérieur des cellules végétales et ils compreinkes mycorhizes a arbuscules, les
mycorhizes des Ericacées et celles des Orchidées.

Les ectomycorhizes sont caractérisées par desebypktracellulaires et I'infection d’'une
racine par le champignon ectomycorhizien entraiae chodifications importantes de sa
morphologie.

Les ectendomycorhizes ont des formes intermédiadmse les endomycorhizes et les

ectomycorhizes.
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Figure 2. Les principaux types d’associations symbiotiquetseedes champignons du
sol et des racines de végétau®) Coupe transversale d'une racine sans myzeghj
(B) endomycorhizes a vésicules et a arbuscule$ p(@omycorhizes a pelotons ; (D)
ectendomycorhizes ; (E) ectomycorhizes chez lesigspgrmes ; (F) ectomycorhizes
chez les Gymnospermes.

(Source : Duhoux et Nicole, 2004)

1 1) Les ectomycorhizes
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Les ectomycorhizesse caractérisent par un développement du champignon
I'extérieur des racines et par la colonisation depaces intercellulaires dans les couches
externes de la racine. Ce type de mycorhize eserebschez des especes ligneuses
d’Angiospermes ou de Gymnospermes en associatien lag champignons de la famille des
Ascomycétes ou des Basidiomycetes (Tableau 1). ridotmue ces champignons
ectomycohiziens (EM) (Ascomycetes ou BasidiomyQétgsrésentent plus de 5000 especes.

Particulierement présente chez les plantes ligseuaesymbiose ectomycorhizienne
concerne 3 a 5% des plantes a graines (Fatiral.,, 2008). Les essences forestieres
ectomycorhiziennes ont une large distribution etejg un rble écologique et économique
considérable. La symbiose ectomycorhiziemst¢ fréquente chez les essences des régions
tempérées et boréales mais plus rare chez lessarbpcaux (Newbergt al., 1988 ; Béreau
et al., 1997 ; Smith et Read, 1997 ; Onguene et Kuyped1R( a spécificité de la relation
champignon-plante est trés large pour certainescespfongiques tandis que d’autres ont un
spectre d’héte tres étroit (Thoen et B4, 1989).

Du point de vue anatomique, une ectomycorhize sgose de trois tissus. D’abord a
I'extérieur se trouve un réseau d’hyphes fongiqmgiss’étend a plusieurs centimétres de la
racine. Ensuite autour de la racine se trouve gaaut dense de mycélium appelé manteau,
caractéristique des racines ectomycorhizées. Soiven coloré, la présence de ce manteau
entraine l'absence de poils absorbants et permetdideerner facilement une racine
ectomycorhizée a I'ceil nu. Enfin a l'intérieur deriacine se trouve le réseau de Hartig, un
tissu mixte ou I'on observe a la fois des cellutégétales et des hyphes qui colonisent les
espaces intercellulaires. Chez les Angiospermesideau de Hartig est formé d’'une seule
couche de cellules, tandis que chez les Gymnosgeiimest composé de deux couches
(Figure 2). C’est surtout au niveau du réseau deidHaue s’effectuent les échanges
bidirectionnels entre les deux partenaires.

Beaucoup de champignons ectomycorhiziens formesatcdepophores comestibles
(bolets, truffes, amanites et agarics ; Ba et Tha@8a0)

1 2) Les endomycorhizes a arbuscules
1 2 1) Généralités sur les mycorhizes a arbuscules

Les endomycorhizes a arbuscules (M#9 caractérisent par un développement du
champignon a l'intérieur de la racine et ne somtégélement pas visibles a I'ceil nu. Parmi
ces associations endomycorhiziennes, on peut trouve

* les mycorhizes a arbusculegui concernent des plantes tres variées (Angiosger
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Gymnospermes, Fougeéres, Lycopodes et Bryophyteskymbiote fongique qui s’associe a
ces plantes appartient au phylum des Glomeromy&ataiil3ler2002) ;

* les mycorhizes des Ericacéegui sont restreintes a l'ordre des Ericales, le
champignon est généralement un Ascomycete. Leselsyplb développent dans les cellules
épidermiques et forment des pelotons ;

* les mycorhizes des Orchidéesultent d’'une association entre un champignon de
la famille des Basidiomycétes avec les plantesadéaimille des Orchidées. Les hyphes
forment des amas dans les cellules corticales €aalil).

La plupart des plantes supérieures ont l'aptituderraer, avec des champignons du
Phylum des Glomeromycota (SchifZler, 2002), une caggmn symbiotique nommeée
mycorhize arbusculaire (MA). Les champignhons MAtsdes symbiotes obligatoires et ne
peuvent produire de spores et compléter leur cglelevie que suite a la colonisation des
racines d'une plante-hdte. Ces champignons MA septént approximativement 200 especes
qui sont ubiquitaires des écosystemes terrestrest@ilet al., 1995; Smith et Read, 1997).
Quelques familles de plantes présentant peu oudpaEssociations mycorhiziennes sont
connues. Il s'agit ddBrassicaceagdesAmanranthaceaet desJuncaceaeGénéralement, ces
plantes aposymbiotiques sont pourvues de nombrels facinaires pouvant remplacer les
symbiotes fongiques.



Tableau 1.Les différents types de mycorhizes
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Arbusculaires Ericoides Orchidoides Ectomycorhizes Ectendomycorhizes | Arbutoides | Monotropoides
Champignon | Glomeromycétes  Ascomycétes | Basidiomycete§ Basidiomycétes Basidiomycétes | Basidiomycétes Basidiomycetes
(Taxon) Ascomycetes Ascomycetes
Plante-hote Bryophytes Ericacées Orchidées Gymnospermes Gymnospermes | Ericacées Monotropacées
(Taxon) Ptéridophytes Bryophytes Angiospermes Angiospermes

Gymnospermes

Angiospermes

(Source : Smith et Read, 2008 modifi€).
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1 2 2) Phylogénie des champignons MA et évolutiored plantes

Auparavant les champignons MA étaient classés damdre des Glomerales
appartenant au phylum des Zygomycetes. Cependtatatassification a été bouleversée en
2001 par une étude basée sur la séquence de humit&Id8S de I'ADNr qui a montré que
'ancien Phylum des Zygomycetes était paraphylétiffiichilZleet al., 2001). A la suite de
cette étude un nouveau phylum fongique regroupmars les champignons MA a été proposé,

c’est le phylum des Glomeromycota (Schuféleal.,2001) (Figure 3).

Basidiomycota

Glomeromycota

Endogone and Mortierella
Chytridiales, including
Basidicbolus

Blastoclodiales

Entomophthorales

Kiclnellales amd

Harpellales Throustochy tridium

* Déctyostelium

Figure 3. Relation phylogénétique entre les champignons @enféle des Gloméromyceétes.
(Source : Parniske, 2008).

Actuellement, la phylogénie des Glomeromycota a@seb sur la séquence de I'ARN
18S ; d’autres genes sont en cours de séquencatgaddret al.,2003; Corradet al.,2004),
mais il n’existe pas encore de phylogénie baséarssequencage multi-locus. Le phylum des
Glomeromycota se compose d’'une seule classe, aedlé€slomeromyceétes, divisée en quatre
ordres : les Paraglomerales, les Archaeosporaefilersisporales et [€omerales (Figure

4).

10
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Archaeosporales
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: | Diversisporales
Paraglomerales Disersisporaceae
G fn:ﬁ‘"ﬁn
;La.{"
B
s
pet
| Gigasporaceae
I\e— Paclsporaceas
Glomeraceae
Glomerales . Glomeraceae
e

Figure 4. Etude taxonomique de la famille des Glomeromycédtasée sur I'analyse de la séquence de la sous
unité de 'ARN ribosomique(SchiBler et al.,2001 dans Sharmadt al.,2010)

1 2 3) Mise en place de la symbiose endomycorhizien

L’établissement de la symbiose MA fait intervenirois étapes: La phase
asymbiotique, la phase présymbiotique et la phasbistique (Figure 5).
* La phase asymbiotique

Au début du cycle, les spores des champignons M&assrent dans le sol dans un
état de dormance qui peut durer plusieurs anné@egetmination de ces spores a lieu dans des
conditions optimales de température et d’humiditgeit &tre favorisée par différents facteurs
comme un accroissement de £ la présence d’exsudats racinaires (Béeara., 2004).
La survie de I'hyphe en germination est assurédgsaréserves lipidigues contenues dans la
spore qui lui permettent de se développer pendagijges jours (Smith et Read, 2008). Si la
spore ne rencontre pas de racines de plantes kd@sant un épuisement de ses réserves, on
assiste a une dégénérescence des hyphes et auaetstade de dormance (Figure 5a). Des
germinations successives peuvent avoir lieu justgpaisement des réserves contenues dans

la spore ; dans le cas d’especes formant des sgergsande taille celles-ci peuvent germer

11
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jusqu’a dix fois (Bécaret al.,2004).
* La phase présymbiotique

De profondes modifications métaboliques ont lieulesichampignon détecte la
proximité d’'une racine. Ces modifications se tradot par: des changements du pH du
cytosol et de la polarisation de la membrane, augmentation de 'activité respiratoire, une
expression de nombreux genes fongiques et une itéctaccrue des mitochondries
(Tamasloukhet al, 2003 et Bécareét al.,2004, Blckinget al., 2008, Ramogt al., 2008 ;
Seddas, 2009). Les hyphes se développent alomssexeenent ce qui augmente la chance de
contact entre la plante hote et le champignon.eCettension des hyphes encore appelée
« branching » devient de plus en plus importansgyua un épuisement total des réserves de
la spore ; de ce fait I'entrée dans la phase prbmtique est irréversible (Figure 5b). Le
champignon détecte la présence de la plante héme gi des facteurs appelés « branching
factors ». La nature des « branching factors » gmtés dans les exsudats racinaires a
longtemps été recherchée. Finalement, Akiyamal, (2005) ont identifié qu’ils s’agissaient
de strigolactones appartenant au groupe des seupries. Produites par les racines de la
plupart des plantes, les strigolactones stimulantamification des hyphes du champignon
MA méme & des concentrations trés faibles de ool 10°M (Akiyama, 2005 ; Akiyama,
2006 ; Bessereet al., 2006). La découverte de la nature chimique desrdhing factors »
fut une surprise, car les strigolactones étaienf d¥nnues auparavant en tant que
stimulateurs de la germination de graines de piapdeasites comme le Striga et 'Orobanche
(Figure 6) (Cooket al., 1966). Les champignons MA tewcomme les plantes parasites

détectent donc la présence de racines par ledeaigtte hormone végétale

12
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Figure 5. Cycle d’'un champignon mycorhizien arbusculaire (@lase Asymbiotique germination de la
spore suivie de la croissance de I'hyphe. Le cyemmence si aucune racine héte n'est détectée (b)
phase Presymbiotique: la présence d'une racine a proximité induit uaenification extensive et
irréversible des hyphes. (phase Symbiotique aprés le contact avec la racine hote, un hyphdipho se
forme ; a cet endroit les hyphes pénétrent & teades cellules de I'épiderme et colonisent endeitmrtex

ou se développent des structures intracellulaikes arbuscules. Alimenté par les carbohydratesfeypar

la plante le champignon poursuit sa colonisatiofadacine et forme des structures de réserves

, les vésicules. A I'extérieur de la racine lestgp se développent et forment de nouvelles sp(epres
Peretet al.,2009).

Figure 6. Plante parasite d’Orobanchia germination des graines pouvant étre stimp¥des strigolactones.
Photo : Svistoonoff S.

* La phase symbiotique : Infection et colonisation
Cette troisieme étape correspond a la phase deieymielle commence par le contact
entre I'hyphe et la racine (Figure 5c, 7). L’hyphature développe au niveau de I'épiderme

13
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de la racine un hyphopodium (Figure 7). La présahcechampignon induit une profonde
réorganisation au niveau de la cellule épidermignecontact avec celui-ci aboutissant a la
formation d’un appareil de prépénétration (APP)r{eet al.,2005). Cette structure tubulaire
qui traverse la cellule épidermique est forméelpaiante. Au travers de celle-ci s’effectue
'entrée du champignon a l'intérieur de la racih&PP est formé 4 a 5 h apres la formation
de I'hyphopodium et reste visible environ 4 h palisparaitre apres la pénétration du
champignon. La formation de I'APP commence par wuvement du noyau qui vient se
coller contre I'hnyphophodium. Par la suite les miabules et le réticulum endoplasmique
forment une invagination qui traverse la cellula.fbrmation de cette invagination est suivie
par un mouvement du noyau. Lorsque cette sortardeet est formé, 'lhyphe du champignon
croit a l'intérieur et peut ainsi traverser la gkl épidermique (Genret al., 2005). Une fois
gue I'hyphe ait traversé completement les cellal@germiques, nait un second APP dans les
cellules corticales externes (Germateal., 2008). Des structures de type APP sont formées a

chaque fois gqu’un hyphe colonise une cellule calti¢Genreet al., 2008).
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Figure 7.Résumé schématique du processus de colonisatioriracpar les

champignons M@onfante et Genre, 2010).

Selon les espéces de plantes et de champignonstygms<de colonisation au niveau
cortical ont été décrits (Figure 8). La colonisatite type ARUM qui se caractérise par une
progression des hyphes intercellulaires et la ftionantracellulaire de structures ramifiées,
les arbuscules (Figure 8a); la colonisation de RIS ou les hyphes progressent de cellule

en cellule de maniere intracellulaire produisanhéyélement de petits arbuscules ou des

14
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pelotons d'hyphes (Figure 8b). Dans ce dernierleagelotons d’hyphes jouent le méme réle
gue les arbuscules et I'on considere que ce typssdtiation fait partie des MA méme si
aucun arbuscule n’est présent. Entre ces deux neesréil existe toute une série de
morphologies intermédiaires (Dickson, 2004, SmittRead, 2008). La nomination de ces
modes de colonisation PARIS et ARUM vient respextient deParis quadrifoliaet Arum
maculatum especes a partir desquelles ils ont été décoits [a premiere fois (Gallaud,
1905 ; Smith et Smith, 1997 ; Dicksehal.,2007). Une des conséquences importantes de la
morphologie des arbuscules et des pelotons d’hypsekeur trés grande surface par rapport
au volume occupé ce qui leur permet de jouer ue rohjeur au niveau des échanges
trophiques entre les deux partenaires symbioti¢esth et Read, 2008).

D’autres structures, les vésicules, peuvent se dorsuite a linstallation du
champignon. Ces structures ne sont pas présergedaifamille desGigasporaceadels que
les genresGigasporaet ScutellosporaMorton, 1990), c’est pourquoi il est recommandé d
les appeler mycorhizes arbusculaires et non « myees a vesicules et arbuscules ». A
l'instar des arbuscules, les vésicules peuvenegeuver a l'intérieur des cellules corticales
mais également intercalées entre celles-ci. Dedemariables, elles renferment d’abondants
lipides et de nombreux noyaux (Jabaji-Hateal., 1984; Smith et Read, 1997). Il est par
conséquent reconnu que ces veésicules sont dimpsrtarganes de réserves chez les
champignons MA mais peuvent également endossemietion de propagules (Biermann et
Linderman, 1983; Bonfante-Fasolo, 1984).

CoOoNlS Paris

Intercellular hyphae

Intercalary arbuscules

Figure 8. Colonisation par les champignons arbusculaires
A gauche, des structures de tyllRUM caractérisées par des hyphes intercellulaireschifint & I'intérieur des
cellules pour former des arbuscules ; A droites, steuctures de typRARIS avec des hyphes intracellulaires et

des arbuscules terminales. Toutefois, il existe skesctures intermédiaires dont la présence dépbsl

combinaisons plantes/champignofsenre, (2005).
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La colonisation des racines de I'héte par le chgmgm implique une reconnaissance
de celui-ci par la plante. Par analogie avec letetas Nod, médiateurs de la reconnaissance
des rhizobia symbiotiques par leurs plantes hdtegiste des « facteurs Myc » secrétés par le
champignon MA et reconnus par la plante hote. ISexice de ces facteurs a été démontrée
par les travaux de Kosu# al., (2003) et Olafet al., (2005). A l'instar des facteurs Nod, la
reconnaissance par la plante des facteurs Mycuese gar le déclenchement d'oscillations
calciques qui jouent un role primordial dans lasduction du signal pergu par la plante hote
(Navazioet al.,2007). La nature chimique des facteurs Myc a lemgts été recherchée sans
succes car I'absence d’outils génétiques chez fenare fongique rend leur identification
tres difficile (Harrison, 2005). Récemment, Maillet al., (2011) ont réussi a purifier et
identifier des molécules pouvant correspondre actefirs Myc. Ces auteurs ont purifié a
partir d’extraits de racines mycohizées ou de spate G. intraradices des lipochito-
oligosaccharides sulfatés ou non sulfatés (FiglireaPables d'activer des réponses typiques
de la mycorhization comme la stimulation de la fation de racines latérales et I'activation

de I'expression de génes symbiotiques (Magitetl.,2011).

H

HO
/N\H NH

3

Figure 9.Structure des Lipochitooligosaccharides des fastdiyc. (Maillet et al.,2011).
n=0,1,2,3,40ub5, préférablement 2 ou 3 ;
R; représente une chaine d’acide gras avec 14 @&@atde carbones ;

Représente H ou S8.

La reconnaissance du partenaire fongique par latel&ait intervenir plusieurs genes
appartenant a une cascade de signalisation dongautie est commune aux symbioses MA et
aux symbioses nodulaires fixatrices d'azote. Cedigcade de signalisation commune est
composée de 7 génes (Mailégtal., 2011, Figure 10).

A limage de ce qui est connu pour la signalisatlimobienne, on suppose que les facteurs
Myc sont pergus par un récepteur. Chetus japonicusla transduction du signal fait d'abord
intervenir le gen&SymRK(Symbiosis Receptor Kinase ; Figure 10) (Straekal.,2002). Par

la suite un canal ionique est activé dans I'enyedopucléaire, celui-ci est codé par les genes
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Castor et Pollux(Imaizumi-Anrakuet al.,2005 ; Charpentiest al.,2008).

L’activation de ces genes induit des oscillatiomdciques (Charpentieet al., 2008) qui
nécessites la présence de nucléoporines commedeNjéP85 , NUP133 et NENA chezlle
lotus (Kanamoriet al.,2006 ; Saiteet al.,2007 ; Grothet al.,2010 ).

Ces nucleoporines interviendraient dans la gémérates oscillations calciques. lls
seraient des constituants d’'un complexe localisénigeau des pores nucléaires mais leur
mode d’action est inconnu (Parniske, 2008).

Un complexe de protéines situé dans le noyau etenant au moins une kinase
dépendante du calcium et de la calmoduline codeéepgeneCCaMK (Oldroyd et Downie,
2006 ; Yanoet al., 2008) interviendrait ensuite en décodant le sigihe$ oscillations
calciques. A limage de ce qui est décrit pour ymtsose rhizobienne, interviendraient
ensuite des facteurs de transcription qui n‘ontguec®re eté caractérisés dans le cadre de la

symbiose MA.
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Figure 10.Cascade de signalisation commune pour la symbigsenmzienne
a vésicules et arbuscaldss symbioses nodulairg¢Source : Parniske, 2008)

1 2 4) Fonctionnement de la symbiose endomycorhiniee

Au cours de la symbiose, des échanges nutritionniases ont lieu entre la plante et
le champignon. Ces échanges concernent les sucides eomposés carbonés fournis au
champignon par la plante ; I'eau et les sels minéfaurnis a la plante par le champignon
(Smith et Read, 2008). lls peuvent avoir lieu aveau de tous les hyphes au contact des

cellules végétales, mais du fait de leur surfacpomante, ils sont surtout concentrés au
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niveau des arbuscules et/ou des pelotons d’hypleeséseau d’hyphes largement répandu
dans le sol forme une extension du systéme raeinkdrla plante et ce réseau a acces a un
volume de sol plus important que le systeme ra@nkii-méme. Jusqu’'a 100 hyphes par
centiméetre cube de sol ont été dénombrées (Mieral.,, 1995) ce qui augmente
considérablement le pouvoir d’absorption des racidans I'hypospheére c'est-a-dire le sol
exploré par I'ensemble du réseau mycélien (Ramidéi3 ; Lindermann, 1988). En outre, de
par leur faible diamétre en comparaison des racieeshyphes peuvent s'immiscer dans les
interstices des particules du sol qui sont inadoless aux poils absorbants. Ce réseau
mycélien donne accés a beaucoup d’éléments nsitpéfmi lesquels le carbone, I'azote, le
phosphate (Pi) et divers microéléments (Smith edR2008).

Pour ce qui est du carbone, les études de Harr{8899 ; 2005); Smith et Smith,
(1990) ont montré que les arbuscules sont le liéahdnge de Pi mais aussi du carbone.
Notons que le transfert du C vers le champignoté aiémontré vers les années 1960. Grace a
leur structure trés ramifiée, les arbuscules pdantti’accroitre considérablement la surface
de contact entre le champignon et la plante. Cdargement contribué a reconnaitre les
arbuscules comme étant le siege privilégié d’éceamig nutriments entre les symbiotes (Cox
et Tinker 1976; Gianinazzt al., 1979; Dexheimeet al., 1985). Toth et Miller, (1984),
Alexanderet al.,. (1989), et Brown et King, (1991) ont montré quse brbuscules sont
cependant des structures éphémeéres qui dégéneaeefiisi le stade de maturité ultime atteint.
Leur durée de vie est environ de 4 a 10 jours (Adeberet al., 1989) et la succession des
arbuscules colte cher, en termes d'énergie, dépansédeux partenaires, mais permettrait
un contréle accru de l'interaction de la part deldéante qui peut ainsi privilégier les symbiotes
qui lui fournissent plus de Pi (Sanders et Cra10).

Les génes intervenant dans le transfert de carbestent toujours mal connus a
I'exception du GpMST1 décrit chez Geosiphon pyriformgSchif3leret al., 2006), un
glomeromycete qui s’associe en symbiose avec urmmdbactérie. La forme préférable de
carbone prélevée par les champignons est 'hexeiggeire 11). Toutefois, il arrive que le
carbone soit prélevé sous forme de sucrose (Pfeffat., 1999). Ces hexoses sont ensuite
convertis en tréhalose et glycogene qui sont lméode réserve (Shachar-Hli al.,1995).

Quant a 'azote, une importante quantité est trégesia la plante par les champignons
MA. Ces champignons font intervenir des genes cod@s transporteurs d’ammonium,
d’acides aminés (Siciliano, 2007 et Bonfante etr@ef010) a l'instar du gen8intAMT1
codant un transporteur d’ammonium ch&zintraradices(Lopez-Pedrosat al., 2006). Ces

transporteurs sont impliqués dans le prélevemenitadete par les hyphes extraradicales
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(Lopez-Pedrosat al.,2006). Les MA peuvent prélever ainsi I'azote sdifferentes formes ;
sous forme d’ammonium (Nf) (Frey et Schuepp, 1993 ; Johanseal., (1996), sous forme
d’acides amines (AA) (Hawkinst al., 2000) et sous forme de nitrate (NO(Bagoet al,
1996; Johanseet al, 1996) (Figure 11).

Les champignons MA possedent aussi des enzymes tglle la nitrate réductase, la
glutamine synthétase, la glutamine déshydrogénadesephosphatases qui sont impliquées
dans le métabolisme de 'azote et du Pi (Marscehé&ell, 1994, Karandashat al.,2004 ;
Guetheret al.,2009).

O

P, transporter

A

NH;/NH*
transporter

=
9

Glucose

&

Suci'ose (@)
Fructose

Figure 11.Mécanisme de transport du phosphore, de I'azale earbone dans l'interface
sol-champignon, champignon-plante :

Le P inorganique et minéral, ainsi que I'N sousrferNH,", NO;™ et AA (acide aminé) sont
prélevés par des transporteurs spécifiques losatiséniveau de la membrane des hyphes
extraracinaires.

NHy/NH,'et le Pi (le dernier résultant de I'hydrolyse pas Ipolyphosphates chez le
champignon) sont importéde l'interface symbiotique aux cellules de la ptapar des
transporteurs spécifiques.

Les transporteurs d’hexoses importent le carlgmvé de la photosynthése de la plante au
champignon (Bonfante et Genre, 2010)

Pour ce qui est du Pi, la mycorhization améliomesgg#ement son absorption et ne se
développe de maniére extensive que lorsque le undigérieur est pauvre en Pi (Smith et
Read, 2008). L’effectivité, la croissance et lelggrément du Pi varie significativement selon
'association plante-symbiote fongique. Ces diffées ne sont pas directement liées au taux
de colonisation et de développement du mycéliunsraak niveaux de Pi transféré (Sméth
al., 2003 ; 2004).

Le transport de Pi fait intervenir des transpodelde phosphate du champignon et de
la plante (Harrison et van Buuren, 1995 ; Bonfatt&enre, 2010) (Figure 11, 12). Chez le
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champignon, un transporteur de @vPT) a été identifie chezslomus versiformeCe
transporteur est localisé au niveau des hyphesneget est impliqué dans le prélévement du
Pi dans le sol. Le Pi accumulé est transforméatypposphate et transporté par le mycélium
vers la racine de la plante héte (Hijikaga al., 2010). Au niveau de l'interface entre le
champignon et les cellules végétales, le polyphatgphedonne des ions phosphate qui sont
transportés a I'extérieur du champignon, probabignpar des transporteurs de type GvPT
(Harrison et van Buuren, 1995). Ces ions Pi samtsjportés activement de I'espace matriciel
a l'intérieur des cellules végétales par des trarieprs de Pi spécifiquement exprimés dans
les cellules contenant des arbuscules. Aujourddtusieurs dizaines de ces transporteurs ont
éte identifies notamment chez plusieurs especeétalég : la pomme de terrStPT3 et
StPT4 (Rauschet al., 2001; Javotet al., 2007b), le pétuniaPhPT3, PhPT4 et PhPJ5
(Wegmitlleret al., 2008), la tomateLePT4) (Nagy et al., 2005), le tabadNtPT1 NtPT2
NtPT3 NtPT4etNtPT5(Chenet al.,2007), le riz OQsPT1) (Pazkowskiet al.,2002), le mais
(ZmPT§ (Nagyet al., 2006), le lotier (LjPT3) (Maedat al., 2006) etMedicago truncatula
(MtPT4) (Harrissoret al.,2002). Ces transporteurs appartiennent tous amdlé PhPT1qui
comporte aussi des génes codant des transportelsadhaute ou a basse affinité exprimeés
en conditions non symbiotiques dans les racines plastes (Figure 12). Des données
fonctionnelles ne sont cependant disponibles gee lobtus japonicut M. truncatulg ou le
phénotype de mutants nuls de ces genes a été aralgsrisonet al., 2002 ; Javoet al.,
2007a).

Le lien positif entre I'expression de ces gends étansport symbiotique de Pi est bien
connu. Maedat al., (2006) et Javoet al.,(2007a) ont montré qu’une sous expression ou une
mutation du transporteur de phosphdtgT3 chez L. japonicus et MtPT4 chez M.
truncatulata entraine une réduction de la mycorhization et dimeinution du taux de Pi
prélevé.

ChezM. truncatulg le transporteur de phosphdf##PT4 est localisé au niveau de la
membrane périarbusculaire (Harriseh al., 2007). La mutation de ce géne entraine une
sénescence précoce des arbuscules (&dvak, 2007a). Ces auteurs ont montré une forte
expression de ce gene dans les cellules contemasntatbuscules matures et une absence
d’expression dans celles qui contiennent des adiesen sénescence. Ce résultat montre que
ce geneMtPT4 codant un transporteur de Pi est nécessaire faugnhentation des teneurs en
Pi mais aussi pour I'amélioration de la croissadeela plante en association avec les

champignons mycorhiziens (Jaattal.,2007a).
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Figure 12.Dendrogramme des transporteurs de phosphate dente §Javotet al.,2007a)
Rouge : transporteurs de Pi spécifiqgue des myoeshizOrange : transporteurs de Pi sous exprimé&uy Bl
transporteurs de Pi sur exprimé

Les transporteurs de Pi chez les plantes:

Arabidopsisthaliana, ARAth; Pht1;1 a 9 (Mudget al, 2002);

Tomate, LYCes;Phtl;1,2 et 4 (Liat al, 1998a; Naggt al, 2005);

Potate SOLtu;Phtl;1 a 4 (Leggewst al, 1997; Rausclet al, 2001; Karandashost al, 2004; Nagyet al,
2005);

Medicago truncatula, MEDtu;Pht1;1, 2 et 4 (Liet al, 1998b; Harrisoet al, 2002);
Lotusjaponicus, LOTja;Pht1;1 & 3 (Maedet al, 2006);

Riz, ORYsa;Phtl;1 a 13 (Paszkowskial, 2002; Guimilet al, 2005);

Orge, HORvu;Pht1;1, 2, et 4 to 8 (Ratal, 2003; Glassopt al, 2005);

Blé, TRIae;Phtl;myc (Glassai al, 2005);

Mais, ZEAma;Phtl;1 a @Wright et al, 2005; Glassopt al, 2005; Nagyet al, 2006).

Les transporteurs de Pi chez les champignons:
Neurospora crassa, PHO5 (Versaw, 1995);

Saccharomyces cerevisiae, PHO84 (Bun-yat al, 1991);
Glomus versiforme, GVPT (Harrison et van Buuren 1995);
Glomusintraradices, GiPT (Maldonado-Mendozzt al, 2001)

12 5) Roles écologiques des champignons mycorbizs

Les champignons mycorhiziens améliorent le dévedommt et la croissance de la
plante-h6te en augmentant I'absorption d’eau eglisition de nutriments minéraux (Smith
et Read, 2008). lls jouent un rdle important dansékistance aux stress environnementaux
tels que le déficit d'eau (Ruiz-Lozamd al., 2006), la salinité (Eveliet al.,2009), la carence

en nutriments minérales (Lambetsal., 2008), le froid (Paridist al., 1995), I'attaque par les
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pathogenes (Borovicz, 2001 ; Lat al.,2007), la résistance aux métaux lourds et la potiu
(Leyval et al., 1994 ; Gohre et Paszkowski, 2006). Généralementplantes mycorhizées
sont beaucoup plus compétitives et mieux toléraates stress environnementaux que les

plantes non mycorhizées

* Effets des champignons mycorhiziens sur la croissee et le développement des plantes

De nombreuses expériences montrent I'effet des plggnons ectomycorhiziens (EM)
et endomycorhiziens dans I'amélioration de la bisseades plantes mycorhizées (Duponnois
et al.,2000 ; 2005 a,b).

L’association avec des champignons MA se traduieggiement par une amélioration
de la croissance et celle-ci est positivement t&gréu taux de mycorhization (Smith et Read,
2008). Cette stimulation de la croissance se ttapwiéralement aussi par une floraison et une
fructification plus précoces et plus abondantes Vet al, 1993). Les champignons
stimulent I'enracinement racinaire des plantes d’augmentation de la biomasse racinaire
notée chez les plantes mycorhizées (Duponetoés., 2008, Elumai et Raaman, (2009).

D’une maniere générale, les spores de MA sont ptésedans les sols agricoles.
Cependant, certains phénoménes comme les inceedieslabourage peuvent affecter les
champignons MA présents dans le sol et diminuesidénablement leur nombre (Pattisein
al., 1999 ; Jansat al.,2002). Dans ces cas patrticuliers, des champighkignsommercialisés
comme stimulants biologiques naturels peuvent é&jeutés au sol pour augmenter la

productivité (Figure 13).

" stimulant

. I e
s ¢léments nutritift, ologque nat |
Scheresse el aux [ Jadies re

Faqilite Fassimilation ¢
angmente la résistance & la

Figure 13. Stimulateur biologique : Produit sous licence INRA.
(Institut National de la Recherche Agronomig&BV N° 98 10002 (société BIORIZE).

Composition : Inoculum d’une souche naturelle d’endomycorhizgl®mussur base argile en granulé.
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Cependant, il faut noter que la relation symbiaiguliante-champignon mycorhizien
peut passer au profit d'un des partenaires, sideditions nutritionnelles sont favorables dans
le cas des sols fertiles et ceci conduit souveninparasitisme (Johnsost al., 1997 ;
Neuhauser et Fargione, 2004, Selosse, 2010). Urexis8me est présent chez certaines
Orchidées et Ericacées mycotrophes sans chlor@phylldépendent du carbone fourni par le
champignon associé (Selosteal.,2009).

Les études de Modjo et Hendrix, (1986) ont moniréalbougrissement des plantes de
tabac et un retard dans la croissance suite anowilation avedGlomus macrocarpum
Quant a Smithet al., (2004), ils ont noté que linoculation de la tomatycopersicon
esculentumpar Glomus caledoniumG. intraradiceset Gigaspora rosean’est pas suivie
d’'une réponse positive stimulant le développementelle ci. Les Travaux de Bever al.,
(2002) ont montré que ce feedback négatif qui eudir lieu au cours de la relation
symbiotique serait lié a des relations nutritioteelhsymétriques. La plante ne recoit plus du
champignon la quantité d’éléments minéraux nécessshii permettant de se développer alors
gue ce dernier continue a bénéficier des carbobsglde la plante. Cependant, ces travaux
ont été effectués au laboratoire. Dans les comditinaturelles, ou il y a souvent une
compétition entre especes, le fait d’avoir des ghignons MA est généralement tres
avantageux (Smith &ead 2008).

* Role des champignons mycorhiziens dans la résistanau stress hydrique
- Résistance des champignons mycorhiziens @éficit d’eau

Les champignons MA et EM améliorent la nutritiondlgminérale des espéeces
végetales associées et leur permettent ainsi deteréau stress hydrique (Smith et Read,
2008).

Le déficit hydrique est I'un des stress environnetaex les plus communs limitant la
productivité des plantes (Bray, 2004). Ce stresdriye peut étre contourné grace a
I'aptitude de certaines plantes terrestres a stassavec les MA (Augé, 2001 ; Ruiz-Lozano,
2003 ; Augé, 2004). La contribution des champignamysorhiziens a la tolérance au stress
hydrique peut résulter d’'un certain nombre de méoaes physiques, physiologiques,
cellulaires et nutritionnels (Ruiz-Lozano, 2003hadle et Rodrigues, 2009). Par exemple, une
augmentation de la densité des racines et une atthh de leur morphologie suite a la
colonisation par le champignon permet aux plantgsonhizées de prélever beaucoup plus
d’eau que celles non mycorhizées en condition mssthydrique (Daviest al., 1992, 1996).

En plus, il a été noté que colonisation par lesmgignons MA induisait une réduction des
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pertes d’eau au niveau des stomates (Aigd.,1986) ce qui explique la meilleure résistance
au manque d’eau des plantes mycorhizées companégdamtes non mycorhizées.

Chez les champignons ectomycorhiziens, la résistancmanque d’eau est possible
grace aux hyphes qui sont capables d’abaissersanffnent leur potentiel osmotique pour
s’alimenter en eau au bénéfice de la plante (SetitRead, 1997). Ces hyphes forment par
agrégation des structures appelés rhizomorphes sqat de bons conducteurs d’eau
(Duddridgeet al, 1980).

- Résistance des champignons mycorhiziens au siug d'eau

Parallelement a l'amélioration de la nutrition hgde, les champignons MA
conferent a la plante héte une tolérance au supéai. Les études de Osundina, (1997) ont
montré que les plantes @e equisetifoliamycorhizées étaient plus adaptées aux sites isondé
gue les plantes non mycorhizées. Plus tard, leausade Muok et Ishii, (2006) utilisant une
autre espécBclerocarya birreaont montré que les plantes mycorhizées avaienbigmasse
plus importante que les plantes non mycorhizéesokimondé. D’autres auteurs ont montré
une accumulation importante d'éthanol dans lesnescides plantes non mycorhizées
comparées aux plantes mycorhizées (Rattal, 2002) en sol inondé. Ces auteurs pensent
gue dans ce cas, la résistance des plantes my@&eshau surplus d’eau serait liée a une
suppression de 'accumulation d’éthanol dans leges et & une amélioration de la nutrition

de la plante.

* Les champignons mycorhiziens dans I'amélioration di& nutrition minérale

Pendant la croissance des plantes mycorhizéesgdigad’eléments tels que le Pi, N,
Zn, Cu, K, Ca, Mg (Figure 14) sont mobilisés s thampignons et assurent la croissance
des plantes hotes (Clark et Zeto, 2000). Dans loegude sols, le phosphore et I'azote
présents en faible quantité ou indisponibles ctreit des facteurs limitants pour la
croissance des plantes (Togb al., 1998 ; Vanceet al., 2003 ; Lamberst al., 2008). Le
prélevement de ces nutriments peut étre soit lirpaé leur concentration dans la zone
d’absorption racinaire, soit par la surface totéds racines prétes a absorber ces éléments ou
soit par la distribution des racines dans le sahtberset al.,2008).

Par 'amélioration du prélevement des éléments rainé€ le champignon augmente la
vigueur et la reproduction des plantes associeesld@gset al., 2009). Du fait de ce
prélévement important de nutriments, le champigh@nserait indirectement impliqué dans

la réduction de la malnutrition humaine en augnanta quantité de nutriments dans la
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biomasse des plantes mycorhizées qui pourraientuétisés dans I'alimentation humaine (He
et Nara, 2007).

Ce rble positif des champignons est aussi connz éb® ectomycorhizes ou les
hyphes du champignon organisés en réseaux compfeesettent une exploration tres
efficace du sol (Rousseat al., 1994) et contribuent ainsi a 70% a 80% de l'appert

phosphate pour la plante (Marschner, 1995).
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Figure 14.Représentation schématique de I'acquisition degjpaux éléments par la symbiose
mycorhizienne : Le phosphore est le principal éléinchez les plantes. Chez les champignons,
I'hyphe extramatricielle est capable d’excréter plessphatases. L'acquisition de certains éléments
est améliorée lors de la symbiose mycorhiziennegtn).(Source : Duhoux et Nicole, 2004 - modifié)

* Role des champignons mycorhiziens dans la toléranee stress salin

Peu de plantes halophytes sont mycotrophes (Brtind@91), cependant la symbiose
mycorhizienne peut s’établir en conditions de strealin (Rozemat al., 1986 ; Yamataet
al., 2008). La salinité peut affecter aussi bien lanf@ehéte que le symbiote fongique.

Les champignons MA généralement observés en conditile stress salin sont du
genreGlomus (Wanget al., 2004 ; Mangeet al., 2005). Une augmentation du nombre de
spores et de la colonisation a été notée en conditile stress salin (Aliasgharzadshal.,
2001). Sous ces conditions, il a été observé uoissance plus importante chez les plantes
inoculées comparées aux plantes non inoculées €Gai., 2003 ; Sannazzaret al., 2007 ;
Zuccarini et Okurowska, 2008). Des résultats simgitaont été obtenus par Cokd al.,
(2008) qui démontrent que I'inoculation pgar intraradicesde Cucurbita pepcen conditions
de stress salin améliore la croissance, la proalucta colonisation par le champignon, la

teneur en nutriments et aussi la qualité du ffuén est de méme des travaux de Dieuél.,
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(2005) qui ont montré que la double inoculationnopegnon et bactérie fixatrice d’azote
(Bradyrhizobiuny confére une meilleure résistance au stress salWxcacia mangiumet
Acacia auriculoformis Malgré le fait qu’en conditions de stress salionl phosphate a
tendance & précipiter avec le’Cde Mg, et le ZiF* et devient indisponible, le champignon
ameliore aussi dans ces conditions le prélevemeiiti @t augmente donc la croissance de la
plante (Plenchette et Duponnois, 2005). Des effétmtifs de la salinité sur le champignon
fongique ont été prouvés par Hirrel, (1981) ; Jatiret al., (2008). Rozemat al., (1986) et
Shenget al., (2008) ont trouvé une baisse de la colonisatianpdientes par le champignon en
présence de sel tandis que Tenal., (2004) et Shengt al., (2008) ont montré que cette
salinité pouvait méme supprimer la formation d’adues.

Chez les champignons EM, il y a peu d’études posan l'interaction champignon
EM, plante et tolérance au stress salin. Les trawkuHuanget al., (2006) ont montré que
l'inoculation dePinus tabulaeformisvec les champignons ectomycorhizi®wetus edulis
et Xerocomus chrysenteroaugmente la croissance et la biomasse des plamtealées
comparées aux plantes non inoculées. CependantjoBast al., (2006) ont noté que la
colonisation par le champignon ectomycorhizienté@iuite quand les teneurs en sel du

milieu augmentaient.

* Role des champignons mycorhiziens dans la résistanaux métaux lourds

Le champignon mycorhizien joue un réle importamgika tolérance de la plante aux
meétaux toxiques. Cette résistance des plantes mmyées aux métaux lourds a été démontrée
par Gohre et Paszkowski, (2006).

Leyval et al., (1997) ont montré que les champignons MA, intergiaient dans la
résistance aux meétaux tels que le Cd, le Mn, ldeNibb, le Cu et le Zn. lls peuvent diminuer
le prélevement des meétaux et augmenter leur effld@s métaux sont séquestrés et
immobilisés a I'aide des exopolysaccharides outdeaumétabolites extracellulaires (Perotto
et Martino, 2001 ; Baldrian, 2003). Les études agdbet al., (1990) rapportent que, sous
I'effet de la mycorhization, la concentration destamx (Cu et Zn) transférés a la plante
diminue.

La capacité des MA a chélater ces métaux toxigpes yn role important dans cette
tolérance. Les champignons possedent des chélateungtaux tels que les métallothionéines
et les phytochélatines. A cela s’ajoute leur systéracuolaire qui interviendrait dans la
séquestration et la détoxification des métaux (&/kit Gadd, 1986 ; Liu et Culotta, 1999).

Les champignons mycorhiziens peuvent encore jeudilé dans la phytoremédiation (Ker et
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Charest, 2010). Ces auteurs ont trouvé une quatditdickel (Ni) plus importante dans les
feuilles des plantes inoculées que dans les plartesnoculées. Par ailleurs, I'effet toxique
des métaux sur le champignon est variable suieatyple de métal auquel il est exposé (Plaza
et al.,1998).

Ce role des champignons mycorhiziens dans la a@sistaux métaux lourds est aussi
étendu aux ectomycorhizes qui ont un effet protecpwur les plantes en accumulant des
métaux lourds par le cordon mycélium. Cette facti#tié des ectomycorhizes de bons
détoxificateurs des sols.

Cependant, les études de Pennagteal., (1996) ; Olayinka et Babalola, (2001) ont
montré que les métaux toxiques réduisaient la ditéermicrobienne du sol mais aussi
I'activité de ces microorganismes. lIs inhibentclaissance et la germination des spores et
affectent leur reproduction, leur activité métaboé et réduisent leur capacité a coloniser les
racines des plantes-hétes (Amir et Pineau, 1998yndharet al.,2002 ; Mozafaet al.,2002
; Baldrian, 2003).

* Roéle des champignons mycorhiziens dans la protectigghytosanitaire des plantes

La symbiose mycorhizienne réduit l'incidence dedadias radiculaires et diminue
I'effet nocif de certains agents pathogenes conesi@ématodes sur les plantes (Dehne, 1982
; St-Arnaudet al., 1995). L'inoculation avec les champignons MA lienia croissance de ces
agents pathogénes et augmente la résistance thnta p ces derniers (Borovicz, 2001 ; Liu
et al., 2007). Les résultats ddewshamet al., (1995) et Toljander, (2008) montrent qu'une
perturbation de la communauté microbienne danshizosphere (souvent négative a la
production des plantes) pouvait modifier positivaire systeme de résistance de ces plantes
aux agents pathogenes.

Selon les hypothéses émises par Muchatepl., (1991) et Traquair, (1995), le
champignon MA réduirait la croissance des agentisoggnes en étant plus compétitif pour
l'infection des racines mais aussi pour l'acquisitides photosynthétats ou méme en
promouvant la croissance d’autres microorganismas sdl, antagonistes des agents
pathogenes (Linderman, 1992 ; Thomess al.,, 1994). Ces champignons mycorhiziens
réduisent la performance des agents pathogendsrarasnt des réponses défensives (Volpin
et al.,, 1994 ; Morandi, 1996) ou en altérant les exsudatsnaires utilisés par l'agent
pathogéne (Graham et Menge, 1982). De nombreugdestbnt confirmé ce réle positif des
champignons MA sur l'augmentation de la résistadee la plante-héte aux maladies.
Cependant, les travaux de Baath et Hayman, (19834)let de Vaaset al., (1998) ont
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démontré que dans certains cas le champignon MAgiotavoriser I'infection par l'agent
pathogene.

Les champignons EM jouent aussi un role de prateaies plantes hotes (Marx,
1969). Il a été démontré par Duchesntal, (1989) que les champignons EM produisaient
des antibiotiques et des composés phénoliquesit@lib des agents pathogenes. Le manteau
de ces champignons constitue une barriere mécaruftieile a franchir par certains

microorganismes (Marx, 1972).

* Role des champignons mycorhiziens dans la structation du sol, la stabilité et le
fonctionnement des écosystemes

Les champignons MA interviennent dans l'amélionatide la structure des sols
colonisés (Rillig, 2004). Les associations symigiogis permettent la constitution d'un sol
résistant mieux aux intempéries, stockant miewaul'grace a la formation d’agrégats plus
stables (Tisdall et Oades, 1979 ; Miller et Jasird990 ; Zhu et Miller, 2003). Ces agrégats
stables dans le sol peuvent se former a la suitd’ederétion par les hyphes d'une
glycoprotéine, la glomaline (Smith et Read, 19906veloc et al., 2004 ; Rillig, 2004). Une
absence de glomaline a été notée chez les plantesngcorhizées alors chez les plantes
mycorhizées le taux de glomaline augmente avengs (Wright etJpadhyaya, 1996).

En améliorant la structure du sol par la glomalieechampignon MA augmente la
stabilité des écosystéemes. Les MA interviennenitipesent dans le fonctionnement de
I'écosystéme en augmentant la productivité et talibersité des plantes associées (Grahe
al., 1987 ; van de Heijdeet al.,1998 a,b ; Sanoet al.,2006). Il a été démontré par Helgason
et al., (1998) qu’une baisse de la biodiversité fongigaeasdun écosystéme entrainait son
instabilité.

Les travaux de Grimeet al.. (1987) laissent penser que linfluence positives de
champignons mycorhiziens sur la biodiversité vdgépmurrait étre due a un transport de
meétabolites entre différentes plantes de I'écosysteia le reseau mycélien.

Chez les ectomycorhizes, ce réseau mycélien fonm@ont entre le sol et la plante et
il est & l'origine de la structure appelée « woddevweb » terme qui signifie « réseau a
I'échelle de la forét» et indiquant un lien directire les plantes mycorhizées adjacentes et les
champignons associés (Simardaét 1997). Ce réseau d’hyphes inter plantes a été mis en
évidence depuis les années 1960 (Bjoérkman, 196@art®ndo, 2005). Ce pont mycélien est
capable de connecter toute une communauté de planpermet ainsi un transfert horizontal

efficace de nutriments (Bonfante, 2001). Ces résaafluencent le fonctionnement des
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ecosystemes et permettent des flux importants deea organique et de minéraux (azote,
phosphore) via le sol.

Beaucoup de plantes non chlorophylliennes obtienlieen carbone en se connectant a
ce réseau grace aux endophytes mycorhiziens (8elesfRoy, 2009). Appelé aussi
« Common Mycorrhizal Network » (CMN), ce résealemitent dans la nutrition des plantes
(photosynthétigues ou pas) et constitue un des egltsmles plus dynamiques dans le
fonctionnement de la symbiose mycorhizienne poaramélioration du développement de la
plante-h6te. Ce réseau interconnecté souterraim led racines d’'une plante ou de plantes
différentes ce qui fait que les mycorhizes sorbrgine des écosystemes les plus complexes
et en particulier des foréts tropicales qui poussenvent sur des sols pauvres. Dans ce cas,
les champignons mycorhiziens peuvent s’associ@sadpeces pionniéres qui ont la capacité
de coloniser ces écosystéemes dégradés pour prdparemrain a des plantes mycotrophes

beaucoup plus exigeantes (Azcon-Aguéaal.,2003).

* Les champignons mycorhiziensen tant que producteur d’hormones : Effets sur la
plante hote

Les champignons mycorhiziens MA peuvent étre camégl comme des
biorégulateurs, ils interviennent en changeant tanposition et la distribution des
phytohormones (Hausa al.,2007).

Ce role des MA comme biorégulateurs a été étudee alfférents hormones telles
qgue : l'acide jasmonique (AJ), un dérivé lipidiquéacide abcissique (ABA), un
apocaroténoide et la gibbérelline (GA), un dérepénoide, I'auxine (AlA), les cytokinines
(CK), I'éthylene (ET) et l'acide salicylique (ASHéuseet al., 2007). Concernant les
hormones produites pendant la symbiose mycorhiziehmmpliquées dans le développement
dans la plante, beaucoup d’études ont été padremhient réalisées sur l'auxine et les
cytokinines.

Les champignons ont une forte aptitude a prodweréAlA (acide indole 3-acétique)
(Niemi et al., 2000 ; Marmeisset al.,2004). Cette hormone provoque un effet rhizogéne e
stimulant le développement de racines latéralesy,(@&90; Normandet al., 1996a;
Karabaghiet al., 1998). Il a été démontré par Jentsaktedl., (2006) que I'inoculation avec
les champignons mycorhiziens augmente le taux thaude la plante. Ainsi, plus lintensité
de la colonisation est forte, plus la quantité giaa produite est importante (Ek al.,1983).

Pour les cytokinines, les travaux de Bar&eal., (2000) ont montré une accumulation

de cytokinines au niveau des plantes mycorhizéegpacees aux plantes non mycorhizées.
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Ce résultat se traduirait par une croissance ebhétabolisme plus important chez ces plantes
mycorhizées. Les travaux de Duga al., (1996) ont montré que les phytohormones ainsi
synthétisées participent a la stimulation de lassance des plantes mycorhizées.

Les champignons ectomycorhiziens produisent aussirdgulateurs de croissance
pour I'établissement de la symbiose (Augé et D488,1). Parmi ces hormones, on peut noter
'AlA qui stimule la formation de racines courte&ceptives a lI'infection. Exportées vers la
plante, les phytohormones synthétisées par le cigamp EM stimulent la biomasse des
racines, des tiges et des feuilles.

L’ensemble de ces résultats montrent que l'effaitipale la mycorhization est un
phénomene complexe qui est généralement di a uméimaison des facteurs décrits ci-

dessus.

1 3) Les ectendomycorhizes

Les ectendomycorhizes ont a la fois des carac@ertomycorhizes (présence du
manteau fongique et d'un réseau de Hartig) et descteres d’endomycorhizes (colonisation
intracellulaire de cellules racinaires corticalési. manteau externe coexiste avec les hyphes
qui pénétrent a l'intérieur des cellules racinaisast sous forme de pelotons (mycorhizes
arbutoides), soit sous forme d'hyphes tres co@mgsorhizes monotropoides).

Les mycorhizes monotrojaes sont formées par I'association d’'un Basidiore/et
d’'une monotropaceée (Tableau 1) aboutissant a lagtion de pelotons intracellulaires.

Les mycorhizes arbuigdes résultent d'une association entre un champigiena

famille des Basidiomycétes et une Ericacée (TablBauLeur nom vient de I'arbousier
(Arbustus unedo Chez ces mycorhizes, les hyphes a pelotonsceitudaires sont tres
développés.

Contrairement, aux endomycorhizes et aux ectomyoeshqui sont largement
utilisées dans les domaines agricoles et sylvicolas notre connaissance, les

ectendomycorhizes ne sont pas utilisées dans ceaides (Smith et Read, 2008).

2) Interaction champignons endomycorhiziens et chapignons ectomycorhiziens

Chez quelques espéces végétales, les champignotsmyeorhiziens et
endomycorhiziens peuvent coexister @al., 1987 ; Wang et Qiu, 2006). Cette coexistence
est notée chez le genfecacia (exemple : les acacias australiens), Gasuarinaceagles
Eucalyptus, les Populus et les Quercus (Brunetedd., 1996 ; Cheret al., 2000 ; Founoune
et al., 2001 ; Dioufet al., 2005). Les études de Selosteal., (2006) ont montré que les
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champignons endomycorhiziens s'installent en premp@ir ensuite laisser la place ou
coexister avec les ectomycorhizes. Cependant, feaaa fongique des ectomycorhizes peut
agir comme barriere et diminuer l'infection parcleampignon arbusculaire (Chilvees al.,
1987). Les études de Duponneisal., (2003) ont montré que I'inoculation avec les deux
symbiotes fongiques che&llocasuarina verticillataentrainait des effets antagonistes qui
résultaient souvent en une forte colonisation pardctomycorhizes. Par contre, la double
inoculation champignon endomycorhizien et champigectomycorhizien diminue le taux de
mycorhization des ectomycorhizes chArzacia holosericea cette diminution peut aller
jusqu'a 39% (Ducousso, 1991). Un effet synergiguecaaugmentation du taux de
mycorhization a été observé ch€z equisetifolialors de la double inoculation de ces deux
symbiotes fongiques (Elumanai et Raaman, 2009).r&sdtats montrent que la colonisation
par les deux symbiotes (endomycorhizienne et eatorhyzienne) est caractérisée par une
premiere infection rapide par le champignon MA ¢ deuxieme infection plus tardive par le

champignon ectomycorhizien (Chilvessal.,1987).

3) Interactions entre les champignons mycorhizienst la communauté bactérienne du
sol

Les champignons MA ont un effet positif sur la sssince de la communauté
bactérienne en modifiant l'activité et la structdee cette derniere dans la mycorhizosphére
(Duponnoiset al., 2005a). Les études de Roesti, (2005) utilisant algds moléculaires
(PCR-DGGE) ont montré que la structure des comntésaunicrobiennes dépendait
beaucoup plus du champignon MA que de la plante-a8sociée. Cette dépendance de la
communauté microbienne envers les champignons emuwhiziens a été prouvée par
(Vestergardet al., 2008). Les champignons MA interviennent dans lés@rvation de la
structure de la communauté bactérienne du sol @isa,2007).

Les bactéries PGPR (Plant Growth Promoting Rhizigbia) qui stimulent la
croissance de la plante (Arturssetnal., 2006) peuvent influencer fortement la croissance d
champignon (Linderman, 1988, 1992). Les travauxGadebaye, (1994) ont montré que la
présence de bactéries dans le sol hommées MHB @rkiyzal Helper Bacteria » ou
BAM (Bactéries Auxiliaires de la Mycorhization) qui lincent I'établissement de la
mycorhization.

Parmi les MHB, on trouve des bactéries a Gram iféggipartenant aux
Proteobacteria, des bactéries Gram positif appanteaux Firmicutes et des Actinomycétes
(Garbaye et Duponnois, 1992 ; Founowteal., 2002 ; Frey-Klettet al., 2005 ; 2007). Ce
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concept MHB est étendu a la symbiose ectomycomizigde Oliveira et Garbaye, 1989 ;
Frey-Klett, 1996), a la symbiose MA (Ames, 1989erto et Bonfante, 1997) et a la
symbiose mycorhizienne des Orchidées (Wilkingbral., 1989). Ces MHB améliorent la
compétitivité du champignon inoculé vis-a-vis ddfltae fongique indigéne (Duponnoét

al., 1993). Ces bactéries sécrétent des acides organigas composeés volatils (Garbaye et
Duponnois, 1992) et une phytohormone, l'auxine @upis, 1992) qui stimuleraient la
germination des spores, la croissance des hyphesroissance de la plante-hote et la
susceptibilité de la racine a étre infectée (M0%989 ; Bowen, 1994 ; Garbaye, 1994 ; Budi
et al.,1999).

Notons que le champignon lui aussi agit positiveinsem les MHB par la production
d'un disaccharide, le tréhalose, assurant la sutei® MHB et pouvant sélectionner les
bactéries mycorhizosphériques (Duponnois et Kif862 Urozet al., 2007 ; Frey-Klettet
al., 2007). Les études de Toljandsral., (2006) ont montré une corrélation positive endre |
diminution de la communauté de champignons arbasesl et celle de la communauté
bactérienne. Ces auteurs ont tenté d'expliquehéagmene par une baisse de la vitalité des
hyphes diminuant ainsi le rattachement des bastétieles hyphes.

Les mécanismes d'action de ces bactéries demeudoagtemps hypothétiques
(Garbaye, 1994). Cependant des études récenteeygIgtt et al., (2007) et de Tarkha et
Fey-Klett, (2008) ont montré que les MHB agissaent différent axes : 1) en augmentant la
surface racinaire colonisable par le champignoher2sécrétant des substances ramollissant
la paroi des racines ; 3) en réduisant I'effet skeess environnementaux ; 4) en stimulant la
germination des spores, I'extension du mycéliumeset favorisant la reconnaissance de

I'héte et 5) en agissant sur la spécificité du cbigmon.

* Role des MHB dans 'amélioration de la croissanceudmyceélium : Les MHB stimulent
la biomasse mycélienne et augmentent les chancemndentre champignon-racine d’ou une
mycorhization plus rapide (Brulét al., 2001). En caractérisant le surnageant d’'une @iltur
bactérienne deStreptomyces spAcH 505, Riedlingeret al., (2006) ont pu isoler une
molécule, l'auxofuran, responsable de la stimufatibe la croissance du champignon
ectomycorhizienAmanita muscaria Les études de Deveagt al., (2007) ont montré
'implication de certains genes dans I'amélioratam la croissance du champignon. Il s’agit
de genes précoces deseudomonas fluorescel3Bc6R8 dont I'expression entraine une
augmentation de la croissance et de la morpholagiechampignon ectomycorhizien

Laccaria. bicolorA238N associé.
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* Les MHB augmentent laréceptivité de la racine de la plante héte Certaines bactéries
comme les MHB possedent des enzymes qui augmeatgrarméabilité de la racine a la
pénétration par le champignon et facilite la catation de la racine. Mosse, (1962) a montré
gue les MHB du genr®seudomonaproduisaient des enzymes digestives de la paroi et
facilitaient I'établissement de la symbiose mycpidmne.

* Les MHB provoquent des modifications dans le sol noprhizosphérique :

La mycorhizosphére est ce compartiment microbiefluencé par la symbiose
mycorhizienne (Rambelli, 1973).Au niveau de cette mycorhizosphere, certains
microorganismes tels que les champignons sécréiesitmeétabolites toxiques limitant la
croissance d'autres agents compétiteurs. Duporatofdarbaye, (1990) ont montré que les
MHB pouvaient détoxifier les inhibiteurs fongiqusécrétés dans le sol. Les MHB peuvent
modifier indirectement la structure du sol en stantile développement des mycorhizes qui
sécretent la glomaline, une substance qui modifistiucture du sol (Zhu et Miller, 2003).
Les MHB améliorent le développement du champignoncenditions de stress hydrique
(Vivas etal., 2003b). Cet effet positif des MHB a été noté desssols contaminés par les
meétaux lourds (Zn, Cd) (Vivast al., 2003a,2003c). Ces effets positifs des mycorhizes
peuvent résulter d’'une amélioration de la tenew clbohydrates transportés de la plante-
hote au symbiote fongique.

* Rble des MHB dans la stimulation de la germinatiordes propagules fongiques, dans la
reconnaissance de I'hote et le changement de l'aiitécture du systeme racinaire :Les
MHB stimulent la germination des spores par la&émn d’exsudats (Mosse, 1962 ; Mago
al., 1986 ; Azcon-Aguilaret al., 1986). Xavier et Germida, (2003) ont montré qutece
germination nécessite le contact entre les dewbmyes et la présence d’'un probable site de
reconnaissance et d’'un récepteur pour l'interactisempignon-bactérie. Les travaux de Xie
et al., (1995) ont montré que les MHB jouent un réle intaot dans I'établissement de la
symbiose mycorhizienne en agissant sur les flawlesoide la plante et en stimulant la
formation de mycorhizes. Ces MHB peuvent souverdifies le spectre de flavonoides de la
plante-hote (Xieet al., 1995). lls modifient I'architecture racinaire (®Baye, 1994 ; Schrest

al., 2005) et stimulent la formation de racines lagsaéntrainant une colonisation plus
importante par le champignon grace a la sécrétemxthe ou de substances proches.

* RoOle des MHB dans la spécificité de l'interaction wec le champignon :L'interaction
MHB et champignon mycorhizien est bien connue daszctomycorhizes ou elle est d’une
grande spécificité. Les études de Garbaye et Bo@l&87 ; 1989) montrent que les MHB

peuvent stimuler, inhiber ou étre sans effet sufolanation de mycorhizes. L'ajout des
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bactériesPseudomonas fluoresceB8c6 etPseudomonas si&Bc5 a un effet positif su.
laccata et L. bicolor alors que ces mémes bactéries ont un effet négatiHebeloma
cylindrosporum et Paxillus involutus Cependant, l'origine de la souche fongique peut

influencer la spécificité de l'infection MHB-changmion (Duponnois et Garbaye, 1991).

4) Histoire évolutive des symbioses mycorhiziennes

Les mycorhizes les plus anciennes sont les MA tesvdans le rhizome des
premieres plantes vasculaires. Divers études omiipede situer l'origine de ces
endosymbioses a environ 400 a 460 millions d’anngéemnt notre ere c'est-a-dire au
Dévonien, soit en méme temps que I'apparition demjeres plantes terrestres (Sinadral.,
1993; Remyet al., 1994; Redeckeet al., 1999 ; Dotzleret al., 2006). Cela suggere que les
Glomeromycota ont permis aux plantes primitivexd®niser le milieu terrestre (Selosse et
Le Tacon, 1999 ; Schwarzatt al., 2001). Quant aux ectomycorhizes, ils ont été datés
Crétacé ; il en est de méme des endosymbiosesaiasia bactéries fixatrices d'azote, datées
a la fin du crétacé environ 65 millions d’annéeg(Fe 15).

| Gunnera| ‘ Bacterial endosymbiosis ‘
\ Present
\ Nodulators
Magnoliids

Fa Fa Cu Ro
[7

Liverworts
Hornworts
i Mosses

TRENDS in Plant Science
Figure 15. Evolution des endosymbioses racinaires : AM : chgngn endomycorhizien ; EC : champignon

ectomycorhizien (Source : Kistner et Parniske, 2002

II) Les symbioses racinaires fixatrices d’azote

Le diazote est un élément constituant pres de 8@%l'atmospheéere terrestre.
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Paradoxalement, il est un facteur limitant majesidal production végétale. Ce paradoxe est
di au fait que l'azote moléculaire {Nest tres stable, et seuls certains Procaryotes so
capables de le réduire sous une forme combinéenitsie par les plantes (Boivin et
Denarie, 1998). Certaines plantes ont développécapeacité a s'associer avec ce type de
bactéries fixatrices d'azote. Ces symbioses fosemischaque année a I'échelle de la planete,
une quantité d’'azote qui est presque équivalenteli@ synthétisée dans l'industrie des
engrais et joue donc un rble écologique importarante, 1998). Parmi les symbioses
fixatrices d’'azote figurent les symbioses rhizobiesy les symbioses actinorhiziennes et les

symbioses cyanobactériennes.

Il 1) La symbiose rhizobienne
1) La plante hoéte : la famille des Légumineuses

La famille des Légumineuses est subdivisée en tamnilles : les Caesalpiniacées, les
Fabacées et les Mimosaceées (Tableau 2, Figure 16).
Les Légumineuses sont cosmopolites et largemenégeptées dans les régions tempérées et
tropicales (Rundel, 1989). Cette famille est canét de plus 19000 espéces (Leetisl.,
2005) dont certaines forment des symbioses noéslavec la bactérie fixatrice d’azote du
genre rhizobia (Patriara al.,2004 ; Gage, 2004 ; Stacelal.,2006).
Elles jouent un role écologigue important dansehilfsation des écosystémes (Lewisal.,
2005). Du fait de la grande quantité d’azote fix@e ces plantes, les Iégumineuses jouent
aussi un réle important en agronomie (Vessiegl.,2004).

Les Légumineuses sont trés utiles a ’'homme etausnaux. Elles fournissent des
huiles végétales, des fibres alimentaires, du &ma&r du bois de chauffe, de construction et
de charpente et ont beaucoup de vertus médicinales.

Tableau 2.Estimation de la taille de la famille des Légumises

Taubert, (1899 Lewiset al.,(2005)

Genres Espéces Genres Espéces Genres Espéces
Ceasailpinaiceae 31 1000 66 2900
Mimonsoideae 90 1000 177 2800
Papilionaceae 308 8000 505 1400
Total 492 10000 748 19700
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Dans la famille des Légumineuses, le nombre d’espaodulantes est variable d’'une
sous-famille & une autre: 97 % des Fabacées, 9% Mimosacées et 23 % des

Caesalpiniacées (de Faehal, 1989).

Genus Representative
*‘ Cassalpinicidess £ Cassia Senna
—
Acacia Gum arabis
Mimosoideae
Lupinus Lupins
Arachis Ground nut
L Phasaalus Common baan
Papilionoidaas _r': ' Vigna Mungbaan
?. Glycing Soybean
—_ -- Cajanus Pigeon pea
o Melilotus Sweetl clover
| _|_£ l: Trifoium Clover
o Medicage Barral madic
_|: 2 Figum Garden pea
E Vicia Broad bean
— ",._ Sesbamia Black locust
4|: c.: Lofus Lotug japonicus

Figure 16.Phylogénie des Légumineuses : Les Légumineuses ggonpées en trois
grandes sous familles : les Mimosoidées, les Ciasidifftes et les Papilionoidées,
comprenant de nombreuses especes cultiy@esrés Udvardet al., 2005).

2) Le partenaire bactérien : les bactéries du genrdhizobia

Les rhizobia sont des bactéries Gram négatif aésade la famille des Rhizobiacées.
Depuis plusieurs années, les genres rhizobiagAzrhizobiumont été regroupés avec
Agrobacterium et les phyllobacteria dans la méme famille quéte cdes Rhizobiaceae
(Jordan, 1984). L'utilisation des méthodes telles tp taxonomie numérique, I'hybridation
des acides nucléiques et I'analyse du 16S de I'ARRbsomique ont montré I'existence dans
cette famille de 15 genres dont 12 appartienneta aous-classe des protéobactéries :
Rhizobium (Jordan, 1982),Bradyrhizobium (Jordan, 1982),Ensifer (Casida, 1982),
Azorhizobium(Dreyfuset al., 1988),Allorhizobium(de Lajudieet al.,1998),Mesorhizobium
(Jarvis et al., 1997), Methylobacterium Sy et al., 2001), Devosia (Rivas et al., 2002),
Blastobacter (Van Berkum et Eardly, 2002)Phyllobacterium (Mantelin et al., 2006),
OchrobacteriumZurdo Pheiro et al.,2007) etShinella(Lin et al.,2008) et deux genres de la
sous-classe deB protéobactéries Herbaspirillum (Baldani et al., 1986), Burkholderia
(Moulin et al.,2001) etCupriavidus(Chenet al.,2001).

Cependant, l'aptitude a noduler n'est pas commurteudes les rhizobia, beaucoup de
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bactéries non symbiotiques ont été trouvées dambizasphére des Légumineuses. Elles
peuvent ensuite devenir capables de noduler grase tiansfert latéral de génes ou une
recombinaison (Eardlgt al.,1995).

2 1) Etablissement et fonctionnement de la symbioskizobienne
2 1 1) Processus d’infection et d’organogenése nddue

L’établissement de la symbiose est sous le contfdle dialogue moléculaire entre la
bactérie et la plante-héte. En présence de sulestammluctrices végétales de nature
phénoligue comme les flavonoides et les bétairess piotéines régulatrices NodD de la
bactérie sont activées et induisent I'expression gienes de la nodulation (Debedeé al.,
2007). L’expression des genes nod conduit a laymtomh de signaux bactériens les facteurs
Nod ou Lipochitooligosaccharides qui jouent un éésentiel dans le processus d’infection et
d’'organogenése des nodosités (Dénatiél., 1996) (Figure 17). Cependant, ce phénoméne
n'est pas universel car les travaux de Giratdl, (2007) ont montré que ces facteurs Nod
n’étaient pas indispensables a I'établissementadgiinbiose fixatrice d’azotkeschynomene
- Bradyrhizobium(Giraudet al.,2007).

Deux modes d’infection existent : l'infection intedlulaire ou la bactérie pénétre par
les poils absorbants (invasion cellulaire), I'irtfen intercellulaire ou « crack entry » au cours
de laquelle la bactérie pénetre entre les cellliesortex.

Chez les Légumineuses, deux types de nodules éndigtingués, les nodules dits
déterminés et les nodules dits indéterminés. Lgphwogie du nodule dépend surtout de la
plante-héte et non de la bactérie associée.

Fuc (Ma. Ac. 5)
Ara

e e e e G180, G161, T16:2
C18:1, C18:4

Figure 17. Structure chimique d'un facteur Nod (avggelques substitutions observées chez les difiésent
espéces dehizobiumindiquées en couleur). Les variations les plusaoes de la chaine d’acides gras sont
également représentées. Ac, acétyl ; Ara, arabinaSi, carbonyl ; Fuc, fucosyl ; Me, méthyl ; Sifaryl.
(Source : Cullimoreet al.,2001).
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2 2 2) La fixation d’azote chez la symbiose rhizobnne

Le nodule formé au cours de la symbiose rhizobierside siege du processus de la
réduction de l'azote Nde l'air en ammoniaque NHutilisable par la plante (Boivin et
Dénarié, 1998) par I'intermédiaire d’un complexeynatique, la nitrogénase. Cette enzyme
tres conservée au niveau biochimique et génétigueoenposée de deux métalloprotéines : la
protéine | ou dinitrogénase et la protéine Il onitdbgénase réductase de 68 000 Da (Dxtan
al., 1993). La protéine | est un tétramere d’envirofl QR0 Da. Elle est formée de deux sous-
unitésa et de deux sous-unitfsde masses moléculaires voisines. Cette protéingect le
cofacteur a fer et a molybdéne appelé FeMo-co.dte&amoléculaire est réduit en ammoniac
au niveau de la protéine I. La protéine Il asswrdransfert des électrons libérés par la
ferrédoxine.

La réaction de fixation de I'azote est la suivante

Ny + 16 Mg-ATP + 8 H + 8& **==%  2NH+ H, + 16 Mg-AD+ 16Pi

Il 2) La symbiose actinorhizienne
La symbiose actinorhizienne résulte de I'assoamatatre I'actinomycete du sol du
genreFrankia et les plantes actinorhiziennes (Baker et Mulli992).

1) Les plantes actinorhiziennes

Les plantes actinorhiziennes appartiennent a 8 dgsarfamilles : Casuarinacées,
Elaegnacées, Myricacéees, Rhamnacées, Rosacééscabees, Bétulacées et Coriacées
(Wall, 2000). Elles sont reparties en 25 genresopt composées d’environ 260 a 280 espéeces
d’angiospermes (Moiroud, 1996). Elles sont toutes plantes ligneuses a I'exception de deux
especes de la famille dBstiscaceagDawson, 1986).

Au sein de chaque famille, seuls quelques genneseiat des nodules. Les plantes
actinorhiziennes constituent le deuxieme groupe pthntes fixatrices d’azote et sont
responsables de 15% des entrées d'azote fixé lmjokgent sur terre (Wall, 2000).

Plantes pionniéres tres adaptées aux sols margifesiplantes actinorhiziennes ont
une distribution cosmopolite (Tableau 3).

Certaines plantes actinorhiziennes sont utiliséess d’'industrie pharmaceutique en
raison d’'une trés grande production de moléculeéngpiques possédant diverses activités
antimicrobienne, antioxydant, antivirale, anti-arfimatoire et antitumorale. (Parekh al,
2005 ; Harisaranragt al, 2010 ; Zhangpt al., 2010). Les plantes actinorhiziennes jouent un

réle important dans la réhabilitation des sols dégs et I'amélioration de la fertilité des sols
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(Baker et Mullin, 1992 ; Diem et Dommergues, 1990).

Tableau 3. Distribution des plantes actinorhiziennes par cuwntt D’apres (Baker et
Schwintzer, 1990)

Continents Genres natifs Genre Introduits

Amérique du Nord Alnus, Ceanothus,0Bearpus, Chamaebatia CasagBleagnu spp.
ComptrCoriaria, Cowania, Datisca, Dryas,
ElaeagnMyrica, Purshia, Shepherdia

Amérique du Sud Alnus, Colletiari@ca, Discaria, Kentro- Casuarina, Elaeagnus

ThamsnMyrica, Retanilla, Talguenea, Trevoa

Afrique Myrica Allocasuarina, Casuarina

Eurasie Alnus, Carsna, Coriaria, Datisca, Dryas, Casuarina, Gymnostoma

EleaghHippophae, Myrica

Océanie (incluant Allocasuarinas@aina, Ceuthostoma, nual Elaeagnus, Purshia

I’Australie) Coriaria, §naria, Gymnostoma, Myrica

2) Le partenaire bactérien :Frankia

Les bactéries du genkrankia appartiennent a la classe des actinobactériesdrd’
des Actinomycétales (Normared al., 1996b). Dans cette famille, seul le geRrankia est
capable de fixer I'azote (Francbkeal.,1998 ; Wall, 2000). LeBrankia sont caractérisées par
une paroi a Gram positif, un génome de grandeetailh pourcentage élevé en Guanine et
Cytosine (66-75%) et une croissance tres lente.

Le premier isolement de ces bactéries a été effemtul978 a partir des nodules de
Comptonia peregringar (Callahamet al., 1978). A la suite, de nombreuses tentatives
d’'isolements ont été effectuées mais elles demewans succes (perte de souches, non
reproductibilité de la méthode) ce qui fait quecldture deFrankia a été obtenue beaucoup
plus tard que celle des rhizobia (Sprent et SprE9@0). Cependant, certaines souches de
Frankia ne peuvent pas étre cultivees (Wall, 2000).

La plupart des bactéries du gemiankia ont des caractéristiques particulieres : des
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hyphes ramifiées, des sporanges multiloculaireglestdiazo-vésicules (cellules spécialisées

pour la fixation de I'azote ; Lechevalier, 199@hertello, 2003).

3) Etablissement et fonctionnement de la symbiosetaorhizienne
Processus d’infection et d’'organogenese nodulai

La mise en place d’'un nodule actinorhizien nécedaifprésence de microorganismes
du genreFrankia qui s'approche de la racine attiré par divers data Des signaux
moléculaires, les facteurs actinorhiziens excrgtés la bactérie, interviendraient dans le
dialogue moléculaire entre la plante et la bactédrée nature biochimique de ces molécules
reste toujours mal connue malgré les investigatidass certaines laboratoires (Prin et
Rougier, 1987 ; van Ghelwt al.,1997; Laplazeet al.,2000. Les études de Cérémormieal.
(1999) et de Normanckt al., (2007) ont révélé que ces facteurs étaient prebadaht
différents des facteurs Nod des rhizobia.

Les signaux de la bactérie, percus par la plam@yoguent la courbure des poils
absorbants qui est la premiere étape dans le was giifection de type intracellulaire (Figure
17, 18). Chez les plantes actinorhiziennes, on petér deux types d’infections ; l'infection
intracellulaire et I'infection extracellulaire (kige 19).

Les nodules actinorhiziens sont des structuresllofmtas composées de multiples
lobes nodulaires. Contrairement aux nodules desurhétguses, qui sont des organes
nouveaux, les nodules des plantes actinorhiziersoes considérés comme des racines
latérales modifiées.

Au niveau du nodule 4 zones peuvent étre distingudé® zone méristématique, la

zone d'infection, la zone de fixation et la zonesdaescence (Figure 18).
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Figure 18. Processus d'infection intracellulaire et organogend&’un lobe nodulaire chez les plantes
actinorhiziennes (A) Echange de signaux enffeankia et la plante actinorhizienne aboutit a la déforomatiu
poil racinaire(B) La bactérie pénétre dans un poil déformé etquae des divisions des cellules corticales ;
(C) Les cellules corticales en division sont inémxt par les hyphes d&ankia et s’hypertrophient ce qui
provoque l'apparition du prénodule. En méme tenypelques cellules du péricycle situées en facedda ge
xyléme se divisent pour donner naissance au priinoreshodulaire ; (D) Les hyphes d@ankia en provenance

du prénodule envahissent les cellules corticalasodiule en formation ; (E) Nodule mature (Petedl.,2009)

Infection intracellulaire Infection intercellulaire

Figure 19.Infections intra et inter-cellulaire chez les psactinorhizienng&rancheet al.,1998) :
Infection intracellulaire(Myrica, Comptonia Alnus et Casuarina et infection intercellulag (Elaeagnus

Ceanothus et Cercocarpus

Il 3) Histoire évolutive des symbioses fixatrices’dzote
L’étude par phylogénie moléculaire en utilisang@eRbcl d'Angiospermes capables
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de fixer 'azote dans des nodules a montré quesdéeible des plantes pouvant faire des
symbioses fixatrices d’azote nodulaires était regéodans un seul clade, celui des Rosid |
(Soltiset al, 1995). Cette analyse a révélé la présence dmigrdades qui présentent tous
des plantes fixatrices d’azote. Un des sous-clag&s uniguement constitué par des
Légumineuses tandis que les 3 autres sont complespkntes actinorhiziennes (Figure 20).
La présence de plantes non fixatrices d’azote g sous-clades ou figurent des plantes
symbiotiques suggere que leur ancétre commun naitdpas lui-méme étre capable de
réaliser une fixation symbiotique mais il possédaie prédisposition a la nodulation. La
nodulation serait apparue de maniere indépenddnteeprs fois au cours de I'évolution
(Soltiset al., 1995 ; Swensen, 1996).

Malphigiaveas
Cehnaceas
Huinivieceae
Chnsobalanaceae
Trignniacaan
Cupharinareas
Erythroxylaccac
Wiolaccae
Linaceae
Passillorareas
Saxifragaceae
Celastraceae

Eueryphizceae
Saxifragacese
8 Cephalolaceae
Tremantlrareas

Oxafidaceae

Eiseagnacee (373)
[Rhamnaceae (71/55)

SR ._: PFlantes %
B | actinarhiziennes |

Plantes
! aclinorhigdennes

e
Légumineuses Hi
. [\

b

_:;?_or;akféceéig:{i;ﬂ S
Tetramelesceas

k&e gonlacgae

auwtres Hesid (|

Figure 20. Arbre phylogénique représentant le clade des Rbsibdez les Angiospermes déduit des

résultats des séquences rbcl (modifié d’aprés DA@e8). Les familles soulignées en gras comprennen
des plantes nodulées : les nombres entre pareathigiquent le nombre de genres nodulés, par rappor
au nombre total que compte la famille. Toutes Iestes qui réalisent une symbiose nodulaire sont

réparties dans 4 sous-clades du clade des Rosid I.
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Il 4) Interaction champignons mycorhiziens et bactgées fixatrice d’azote

Beaucoup de travaux ont montré le réle bénéfique dempignons mycorhiziens
dans la symbiose rhizobia-Légumineuses (Arthurgtai., 2006), mais par contre, les effets
de l'interactionFrankia/symbiose mycorhizienne sont beaucoup moins corrassétudes de
Tian et al., (2002) ont montré que ces deux symbioses étaigaitednent liées et que
I'établissement de la symbiose mycorhizienne stmgénéralement le développement de
'actinomycéteFrankiaainsi que la fixation d’azote.

Les champignons ectomycorhiziens et endomycorhszmmtribuent avec succes a
I'établissement de la symbiose fixatrice d’azotanBle cas de la symbiose actinorhizienne, il
a été montré chefasuarina que la triple inoculation, champignon ectomycormzi
endomycorhizien et la bactérierankia, améliorait la fixation d’azote (He et Critchley,
2008). Des études réalisées clasuarinaont montré un pourcentage de colonisation plus
élevé chez les plantes inoculées a la fois avebdepignon et la bactérie (Gardner, 1986).
Chez des plants deasuarinainoculés ave&lomus fasciculaturet Frankia, la croissance de
la plante et le taux de nodulation sont plus éleshez les plantes inoculées avec les deux
symbiotes que chez les plantes inoculées uniqueaveatle champignon ou avec la bactérie
(Vasanthakrishnat al.,1994).

En résumé, lintérét de cette double inoculatiosult® de I'amélioration de la
performance de la plante par une active symbios#rite d’azote et une augmentation des
nutriments phosphatés via un prélévement du Pegeaacchampignon.

Cependant, un effet antagoniste induisant I'infohitde la nodulation a été observé
lors de la double inoculation. Une compétition paussi étre notée entre la bactémankia
et le champignon. L'origine de cette compétitionumpait étre l'occupation des sites
d’infection pour la colonisation de la racine etgprovisionnement en nutriments minéraux

permettant la survie du symbiote.

ll) Techniques permettant d'étudier la fonctionnalitt de la symbiose
endomycorhizienne et actinorhizienne

L’inoculation des plantes avec des champignonsuetles bactéries améliorent la
croissance de la plante. Cependant des differepeagent étre observées selon la souche
utilisée. Ces différences liées a I'action des besdongiques peuvent étre phénotypiquement
visibles sur la plante pour ce qui est de la ceriss ou alors mises en évidence a un stade

plus précoce en procédant a une caractérisatiaoldugjue, histochimique des structures
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formées ou bien encore en mesurant I'expressiorgades qui interviennent dans la

performance de la symbiose.

1) Etude de la fonctionnalité de la symbiose endgmoorhizienne
1 1) Evaluation de 'impact du champignon MAsur la plante héte

L’étude de la fonctionnalité de la symbiose MA peeatfaire en examinant les effets
phénotypiqgues de l'inoculation par la comparaisenptantes inoculées a des plantes non
inoculées. Ainsi, sont évalués généralement demnpzires de croissance comme la hauteur
des plantes, la biomasse aérienne (BA) et racin®@r), le ratio BR/BA rapport de la
biomasse racinaire sur la biomasse aérienne. Ue autyen consiste a doser la teneur en
certains éléments comme le phosphore et I'azotes ¢ parties aériennes. Des travaux
évaluant ces parameétres ont montré que I'inoculad®C. equisetifoliaavec le champignon
MA augmente significativement la croissance en dautles plantes, la biomasse racinaire et
totale (Rajendran et Devaraj, 2004 et Elumai etnfag 2009). Le rapport de la biomasse
racinaire sur la biomasse aérienne (ratio BR/BA)uesoutil permettant de mesurer le degré
d’efficacité de la symbiose mycorhizienne (Tobaalet1994). Chez les plantes mycorhizées,
un ratio BR/BA élevé traduit un meilleur dévelopmathdu systeme racinaire de la plante
mycorhizée ; qui a son tour influencerait le prél@ent de certains nutriments d’'ou les
teneurs importantes en N et Pi généralement traueiez les plantes mycorhizées (Kang et
van lersel, 2004).

1 2) Etude de la fonctionnalité de la symbiose endwcorhizienne en visualisant les
structures formeées

La mycorhization d'une racine par un champignonraemé¢ la formation de
nombreuses structures fongiques (hyphes, vésiarlesscules et spores). Il est généralement
difficile voir impossible de dire qu’un systeme iraire est mycorrhizé par les champignons
MA sans passer par une coloration et une observatioroscopique de ce systeme (Smith et
Read, 1997 ; Vierheiligt al.,2001). Pour de trés cas rares, cette étape detiolon’est pas
obligatoire comme I'exemple de la souche fongidgaigaspora giganteaqui a une forte
autofluorescente (Gengt al.,2008).

Des techniques destructives et non destructivegténtiéveloppées pour observer les
MA dans les racines mycorhizées:
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* Les méthodes destructives non vitales

Les méthodes de coloration destructives non gtprmettent d’avoir une idée sur le
taux d’infection de la racine par le champignonsna permettent pas une distinction entre
les structures mycorhiziennes actives ou senescdPdemi ces techniques, on peut noter :

Le bleu de trypan: Le bleu de trypan est le colorant le plus couramtmgilisé au
laboratoire pour visualiser les mycorhizes (Phsllggt Hayman, 1970). Il permet de mettre en
évidence les structures fongiques formées et d’awa idée sur l'infection mycorhizienne de
la racine. Toutefois, cette technique présentelidetes : 1) la coloration au bleu de trypan
donne des images avec un faible contraste rendsuatiiservations au microscope difficile au
fort grossissement (Brundredt al.,1994), 2) le bleu de trypan a une spécificitbléadans le
mesure ou il colore aussi les tissus végétauxa &ploration des racines au bleu de trypan
n’'est pas permanente, les échantillons ne peuvant pas étre conserves indéfiniment 4) le
bleu de trypan a été classé comme produit cancerig@RC, 1987).

Le chlorale black E (CBE) : Le chlorale black E est un colorant qui donne desges plus
contrastées que le bleu de trypan (Brundeetal., 1994) mais des études ont montré que
comme pour le bleu de trypan, le CBE pourrait adais effets cancérigenes et mutagenes
(Coombes et Haveland-Smith, 1982).

Le Bleu d’aniline : La coloration au bleu d’aniline est une techniquepgut se substituer au
bleu de trypan car étant moins toxique (Grace @bl8y, 1991). Toutefois, les racines
colorées au bleu d’aniline décolorent trés vitdestimages obtenues ont un contraste tres
faible (Brundretet al.,1984).

L’encre et le vinaigre : La coloration des racines mycorhizées peut éfiecteiée avec de
I'encre plus du vinaigre (Vierheiligt al., 1998). Cette technique de coloration semble étre
moins toxique dans la mesure ou I'encre et le gimasont couramment utilisés par 'homme.
Cependant, une série de rincages avec de l'eaundeatisée acide est nécessaire pour
maintenir la coloration. L'utilisation d’'une eaudigue au cours des ringages conduit & une
décoloration des racines (Vierheikg al.,2005). De plus, toutes les encres ne permettent pa
de colorer les champignons MA (Vierheiggal.,2005).

Plus réecemment, I'observation des structures myziermes se fait en utilisant des
colorants fluorescents en combinaison avec la rmompie confocale et les images obtenues
ont une grande résolution. Dans ce cadre, la tqaknitilisant IBNGA-488 (Wheat Germ
agglutinin) est une des plus utilisédse WGA-488 est une lectine de blé qui a été couplée

un fluorochrome (le vert Oregon). Le WGA se fixe Bs parois des champignons et permet
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donc de marquer avec une grande précision leststescfongiques (Vierheiligt al., 2005).
Cette technique de coloration en combinaison aaeuitroscopie confocale permet d’avoir
des images de grande qualité et de visualiserttastgres fongiques en trois dimensions
(Javotet al.,2007a). Cependant cette méthode de coloratiorctréeuse (Vierheiliget al.,
2005) est peu stable. En plus, dans des plantesdegeforts niveaux d'autofluorescence, la
distinction entre le marquage du champignon p&Vv(@A-488 et I'autofluorescence des tissus
végétaux est difficile.
*Les méthodes non destructives

Elles permettent de détecter le champignon myciizans détruire la racine. Parmi
ces méthodes on peut citer celle basée sur le megee, un colorant acide permettant la
détection des structures fongiques dans les raginasates, (Vierheliget al., 2005) ou celle
utilisant I'autofluorescence de certains champignblA (Jabaji-Hareet al., 1984, Genreet
al., 2005). Cette derniere méthode non destructive gieame détection rapide des structures
fongiques dans des tissus vivants, et permet destigre l'infection par le champignon; c'est
en utilisant cette technique que I'APP a été miéwtence (Genret al.,2005).

Ces techniques de coloration ne donnent aucunesidde métabolisme des structures
fongiques dans les racines mycorhizées. Elleslsoitantes pour I'étude de la fonctionnalité
de la symbiose mycorhizienne car il n'y a pas deétaion stricte entre l'infection

mycorhizienne totale et son impact sur les plahédss.

1 3) Etude de la fonctionnalité de la symbiose endwycorhizienne a I'aide de marqueurs
histochimiques
* Les méthodes destructives vitales

Les méthodes destructives vitales permettent dingiger les structures fongiques
actives ou ont lieu les processus physiologiquesn(@l et al., 1990). Généralement, ces
méthodes vitales portent sur la détectionsitu de certaines activités enzymatiques. Les
activités utilisées sont la phosphatase alcalinePjAcaractéristique du transport mycorhizien
de Pi (Tisseranket al., 1993) et la succinate deshydrogénase (SDH), umuear du
meétabolisme fongique (Vierheiligt al.,2005).

Pour mettre en évidence les structures fongiguessséntes, c'est la production
d'especes actives d'oxygéene qui est utilisée, auac colorant spécifique comme la
diaminobenzidine (DAB) (Vierheiligt al.,2005).
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- LaPhosphatase Alcaline (ALP)

Les phosphatases sont des enzymes qui catalybgdtdlyse de liaisons organiques
en libérant de I'orthophosphate (Moussatral., 1997). D’'une maniére générale, les plantes,
les champignons et les bactéries ont une activitésghatase acide ou alcaline avec
différentes gammes de pH (Abd-Alla, 1994 ; McLaohl2980 ; Nyc, 1967). La phosphatase
alcaline, enzyme hydrolytique détache le groupenfemrin position 5’ et 3'. Cette activité
phosphatase alcaline se situe dans la vacuole alapgnon (Tisserardgt al., 1993) et dans
les hyphes intra-racinaires (Gianinaz al., 1979) et donc dépend du nombre et du
développement de ces vacuoles (Tisseedrdl., 1998). La phosphatase peut catalyser la
précipitation d'un colorant, le Fast Blue RR avePhosphate alpha naphtyl et permet ainsi de
visualiser les cellules ou le métabolisme est a€lisseranetal., 1993). Ces mémes auteurs
ont noté une activité plus intense au niveau degsaules et des hyphes matures ; ils relevent
gue l'activité ALP diminue voire méme disparait gdde nombre d’arbuscules et d’hyphes
en sénescence augmente. L’activité ALP est liéééaeloppement des structures fongiques et
son augmentation pourrait étre corrélée a un nordbretructures fongiques actives plus
importantes dans la racine mycorhizeée.

Puisque les échanges nutritionnels entre le charopigt la plante se font au niveau
des arbuscules, le nombre d’arbuscules actifs mbhsér par la présence de phosphatase
alcaline refléte I'efficacité de la symbiose mytarenne en termes d’échanges nutritionnels.
Tisserantet al., (1993) ont trouvé une corrélation positive engeplkélevement de Pi et
lactivité ALP. L'activité ALP détectée dans les coyhizes a arbuscules est donc un
marqueur physiologique de I'efficacité des mycoekiz

Il existe également une méthode basée sur un fthoome permettant de détecter
l'activité ALP (Van Aarleet al.,2001).

- La Succinate Déshydrogénase (SDH)

La SDH est une enzyme intervenant dans le cycleKdebs qui fournit des
intermédiaires énergétiques pour la production dPAElle peut catalyser la réaction entre le
succinate et le Nitro blue Tétrazolium (NBT) pouonder un précipité noir et
insoluble, indicateur de la viabilité : le formaz#earse, 1972). Mac Donald et Lewis, (1978)
utilisant le NBT ont pu déterminer une activité ymatique uniquement au niveau de
structures fongiques actives. Une baisse de l'bé&t®SDH a été notée avec 'augmentation de
'age des mycorhizes (Guillemiet al., 1995) et aussi apres application d'un fongicide
(Koughet al.,1987) ce qui suggere une relation entre I'acti@¥H et le développement des
structures fongiques. L'activité SDH est donc utmeaindicateur de la viabilité des structures
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fongiques et de l'efficacité de la symbiose mycoidmnne (Smith et Dickson, 1991).
- La Diaminobenzidine (DAB)

La stimulation de la production d’EAO (especeswvastid’oxygenes) a été observée en
conditions de stress. Cette production d’'EAO esegilement impliquée dans la résistance a
attaque contre certains agents pathogenes. Lassénce des structures fongiques et
'accumulation des EAO sont souvent corrélées (HatsFester, 2005). Ces EAO peuvent
étre visualisées par une coloration a la diaminpidéme (DAB) qui est oxydée par l'eau
oxygeneée (KHO,), une des especes actives d'oxygene (EAO).

Les travaux de Salzeet al., (1999) portant sur des racines Wt truncatula
mycorhizées et colorées par la DAB ont permis dmliser 'accumulation de 1D, sous
forme d'un précipité au niveau des cellules coltisaet particulierement les cellules
hébergeant les arbuscules. Ces auteurs ont pu mnoteraccumulation de B, plus
importante dans les cellules contenant des arbeseun sénescence. L’augmentation de cette
coloration DAB dans les structures fongiques perdeeimettre en évidence la réduction de

I'efficacité de la symbiose mycorhizienne et doeéfét du champignon sur la plante.

1 4) Etude de la fonctionnalité de la symbiose endwycorhizienne et actinorhizienne a

I'aide de marqueurs moléculaires

Aussi bien pour la symbiose mycorhizienne que pawsymbiose actinorhizienne, il
existe plusieurs genes pouvant étre utilisés commakgjueurs dans le fonctionnment de ces
symbioses (Hochesat al.,2006 ; Guetheet al.,2009).

Symbiose endomycorhizienne

Au niveau moléculaire, la quantité totale de champnh peut étre quantifiée en
amplifiant ses ARN ribosomaux par PCR quantitaflsayenkowet al.,2004).

Comme le transport accru de Pi est I'un des fastées plus importants expliquant
I'amélioration de la croissance induite par la nmpization, on peut utiliser I'expression de
genes codant des transporteurs symbiotiques de Riné que marqueur de la fonctionnalité
de la symbiose.

Beaucoup d’études ont été menées sur le transpoN#BT4 de phosphate
inorganique (Pi) chez Mtruncatula Il a été montré par Javat al., (2007b) que ce
transporteur de Pi est essentiel pour I'acquisitarphosphore mais aussi nécessaire pour le
maintien des arbuscules et le développement du migaon. Cheret al., (2007) ont montré

que I'expression du géne transporteur dOBPT11chez le riz, équivalent au geMiPT4
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chezM. truncatulan’est possible qu’en cas d’'une bonne formationatbsiscules. D’autres
résultats ont révélé que l'extinction de ces gesegraduit par une altération précoce des
structures symbiotiques et I'arrét de la colon@aftongique (Maedat al., 2006 , Javoet al.,
2007b). Puisque ces genes transporteurs sont femteimpliqués dans le prélevement de Pi
pour la plante et que leur absence peut conduitmea diminution de l'efficacité de la
symbiose mycorhizienne, ces génes pourraient seategir marqueurs pour étudier le
fonctionnement de la symbiose mycorhizienne quu@rfce directement le développement de
la plante.

D'autres genes non reliés au transport de Pi oatedgnt été utilisés comme
marqueurs de la symbiose. C'est le cabtEENod11une noduline précoce chbk trunctula
Les travaux de Chabaust al., (2002) ont montré que le gendtEnod11peut étre utilisé
comme marqueur de la symbiose mycorhizienne dansekure ou il est fortement exprimeé
dans les cellules épidermiques et corticales eegapar les hyphes et dans les cellules
cortiticales contenant des arbuscules.

Les chitinases génes marqueurs de I'expressioa dhifine, peuvent également étre
utilisée comme marqueurs dans I'étude du fonctiorereé de la symbiose mycorhizienne.
Ces études ont été prouvées par Sarat.,(2000) qui ont trouvé une expression spécifique
de certaines chitinases ché#. truncatula inoculées avec un champignon MA. Cette
expression est plus forte au niveau des structomgorhiziennes matures et augmente en

fonction du degré d’infection de la plante parhbampignon.

Symbiose actinorhizienne

Des génes préférentiellement ou spécifiguementirdsr dans les nodules appelés
nodulines ont été caractérisés chez les espedesraiziennes les plus étudiées. Ces génes
sont utilisés en tant que marqueurs du processubisiique nodulaire. Che€. glauca le
géene Cgl2 exprimé spécifiguement dans les cellules récemneeniahies parFrankia
(Svistoonnoffet al.,2003) est un marqueur de I'infection tandis Q@b (Jacobsen-Lyoet
al., 1995), un gene codant 'hémoglobine symbiotiqiet, associé a la différenciation des
cellules fixatrices d’azote. Cette fonctionnali® ld symbiose peut également étre suivie en
analysant I'expression de genes symbiotiqueBrdekia comme ceux codant la nitrogénase

(nif) ou la « uptake hydrogenase » (Normahdl.,2007).
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IV) Les Casuarinaceae : exempl€asuarina equisetifolia

Les Casuarinaceaesont des arbres a croissance rapide qui possédésntameaux
chlorophylliens a activité photosynthétique et tmslles réduites a des écailles verticillées
cornées, limitant les pertes en eau et leur peamiette survivre dans des climats chauds et
secs. En association avécankia et les champignons mycorhiziens, IE€asuarinaceae

peuvent croitre sur des sols marginaux carencégae et en phosphore.

1) Taxonomie des Casuarinaceae

Le nom deCasuarinadonné par Linné en 1759, fait référence a l'ois¢atnom de
casoar (Casuarinus) par son port retombant guillaré du feuillage faisant penser a son
plumage (Bolanet al.,1994).
Les especes de Casuarinaceae ont été regroupéas seule famille sous le seul genre
Casuaring mais progressivement des études taxonomiquesamuluit a la subdivision du
genreCasuarinaen quatre genres. Ces différents genres stliicasuarina(Johnson, 1982),
Casuarina(Jonhson, 1988)CeuthostomgJonhson, 1988) ésymnostomgJohnson, 1980).
Au total, cette famille comprend 97 espéces paestuielles 59 especes appartenant au genre
Allocasuarina 2 au genr&euthostomal8 au genr&ymnostomaet 18 au genr€asuarina
(Wilson et Johnson, 1989 ; Wilson et Berendsoh052Bisbyet al.,2007).

2) Caractéristiques botaniques des Casuarinaceae

C. equisetifoliaest unarbrea port élancé qui possede des ecorces griseSetdes se
desquamant en longues bandes longitudinales. Sdlade persistant, rugueux, gris-vert est
formé d’aiguilles implantées, fines de 15-20 cmldeg. Aux nceuds des rameaux sont
présentes des minuscules feuilles squamiformesericiliées (planche 1). Ces rameaux
chlorophylliens a activité photosynthétique ont tslles réduites a des écailles verticillées
cornées, limitant les pertes en eau et leur peamiette survivre dans des climats chauds et
secs. Ce sont les entre-nceuds verts qui assurephdtsynthese. Les fleurs de.
equisetifoliasont apérianthées et unisexuées. Cependant, éorirpauver dans la nature des
plantes ditqgues comme il en est de regle chez les CasuarmdbieR, 1984). Les fleurs
males sont sous forme d'épis sphériques terminales dleurs femelles en glomérules avec
une bractée, un pistil et des stigmates bilobés.fleaeirs males sont de couleur creme virant
au brun et les fleurs femelles d'un brun rouge@ti@che 1). La pollinisation se fait par le
vent (NCR, 1984). Chaque carpelle s'ouvre de mamigependante pour donner un fruit. Le

fruit est en forme de cbne de 1-2 cm de diametes. fQuits épineux sont des akenes. Les
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cbnes contiennent un nombre trés élevé de grainepayvent atteindre environ 750 000
graines/kg (NCR, 1984). Par ailleurs, le taux dengeation des graines peut passer de 75%
pour les graines fraiches a 40-30% pour des grajuesnt été stockées (Jerlin et Srimathi,
1997).

Planche 1. Aspects morphologiques @asuarina equisetifoligFilao) :

A : Plantation deCasuarina equisetifolimau Sénégal ; B : Feuille sous forme d’aiguill€s:; Fleurs femelles en
glomérules ; D : Fleurs méles en forme d’épis:; BEanche avec des fruits ; F : Graines

(Sources A : Diédhiou B. B : Castle(2008) ;C, D, etF : Ouattara C. € : http://www.fleppc.org/ID_book/Casuarina
equisetifolia.pdf)
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3) Distribution géographique des Casuarinaceae

Les Casuarinas sont originaires d'Australie. Edlesencontrent le long des cbtes en zones a
climat chaud et sec, et ont été établies pratignépartout dans le monde : Afriqgue du Sud,
Argentine, Bangladesh, Chili, Chine, Egypte, Etaiss, Inde, Israél, Japon, Kenya,
Mexique, Philippines, Porto Rico, Sénégal, Thaig@ntanzanie, Zimbabwe, depuis plus de
100 ans (Midgleyet al., 1983 ; Subba-Rao et Rodriguez-Barrueco, 1995 ydpumsarerket

al., 1996).

Les especes de Casuarina résistent aux contrainteslidu et s'adaptent aux sols pauvres,
sablonneux et chargés en sel, ce qui explique leEge utilisation en agroforesterie, en
foresterie et en sylviculture (Midglest al.,1983 ; NRC, 1984 ; Diem et Dommergues, 1990).

4) Importances écologiques des Casuarinaceae

La grande importance des Casuarina réside surgeurde capacité a coloniser des sols
dégradés et a les enrichir en minéraux. Ces plamtesne aptitude a former une symbiose
avec des actinomycétes du gemrankia qui leur permet de fixer de l'azote de l'air. Les
Casuarina sont des especes qui accroissent cadet@ent la fertilité du sol par leur forte
capacité a fixer I'azote et a améliorer la dispoidbdu Pi grace aux mycorhizes (Midgley
al.,, 1983 ; NRC, 1984; Gadner, 1986 ; Subba-Rao et iRoeir-Barrueco, 1995 ;
Pinyopusarerket al., 1996 ; Forresteet al., 2006 ; Wang et Qiu, 2006). Les sols ainsi
régénérés permettent diverses productions agrictiss que la patate douce en Nouvelle-
Guinée (Silvester, 1977), l'arachide en Inde (Kend®83), ou la plantation d'arbres non-
fixateurs d'azote tel guhacardium occidentalpour la production de noix de cajou en Inde et
les plantes maraichéres au Sénégal (Soumare, 2@&Y. symbioses permettent aux
Casuarinaceagle s'installer de fagcon pionniére, d'ou l'inté€toir se développer ces arbres
dans des pays ou les sols sont épuisés et patemmient carencés en phosphore et en azote.
Beaucoup de travaux ont été réalisés dans plusiendsoits montrant encore le rble

ecologique important de ces plantes :

- auSénégal les plantations d€. equisetifoliacouvrent 10 000 hectares sur le littoral Nord
entre Dakar et Saint-Louis, sur une distance de d2®0 km. Ces plantations servent de
barrieres contre les dunes de sable et ont perfaiméhagement des Niayes pour

limplantation et la culture de Iégumes consomnpaeda population locale (Seck, 1985)

- en Nouvelle-Guinée les plantes deC. equisetifolia sont utilisées avec succes en
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agroforesterie depuis des siecles (Bourke, 1985)

- enEgypte, des cultures de Casuarina sont utilisées pouir sk brise-vents a des cultures

maraicheres expérimentales plantées

- enChine, des plantations de. equisetifoliade plus d’'un million d’hectares ont servi a fixer
des dunes mobiles dans le sud et forment ainsceimméure protectrice du littoral de 300 km
de long dans le désert (Zhoetal.,2010).

Une particularité d€asuarinaest la formation deacines protéddes « clusters roots » qui
n'ont pas d’interaction symbiotique mais améliorkntutrition minérale de la plante (Pi et
Fe). Certaines especes comthesquisetifoliaC. glaucaetC. cunninghamianpossédent des

« clusters roots » spécialisées dans le prélevecthemt a partir du sol (Diem, 1996 ; Arahou
et Diem, 1997 ; Reddedt al., 1997 ; Zaidet al., 2003 ; Lamber®t al., 2006). Il faut aussi
noter que le€asuarinanterviennent dans la séquestration du carboneétietes de Resh et
al., (2002) ont montré que la séquestration de carbenplus importante sous des plantes de
C. equisetifoliague sous des plantes d’Eucalyptus et que ce cad¥questré jouerait un réle
considérable dans la compensation du carbone peadiemission. Avec une importante
production de matiere organique sous les plantesxisterait uneffet allélopathie des
Casuarina. Le dégagement de substances allélopathigtarde la germination des graines
sous ces plantes mais aussi la croissance dautespéces compétitives
(www.bonsaimalta.org/resources/lectures/Casuaris.p

5) Importances économiques des Casuarinaceae
Bien que lamajorité des plantes actinorhiziennes soit reptégeren milieu tropical,
actuellement c’est la famille de Casuarinacéedayuie le groupe le plus introduit et le plus

important du point de vue économique.

Le bois de C. equisetifoliaest caractérisé par sa dureté, sa densité, soortamp pouvoir
calorifique (4000-5000 kcal/kg), sa capacité adr{iméme étant humide) et a produire du
charbon de trés grande qualité. Cet excellent deishauffage est comparable au charbon
industriel du fait qu'il ne dégage pas beaucoufudece (Rockwoodt al., 1983; El-Lakany,
1991 ; Subba-Rao et Rodriguez-Barrueco, 1995). Ces csitkmet queC. equisetifoliaest
'espece appelée «iron wood » (bois de f&gn bois lourd difficile a scier (densité 0,8 a

1,2) est utilisé comme bois d'ouvrage, pour la tran8on navale, la confection de meubles et
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d'objets divers. Ses aiguilles abondantes peuveatudilisées comme combustible pour le
fumage artisanal du poisson ou comme compost dansndraichage et [I'horticulture
(Soumaré, 2004). Les cendres du bois de Casuaont wWwilisées pour faire du savon
(http://www.bonsaimalta.org/resources/lectures.hprésentation du Dr. Alfred Grech, 29
Avril 2008).

En médecine: C. equisetifoliaest une espéce qui a une large gamme médicinedecdorces
extraites servent de remede contre la diarrhédysanterie, le béri béri, les douleurs (les
maux de téte et de ventre), les inflammationstdesg, tandis que la poudre des écorces est
utilisée pour traiter les boutons du visage (Maid889 ; 1913). Ces écorces contiennent du

tannin dont le pourcentage varie de 6 a 8%.

Source alimentaire : C. equisetifoliane constitue pas une source pour l'alimentation
humaine. D’une maniére générale, la valeur nutntedle des Casuarinacées est trés limitée
mais, ils sont utilisés pour cet effet en cas deiri@ sévére. La gomme produite par certains
Casuarina est comestible et constitue une sourceuleiture pour la population autochtone
en Australie. Le feuillage est aussi utilisé enupdge pour les animaux (Watt et Breyer-
Brandwijk, 1962).

Papeterie : En Inde, plus de 100 000 hectaresCdesquisetifoliasont cultivés pour sa pulpe
largement utilisée dans la fabrique du papier (Bérouset al.,2001) - ex : « Andhra Pradesh

Paper Mills expérience » (Jinendra Kumar Jain, camigation personnelle).

6) Résistance aux maladies

C. equisetifoliaest une espéce qui peut étre attaquée par le ajr@onp hypomycete
Trichosporium vesiculosumui cause la maladie appelée « blister bark >z€Tét Van Der
Penne, 1983 ; Mohanan et Sharma, 1993 ; Gledshl., 2004). La bactérid>seudomonas
solanacearunpeut aussi attaquer les feuilles ce qui souventiaib au jaunissement de ces

dernieres.

V) Obijectifs de la thése

L’'objectif de ce travail est d'étudier la diversitée fonctionnement et I'incidence des
complexes symbiotiques (souche de champignons M#Aattérie Frankia) d’origine

sénégalaise ou australienne sur la croissanceCdesquisetifolia et sur la diversité
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fonctionnelle des communautés bactériennes tellasqCette étude a été effectuée sur trois

axes :

1) Etudier la diversité des champignons endomycorhiens et leur influence sur la
communauté bactérienne associée aWasuarina equisetifolia dans leur zone d’origine et

dans leur zone d’introduction

Afin d’étudier la diversité des champignons MA & l&d communauté microbienne
associée &. equisetifolia une collection de souches a été faite a partipré®vements de
sols et de racines realisés sur des arbres darszdeas geéographiques: (1) I'’Australie, zone
d’origine deC. equisetifoliaou la coévolution ancienne des deux partenaipes @nduire a
une optimisation des échanges symbiotiques eefdnes de plantation @e equisetifolia
au Sénégal, ou l'introduction d€. equisetifoliaest relativement récente, mais ou I'on
pourrait trouver des souches particulierement baaptées aux conditions environnementales
du Sénégales souches ont été multipliées en serre et pu/&sité des champignons MA
a été étudiée en utilisant des amorces spécifidegssloméromycetes tandis que la structure
de la communauté bactérienne rhizosphérique a teefiéé par les techniques ARISA
(Automated Approach for Ribosomal Intergenic Spaockmnalysis) et PCR-DGGE

(Polymerase Chaine Réaction - Denaturing GradiehBRctrophoresis).

2) Explorer I'impact du complexe symbiotique d’origne sénégalaise ou australienne sur
la croissance deCasuarina equisetifolia et sur la diversité fonctionnelle des communautés

microbiennes telluriques

Afin d’explorer I'impact du complexe symbiotiqueadigine sénégalaise ou australienne sur
la croissance deC. equisetifolia et sur la diversité fonctionnelle des communautés
microbiennes telluriqgues, des plantes @e equisetifoliaont été inoculées soit avec le
complexe symbiotique d’origine australienne ou gafase. La croissance des plantes, les
biomasses, les teneurs en N et Pi des partiesnaéseet le taux de colonisation par le
champignon ont été évalués. L’activité cataboliquentrant la diversité fonctionnelle des

communautés microbiennes dans le sol des plardeslées a été analysée.

3) Caractériser la fonctionnalité de la symbiose ngorhizienne et actinorhizienne cherf.
equisetifolia inoculé avec un complexe de souches symbiotiquésr@yine australienne ou

sénégalaise

Afin de comprendre les bases fonctionnelles defrdifices obtenues entre les plantes

inoculées avec le complexe symbiotique d'originstialienne et celles inoculées avec le
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complexe symbiotique d’origine sénégalaise, trpigraches ont été utilisées. Une approche
histologique et histochimique pour étudier lesdtrtes fongiques et leur métabolisme et une
approche moléculaire pour caractériser le fonceéoment des symbioses mycorhizienne et

actinorhizienne.
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3 ° CHAPITRE 2



Etude de la diversité des champignons mycorhiziens a arbuscules et
de la communauté bactérienne associée aux Casuarina equisetifolia
dans leur zone d’origine et dans leur zone d’introduction




Avant propos

Etude de la diversité des champignons mycorhiziergsarbuscules et de la communauté
bactérienne associée aukasuarina equisetifolia dans leur zone d’origine et dans leur
zone d’introduction

Cette premiére partie des résultats permet d’appréa diversité des souches fongiques
présentes dans les complexes microbiens et de eodmerl'impact de I'inoculation avec ces
souches fongiques sur la communauté bactérienrseldille porte sur une expérimentation
qui a était effectuée en serre ou les plante€.dequisetifoliautilisées ont été inoculées avec

les complexes microbiens d’origine australienne ALGuU sénégalaise (COS).
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1) Introduction

Au Séneégal, I'implantation d€asuarinaa été réalisée au milieu du siecle dernier
(1948). Ces arbres présentent en zone sahélienee particulier au Sénégal, une importance
écologique et économique considérable. lls somelaent utilisés pour la reforestation, la
fertilisation des sols et la réhabilitation des $&emes naturels. lls servent également de
brise-vent et contribuent a la mise en valeur dds salés. Une plantation dgasuarina
couvrant 10 000 hectares le long du littoral Nanttree Dakar et Saint-Louis, sur une distance
de 185-200 km, a été mise en place afin de fixedlees coétieres et ainsi protéger les zones
maraicheres des Niayes contre I'ensablement.

Cette essence forestiere s’associe généralementagechampignons mycorhiziens a
arbuscules, beaucoup plus rarement avec des swsb&ttomycorhiziens (Duponnois,
communication personnelle) et également avec deéfies rhizosphériques.

Cependant, les travaux de Marschaeal., (2001) et Marschner et Timonen, (2005)
ont montré que les champignons MA influencaiersttacture de la communauté bactérienne.
Marschner et Crowley, (1996) ont trouvé que méne mlantes faiblement infectées par le
champignon MA pouvaient modifier la structure de dammunauté bactérienne. La
modification de la structure de la communauté bamide résulte d'une modification de la
guantité et/ou de la qualité des exsudats racmalesla plante par le champignon, ce qui
favorise le développement des bactérmsuvant métaboliser les nouveaux composes
nouvellement sécrétés.

Toutefois, il n'existe pas a notre connaissancepidsications scientifiques décrivant
la diversité des souches fongiques et 'impaciagommunauté bactérienne associée €hez
equisetifolia(aussi bien dans sa zone d’origine que dans sa dartroduction). Par contre,
de nombreux rapports attestent que, dans cette damgoduction, C. equisetifoliaest
uniqguement mycorhizé par des champignons MA (BasgsiBougoufara, communication
personnelle).

Afin d’explorer la diversité des souches fongigassociés &. equisetifoliaet leur
influence sur la communauté bactérienne du sol,aafiection de souches fongiques a été
creée a partir de prélevements de sols et de smcgadisés sur des arbres dans deux zones
géographiques: (1) I'Australie, zone d’origine @eequisetifolia ou la coévolution ancienne
des deux partenaires a pu conduire & une optimmsals eéchanges symbiotiques et (2) les
zones de plantation de. equisetifoliaau Sénégal, ou I'introduction d& esquisetifoliaest

relativement récente, mais ou I'on pourrait trouses souches particulierement bien adaptées
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aux conditions environnementales du Sénégal.

Ainsi, ce chapitre porte sur I'analyse de la diitérsles souches fongiques et leur
impact sur la communauté bactérienne du sol assa€ié equisetifolia Ces analyses ont été
réalisées sur des plants @e equisetifoliaélevés en serre dans un sol (désinfecté ou non
désinfecté) prélevé sous une plantationGleequisetifoliaau Sénégal et inoculés par des
complexes symbiotiquesFiankia + symbiotes fongiques) d'origine australienne ou
sénégalaise.

II) Matériel et Méthodes
1) Préparation du substrat de culture

Un sol sableux prélevé dans la localité de Sagalka@s de la zone des Niayes
(environ 30 km a I'Est de Dakar) a été utilisé pétudier I'impact de I'inoculation avec les
complexes symbiotiques sur la croissanc&dequisetifoliaet sur la diversité structurale de
la communauté microbienne tellurique. Ce sol deatkagn est caractérisé par sa pauvreté en
Pi et en N (Tableau 4, annexe) (Olsstnal., 1954). Une partie du sol a été homogénéisé,
tamisé a 2 mm puis désinfecté a l'autoclave a 1Z@5@ant 20 min. Avant utilisation, ce sol
désinfecté a été conservé au sec a la températberste afin d’éliminer les composeés
toxiques issus de la stérilisation a la vapeur. jpms en polyéthyléne de 1L ont été utilisés et
remplis soit par du sol désinfecté ou soit paraunen désinfecté.

2) Germination des graines de€. equisetifolia

Les graines utilisées dans cette expérimentattort des graines d€. equisetifolia(L.
Johnson) subsequisetifolia(Wilson et Johnson, 1989) récoltées a Notto Gouigena (14°
59’ 29. 89” N ; 17° 00’ 35. 97”0, lot SN/2008/081D au nord de la région de Thiés et qui
nous ont été fournies par le PRONASEF (Programntierred de semences forestiéres) du
Sénégal. Ces graines ont été scarifiees par unpagendans de l'acide sulfurique 95%
pendant 3 min. Elles ont ensuite été rincées alvonumt avec de I'eau distillée stérile, puis
elles ont été désinfectées par un trempage dansalagon d’hypochlorite de sodium 5%
pendant 40 min. Apres plusieurs ringages a I'eatillde stérile, les graines ont été laissées
sous la hotte pendant quelques heures pour séekesurfaces. Elles ont été placées
stérilement dans des boites de Pétri contenantilieuni gélosé (Tableau 5, annexe). Les

boites ont été incubées a I'étuve (27°C) pendanh four permettre la germination. Les
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graines pré-germeées ont éteé utilisées lorsquerdelicule mesurait 1 a 2 cm de long.

3) Les souches fongiques : prélevement, multiplidan, caractérisation morphologique,
génétique et inoculation des plants

- Préléevement

Deux complexes de souches fongiques ont été stiliseUn complexe de souches
d’'origine australienne notée COA (champignons miyeigns a arbuscules frankia)
prélevé sous des plantations @eequisetifoliaau Noah Beach (au nord de Queensland, 16°
12’ 32" S - 15° 27’ 27" E, Australie) sous forntéun mélange de sol et de racines fourni par
Y. Prin (CIRAD. LSTM. Montpellier). 2) Un complexuicrobien d’origine sénégalaise notée
COS (champignons mycorhiziens a arbusculésankia), formé de sol contenant aussi des
fragments de racines dont le prélevement a étéctaffesous des plantations d&
equisetifoliaa Bel-Air (Centre de Recherche de I'IRD, 14°43'IN’°26’ O, Dakar, Sénégal).
Le prélevement de ces deux échantillons de soé aéélisé a I'horizon 0-25 cm pendant la

saison seche.

- Multiplication

Pour multiplier 'inoculum fongique ppiégeage, du mais a été utilisé comme plante
piege. Le piégeage a été d’abord effectué dansutbes PVC de 250 ml contenant du sol de
Sagalkam désinfecté. Le sol prélevé sous des pilmmsadeC. equisetifoliaen Australie (zone
d’origine de cette espéce) et au Sénégal (zon&atinction) a été rajouté a ce substrat avant
'ensemencement des graines de mais. Ce piégestgecfiectué en serre pendant trois mois.
Ensuite, en vue d’augmenter la quantité d’inoculumsecond piégeage a été réalisé avec des
pots en plastique de 500 ml en utilisant le mémalsdagalkam désinfecté auquel les sols
prélevés sous des plantations@leequisetifoliaen Australie (zone d’origine de cette espéce)
et au Sénégal (zone d’introduction) ont été ramud®ur chaque pot, trois graines de mais ont
été ensemencées.

Apres 4 mois de piégeage, les plantes ont été esugé collet. Un volume de 100 g de sol a
éte prélevé pour estimer le nombre de spores d@agsll Cette extraction de spores a éte
effectuée selon le protocole de Gerdermann et Bliel(1963) utilisant une colonne de tamis

a maille décroissante (400 um, 200 pm, 100 um).

- Caractérisation morphologique des souches fongigs

Les spores issues du piégeage (Figure 21) ont eétphmlogiqguement caractérisées.
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Pour cela, des observations ont été réaliséeslavegpe et la caractérisation des spores a éte
effectuée en se basant sur la taille de la spaarda forme de rattachement de I'hyphe selon
la classification décrit dans INVAM (InternationaCulture Collection of Arbuscular

Mycorrhizae).

Figure 21.Piégeage avec les complexes fongiques

- Caractérisation génétique des souches fongiques

La diversité génétique fongique dans les compleyetbiotiques a été caractérisée en
utilisant des racines de. equisetifoliamycorhizées par ces complexes.

L'extraction de I'’ADNr des champignons a été effeée avec le kit commercial
PureLink Plant (Invitrogen, Carlsbad, CalifornieSA) sur des racines (50 mg de matiére sec)
de C. equisetifoliamycorhizées selon les recommandations du fabridamtdiversité du
cortege endomycorhizogene des racines a été étadigavers d’'une banque de clones d’un
fragment du géne ribosomal 25S amplifié par PChiéecou gigogne (GoTaq, Promega,
Mannheim, Allemagne) sur la base des extraits d’Aabinaire. La premiére amplification
par PCR a été réalisée sur 10 ng d’ADN racinaiecde couple d’amorces universelles des
eucaryotes LR1/NDL22 (van Tuynest al, 1998; Pivatcet al, 2007; Farmeet al, 2007 ;
Tableau 6 : annexe). Cet amplifiat a ensuite dt@&di00 fois dans de I'eau ultra-pure et le
diluat a été utilisé comme ADN cible dans la dem@éePCR mettant en jeu les amorces
spécifigues des Gloméromycétes FLR3/FLR4 (van Toyeteal, 1998; Trouvelotet al,
1999; Gollotteet al, 2004). Les seconds amplifiats FLR3/FLR4 (envid®® pb) ont été
excisés sur gel agarose 2% (p/v) purifiés avec itePkireLink Quick Gel extraction
(Invitrogen)avec 30 pl de tampon d’élution puis quantifiés essunant I'absorbance a 260
nm avec un spectrophotoméetre Nanodrop (ND-1000 tBgdwtometer) (SS souches

sénégalaises : 23 ng amplifiat uBA souches australiennes : 35 ng amplifid) ul
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Les amplifiats FLR3/FLR4 purifiés (20 ng) ont éténes dans le vecteur pGEM-T Easy
(Promega, Mannheim, Allemagne) qui confere la tésite a I’Ampicilline(100 mg.L-1) et
les cellules bactériennes ultracompétentes XL2-BBimtageéne) dont le génotype est endAl
gyrA96(naf) thi-1 recAl relAl lac ginV44 F[::Tn10 proABacl A(lacZ)M15 Amy Cn¥]
hsdR17(k” mg*) (Stratagéne, Californie, USA) selon les recommatinds des fabricants.
Dans chaque cas (racines COS/COA), 96 clones blanc®té sélectionnés au hasard et
repiqués sur le méme milieu sélectif. L’ADN desnde a été obtenu par lyse thermique d’'un
aliquot de cellules dans 50 pl d’eau ultrapure 3&°min, puis 7 alternances 4°C-10 sec /
96°C-2 min) suivie d'une centrifugation a 3000gxUn volume de 25 pl du surnageant
considéré comme extrait d’ADN du clone a été pr&léous les clones ont alors été testés
par PCR en utilisant les amorces plasmidiques NIAB3. Le séquencage a été réalisé par la
société Genoscreen (Lille, France) directementpsaduits PCR M13f/M13r dans un seul
sens avec I'amorce réféerencée M13rev par Genoscieetotal, 47 clones de chaque banque
de souches fongiques (COS et COA) ont été séquenvatsun seul échec pour la banque
racines-SS. Le cladogramme a été construit selonéthhode Bootstrap Neighbour Joining

(Saitou et Nei, 1987) avec le logiciel CLC Sequevieaver 5.

- Inoculation des plantes deC. equisetifolia avec le complexe de souches fongiques

Afin d’introduire dans chaque pot le méme nombrgagpagules fongiques, la masse
de sol placée dans un pot a été ajusté pour codtédispores. La masse de racines inoculées
dans chaque pot a été fixée a 500 mg (matierehigic
Les racines des plantes pieges ont été découpéds fragments d’environ 2 cm et ont été
mélangées au sol du piégeage pour servir d’'inoculdimoculation a été effectuée selon la

technique décrite par (Duponneisal.,2003).

4) Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental comprend deux factelesfacteurdésinfection du sol et le
facteur inoculation. Au total, 16t 24 répétitions ont été réalisées respectivemeunt le
facteur inoculation et désinfection.
Trois traitements ont été effectués : les plan&soins non inoculées (NI), le traitement
inoculé avec le complexe microbien d'origine adstrme (COA) et avec le complexe
microbien d’origine sénégalaise (COS). Pour chatratement, 8 répétitions ont été

effectuées (Figure 22).
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Dispositif expérimental |

© @ &
@ & O
@ & Q
1: sol désinfecté @ & O ¢ Témoin
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Q@ a o Complexe microbien d’origine
Q@ o australienne (COA)
D e O
@ & 9 (N Complexe microbien
@ & d'origine sénégala (COS)
@ @& S origine sénégala (
2:solnon désinfectée @ &
@ & O
@ & S 8 répétitions par traitement
© @& O

Figure 22 Dispositif expérimental

5) Impact de l'inoculation sur la diversité structurale des communautés bactériennes
telluriques

La diversité totale de la communauté bactériennété caractérisée par deux
techniques moléculaires : la premiére est la mé&hARISA (Automated Approach for
Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) qui permanglifier I'intergene 16S-23S de I'ADNr
des bactéries présentes dans les sols a l'aidendeses S-D-Bact-1522-b-S-20 et L-D-Bact-
132-a-A-18 (Normanekt al., 1996¢ ; Ranjareet al., 2001 tableau 6, annexe) et la deuxieme
est celle de la DGGE (Denaturing Gradient Gel Ebgttoresis) qui permet d’amplifier un
fragment 16S de I’ADNr des bactéries en utilisastamorces F 338 GC et R 518 (Muyeel
al., 1993). La migration de I'amplifiat a été effectusec un gel polyacrylamide a gradient

de concentration dénaturant.

6) Analyses statistiques
Les données obtenues ont été traitées par unesendly variance a 2 facteurs
contrblés et a un facteur contrélé et les moyemme®té comparées 2 a 2 en utilisant le test

de Newman-Keul (p < 0,05).

Il) Résultats

1) Diversité structurale des champignons MA asso@é Casuarina equisetifolia dans

leur zone d’origine et dans leur zone d’introductio
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1 1) Caractérisation morphologique des souches foiogies

Afin de caractériser 'ensemble des morphotypesgts dans les sols des plantes
inoculées avec le COA ou COS, nous avons effectue analyse morphologique en
comparant le phénotypique (couleur, taille, forneerattachement de I'hyphe etc.) des spores
présentes dans les échantillons aux données pipématg disponibles dans la banque de
données INVAM (International Culture Collection éfbuscular (Vesicular) Mycorrhizal
Fungi).

Les résultats obtenus montrent que les sporesw@esedans les deux origines de sols
australienne et sénégalaise appartiennent au @daneuset au genré&cutellosporaFigure
23). Les spores du genGomusont une taille beaucoup plus petite comparéesspares du
genreScutellosporaElles sont de couleur beige, blanche et 'hypttedeectement rattaché a
la spore alors que celles du ger8eutellosporamajoritairement de couleur marron sont

caractérisées par un hyphespenseur bulbiforme (Figure 23)

Figure 23 : Différents morphotypes de spores des champignonspkésents dans le sol des plantes aprés 6
mois de culture. (Grossissement X40) A : sporesctmésinfecté sous plants inoculés avec COAsBres en

sol désinfecté sous plants inoculés avec COSspores T (témoin) en sol non désinfecté ; D : speresol non
désinfecté sous plants inoculés avec COA ; E :espen sol non désinfecté sous plants inoculés@@&:
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Le dénombrement du nombre de spores par morphogffestué sur 100 g de sol a
révélé que la désinfection du sol réduit considérabnt le nombre total de spores (Tableau
7) et 'abondance degSlomuset desScutellosporalLe nombre total de spores (341,3) en sol
non désinfecté est réduit a (86,8) pour le solndésié. Cette abondance est significativement
plus importante en sol non désinfecté aussi biamr p® genreGlomusque pour le genre
ScutellosporgTableau 7).

Les résultats obtenus montrent que pour le fadgteaulation, le nombre total de spores
est significativement plus important chez les manhoculées avec le COA (260,3) et chez
les plantes non inoculées (256,5) comparées aunteslanoculées avec le COS ou ce nombre
est de (125,4). Il en est de méme du nombre deespde genreScutellosporaqui est
significativement plus important chez les plantesculées avec le COA et les plantes non
inoculées comparées aux plantes inoculées ave©& €ar contre, pour les spores du genre
Glomus il n’y a pas de différence significative entres ¢mis traitements.

Des interactions significatives entre les facteudgsinfection » et « inoculation » ont
été relevées pour le nombre total de spores etlps@wpores du genBrutellosporalors que

pour le genré&lomuscette interaction n’était pas significative (Tahieg.
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Tableau 7: Caractéristiques des communautés de spores de igmmmp mycorhiziens dans les sols (désinfecté au) mwec différents
traitements apres 6 mois de culture en serre.

Facteur™ Nombre total de spores Nombre de spores du genre  Nombre de spores du gerisdomus
par 100 g de sol Scutellosporgar 100 g de sol par 100 g de sol
Désinfection (Des.)
Sol désinfecté 86,8 (278n 86,8 (27,5) a 0,0
Sol non désinfecté 341,3(47,7) b 312,1 (45,6) b 29,3 (4,7) a

Inoculation (Inoc.)

Témoin 256,5 (101,3) b 237,9(94,1) b 18,6 (7,3) a

Complexe Australie 260,3(34,1) b 248,4 (30,1) b 11,9 (6,7) a

Complexe Sénégal 125,4 (31,2) a 112,0 (26,6) a 13,4 (6,5) a
Des. p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001
Inoc. p = 0,0031 p = 0,0020 p =0,5036
Interaction Des. x Inoc. p <0,0001 p <0,0001 p = 0,5036

@) Les valeurs représentent la moyenne de 24 répitiour le facteur «désinfection » et de 16 répgs pour le facteur « inoculation®.

Erreur standard® Les valeurs pour chaque colonne suivies par umeenéttre ne sont pas significativement différenéesseuil de 5% (Test de
Newman-Keul).
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1 2) Caractérisation génétique des souches fongigue

Afin de caractériser la diversité génétique, notmna amplifié puis cloné un fragment
du gene ribosomal 25S des souches fongiques dansraldnes deC. equisetifolia
mycorhizées. Le séquencage des différents clonenab a permis d’analyser la diversité
génétique de la communauté de champignons MA dansrhplexe d’origine sénégalaise et
dans le complexe d’origine australienne.

Les résultats obtenus (Figure 24) montrent une itapte diversité génétique des
souches fongiques aussi bien dans le COS que daD®A. Cependant, ce polymorphisme
semble étre plus marqué pour les souches fongideegine australienne. Ce résultat est
nettement visible sur l'arbre phylogénétiq(feigure 24) ou les clones des champignons
d’origine australienne sont rattachés a plusievandhes et se situent de part et d’autre du
point de rattachement des clones de MA d’origineégélaise. Pour ces derniers, ils ont un
seul point commun de rattachement sur I'arbre.

L’'analyse génétique effectuée par blast sur NCBIcemparant les séquences des
souches fongiques trouvées dans les complexes o aux séquences de souches
fongiques dans la banque de données, montre uteesiarilarité avec des champignons MA
du genreGlomus(Tableau 8). Pour les COA, les différents typesttwmpignons MA trouvés
seraient des souches @Gdomus sp et deG. mosseaDans le COS, les souches fongiques
trouvées sont des souchesGlantraradices deG. sinuosumde G clarumet des Uncultured
glomeromycete (Tableau 8). Cependant, aucune sit@ilaupérieure a 97% n’'a pas été
obtenue en comparant les souches fongiques ayadomisEes les plantes aux souches

fongiques du genr8cutellospora

Tableau 8. Similarités entre les séquences de souches dapar@ons MA obtenues et
guelles souches de champignons MA disponibles @abanque de génes. COA : complexe
symbiotique d’origine australienne, COS : complsy®biotique d’origine sénégalaise

Pourcentage| Glomus. G. G. G. G. Uncultured
de similarité sp mossea | sinuosum| clarum | intraradices| glomeromycete
COA 99% 99%
COS 98% 98% 97% 97%
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Figure 24. Arbre phylogénique montrant la diversité génétigies champignons MA dans les racines
mycorhizées par les souches fongiques d’origingaienne (COA) ou d'origine sénégalaise (COS)} &bre
est construit avec les séquences du gene ribos2Blen utilisant I'algorithme Neighbour Joining tda

robustesse est évaluée par la méthode de bootstrap
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2) Détermination de la diversité génétique de la comunauté bactérienne dans le sol

Pour déterminer la diversité génétique de la conaaténbactérienne dans le sol sous
des plantes inoculées avec le COA ou le COS, neassautilisé deux approches : une
premiere approche par ARISA et une deuxieme par BGG

2 1) Détermination de la diversité génétique de leommunauté bactérienne par ARISA

Afin d’estimer la diversité de la communauté baetéme totale, nous avons analysé
I'intergéne 16S-23S de I'ADNr des bactéries présedans les sols apres six mois de culture
par la technique d’ARISA, une technique qui utilise marqueur fluorescent permettant de
détecter les amplicons par électrophorese. Le nemerpics fluorescents donnent une idée
sur la diversité de la communauté bactérienne.

Le profil ARISA de la séquence de lintergéne 1@Sale I'ADNr des bactéries
obtenu (Figure 25) illustre la diversité de la commauté bactérienne par la présence de
nombreuses bandes. Ces trois profils différentstranhque I'inoculation affecte la structure

de la communauté microbienne du sol.

[bp] [bp]

SA1 SA2 SA5 SA8 SS3 SS4 SS7 SS8 T3 T T7 T
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Figure 25 Reconstitution in silico par le logiciel de I'hent Bioanalyser 2100 (électrophorése capillaita
gel bactéries-ARISA.

T : témoin (T3, T4, T7 et T8) ; COA : complexe nabfen d’origine australienne (SA1, SA2, SA5 et SAB)
COS : complexe microbien symbiotique d’origine gfaldise (SS3, SS4, SS7 et SS8)
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Ce résultat est vérifié par les analyses ACP (leig6) qui indiquent que la
communauté microbienne totale est modifiée suiténaculation avec le COA ou le COS
comparée a la communauté du sol des plantes ténh@negroupement des points SS3, SS4,
SS7, SS8, T3 et T7 suivant le méme axe, montre’ipoeulation avec le COS modifierait
moins la communauté bactérienne dans le sol. Jgedioon des points SA1, SA2, SA5 et
SA8 suivant I'axe PC1 montrent que l'inoculationeavle COA influence fortement la
communauté bactérienne du sol. En résumé, cettgsan@CP montre que la structure de la
communauté bactérienne du sol des plantes inocalézsle COS serait plus proche de celle

des plantes non inoculées.

0.21 PC2
0.31 f40.16
-0.28 T8
PC1 .SA5
'SA2 SA8
SA1l
PC1:23.1% o
PC2: 12.6% T4

Figures 26.Analyse de composante principale (ACP) des préfitéSA (Agilent 2100 Bioanalyser)
Intensités relatives obtenues sur ADN des bactéeasssols sous des plantes@esquisetifolia. T : témoin (T3,
T4, T7 et T8), inoculées avec le COA : complexerabigen d'origine australienne (SA1, SA2, SA5 et $A8
le COS : complexe microbien symbiotique d’'origidaégalaise (SS3, SS4, SS7 et SS8).
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2 2) Détermination de la diversité génétique de leommunauté bactérienne par DGGE

Afin de renforcer notre étude sur la structure @ecdmmunauté bactérienne, nous
avons réalisé une analyse génétique par DGGE @N’'Abosomique 16S des bactéries dans
le sol (Figure 27). Cette technique consiste a di@plin fragment et puis a faire migrer le
produit de PCR sur un gel polyacrylamide dénatu@ngradient de concentration. La
migration du produit de PCR par DGGE donne un eb$ende bandes traduisant
généralement le nombre de bactéries dans I'écltamtile sol correspondant et montrant les
différences dans le peuplement bactérien dessodés

Le profii DGGE obtenu montre que l'inoculation avies complexes symbiotiques
modifie la structure de la communauté bactérierune la différence du nombre de bandes
dans le sol des plantes inoculées comparées anteplaon inoculées.

T8 T7 T4 T3 SS8 SS7SS4 SS3 SA8 SAS SA
1
|

45%

(

Figure 27.Profil DGGE de 'ADNr de la séquence 16S des hiéesédans le sol
T témoin (T3, T4, T7 et T8), inoculées avec le COmplexe microbien d’origine australienne (SSH2,
SA5 et SA8) ou le COS : complexe microbien symhiati d’origine sénégalaise (SS3, SS4, SS7 et SS8)

Cette variabilité est plus visible au niveau deQmR ou la dispersion des points SA
suivant I'axe CP1 est plus marquée (Figure 28)teCACP confirme les résultats obtenus
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avec I'ARISA montrant une faible modification dedammunauté bactérienne a la suite de
'inoculation avec le COS alors que l'inoculationea le COA modifie fortement cette
communauté. De plus 'ACP du profil DGGE montre daestructure de la communauté
bactérienne dans le sol des plantes inoculéeslav&®S serait beaucoup plus proche de celle
dans le sol des plantes non inoculées. Ces réssghiat similaires a ceux observés au niveau
du profil ACP de 'ARISA.

PCZ
-@l.8255 HH @285
a4
IS
Iz
SFe
s2ds
PC1 A
a54
b
se8
SRS
53z
CP1 18,28%
CP211,47%

Figure 28.Analyse de composante principale (ACP) des profGE.

Intensités relatives obtenues sur ADN des bactéesssols sous des plantesGleequisetifolial : témoin (T3,
T4, T7 et T8), inoculées avec le COA : complexerobi@n d’origine australienne (SA1, SA2, SA5 et $A8
le COS : complexe microbien symbiotique d’origigmégalaise (SS3, SS4, SS7 et SS8)
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[II) Discussion

1) Diversité structurale des champignons MA assoa@é Casuarina equisetifolia dans

leur zone d'origine et dans leur zone d’introductio

Les résultats obtenus dans ces travaux montrent @udans les COS et COA, deux
morphotypes de spores ont été trouves ; des spargenreGlomuset des spores du genre
Scutellospora (i) au niveau des racines mycorhizées, les cligmops MA trouvés sont
majoritairement du genr&lomus (iii) la communauté fongique et bactérienne splois
variable dans le COA que dans le COS.

1 1) Caractérisation morphologique des souches foiogies

A lissu de la caractérisation morphologique, Ipsres trouvées en association avec
C. equisetifoliaau Sénégal et en Australie sont soit du g&lmmusou Scutellospaa. Le
nombre significatif de spores du gerBeutellosporatrouvé dans le sol sous des plantes
inoculées avec le COA comparé au nombre de speres théme genre dans le sol sous des
plantes inoculées avec le COS pourrait étre lié aomditions écologiques différentes
auxquelles les souches fongiques indigénes etgmastiont été soumises. Les travaux de
Sunita et Hippalgaonkar, (1995) ont montré quealane des spores dans un sol pouvait étre
influencée par les conditions édaphiques du saligsi les interactions avec la plante hote. De
résultats similaires ont été trouvé par Khan, (39jtii a montré que la distribution spatiale
des spores des champignons MA dépendait des comslédaphiques des sols.

Dans le sol désinfecté, une diminution du nombresperes a été observée. Des
résultats similaires ont été trouvé par Sieverdatgal., (1991) qui ont montré que la
désinfection du sol a des effets négatifs sur tamnanauté fongique. Ces résultats pourraient
s’expliquer par des modifications des caractéustsgchimiques du sol aprés désinfection.
Chez les microorganismes pathogénes, Beveal., (1997) et Troelstrat al., (2001) ont
montré que les modifications des caractéristiqiamiques du sol apres désinfection pourrait
influencer les flux de nutriments et réduire leigpdnibilité pour les microorganismes du sol.
Un faible acces des nutriments du sol par la conamignmicrobienne pourrait engendrer une
diminution des microorganismes absorbant ces éltnmeiméraux.

Une baisse considérable du nombre de spores dassliedes plantes inoculées avec
le COS a été notée comparée aux sols des plawiasées avec le COA ou le sol des plantes
non inoculées. Il est connu que certains champigimoycorhiziens ont des capacités plus ou

moins importantes a sporuler dans le sol. En caes@ésg, ces résultats montrent que les
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champignons du COS développent des stratégiessdémndination différentes de celle des
symbiotes fongiques du COA. D'autres facteurs dpiets peuvent étre impliqués dans ces
phénomeénes de multiplication. Ainsi Villenageal.,(2003) ont montré que l'inoculation par
des champignons MA pouvait augmenter I'abondance rdamatodes saprophages et ces
nématodes saprophages sont des agents nuisibliéy@loppement du mycélium et réduisent
ainsi le potentiel infectieux du sol d’ou un nombdeespores faible dans ces sols.

De méme, beaucoup d’études ont montré que la ptiodutes spores dans le sol varie
en fonction des saisons ce qui veut dire que laradbation du nombre de spores dans le sol
a un stade donné peut ne pas refléter globaleraediversité des champignons fongiques
présentes dans ce sol (Gemebal.,1988 ; Clappet al., 1995; Kjoller et Rosendahl, 2001).

1 2) Caractérisation génétique des souches fongigue

L’arbre phylogénétique construit a partir des ségas de clones du géne ribosomal
25S des champignons indique que la population depignons MA dans le sol prélevé sous
des plantations d€asuarinaen Australie est différente de celle prélevée stmssplantations
de Casuarinaau Sénégal. Des résultats similaires ont été éopar Beveet al., (1996) qui
ont montré que des associations préférentiellestedi entre la plante et le champignon. Ces
associations résulteraient d’une spécificité édqglag) entre le champignon et la plante. Ces
résultats suggerent que la variabilité notée an des communautés fongiques dans notre
étude serait plutot liee aux conditions environnetales vue que la plante hote est la méme
dans cette expérience. Ces résultats sont confiparéBorteet al, (1987) qui ont trouvé que
certains facteurs abiotiques comme le pH du stléntaient la structure de la communauté
fongique.

La présence importante de souches Glemus montre queC. equisetifoliaest
préférentiellement mycorhizée par |&omus Ces résultats rejoignent ceux notés par
Bassirou Sougoufara (communication personnellest-&alire que dans la zone des Niayes,
C. equisetifoliaest majoritaire associée aux champignons MA deeg&tomus Certains
travaux réalisés par (Portet al., 1987) ont montré que ces champignons du g&hoenus
étaient plus abondants dans des sols a pH treé éegui montre I'influence des conditions
environnementaux sur la structure de la commurfangique.

Cependant, la tres faible homologie notée entreltees MA et la souche fongique du genre
Scutellosporanontre que la communauté de spores caractérisgghologiqguement a partir

du sol ne reflete pas entierement celle trouvéeutdisant les racines mycorhizées. Des
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résultats similaires ont été trouvés par Clappl., (1995); Kjoller et Rosendahl, (2001). Ce
type de résultats pourrait s’expliquer par le fgie la colonisation par le champignon ne
dérive pas dans ce cas des spores mais dautrgaguies comme le réseau mycélien
extramatriciel (Read et Birch, 1988; BrundretAbbott, 1994).

2) Détermination de la diversité génétique de la comunauté bactérienne du sol

L’inoculation avec les complexes symbiotiques chez equisetifolia modifient
positivement la structure de la communauté bactéee Des résultats similaires ont été
trouvés par Roesti, (2005) et Vestergétdal., (2008) qui ont montré que la structure des
communautés microbiennes dépendait des champigmalmsnycorhiziens.

Ces modifications de la structure de la populabantérienne pourraient étre liées a
une action directe et indirecte des champignons M. travaux de Andradst al., (1998) ;
Grahamet al., (1981) ; Marschneet al., (1997) ont montré que les champignons MA
modifiaient la physiologie de la plante et en copsice son exsudation racinaire ce qui
aboutissait a des modifications dans la structures dpeuplements bactériens
mycorhizosphériques qui jouent un réle importanhsddétablissement de la symbiose
mycorhizienne.

Cette modification de la communauté bactériennepést forte chez les plantes
inoculées avec le COA. Ce résultat pourrait étfeiégmcé par 1) l'introduction de bactéries
d’origine australienne qui se rajouteraient auxtdraes déja présentes dans le sol ou par 2)
celle des souches fongiques puisque ces souchggjfi@s ont la capacité de sécréter des
substances ayant un effet sélectif sur la commenbattérienne. Ces résultats sont en
concordance avec les travaux de Meyer et Linderi®86) et Hobbie, (1992) qui on montré
I'effet sélectif du champignon sur la communautétéaenne.

Parallelement, Toljandeet al, (2007) ont montré que ces exsudats fongiques
renforcaient la vitalité des bactéries du sol. @égrences dans la composition du cortége
mycorhizien entrainent également des modificatansiveau de la microflore totale. Il est
connu que les caractéristiqgues génétiques de lafioie mycorhizosphérique sont fonctions
des caractéristiques des symbiotes associés arntepidte (Kisat al.,2007).
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I\VV) Conclusion

La caractérisation morphologique et génétique neolatrprésence de deux genres de
spores ; le genr&lomus et le genreScutellosporaqui sont aussi bien trouvés dans le
complexe symbiotique sénégalais que dans le comgigxbiotique australien.

Les résultats obtenus montrent aussi que l'inomaavec les complexes COA ou
COS modifient la communauté bactérienne telluriqu# que la microflore
mycorhizosphérique du traitement avec le COS squaisé proche de celle des plantes

témoins.
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4° CHAPITRE 3



Effet de I'inoculation avec un complexe microbien (Frankia et
champignons mycorhiziens a arbuscules) sur la croissance de
Casuarina equisetifolia et sur la diversité fonctionnelle des
communautés bactériennes telluriques




Avant propos

Effet de I'inoculation avec un complexe microbienKrankia et champignons
mycorhiziens a arbuscules) sur la croissance d&asuarina equisetifolia et sur la diversité
fonctionnelle des communautés bactériennes telluniges

Cette partie des résultats a fait I'objet :

1) D'une communication orale ad"™ International Casuarina Meeting: Improving
smallholder livelihoods through improve@asuarina productivity (22-25 March 2010,
Haikou, Hainan, China)

2) D’un article qui sera publié dans le proceedingskide ce congres

Nathalie Diagne Sergio Svistoonoff, Claudine Franche, Aboubacan& Didier Bogusz,
Diégane Diouf & Robin Duponnois (2010). Charactain of endomycorrhizal strains from
Casuarina equisetifoliao be used for reforestation and rehabilitatiom@fgraded ecosystems
in Senegal

3) D’'une présentation orale a I'atelier InternatiordlES MYCORHIZES »

“Les mycorhizes un outil pour le développement Gle@n Afrique” 21-23 Février Dakar

Cette seconde partie des résultats est un compléeda premiére partie. Elle a permis de
voir I'effet du champignon sur la croissance delente et I'impact de I'inoculation avec le
COA ou le COS sur la diversité fonctionnelle dedanmunauté bactérienne du sol.
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[) Introduction

La symbiose mycorhizienne joue un réle importanhsdd’amélioration de la
croissance et du développement de la plante (SetifRead, 2008). De nombreux travaux
attestent de I'importance de cette symbiose myezmhine chez beaucoup d’especes végetales
a I'exemple des Casuarinacées (Rose, 1980 ; Restdel| 1986, Thoen edl., 1990 ; Dellet
al., 1994 ; Duponnoist al.,2003). Il a été démontré que I'association desress forestieres
avec les champignons mycorhiziens augmente la npeafice de ces plantes en
agroforesterie. Toutefois, I'effet de la symbiosgcorhizienne sur le développement de la
plante ne résulte pas uniquement des relationsebidinnelles entre le symbiote fongique et
la plante hote mais serait également influencédfmutres composantes microbiennes telles
gue la microflore mycorhizosphérique. Dans ce vaute sol influencé par le champignon
mycorhizien se trouve une communauté de microosgaes qui interagit a la fois avec le
champignon et la plante. Ces bactéries mycorhizogples associées a la plante jouent un
réle important dans la nutrition de celle-ci, diasnélioration de sa croissance, le maintien
de la diversité et du fonctionnement des écosyséNan der Heijdert al.,1998 a, b).

Cependant, des études récentes ont montré quadegpignons MA influencaient la
diversité fonctionnelle de la communauté bactémge(iviarschner et Timonen, 2005, Dabire
et al., 2007). Cette influence sur la diversité fonctidlemedes microorganismes est
directement liee a la modification de la compositides exsudats racinaires par le
champignon (Marschnet al.,1997).

Cependant, une étude couplant l'efficience (agvéésieffet sur la croissance de
I'héte) et 'impact sur la communauté bactérierglhutique des peuplements de champignons
MA associés &. equisetifolian’a été réalisée. Les travaux de Klironomos, (2@0® montré
que l'effet des champignons MA est optimal pour ¢esiples associant pour une espece
végétale donnée, les champignons MA isolés dera native de cette plante. Cependant, il
n'existe pas a notre connaissance d'études compaaréponse deC. equisetifoliaaux
champignons MA de son aire d’origine a la réporsealméme arbre aux symbiotes MA de
son aire d’introduction.

Dans ce chapitre nous présentons I'étude de limpkec I'inoculation avec un
complexe symbiotique d’origine australienne (COAne d'origine deC. equisetifolia ou
avec un complexe symbiotique d’origine sénégaldS8®S, zone d’introduction) sur la
croissance d€. equisetifoliaet sur la communauté microbienne du sol.

Cette expérience a été effectuée avec des pldat€s equisetifoliainoculées par le
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complexe symbiotigue d'origine australienne ou géfsse en sol désinfecté et non
désinfecté. Au bout de 6 mois, la croissance erehaules biomasses (aérienne, racinaire et
totale), les teneurs en azote et phosphore deiepadriennes, la fréquence et l'intensité de
mycorhization des plantes ont été déterminées. &mllple, I'effet de ces complexes

symbiotiques sur la diversité fonctionnelle de lanoflore du sol a été étudié.

II) Matériel et Méthodes

1) Expérience en serre

Les analyses réalisées dans ce chapitre ont @éwdes avec les plantes @eequisetifolia
inoculées avec les COA ou COS de I'expérimentatiéarite dans la partie précédente. La
diversité structurale et fonctionnelle de la comautg microbienne a été déterminée avec le

sol de culture non stérile utilisé dans cette expémtation.

2) Mesure de la croissance en hauteur, la biomasaérienne, racinaire et la biomasse
totale des plantsde Casuarina equisetifolia

La croissance en hauteur (cm) des plants a étéréeesthaque mois en utilisant les
graduations de la regle. Aprés 6 mois de cultursezre, les plantes ont été dépotées et les
poids secs (65°C, 1 semaine) des biomasses aé&ienrmacinaires produites dans chaque
traitement ont été pesées.

3) Evaluation de la mycorhization des plantes de&C. equisetifolia inoculées avec les
complexes symbiotiques par une technique de colorah classique

Pour évaluer le taux et lintensité de mycorhizatide chaque plante, 100 fragments
d’environ 1 cm chacun ont été préleves par plalpees un rincage abondant a I'eau distillée,
les fragments racinaires ont été décolorées apoebation dans du KOH 10% a 90°C. Ce
temps d’incubation peut varier de quelques heuudgast la lignification des racines et
souvent un remplacement de la solution de KOH audfu processus de décoloration est
nécessaire. Les fragments racinaires bien désotoreété rincés dans de I'eau distillée. Pour
visualiser les structures fongiques. Ces fragmextisaires ont été colorés au Bleu de Trypan
(Tableau 9, annexe) en les incubant dans une soldg Bleu de Trypan a 90°C pendant 30
min (Philips et Hayman, 1970). La fréquence de miyyication ainsi que lintensité de
mycorhization ont été analysées selon la méthodé&rdevelotet al., (1986) utilisant une

gamme d’intensité de colonisation notée de zéra @hqg (5) (Figure 29, annexe).
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4) Dosage des teneurs en N et Pi des parties aériea des plantes

Les analyses minérales en N et P des parties aésetes plants ont été réalisées par le
LAMA ; US191 IMAGO (le laboratoire des moyens arglyes ; Instrumentation, Moyens
Analytiques, Observatoires en Géophysique et Oafrapbie IRD/Sénégal), du centre de
recherche ISRA/IRD de Bel Air. Les parties aérienséches ont d’abord été broyées, puis
calcinées a 500 °C. Le phosphore total a été daségborimétrie (John, 1970) en traitant les
tissus calcinés dans 2 ml Hcl 6N et 10 ml HNIN. L'azote total a été doseé selon la méthode

Kjeldhal, en traitant les tissus dans 15 g88; 18 N contenant 50 @ld’acide salicylique.

5) Etude de la communauté dé>seudomonas fluorescents dans le sol

Pour isoler, dénombrer et caractériser la comméndePseudomonafuorescent présente
dans le sol de culture des plants@leequisetifolia 10 g de sol ont été prélevés pour chaque
traitement (plants non inoculés : NI, inoculés alee€0S ou COA). Un volume de 100 ml
d’eau stérile a été rajouté au 10 g de sol et l[tamgé a été vigoureusement agité. Des
dilutions sériées au {0 ont été réalisées. L’ensemencement suivie deriéigation ont été
réalisés selon la méthode décrite par (Kengl., 1954) en utilisant du milieu gélosé King B

(Tableau 10, annexe).

6) Analyse de la diversité génétique des souchesRBeudomonas fluorescents

Pour chaque traitement, vingt coloniesReeudomonasnt été mises en suspension dans du
milieu King B et conservées dans du glycérol 60%)(\De chaque suspension, un microlitre
a été prélevé et rajouté dans 50 ml du tampon (d,080H, 0,25% SDS), vortexé pendant 1
min, chauffé a 95°C pendant 15 min et puis cergéf@a 13000 rpm pendant 10 min. La
suspension cellulaire ainsi obtenue a été diluéeec ale I'eau distillée (1/10, v/v) avant
d’amplifier le 16S de 'ADNr. Les amorces utilisg®ur amplifier TADNr 16S sont des
amorces spécifiques ddadseudomonasDl1 et fD1 (Weisburget al, 1991) (Tableau 6,
annexe). L’amplification de I'ADN a été effectuéelan la méthode de Assigbetst al.,
(2005) modifiee.

Etude du Polymorphisme de la longueur des Fragmestde Restriction (RFLP)

La diversité des®’seudomonaa été étudiée en effectuant une analyse du polyrsonge de
longueur des fragments de restriction avec deuyrsag bactériennes (endonucléastsi||
(5'-GG/CC-3") etMspl (5’-C/CGG-3).

Un fragment de plus de 1000 pb du géne ribosom@l d&té réamplifié a partir d'extraits
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d'ADN des souches (aliquot de colonie bactérieroméépa ébullition pendant 10 min dans
200 pl d'eau ultra pure, puis centrifugé pendantmi® a 10000 rpm). L'amplication a été
effectuée avec les amorces FGPS1509 (Norretiad, 1992)et 16S-1080r (Sgt al.,2001).
Pour chaque souche, 100 ul d'amplifiat ont été si&psur agarose 1% (p/v) puis excisés et
purifiés avec QIAquick PCR purification kit (Qiage@ourtaboeuf, France). Les produits
PCR ainsi purifiés ont été quantifiés sur un demeéel agarose 1% (p/v) par comparaison
visuelle au
marqueur Smart Ladder (Eurogentec, Angers, Franee)séquencage a été réalisé par la
compagnie Genoscreen (France, Lille) avec les manesces FGPS1509/16S-1080r. Les
séquences ont été comparées a celle de la banggende« GenBank » par l'utilisation du
programme blastn 2.2.22. Les séquences brutest®moéigées sur ChromasPro (1.4.9.0),
alignées sur ClustalX (1.81) et vérifieces manuedeim sur Genedoc (2.7.0.0). Le

cladogramme a été construit selon la méthode Neighloining avec le logiciel TreeView.

7) Etude de la diversité fonctionnelle des communagés bactériennes telluriques
7 1) Estimation de l'activité microbienne totale pala mesure de l'activité fluorescéine
diacétate (FDA)
L’activité fluorescéine diacéta{&DA) a été évaluée en sol non stérile dans desstBlyrex®
de 18 ml contenant 1 g de sol. Pour chaque éclmandEe sol, 3 répétitions biologiques avec
chacune 3 triplicats techniques ont été réalidéesampon du mélange a été constitué par du
potassium phosphate a 60 mM pH 7,6. L'expérimenraéi €té réalisée avec 2 témoins : un
témoin enzyme et un témoin substrat (voir ci-dessou

- TS (témoin substrat) : 15 ml dspon + 200 ul de substrat de FDA

- TE (Témoin Enzyme) : 15 ml de paom + 200 pl d’eau stérile + 1g de sol

- E (Essais) 3 essais : 15 ml deptan + 200 pl de substrat de FDA + 1g de sol
Avant d’étre rajouté au mélange, le substrat de KBigma®) a été dilué dans de l'acétone
pure 100 % (p /v) & raison de 1 mgn{solution mére). Les tubes ont été vortéxés avant
d’étre incubés sous agitation a 30 °C (Adam et Rop2001) pendant 1 h. Aprés incubation,
1 ml du mélange de chaque tube a été récupéré warisbe Eppendorfs auquel 1 ml
d’acétone a été rajouté pour arréter la réactian.n@lange ainsi obtenu a été légerement
homogénéisé puis centrifugé pendant 5 min a 10800 Rour chaque tube, 1 ml a été prélevé
pour lire la quantité de fluorescéine produite dahaque tube au spectrophotometre a la
longueur d’onde de 490 nm (Schnirer et Rosswa82)19.a concentration de fluorescéine

produite durant la réaction a été mesurée a l'didee gamme de concentrations standards (0
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bY

pg.mi*; 1 pg.mtt; 2 pg.mtt; 3 pg.mtt; 4 pg.mtt; 5 pg.mt) préparée a partir d’'une
solution de fluorescéine de concentration (100 Jidans de l'acétone pure). La
concentration standard O pg.mlété utilisée pour faire le zéro du spectrophotmravant la

lecture. La quantité de fluorescéine est exprinmeggFDA/g de sol/ h.

7 2) Mesure de la diversité catabolique des commuuatgs microbiennes du sol

Pour mesurer la diversité fonctionnelle microbiende sol, nous avons évaluée la
respirométrie induite par un substrat (SIR) desrmomautés microbiennes selon la méthode
décrite par Degens et Harris (1997). Trente de@} §Bibstrats composés d’acides aminés,
d’hydrates de carbone, d’alcool, d’acides orgarsgeted’amides ont été utilisés pour évaluer
la capacité de la microflore tellurique a catalmlishaque substrat (Tableau 11, annexe). Les
concentrations des substrats organiques utilis@ésrsdiquées dans ce tableau.

Pour chaque échantillon de sol, 1 g de sol seé prétevé dans des tubes de 10 ml. Dans ces
tubes, le substrat et 2 ml d’eau distillée stéoife été rajoutés (West et Parling, 1986). La
production basale de G(provenant de l'activité respirométrie dans le pour chaque
échantillon de sol a été également déterminéeariaajt 2 ml d’eau distillée stérile dans 1 g
de sol sec. Aprées la mise en suspension des éibrasmtie sol dans chaque mélange aqueux,
les tubes ont été immédiatement fermés et incuki&® ZC pendant 4 h. Les flux de €O
provenant des sols ont été mesurés en utilisardnatyseur de gaz a infrarouge (IRGA)
(Polytron IR CQ, Dragef™) en combinaison avec un compteur de débit de nbastendant
(Heinemeyeret al., 1989). Les résultats sont exprimés en ugg®oil/hit. La diversité
catabolique (mesure de la variabilité relative @@wtions cataboliques) a été calculée en
utilisant I'indice de Simpson-Yule avée= 1/p? avec p= quantité de COproduite & partir

d’un substrat donné / quantité totale de;@&duite, émise en réponse.

7 3) Mesure de la diversité fonctionnelle des soued dePseudomonas fluorescents sur
trois milieux de culture : milieu TCP, CAS et Lipolytique

La diversité fonctionnelle des colonies d&seudomonasfluorescents obtenues aprés
purification a été estimée en utilisant 3 milieur dultures révélant les activités de
Pseudomonadluorescents ; 1) le milieu TCP afin de mesurercégacité des souches a
solubiliser un phosphate inorganique complexe ltigen orthophosphate (Tableau 12,
annexe), 2) le milieu lipolytique pour mesurer égpacité a produire des enzymes lipolytiques
(Tableau 13, annexe) et 3) le milieu CAS pour messlar capacité des souches a produire des

sidérophores (Tableau 14, annexe). La croissaresailehes deseudomonasultivées dans
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ces différents milieux a été déterminée par la meslu diamétre de la colonie et du halo
formé tous les deux jours. Leur capacité soluliiisa du TCP est notée de « - » ou « + » en
fonction de I'apparition d’'un halo translucide autale la colonie. Cette notation a également
été suivie pour le milieu CAS ou l'apparition d'uralo de couleur orangée autour des
colonies est notée (+) et une non apparition (BurMe milieu « lipolytique », I'activité des
souches a été révélée par I'apparition de cristleubaurate de calcium autour des colonies.

8) Analyses statistiques

Les données obtenues ont été traitées par unesanddyvariance a 2 facteurs contrélés et a
un facteur contrélé et les moyennes ont été compatéa 2 en utilisant le test de Newman-
Keul (p < 0,05). Les distributions des souches éamnes en fonction de leur origine et
selon leurs propriétés fonctionnelles ont été coggmpar le test, (p < 0,05). Avant leur
traitement statistique, les taux de mycorhizatioh &té transformés par la fonction Arc sin
(Vx). Ces analyses statistiques ont été réaliséaila Hu logiciel Statview .

L’analyse inter-groupe (Between Group Analysis, BGBulhaneet al, 2002) a été utilisée
pour comparer les profils cataboliques des sols diférents traitements en utilisant le
logiciel R.

[Il) Résultats

1) Effet de I'inoculation avec le complexe microbie symbiotique d’origine australienne

ou sénégalaise sur la croissance en hauteur desmiadeC. equisetifolia

L’inoculation avec les complexes symbiotiques mieas stimule significativement
la croissance en hauteur des plante€ dequisetifoliadans le sol désinfecté et dans le sol non
désinfecté (Figure 30 A1 & 30 B1l). Les résultatdeabs ne montrent pas de différence
significative entre la croissance en hauteur destpldeC. equisetifoliainoculés avec le
COA et ceux inoculés avec le COS en sol désinféature 30 Al). Cependant, la croissance
en hauteur des plants inoculés avec le COS (66§ Est significativement supérieure a celle
des plants inoculés avec le COA (53,68 cm) dassllaon désinfecté (Figure 30 B1).

Un accroissement maximum de la croissance en hadesiplants a été obtenu a
partir de 3 mois apres inoculation sur sol désiéfers non désinfecté et ceci pour tous les
traitements : les plants non inoculés et les plamisulés avec les complexes symbiotiques
(Figure 30 A2 & 32 B2). Toutefois, cet accroissetnest plus important pour les plants

inoculés avec le COS. Cet inoculum fongique d'owmgi sénégalaise entraine une
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augmentation de la croissance en hauteur de + Iébomparées aux plantes inoculées avec le
COA en sol non désinfecté. A partir de quatre mapses inoculation, une baisse de
I'accroissement a été notée jusqu’au cinquieme ®isol désinfecté pour les plants inoculés
avec les complexes symbiotiques tandis que pouwlégs non inoculés, cette diminution est
observée jusqu’au 6 eme mois aprés linoculation sl désinfecté. Ces tendances sont
également observées en sol non désinfecté (Figuh2 & 30 B2). Pour les plantes inoculées
avec le COS, la diminution atteint -10 cm (Figu@eA).
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Hauteur (cm)

Hauteur (cm)
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Figure 30.Impact de I'inoculation avec les complexes micenisisymbiotiques sur la croissance en hauteur de

C. equisetifoliasur sol désinfecté et non désinfecté.

Complexe microbien symbiotiquerijine Australie NN G

Complexe microbien symbiotiquerijine Sénégalais e
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2) Impact de [linoculation avec le complexe microl@n symbiotique d’origine
australienne ou sénégalaise sur la biomasse des s de C. equisetifolia (biomasse
aérienne, racinaire et totale)

Dans le sol désinfecté, I'effet de l'inoculationeaves complexes symbiotiques sur la
biomasse des plantes est représenté dans le talBedles résultats montrent que les deux
complexes symbiotiques stimulent significativemientiéveloppement des parties aériennes,
racinaires et totales des plants par rapport aarntplnon inoculés. Cependant, un ratio
BR/BA plus élevé (0,308) et significativement diffat de celui des plants inoculés a été
obtenu chez les plantes témoins. Les valeurs d® lest plus faibles ont été observées chez
les plants inoculés avec le COS (0,118) suivieselles enregistrées chez les plants inoculés
avec le COA (0,169) (Tableau 15). Les rapports BRM&ans les traitements inoculés sont

significativement différents.

Tableau 15 :Effet de I'inoculation avec les complexes microlsisar la croissance @&

equisetifoliaaprés 6 mois de culture en serre sur sol

Traitements® Biomasse aérienne Biomasse racinaire Biomasse totale Ratio BR / BA?
(g poids sec) (g poids sec) (g poids sec)

Témoin 1,629 (0,07 a® 0,499 (0,05)a 2,128 (0,09)a 0,308 (0,03) ¢

COA 5,091 (0,396) b 0,834 (0,05)b 5,925 (0,42)b 0,169 (0,01) b

COS 6,088 (0,312) b 0,698 (0,09 b 6,785 (0,31)b 0,118 (0,02) a

@ COA : Complexe microbien d'origine australienn€®S : Complexe d'origine sénégalaisa.
BR/BA : ratio biomasse racinaire / biomasse aégeftherreur standard” Les valeurs d’une méme
colonne suivies par une méme lettre ne sont pasfisegfivement différentes d’'aprés l'analyse de

variance a un facteur contrélé (p < 0,05).

Dans le sol non désinfecté, I'inoculation avec diesix complexes symbiotiques a
significativement augmenté la croissance des plébismasses aériennes, racinaires et
totales). Les valeurs de biomasses racinaires les @levées ont été obtenues avec
I'inoculation par le COS (Tableau 16). Par contle, ratio BR/BA des plantes était
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significativement plus élevé chez les plants noacutés que chez les plants inoculés
(Tableau 16).

Tableau 16.Effet de I'inoculation avec les complexes micraisiesur la croissance e

equisetifoliaaprés 6 mois de culture en serre sur sol non f@ésin

Traitements® Biomasse aérienne Biomasse racinaire Biomasse totale Ratio BR / BA?
(g poids sec) (g poids sec) (g poids sec)

Témoin 1,862 (0,13 a® 0,657 (0,04)a  2,519(0,17)a 0,362 (0,02) ¢

COA 4,504 (0,19) b 0,963 (0,08)b 5,467 (0,25)b 0,213 (0,01) a

COoSs 5,026 (0,32) b 1,265 (0,11) ¢ 6,291 (0,42) b 0,251 (0,01) b

@ COA : Complexe microbien d'origine australienn€®S : Complexe d'origine sénégalaisa.
BR/BA : ratio biomasse racinaire / biomasse aégeftherreur standard” Les valeurs d’une méme
colonne suivies par une méme lettre ne sont pasfisegfivement différentes d’'aprés l'analyse de

variance a un facteur contrélé (p < 0,05).

Globalement, la non désinfection du sol a entraim& augmentation de la croissance
des parties racinaires et du rapport BR/BA.

En ce qui concerne le facteur « inoculation », fiet gositif a été observé pour tous
les parametres mesurés, excepté pour le ratio BRWBAInoculation microbienne entraine
une baisse significative des valeurs mesurées €aall7). Pour certains parametres
dendrométriques (biomasse aérienne et totalel stiat significativement plus importantes
chez les plants dé. equisetifolianoculées avec le COS (Tableau 17).

Une interaction significative a été relevée entes facteurs « désinfection » et
« inoculation » pour les parameétres « biomasseera@ei» et « biomasse racinaire ». Cette
interaction n’était pas significative pour les 2raa parameétres mesurés (ratio BR/BA et

biomasse totale) (Tableau 17).
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Tableau 17.Effet de I'inoculation avec les complexes microlsien la désinfection du sol sur la croissanc€ dequisetifoliaaprés 6 mois de

culture en serre.

Facteur™® Biomasse aérienne (BA) Biomasse racinaire (BR)  Biomasse totale (BT) Ratio BR / BA®

(g poids sec) (g poids sec) (g poids sec)

Désinfection (Des.)
Sol désinfecté
Sol non désinfecté

Inoculation (Inoc.)
Témoin

Complexe AustraligCcoA)
Complexe Sénégalcos)

Des.
Inoc.

Interaction Des. x Inoc.

3,673 (0,38)a®
3,275 (0,29) a

0,637 (0,04) a
0,883 (0,06) b

1,749 (0,08) a
4,817 (0,24) b

0,581 (0,04) a
0,894 (0,05) b

5,557 (0,26) ¢ 0,981 (0,1) b
p=0,014 p < 0,0001
p < 0,0001 p < 0,0001
p = 0,0099 p = 0,0044

4,310 (0,41) a
158}(0,35) a

2,330 (0,10) a
5,711 (0,25) b
6,538 (0,26) ¢

p=0,3912
p < 0,0001
p=0,1164

0,223 (0,02) a
0,300 (0,02) b

0,336 (0,02) b
0,dP01) a
0,I802) a

p = 0,0004
p < 0,0001
p=0,1866

@) Les valeurs représentent la moyenne de 24 répifiour le facteur «désinfection » et de 16 répgs pour le facteur « inoculation®.

Ratio = Biomasse racinaire / Biomasse aériefihErreur standard® Les valeurs pour chaque colonne et chaque fastévies par une méme
lettre ne sont pas significativement différentesseuil de 5% (Test de Newman-Keul).
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3) Effet de l'inoculation avec les complexes michiens symbiotiques sur la fréquence,
I'intensité de mycorhization et la nutrition minérale des plantes d&. equisetifolia

Dans le sol désinfecte, I'établissement de la sgs®imycorhizienne chez les plants
inoculés n’était pas significativement différentaup les deux origines d’inocula microbiens.
L’inoculation a amélioré de maniere significatives lteneurs en N et P des plants avec des
valeurs significativement plus élevées pour lestglinoculés avec le COS (Tableau 18).

Globalement la désinfection du sol a un effet riégat la fréquence de mycorhization
(Tableau 18). Ce traitement a diminué significatieat la fréquence de mycorhization des
plants deC. equisetifoliaqui a décru de 43,6 % a 21,6 % (Tableau 18). G&gpenen sol
désinfecté cette intensité diminue sans étre sigmivement différente de celle observée en
sol non désinfecté. Les valeurs obtenues variedt &% pour les plants évoluant dans le sol
désinfecté a 9,35 % pour les plants se dévelopfzart le sol non désinfecté.

L’inoculation des plants avec les complexes synidpits a significativement augmenté
la fréquence de mycorhization en comparaison de obkervée chez les plants témoins. Le
COS a ameélioré significativement l'intensité de wygzation (13,66%) par rapport aux
plants non inoculés avec des intensités de 3,8%¥%.ittensités obtenues avec le complexe
d’origine australienne ne sont pas significativetdifférentes de celles des plants témoins
(Tableau 18).

La désinfection du sol n'a pas eu d’influence digative sur les teneurs en N et P des
parties aériennes. Quant au facteur inoculatiomdulation avec les complexes symbiotiques
a significativement augmentée les teneurs en adams les parties aériennes des feuilles
comparé aux témoins (Tableau 18). Par contre ilanjyas de différence significative entre
I'effet de I'inoculation avec le COA ou avec le COSoncernant les teneurs en phosphore, la
teneur la plus importante a été observée chezaases témoins (1742,7 mg:Kgsuivies par
les plants inoculés avec le COS (987,8 mg)la enfin par celles inoculées avec COA (987,8
mg.kg?). Ces valeurs obtenues sont significativemengérifites entre traitements (Tableau
18).

Une interaction significative entre les facteurdéginfection » et « inoculation » a été
observée pour la fréquence de mycorhization ettéegurs en azote. Par contre, pour
I'intensité de mycorhization et le teneur en Py'd pas d’interaction significative entre ces
deux facteurs (Tableau 18).
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Tableau 18.Effet de I'inoculation avec les complexes micralsiet la désinfection du sol sur le statut mycaehiet la nutrition minérale
(teneurs en N et P des parties aérienne€). dgjuisetifoliaaprés 6 mois de culture en serre.

Facteur™® Fréquence de Intensité de N Kjeldahl (%) P total (mg.k9

mycorhization (%) mycorhization (%)

Désinfection (Des.)
Sol désinfecté 21,6 (5,132 a® 5,79 (2,03) a 1,356 (0,159) a 1154,3 (162,1) a
Sol non désinfecté 43,6 (4,16) b 9,35(1,33) a 1,244 (0,146) a 107809,8) a

Inoculation (Inoc.)

Témoin 18,1 (4,49) a 3,89 (1,16) a 0,742 (0,023) a 174v7%,2) c
Complexe Australie 45,7 (6,11) b 8,67 (1,38) ab 1,563 (0,118) b 61589) a
(COA)
Complexe Sénégal 48,4 (5,85) b 13,66 (3,53) b 1,595 (0,076) b 98Z81) b
(COA)
Des. p=0,0012 p =0,2654 p=0,1182 p =0,5528
Inoc. p <0,0001 p=0,0014 p < 0,0001 p < 0,0001
Interaction Des. x Inoc. p=0,0476 p=0,0672 p =0,0063 p=0,2713

@) | es valeurs représentent la moyenne de 24 répétifiour le facteur «désinfection » et de 16 réépis pour le facteur « inoculation &
Erreur standard® Les valeurs pour chaque colonne et chaque fastéuies par une méme lettre ne sont pas signifieatent différentes au
seuil de 5% (Test de Newman-Keul).
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En sol désinfecté, les teneurs maximales en Ndetsharties aériennes (respectivement
95,81 mg / plant et 6,33 mg / plant) ont été ob&sesvchez les plants inoculés avec le COS
(Tableau 19). Ces teneurs sont significativemeud phportantes que celles obtenues chez les
plants inoculés par le COA avec des teneurs erea®1,36 mg / plant et des teneurs de P
de 3,97 mg / plant. Pour ces éléments, les vataiursnales ont été observées chez les plants
non inoculés avec 12,21 mg / plant pour les tenenid et 2,67 mg / plant pour les teneurs en
P (Tableau 19).

En sol non désinfecté, des résultats similaires @Bt obtenus avec des teneurs
maximales en N et P chez les plants inoculés av&QS (P = 4,69 mg / plant et N = 84,44
mg / plant). Ces teneurs sont significativements pilevées que celles mesurées dans les
autres traitements (plants témoins: P = 3,43 mpipnt et N =13,59 mg / plant; plants
inoculés avec le COA: P = 2,03 mg / plant et N9% mg / plant) (Tableau 19). Il est a
noter que la quantité de phosphate absorbée paldates est moindre pour le complexe
d’origine australienne par rapport au traitementdid (Tableau 18).

Des différences significatives négatives ont étériles en comparant les teneurs en P
entre les plants évoluant sur sol désinfecté ousslumon désinfecté (Dess sol NDes)
inoculés avec le COS ou avec le COA (Tableau 18pe@dant, des différences significatives
positives des teneurs en P ont été obtenues ckepldats témoins évoluant sur le sol
désinfecté ou non (Dess sol NDes). Pour ce qui est des teneurs en N, audifférence
significative n’a été notée en comparant les valabtenues des plants évoluant sur le sol

désinfecté ou non.
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Tableau 19. Comparaison des teneurs totales en phosphore azar par plant dans chaque traitement. Complexeolien d'origine

australienne (COA) : Complexe microbien d’origigmégalaise (COS). Témoin : non inoculé.

Parametres

Sol désinfecté (sol Des.)
P (mg / plant)
N (mg / plant)

Sol non désinfecté (sol NDes.)
P (mg / plant)
N (mg / plant)

Comparaison sol Degssol NDes.
P (mg / plant)
N (mg / plant)

Traitements
Témoin COA COos
2,67 (0,11% &2 3.97 (0,31) b 6,33 (0,33) C

12,21 (0,51) a

3,43 (0,25) b
13,59 (0,97) a

+® (p=0,01)
(0) (p = 0,228)

71,36 (5,55) b

2,03 (0,09) a
59,91 (2,59) b

(-)(p < 0,0001)
(0) 6 = 0,098)

95,81 (4,92) ¢

4,69 (0,31) ¢
84,44 (5,42) ¢

(-Xp = 0,002)
(0)p = 0,143)

@ Erreur standard?® Les valeurs d’'une méme ligne suivies par une miéte ne sont pas significativement différenteapdés le test de

Newman-Keul (p < 0,05§% (+) : différence positive significative ; (0) :fffirence non significative ; (-) : différence ndgatsignificative.
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4) Effet de l'inoculation avec le complexe microbie symbiotique d’origine australienne
ou sénégalaise sur la diversité fonctionnelle de taicroflore du sol non désinfecté

- Impact de I'inoculation avec le complexe microbie symbiotique d’origine australienne

ou sénégalaise sur l'activité microbienne du sol

- Analyse de I'activité microbienne totale ans le sol sou€. equisetifolia inoculée ou
non inoculée avec le complexe symbiotique d'originaustralienne ou sénégalaise par
hydrolyse de la fluorescéine diacétate

Afin de déterminer l'activité microbienne totalepus avons utilisé la fluorescéine
diacétate (FDA) un composé incolore présent darsole Cette fluorescéine diacétate est
hydrolysée par des enzymes (protéases, lipasé€sasst) présentes dans la membrane des
champignons et des bactéries. La fluorescéine tadgutle cette hydrolyse correspond a
I'activité enzymatique totale de la communauté piieenne du sol et peut étre mesurée par
spectrofluomeétre.

Les résultats obtenus ont montré que linoculatwec les complexes symbiotiques
augmente significativement l'activité fluorescéimkacetate. Cependant il y'a pas de
différence significative entre I'activité fluoresné des plantes inoculées avec le COA et

celles inoculées avec le COS (Figure 31).

0,35

0,251

Kg de fluoresceine diacetate

hydrolysée i g* de sol
o
&

Témoin COSs COA

Figure 31. Mesure de l'activité fluorescéine diacétate damssdl non désinfecté sous des plantesCde
equisetifolia non inoculées, inoculées avec un complexe microlsigmbiotique d’origine sénégalaise ou
australienne aprées 6 mois de culture.

Témoin : non inoculé, COA : Complexe microbien @are australienne, COS : Complexe microbien dioe
sénégalaise.
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Analyse de l'activité catabolique de la microfloredans le sol sous des plantes d&
equisetifolia non inoculées ou inoculées avec le complexe syntigjoe d’origine
australienne ou sénégalaise

L’activité catabolique de la microflore a été étalien analysant la respirométrie
induite par un substrat (SIR) des communautés iiennes. Elle est basée sur la mesure du
CO2 dégagé dans les sols amendés par différentstraish Le comportement des
microorganismes Vvis-a-vis de ces substrats permaléterminer la diversité fonctionnelle
microbienne du sol.

Concernant les acides carboxyliques, la respiratiduite est significativement supérieure
(0.848ug CO; g* de sol i) dans le sol récolté sous les plants inoculés &eomplexe
COA par rapport au sol sous les plants non inocolégnoculés avec le COS. Dans le sol
sous les plants non inoculés ou inoculés avec I18,0® quantité de COdégagée par le
catabolisme des acides carboxyliques est idenii@u#4 ug CO; g' de sol i) (Tableau
20). Cette activité catabolique des acides carligugbs s'accompagne d’'une dégradation plus
importante des acides keto-glutariques, des aaisniques, des acides succiniques, des
acides maliques, des acides fumariques, des acitiggie et des acides ascorbique (Figure
32).

Concernant les acides aminés, I'activité catagpeliest significativement plus élevée
dans le sol issu des plants non inoculés (0,18€C@gg* de sol i) par rapport au sol
collectés sous des plants inoculés avec le COBEd. CO, g de sol i) ou inoculés avec
le COA (0,146ug CO» g* de sol ). Cette activité est surtout marquée par le cédisrhe de
certains substrats comme la Lysine et I'HistidiR@y(re 32). En outre, I'activité catabolique
de ces acides aminés, trouvée dans le sol souspldets inoculés avec le COA est
significativement supérieure a celle obtenue agesol collecté sous des plants inoculés avec
le COS (Tableau 20).

Il en est de méme des alcools, avec une actbatabolique significativement plus
importante dans le sol récolté sous les plants inooulés (0,1041g CO g de sol H)
comparée aux sols issus des plants inoculés av@®#he (0,072ug CO g* de sol i) et des
plants inoculés avec le COS (0,06§ CO» g' de sol ) (Tableau 20). Toutefois, la
respiration mesurée apres l'ajout de ces alcodlsigsificativement plus élevée dans le sol
récolté sous les plants inoculés avec le COA coénpaelle mesurée avec le sol collecté sous
les plants inoculés avec le COS.

Concernant les hydrates de carbones, Il'activit@bmdique est significativement
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supérieure (0,08fdg CO, g™ de sol i) dans les sols sous les plants non inoculés caragar
I'activité obtenue dans le sol collecté sous deantsl inoculés avec les complexes
symbiotiques (Tableau 20). Cependant, il n’a pagiffiérence significative pour cette activité
entre le sol échantillonné sous les plants inocavés le COA (0,06ig CO, g de sol ) et

le COS (0,0551g CO, g™ de sol ).

L’équitabilité catabolique est significativementérieure dans le sol collecté sous des
plants inoculés avec le COA (12§ CO, g™ de sol i) par rapport aux sols collectés sous
des plants inoculés avec le COS (15g6CO, g* de sol i) ou sous des plants non inoculés
(16,9 ug CO, g de sol H). Par ailleurs, il n'y a pas de différence sigrifive entre
I’équitabilité catabolique dans les sols récoltéassdes plants inoculés avec le COS et les

plantes témoins (Tableau 20).
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Tableau 20.Equitabilité catabolique et respiration induiteymone fig CO, g* de sol i) pour chaque groupe de substrats (Carbohydrates,

alcools, Acides aminés et Acides carboxyliquesy pbaqgue traitement.

Traitements

Témoin (non inoculé) Complexe microbien d’origivestralienne Complexe microbien d’origine Sénégalaise

(COA) (COS)
Equitabilité catabolique 16,9 (0,798)b @ 12,7 (0,555) a 15,6 (0,303) b
Acides carboxyliques 0.644 (0.055) a 0.848 (0.01L6) 0.644 (0.055) a
Acides aminés 0.189 (0.01) c 0.146 (0.012) b 0(D0®E01) a
Alcools 0.104 (0.005) ¢ 0.072 (0.004) b 0.059 (@)09
Hydrates de carbone 0.087 (0.007) b 0.061 (0.003) a 0.055 (0.002) a

@ Erreur standard® Les valeurs d’une méme ligne suivies par une méttre ne sont pas significativement différentesseuil de 5% (Test de

Newman-Keul).
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Figure 32ctivités cataboliques de chaque sol en foncties sbstrats testés. Les barres d’erreur représérteeur standard (n =3).

L1 Traitement témoin (non inoculé); I Complexe microbien d’origine Sénégalaise (COM Complexe microbien d’origine Australienf@OA)
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L’analyse inter-groupe (Between Group Analysis, BGAontrant les tendances entre les
valeurs de respirométrie induite en fonction dagements est représentée par la figure 33.
Cette figure comporte 2 parties : une partie sepéei ou sont représentés les 32 substrats sur
les T' et second axes de I'analyse BGA et la partie iefiée ou sont inscrites 3 courbes de
Gauss représentant la moyenne et la variance gaat§ obtenus avec les 3 sols sur’letl
second axe de I'analyse BGA. Au niveau de la padjgérieure a gauche de la figure ; sur le
1*" axe un groupage de substrats tels que la kétoigjuéa I'acide citrique, la glucosamine
I'acide ascorbique, la succinique et I'acide oxadica été noté. Du cbté opposeé ; sur le second
axe de I'analyse BGA des substrats comme l'acitigagque, la lysine, la leucine, le sorbitol
et la proline ont été regroupés. Pour les solesgmtés sur la partie inférieure de cette figure,
le sol récolté sous des plantes inoculées avedda €st situé a gauche sur I& axe de
I'analyse BGA et les sols sous les plants non il@scou inoculés avec COS se retrouvent a
droite de la figure sur le second axe de l'analg&zA. Cette répartition montre que la
microflore du sol échantillonné sous des plantsues avec le COA a la capacité de
métaboliser des substrats tels que la kétoglutayibacide citrique, la glucosamine, l'acide
ascorbique, la succinique et I'acide oxalique atpre dans le sol récolté sous des plants non
inoculés ou inoculés avec le complexe de souchesigiie sénégalaise la microflore
métabolise préférentiellement d’autres substratmnge l'acide glutarique, la lysine, la
leucine, le sorbitol et la proline. L’ampleur decdaurbe de Gauss obtenue par le catabolisme
de ces substrats dans le sol récolté sous lessplartulés avec le COS est plus importante.
Ce résultat montre que cette activité cataboligsteplis marquée lorsque les sols ont été

influencés par des plants associés avec le COS.
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COS

Succinic
Ketoglutaric
Glucosamine
Histidine
Ascorbic
Tyrosine
Glutamine
Cysteine
Serine
Panthol
Tartaric
Asparagine
Arginine
Lysine
Leucine
Glutamic
Sorbitol
Inositol
Mannitol
Mannose

Témoin

Figure 33. Représentation graphique de I'analyse inter-groidesween Group Analysis, BGA) montrant les
résultats de respiromeétrie induite en fonction teftements. La partie supérieure de la figure meomés
résultats obtenus avec les 32 substrats sur®lest $econd axes de 'analyse BGA. Les 3 courbeGaless
inscrites dans la partie inférieure de la figunerésentent la moyenne et la variance des résoltaénus avec
les 3 sols sur le®iet second axe de I'analyse BGA.

Témoin : non inoculé ; COA: Complexe microbien rij;me australienne ; COS: Complexe microbien
d’origine sénégalaise.
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Effet de l'inoculation avec le complexe microbienygnbiotique d’origine australienne ou
sénégalaise sur la communauté deseudomonas fluorescents

Afin d’étudier l'influence de I'inoculation sur leommunauté d®seudomonasjous
avons dénombré le nombre Bseudomonaluorescents dans le sol prélevé sous des plantes
inoculées avec les complexes symbiotiques. Nousisawaussi déterminé leur diversité
génétique et testé la capacité de ces bactériesdhiipe des sidérophores, des lipases et a
solubiliser le phosphate.

Pour étudier quantitativement la population Reeudomonadluorescents présente
dans notre sol de culture, nous avons compté lebrmatePseudomonafiuorescents qui se
trouve dans le sol. Le nombre de bactéries repr&sanniveau de la figure 34 montre que
I'inoculation avec le complexe symbiotique augmerdabondance des bactéries du groupe
desPseudomonafiuorescents. Dans le sol récolté sous les plamisulés avec le COA, le
nombre dePseudomona$luorescents est triplé par rapport au nombretaxisdans le sol
sous des plants non inoculées. En ce qui concersel Irécolté sous les plants inoculés avec
le COS, le nombre d&seudomonadiuorescents est aussi double par rapport a celui
déterminé dans le sol récolté sous des plantsmomuiés. Cependant, il n’a pas de différence
significative entre I'abondance deseudomonadans le sol collecté sous des plants inoculés
avec COS ou COA.

14

12

10

CFU x 10 g* sol

Témoin COA COSs

Figure 34. Numération des souches Bseudomonafuorescents isolées dans le sol des différeattetnents.
Témoin : non inoculé, COA: Complexe microbien djore australienne, COS: Complexe microbien
d’'origine Sénégalaise.

Les colonnes indexées par une méme lettre repefgaies valeurs qui ne sont pas significativeméférdntes
d’'apres le test de Newman-Keul (p < 0,05).
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Effet de I'inoculation avec le complexe symbiotiqué’origine australienne ou sénégalaise
sur la diversité génétique de la communauté deseudomonas fluorescent

Diversité génétique de la communauté déseudomonas fluorescent : Approche par
DGGE

Afin de caractériser génétiguement la structurdadeommunauté des bactéries du
groupe des>seudomonafiuorescents, nous avons amplifié I'ADNr 16S destbries. Nous
avons réalisé la migration des produits de PCRtiisamt un gel DGGE ; gel dénaturant a
gradient de concentration permettant une migratdférentielle des bandes d’ADN en
fonction de la concentration du dénaturant. Leipd® ce gel révéele la diversité génétique
dans 'échantillon considéré.

Le profil DGGE obtenu montre que comparées auxtpsateémoins, I'inoculation avec
les complexes symbiotiques modifie la structurelal@eommunauté de bactéries du genre
PseudomonagFigure 35). Ce résultat est nettement visiblaiaeau du profil DGGE ou de
nombreuses bandes sont décelables pour les étdranties plantes inoculées.

45%

v

70%
Figure 35. Diversité génétique par DGGE deseudomonadluorescents dans le sol sous les plantCde

equisetifolia: témoins 8, T7, T4 et T}, inoculées avec le COS : Complexe microbien dlog sénégalaise
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(SS8, SS7, SSdtSS3 ; ou avec le COA : Complexe microbien d’originesttalienne $A8, SA5, SA2 et SAL).
L’analyse ACP illustre bien ces variations au nivele la structure dd3seudomonas

Elle montre nettement l'influence de l'inoculati@ved®{@s complexes symbiotiques sur la
structure de la communauté BseudomonagFigure 36). Cependant, la comparaison de la
structure de®seudomonadans le sol des plants inoculés avec le COS ket salis des plants
inoculés avec le COA montre que lBseudomonaslans le sol des plants inoculés avec le
COS sont moins variables et sont regroupés suikaxe CP1 alors que les souches de
Pseudomonaslans le sol sous des plants inoculés avec le CQdéiese plus dispersées

suivant cet axe.

T4

SAZ

Non inoculé

Inoculés avec COS ou COA

CP1 14,65%
CP212,34%

Figure 36. Analyse de composante principale (ACP) des prdiGGE de la diversité deBseudomonas
fluorescents dans le sol sous les plant€dequisetifolia Témoins : (T8, T7, T4 et T3), plantes inoculéesca

le COS: Complexe microbien d'origine sénégalaiS88, SS7, SS4 et SS3) ; ou avec le COA : Complexe
microbien d’origine australienne (SA8, SA5, SAZSét).

Diversité génétique de la communauté déseudomonas fluorescent : Approche par

RFLP
Parallélement, nous avons caractérisé la divergééétique desPseudomonas
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fluorescents par RFLP. Cette technique nous a pedaidéterminer le polymorphisme des
bactéries du groupe dRseudomonaliuorescents dans le sol.

Les résultats obtenuen utilisant deux enzymes différentes Mspl et Haatibntrent
différents génotypes de souchesRieudomonafiuorescents dans les sols sous des plants
non inoculés, des plants inoculés avec le COA tsenoculées avec le COS (Figure 37).
Un nombre plus élevé de souchesPdeudomonaBuorescents a été trouvé dans le sol sous
les plants inoculés avec le COA (4 génotypes) quavile nombre trouvé dans le sol sous des

plantes inoculées avec le COS (3 génotypes) @ldetes non inoculées (1 génotype).

COSs T

2000 pb PCR

1000 pb D e D D D - - . G G 6 ..

RFLP avec Mspl

RFLP avec Haelll

Figure 37. Amplification de 'ADN 16S par PCR @seudomonasp. fluorescent digérés avec les enzymes de
restriction Msp et Hadlll. M : marqueur moléculaire, Tn: Témoin négaflf,: Témoin non inoculé, COA :

Complexe microbien symbiotique d’origine austratien COS : Complexe microbien d’origine Sénégalaise
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L’'analyse de la répartition des différemsnotypes montre que le génotype 7 est
uniquement trouvé dans le sol sous des plantesnocnlées et les génotypes 1, 2 et 3 dans
le sol sous des plantes inoculées avec le COAgédestypes 5 et 6 dans le sol sous des
plantes inoculées avec le COS (Figure 38). Ceperldagénotype 4 est largement présent
dans le sol sous des plantes inoculées avec le @@OS. Dans I'ensemble, la distribution
des génotypes est significativement différente antapt du sol sous des plantes non
inoculées, aux sols sous des plantes inoculées lav€®©A et aux sols sous des plantes
inoculées avec COS.

G1 Gt G6
G2
po
G7 i
* G4 * G4
T COA CO¢

Figure 38. Distribution des génotypes deseudomonasdluorescents dans le sol de chaque traitement. T :
témoin; COA : Complexe microbien symbiotique djime australienne; COS: Complexe microbien
symbiotique d'origine sénégalaise ; G : Génotypé : distributions des génotypes significativemdifférentes
d’'apres le test du Khi 2 (p < 0,05).

L’analyse phylogénétique du géne 16S de I'ADNr @mdemble de ces génotypes
effectuée par la méthode Neighbour Joining avedodgciel TreeView montre de forte
ressemblance avec certaines souchePsidomonagrésentes dans « Genbank » (Figure

39). Certaines de ces similarités sont présenties ld tableau 21.

Les souches du génotype 1 et 3 ont une similargé98% avec les souches
Pseudomonas putid&v619 (NC 010501.1), GB-1 (NC 010322.1), F1 (NC ®0®1) et
KT2440 (NC 002947.3). Celles du génotype 4 sont0@%. identiques avec les souches
Pseudomonas putid&l (NC 009512.1), KT2440 (NC 002947.3) et 99% fdpres aux
souchesPseudomonas putid&/619 (NC 010501.1) et GB-1 (NC 010322.1). Pour les
génotypes 2, 5 et 6 une similarité de 100% avesdashes’seudomonas putid&/619 (NC
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010501.1), GB-1 (NC 010322.1) et KT2440 (NC 0029%7a été obtenue. Le dernier
génotype 7 est 100% identique aux souclsgudomonas aeruginoseESB58 (NC
011770.1), PA7 (NC 009656.1), UCBPP-PA14 (NC 008tp&t PAOL1l (NC 002516.2)
(Tableau 21).

Pseudomonas putida F1 (NC 009512, 1)

N
0,002 804
—

0%

Pseudomonas syringae pv. Syringae B728a (NC 007005. 1)

Pseudomonas f1uorescens PfQ- 1 (NQD0T492. 2)

Pseudomonas stut zeri AL501 ( NCD09434. 1)

1 —Pseudomonas mendoci na ynp (NC 009439. 1)

% |Pseud0rmnas aeruginosa PACL (NC 002516, 2)

1000

Figure 39.Arbre phylogénique montrant la diversité dRseudomanofuorescents dans le sol. Arbre
construit en utilisant I'algorithme Neighbour Jaigi Les valeurs numériques disposées sur les branch
renseignent sur les valeurs des bootstraps
O souches deseudomonaBuorescents trouvées dans le sol sous des plantinoculés
O Souches d@seudomonagiuorescents trouvées dans le sol sous des pleodslés avec le complexe
symbiotiques d’origine australienne
O Souches d@seudomonaBuorescents trouvées dans le sol sous des plantsiiés avec le complexe
symbiotiques d’origine sénégalaise

Souche dePseudomonadluorescent commune trouvée dans les sols dessplantulés avec le
complexe australien ou sénégalais.
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Tableau 21. Similarités entre les séquences de souche®s#ridomonas fluorescentbtenues et celles des souchesPdeudomonas
fluorescentslisponibles dans la banque de génes.

Pourcentage| P, putida | P. putida P. putida | P. putidaGB- | P. aeruginosa| P.aeruginosa P.aeruginosa P. aeruginosa

de similarité | F1 (NC KT2440 (NC | W619 (NC | 1(NC LESB58 (NC PA7 (NC UCBPP-PA14 | PAO1 (NC
009512.1) | 002947.3) 010501.1) | 010322.1) 011770.1) 009656.1) (NC 008463.1) | 002516.2)

Souches 99% 99% 99% 99%

G1-G3

Souche G4 100% 100% 99% 99%

Souches 100% 100% 100%

G2-G5-G6

Souche G7 100% 100% 100% 100%
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Effet de I'inoculation avec le complexe microbienyanbiotique d’origine australienne ou
sénégalaise sur l'activité dePseudomonas fluorescents dans le sol

Afin de déterminer I'activité deBseudomonadluorescents dans le sol, nous avons
analysé la capacité dBseudomonaBiuorescents a produire des sidérophores, desdgat a
solubiliser le phosphate.

L’'analyse des propriétés cataboliques des basté&@Pseudomonagluorescents
montre la présence d’'un nombre tres élevé de seumtteves dd’seudomonafiuorescents
dans les 3 sols étudiés (Tableau 22).

Pour le sol récolté sous des plants témoins, 108%odches d@seudomonafuorescents
sont capables de produire des sidérophores etnenactivité phosphatasique. Pour le nombre
de souches ayant une activité lypolitique sous plasts témoins, il est plus faible et
représente 77,8 % dans les sols.

Pour lesPseudomonadluorescents présents dans le sol sous des pilamislés avec le
COA, 100% de ces souches ont une activité phosgibata et pour la production de
sidérophores et I'activité lypolitique le nombre sleuches actives sont respectivement de
88% et 76%.

Dans le sol sous des plants inoculés avec le C@8%ldes bactérie®seudomonas
fluorescend produisent des sidérophores et 94,3% ont une itgctphosphatasique et
seulement 72,7% ont une activité lypolitique.

significativement supérieure pour IBseudomona#iuorescents isolés du sol sous des plants
non inoculés par rapport aux sols sous des plameslées avec les complexes symbiotiques.
Cependant I'activité phosphatasique est signifieatient plus importante dans le sol sous des
plants inoculés avec le COS par rapport au COA.

Pour la production de sidérophores, une produdignificativement plus importante a été
notée dans le sol sous des plantes non inoculégsen@ant il n’y a pas de différence
significative entre la production de sidérophorasdgle sol sous des plantes inoculées avec le
COA ou avec le COS. En outre, dans le sol soupleds inoculés avec le COS, l'activité
lypolitique est significativement supérieure aeelbtenue dans les sols sous dans plantes non
inoculées ou inoculées avec le COA. Pour le saededeux derniers traitements, il y'a pas de
différence significative pour I'activité lypolitics desPseudomonagluorescents présents

dans le sol.
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Tableau 22. Pourcentages de souches actives et activités pa@siques, lypolitigues et production de sidéroghodes souches de

Pseudomonafluorescents isolées des sols des différentemaints.

Activités mesurées Origines des souches Bseudomonaiuorescents
Non inoculé (témoin) Complexe d’origine Australienn Complexe d’origine Sénégalaise
(COA) (COS)
Souches actives (%)
Activité phosphatasique 100 100 94,3
Production de sidérophores 100 88 100
Activité lypolitique 77,8 76 72,7

Intensité des activités mesurées (mm)

Activité phosphatasique 14,8 (0,21 ¢® 6,8 (0,36) a 9,5 (0,36) b
Production de sidérophores 10,2 (0,85) b 4,1 (0,14) a 3,9(0,15) a
Activité lypolitique 20,6 (0,63) a 22,3 (0,78) a 27,3 (1,03) b

@ Erreur standard? Les valeurs d’une méme ligne suivies par une niéttre ne sont pas significativement différentespdés le test de
Newman-Keul (p<0,05)
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5) Relations entre la teneur en Pi des plants et laliversité fonctionnelle des

communautés microbiennes des sols

Le test de corrélation entre les teneurs en Pipdeties aériennes des plantes et les

valeurs de respirométrie induite montrent une d¢aticlh négative pour 'ensemble des acides

carboxyliques testés excepté l'acide tartariqud’agide pantholeique pour lesquels les

interactions ne sont pas significatives. Cette&ation a été aussi notée entre I'équitablité

catabolique et les teneurs en Pi des plantes (dal28).

Tableau 23.Corrélations entre les teneurs totales de Pi deg$ll’équitabilité catabolique et

les valeurs de respirométrie induites par les aai@eboxyliques dans chaque traitement.

Acides

carboxyliques

Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.

gallique
ascorbique
citrique
fumarique
malique
quinic
succinique
tartarique
malonique
glutarique

oxalique

pantholeique

Equitabilité

R Equation pi
-0,412 y=0,520 - 0,01% 0,0201
- 0,485 y=1,165 - 0,052 0,0057
- 0,628 y=1,826 — 0,154 0,0002
- 0,623 y=1,409 -0,173% 0,0002
-0,472 y=1,050 - 0,07 0,0073
- 0,443 y=0,548 — 0,034 0,0126
- 0,544 y=1,500 — 0,18% 0,0016
- 0,290 y = 0,287 — 0,009 0,1131
-0,719 y=1,244-0,128 <0,0001
- 0,579 y=0,634 — 0,032 0,0006
- 0,426 y=0,369 — 0,01& 0,0170
-0,321 y=0,331-0.012 0,0782
+ 0,452 y =13,501 + 0,61% 0,0107

IVV) Discussion

Les principaux résultats obtenus dans ces travaamtrent que :

() la symbiose

mycorhizienne améliore significativement la croissades plants d€. equisetifolia (ii) cet

effet positif est également observé lorsque l'idattan est réalisée dans un sol ou la
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microflore est préservée (Sol non désinfecté) efinelii) I'inoculation induit des

modifications dans la diversité fonctionnelle derlizroflore qui sont fonction de I'origine du
complexe microbien et qui sont susceptibles d’ader avec l'impact de la symbiose
mycorhizienne sur le développement de la plante [f@toduction de biomasse et nutrition

minérale).

1) Impact de linoculation avec les complexes mickleens symbiotiques d’origine
australienne ou sénégalaise sur la croissance @eequisetifolia

Dans le sol désinfecté, la dépendance mycorhizi¢iB®mmasse totale des plants
inoculés — Biomasse totale des plants témoinsjohfBsse totale des plants inoculés) X 100
(Plenchetteet al., 1983} est de 64,1% pour les plants inoculés avec le apl origine
australienne et 68,1% pour les plants inoculés Bv€©OS. De nhombreuses études ont montré
qgue l'inoculation mycorhizienne stimulait le dévgi@ment des espéces végétales dans les
sols frequemment observés dans les conditions aged@s (sols sableux et carencés en
macro-éléments tels que le Pi et I'N) (Estatnal., 1997 ; Duponnoist al., 2001). Ces
résultats confirment la haute dépendance mycormeedu genréCasuarinaqui peut étre
classé dans le groupe des especes hautement défgenidala symbiose mycorhizienne
(Habte et Manjunath, 1991). Rajendran et Devaj2f04) utilisant la méme nature de
complexe symbiotique microbien ont trouvé des tésilsimilaires. Il en est de méme des
études d’Elumai et Raaman, (2009) sur I'effet plodit complexe symbiotique microbien sur
la croissance d€. equisetifolia L'augmentation de I'accroissement en hauteur réirpde
cing mois des plants inoculés avec le complexe sytigbe en sol désinfecté et a 'opposé la
baisse de cet accroissement au méme moment des ptaninoculés illustre cet effet positif
du complexe microbien symbiotique. Des résultatslaires ont été obtenus par Shethal.,
(2006) en inoculant les plants avec un complexbarpignon endomycorhizien et bactérie
du genreFrankia». Cette augmentation de la croissance peut stpigal par une extension
de la surface d’absorption de la plante en présdncghampignon mycorhizien qui améliore
la nutrition hydro-minérale de la plante. Les tnawale Perry, (1982) ont également montré
que la surface d’absorption des racines agjmentée significativement en présence du
champignon mycorhizien. Ceci se traduit par unelianaéion de la nutrition minérale de la
plante (N, Pi) en lui permettanta le mycélium extramatriciel, d’avoir acces a desrfes
azotés (molécules complexes organiques) et phagshdtomposés complexes organiques
et/ou inorganiques) qui ne sont pas mobilisablesctkment par les racines de la plante héte.

Cet effet positif sur la croissance des plant€Cdequisetifoliaa été également mesuré en
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utilisant le sol non désinfecté. Dans ces conditida dépendance mycorhizienne des plants
est de 53,9% pour le COA et de 59,9% pour le COSfdt mycorhizien est donc plus faible
lorsque l'inoculation est realisée dans un sol désinfecté. Ce résultat est fréquemment
observé dans ce type d’expérience ou des phénomdeesompétition entre les
microorganismes inoculés et la microflore nativatsgenéralement mesurés (Dabateal.,
2007). Les résultats acquis dans nos expérienagterd pourtant un effet bénéfique de
I'inoculation par les complexes mycorhiziens daes conditions. Ceci montre que le sol
utilisé est réceptif a I'inoculation mycorhizienriea réceptivité des sols a I'établissement de
la symbiose mycorhizienne est définie comme étantdpacité du substrat a assurer un
fonctionnement optimal de la symbiose mycorhizieengermettant a I'inoculant d’exprimer
toutes les fonctions pour lesquelles il a été sémaé (Ex : aptitude a promouvoir la
croissance de la plantéa une amélioration de sa nutrition minérale en Riteén N, etc.).
Cette aptitude est fonction des caractéristiqugsipb-chimiques du sol (Ex : teneurs faibles
en Pi biodisponible) mais aussi des caractérissigieela microflore naturellement présente
dans le substrat de culture (abondance, diveréiétgue et fonctionnelle). Dans la présente
étude, l'effet positif enregistré dans le sol nassidfecté montre que la microflore native
n'exerce pas d'effet inhibiteur sur I'établissemeatd la symbiose. Cette situation peut
s’expliquer par la présence de BAM « Bactéries Aaixes de la Mycorhization» dans le sol
(Frey-Klettet al.,2005 ; 2007) qui stimulent le développement dgytabiose mycorhizienne
comme il I'a été démontré par Duponnois, (1992prldaye, (1994) et Duponnois, (2006).
Cet effet BAM s’exprime suivant plusieurs voies alian a savoir; 1) leur capacité a
augmenter la réceptivité des racines aux champgyrem sécrétant des substances qui
fragilisent la parois de ces dernieres et faciliteimsi I'infection mycorhizienne racinaire
(Frey-Klett et al., 2007, Tarkha et Fey-Klett, 2008), 2) leur effeizdgenése (sécrétion de
l'auxine), qui stimule le développement de la stefaacinaire pouvant étre colonisée par le

champignon (Duponnois, 1992).

2) Impact de l'inoculation microbienne sur la divesité fonctionnelle de la microflore
native du sol

De nombreux travaux ont montré que |'établissententa symbiose mycorhizienne
engendrait des modifications importantes au nivdauda communauté microbienne du sol
(saprophyte et symbiotique). De par les transfaomatinduites par la symbiose au niveau de
la physiologie de la plante héte, la qualité etglaantité des exsudats racinaires sont
différentes de celles identifiées et mesurées [deplantes non mycorhizés (Marschatal.,
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(1997). Ceci entraine une compartimentation de ikeraftore tellurigue matérialisant une
communauté microbienne ayant une structure et iersité fonctionnelle différentes de
celles caractérisant la rhizosphere. Ce compartinméluencé par le fonctionnement de la
symbiose mycorhizienne a été nommé « mycorhizosphéLinderman, 1988 ; Marschnetr

al., 2001 ; Marshner et Timonen, 2005). Les composganiques produits par les hyphes
mycorhiziens engendrent également des modificationsiveau de la microflore associée au
réseau extramatriciel pour créer « I’hnyphosphef@hanssoet al.,2004).

Dans notre étude, une augmentation de l'activid@réiscéine diacétate reflétant I'activité
métabolique globale de la microflore tellurique té énesurée dans le sol sous les plants
inoculés avec les complexes microbiens symbiotiqgGette augmentation est probablement
due a l'augmentation de la croissance racinaireretgonséquence, a une augmentation de
I'exsudation racinaire fournissant ainsi des nugrits facilement métabolisables par les
microorganismes du sol et en particulier les miesohdoptant une stratégie de type r. Cette
catégorie microbienne est généralement caractgrestiiu milieu rhizosphérique en montrant
un développement rapide du fait de leur capacitéédaboliser des composés facilement
assimilables comme les exsudats racinaires (Eiddes@minés, acides carboxyliques, etc.).
Alors que I'impact de l'inoculation mycorhiziennsteaelativement modéré sur la diversité
génétique et fonctionnelle des bactéries du grodes Pseudomonasfluorescents,
I'introduction des complexes microbiens a entrat® profondes modifications dans la
capacité de la microflore tellurique a cataboligsr différents substrats testés. L'équitabilité
catabolique, qui représente la variabilité de lpac#é d’'une communauté microbienne a
cataboliser une gamme de substrats organiques elomaépas été significativement modifiée
dans le cas du traitement avec le COS mais a déremuprésence de I'inoculum d’origine
australienne. Cet effet négatif a été relaté patrievaux de Dabiretal., (2007) en inoculant
une souche fongique exotigu8lomus intraradicesdans un sol non désinfecté et prélevé en
milieu sahélien (Burkina Faso). Ce résultat peué & conséquence de phénomenes de
compétitions consécutifs a l'inoculation de souctwgjiques issues d’'un milieu différent de
celui caractérisant la microflore du sol prélevéSsnégal alors qu’il est probable que les
souches d’origine Sénégal ont établi des interastie type trophique avec les composantes
microbiennes de la microflore tellurique. Il estrasl que la capacité d’un sol a résister a des
perturbations d’origine biotique ou abiotique, éshction du niveau de son équitabilité
catabolique (Degengt al., 2001). En conséquence, bien que le COA ait anéller
développement des plants @e equisetifoliail a également induit de profonds déséquilibres

dans les différentes fonctions de la microfloréutejue. Ainsi, la réponse de la microflore
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tellurique en termes de diversité fonctionnellefesttion de I'origine et de la composition de
I'inoculum fongique.

Les principales modifications induites avec le CE¥cernent la capacité de la microflore a
métaboliser préférentiellement les substrats teésl@cide kétoglutarique, I'acide citrique, la
glucosamine, lI'acide ascorbique, la succiniqueaetde oxalique pour le COA alors que dans
le sol récoltésous des plants non inoculés ou inoculés avec 18 @0nicroflore métabolise
préférentiellement d’autres substrats comme I'agid&arique, la lysine, la leucine, le sorbitol
et la proline. Dabireet al., (2007) ont montré que le potentiel mycorhizienndgol était
positivement corrélé a la capacité de la microfpi@ataboliser des composés organiques tels
que la lysine et l'acide glutamique. Ce potentigicorhizien résulte de I'abondance de
propagules infectieuses mycorhiziennes sous forrae sttuctures mycorhiziennes, de
morceaux de racines et d’hyphes mycorhiziens (Dapiset al.,2001). Les résultats obtenus
dans notre étude suggéerent que l'inoculation myzene avec le COS a entrainé une
amélioration significative du potentiel mycorhizierfectieux du sol, en particulier via une
plus grande colonisation du substrat par le myoékxtramatriciel ce que ne peuvent relater
les mesures des taux de mycorhization effectuéesniagau des racines pour cette
expérimentation (aucune différence significativea nété enregistrées entre les deux

traitements fongiques).

3) Effet de I'inoculation avec les complexes syntiques et la nutrition phosphatée des
plants deC. equisetifolia

Un des roles fondamentaux de la symbiose mycormeieest 'amélioration de la
nutrition en Pi de la plante hote, le phosphoretél@ principal macro-éléments limitant la
productivité des agro- et écosystemes sahélienpdiiiset al., 2001). Des corrélations
négatives ont été mises en évidence entre lesrierauPi des plants d& equisetifoliaet le
catabolisme des différents acides organiques tesm#rant que moins ces acides sont
métabolisés par la microflore tellurique, meillewst la nutrition minérale phosphatée des
plants. Certains de ces acides organiques (acidkjag, acide citrique, acide malique) sont
connus pour étre impliqués dans la mobilisatiodPda partir des complexes minéraux du sol
(Landeweertet al., 2001). Plusieurs études ont émis comme hypothésed’igoculation
mycorhizienne et I'établissement consécutif de yanlsose mycorhizienne avaient pour
conséguences majeures, une excrétion massive eacidjaniques dans le milieu qui (i)
solubilisait le Pi présent dans la matrice minédalesol et (ii) exercait une pression sélective
sur la microflore tellurique en favorisant les morganismes capables d'utiliser pour leur
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propre métabolisme ces acides organiques (effieadrisant par des valeurs de respirométrie
induite élevées pour ces substrats) (Ksal.,2007 ; Duponnoist al.,2005b ; Ouahmanet

al., 2009). Dans notre étude, un effet contraire aks&rvé a savoir que de faibles valeurs de
respirométrie induite avec les acides organiquésta capacité chélatante sont corrélées a
une nutrition minérale en Pi efficiente. Une aulrgpothése peut étre émise : la faible
abondance de microorganismes capables de catabodiseacides organiques permet une
implication plus importante et constante de cespms®s dans les processus d’altération des
minéraux et ainsi une mise a disposition signifi@apour la plante de Pi assimilable. Ces
deux hypotheses contradictoires concernant deuxoemements régis par des interactions de
type trophique ne peuvent étre corroborées par algements scientifiques pertinents.
Toutefois ces résultats mettent en évidence l'ingmme de ces interactions microbiennes
dans les processus biologiques régissant la fértiks sols et le développement de la plante,
renforgant ainsi le concept de « complexe trophigleey-Klettet al., (2005). De plus, nos
résultats ont mis en évidence une corrélation pesintre I'équitabilité catabolique et la
nutrition phosphatée des plants @eequisetifoliamontrant ainsi la pertinence de cet indice
quant a l'évaluation de la capacité d'un sol a etsftrir un bon développement de la

couverture végeétale.

V) Conclusion

Les résultats obtenus montrent que le complexe CQA COS stimulent
significativement la croissance d& equisetifolia Ces complexes microbiens modifient
également la diversité fonctionnelle de la micralanycorhizosphérique. Ces interactions
entre la plante héte / les symbiotes fongiquesniitaoflore mycorhizosphérique ont un effet
significativement plus marqué pour leur impact kurcroissance végétale et la nutrition
minérale lorsque le COS est inoculé aux plantesi eforce les hypothéses selon lesquelles
des mécanismes de co-évolution ont mis en placeralagons étroites entre la symbiose
mycorhizienne et la microflore tellurique aboutigsa la mise en place d’'un ensemble de
composantes microbiologiques (saprophytes et syigbas) dont la pérennité est assurée par
des interactions trophiques et dont les principadeses se manifestent par un développement
optimal de la plante héte€Ces mécanismes biologiques régissant le fonctioeneme ce
complexe trophique doivent étre pris en compte dassstratégies de réhabilitation de
milieux dégradés ou de conservation de ressoueseaties, en particulier dans le choix des

inoculants fongiques mycorhiziens afin d’assurefanttionnement optimal du sol.
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Caractérisation fonctionnelle de la symbiose mycorhizienne et
actinorhizienne chez Casuarina. equisetifolia inoculée avec des
complexes microbiens d’origine australienne ou sénégalaise




Avant propos

Caractérisation fonctionnelle de la symbiose mycoibhienne et actinorhizienne chez.
equisetifolia inoculée avec des complexes microbiens d’originestralienne ou
sénégalaise

Cette partie des résultats a fait I'objet :

1) D’une publication dans le journal Mycorrhiza :

Nathalie Diagne Jacques Escoute, Marc Lartaud, Jean Luc Ver@dudine Franche,
Aboubacry Kane, Didier Bogusz, Diégane Diouf, Rolbaponnois, Sergio Svistoonoff.

Uvitex2B: A rapid and efficient stain for detectiah arbuscular mycorrhizal fungi within
plant roots MycorrhizaDOI 10.1007/s00572-010-0357-8

2) D’une communication orale au congres internatiofdfCOMED

“Mycorrhizal Symbiosis: Ecosystems and Environma&n¥lediterranean Area” 11-13
October 2010, Marrakech (Maroc)

Cette troisieme partie des résultats est un congaiéuohes deux parties précédentes. Elle porte
sur la caractérisation fonctionnelle des symbigees comprendre les différences obtenues a
la suite de I'inoculation avec le COA ou le COS gksits deC. equisetifolia
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[) Introduction

La symbiose mycorhizienne joue un role importamtsdea développement des plantes
de la famille des Casuarinacées en améliorantratnition hydro-minérale (Zhonet al.,
2010). Cet effet positif des champignons mycorhizieest surtout di a une meilleure
exploration du sol par le réseau d'’hyphes formé atne augmentation de la capacité
d’absorption des éléments minéraux.

Ces éléments minéraux sont transportés a l'intédes hyphes jusque dans le cortex des
racines et absorbés par la plante au niveau dasa@rdes. Les arbuscules étant le site
d'échange, leur nombre, leur morphologie et lenctionnement sont en étroite relation avec
l'efficacité de la symbiose. Pour mieux caractérles différences entre les COS et COA,
nous avons analysé la symbiose mycorhizienne eplaatudes approches histologiques,
histochimiques et moléculaires.

Au niveau histologique, des colorations sont gdegrant effectuées avec le bleu de trypan
(Phillips et Hayman, 1970), I'encre et le vinaigxgerheilig et al., 1998) et le bleu d’aniline
(Nicolson, 1959). Ces colorations ont été testéex ssucces suC. equisetifolia. Afin
d'obtenir des images d'une meilleure qualité drsant la microscopie confocale, nous avons
aussi développé des protocoles de colorationCdeequisetifolia avec deux colorants
fluorescents : (1) le WGA-488, une lectine coupl@eun fluorophore, qui se fixe
spécifiguement sur la paroi des champignons et’(Rjitex 2B, un colorant similaire au
Calcofluor White qui se fixe également sur les gades champignons qui n‘avait pas encore
été utilisé pour observer des structures myconhige a l'intérieur de la racine. En utilisant
ces techniques de coloration nous avons pu visndks structures fongiques et évaluer le
degré de colonisation par le champignon dans lesea de plantes inoculées avec chacun
des deux complexes de souches (sénégalais etli@ndtra

Au niveau histochimique, nous avons utilisé desreoits qui permettent de mettre en
évidence l'activité métabolique des structures ifpmes. Cette activité est généralement
corrélée avec la quantité de Pi absorbé par lassoigbiotique (Smith et Gianinazzi-Pearson,
(1990), Tisseranet al., (1993) et Vierheiliget al., (2005). Parmi ces colorants : le NBT
(=nitro blue tetrazonium) qui permet de mettre emidénce I'activité succinate
deshydrogenase et le Fast Blue RR qui met en éédéactivité phosphatase alcaline. Enfin
nous avons aussi utilisé la diaminobenzidine quinee de révéler les structures fongiques en
sénescence (Vierheilgt al.,2005).

Nous avons complété nos travaux sur l'efficacité demplexes symbiotiques associésS.a
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equisetifoliaen couplant a ces études histochimiques une analysiveau de l'expression de
génes connus pour intervenir dans la symbiose rhigienne ou actinorhizienne. Dans ce
cadre nous nous sommes intéresses a trois genesigues cheL. equisetifolia CePT4
Cel2 CeHBet au genaifH de Frankia

CePT4 est l'orthologue devitPT4, un gene deM. truncatula exprimé dans les cellules
contenant des arbuscules et codant un transpodeuPi impliqué dans le transport
symbiotique de PiCePT4est donc un marqueur permettant d'étudier I'efftéadu transport
symbiotique de Pi dans le cadre de la symbiose rhygenne.

Cel2 est l'orthologue deCgl2, un gene deC. glauca codant une subtilase exprimé
spécifiguement dans les cellules infectéesHrankia (Svistoonoffet al., 2003). CeHB est
I'orthologue deCgHB, gene deC. glaucacodant I'hémoglobine symbiotique dont I'expression
est liée a la fixation symbiotique d'azote (JacoHsgon et al., 1995). Ces deux génes sont
donc des marqueurs de l'infection bactérienne Sytigoie et de la fixation d'azote. Enfin le
genenifH est un géne derankia codant la nitrogénase, dont I'expression est ggaleliée a
la fixation biologique d'azote (Normaedlal., 2007).

Dans ce chapitre nous décrivons l'utilisation de d#férentes méthodes pour
comprendre et comparer l'efficacité de la symbimgeorhizienne et actinorhizienne chéz
equisetifolia associé a des souches fongigues de sa zone d®r{giustralie) ou a des
souches fongiques de sa zone d’introduction (Séndgans un premier temps nous avons
mis au point différentes techniques de coloraties structures fongiques 90r equisetifolia
et avons utilisé celle qui a donné les meilleursultats (=l'uvitex2B) pour comparer la
mycorhization obtenue avec chacun des complexessalehes. Nous avons ensuite
caractérisé la mycorhization du point de vue fawsiel en utlisant les marqueurs
histochimiques et moléculaires décrits ci-dessus.

II) Matériel et Méthodes

1) Préparation du substrat de culture

Du Terreau « Humin Substrat Art.-Nr. 4950 » mélaagdu sable siliceux de granulométrie
0,4 a 0,6 mm (Ecobati, Vedéne, France) a une ptiopot: 10 (p/p) a été utilisé comme
substrat de culture pour étudier la colonisationCdeequisetifoliapar le champignon et la

caractérisation fonctionnelle des souches fongigueke la bactériErankia associées a cette

espece.
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2) Germination des graines de&. equisetifolia

La germination des graines a été effectuée en @gépipendant une semaine dans des bacs
contenant du sable plus du terreau stérile 1 :10) (-igure 40). Aprés cette période de
prégermination, les plantes ont été repiquées desmpots de 1L.

Figure 40.Pépiniere d&€asuarina equisetifolia

3) Inoculation avec les souches fongiques

Différentes origines de souches fongiques ont étisées : (1) une souche de laboratoire :

Glomus intraradiceDAOM 197198 fournie par G. Bécard (Laboratoirefaces cellulaires

et signalisation des plantes, CNRS-Université FBaldatier, Toulouse, France) qui a servi a
faire mycorhizer les racines dd. truncatulaet de Carotte et 2) le complexe de souches
fongiques (COA) et (COS) décrit dans la premiérdigales résultats. L'inoculation a été

effectuée comme décrite dans la partie précédente.
4) Inoculation avec les souches bactériennes

Culture de la soucheFrankia

La souche dérankia Ccl3 (McEwan et Wheeler, 1997Normandet al, 2007) a été
utilisée pour inoculer les plantes. La culture ddecbactérie a été réalisée sur du milieu BAP
(Tableau 24, annexe) a une température de 28°Ghscurité, sous agitation & 200 rpm pour
s’assurer d’'une bonne aération (Schwencke, 198#&jte culture a été entretenue par des
repiquageshebdomadaireg¢Fontaineet al, 1986).La qualité (pureté) de linoculum a été
vérifiée 24 h aprés avoir arrété I'agitation. Ldtuxe pure dd-rankia est formée de 2 phases :
un surnageant tres limpide et le culot de bactégedéposant au fond. Les cultures ayant ses
caractéristiques ont été choisies comme inoculugtébdan. La culture bactérienne bien
décantée a été centrifugée deux fois de suite @ G a 20°C pendant 15 min. Les hyphes

117



Caractérisation fonctionnelle des symbiasetomycorhiziennes et actinorhiziennes

ont été cassés a l'aide d’'une aiguille TERUMO 0,80dmm stérile. La solution derankia
ainsi obtenue a été utilisée pour un nouveau regguAvant l'inoculation des plantes, la

bactérieFrankia, a été repiquée au minimum tous les quatre joemglgnt trois semaines.

Inoculation avec la souchd-rankia

Au moment de I'inoculation des plantes, un volumefermant 15 pg d’équivalente protéine
par plante a été préleve, centrifugé et lavé 2 tasculot a été re- suspendu et dilué dans du
milieu H (Hoagland et Arnon, 1938). Les racines plesites ont été trempées dans la solution
de bactéries constituant I'inoculum pendant au s\@im pour la fixation des bactéries sur les
racines. Apres ce temps de fixation, les planteséb@ mises en terre et la solution de

bactéries a été inoculée aux plantes a raisonnalepar plante.

5) Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est formé d’'un seul &t avec du sotlésinfecté.Au total, 6
traitements ont été effectués : les plantes témamsinoculées (NI), les plantes inoculées
avec la souch&rankia, inoculées avec le complexe microbien d’originstealienne (COA),
inoculées avec le complexe microbien d’origine @alisnne plug-rankia (COA + Frankia),
inoculées avec le complexe microbien d’origine galese (COS) et les plantes inoculées
avec le complexe microbien d’origine sénégalaiss ptankia (COS+Frankia). Pour chaque

traitement, 12 répétitions ont été effectuées (feigil).

Dispositif expérimental |l

® Témoin

(® Complexe de microbien d'origine
australienner Frankia

Complexe microbien

Sol désinfecté d’origine sénégalaisé&rankia

¢» Complexe microbien
d’origine australienne (COA)

Complexe microbien
d’'origine sénégalaise (COS)

OO OBOVDODO
OOO0O0OOLOOOLOOO
DO DODODOOOOD
LA R L E L KB X EL.
QO OOV
O OOOOOOOBOHOO

Frankia

12 répétitions par traitement

Figure 41 Dispositif expérimental Il
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6) Détermination de la fréquence de mycorhization &s plants deC. equisetifolia inoculés
avec les complexes symbiotiques : Techniques dearation des racines mycorhizées

L’analyse histologique des structuresconliziennes formées a été effectuée sur les
racines des plantes de. equisetifoliamycorhizées par les deux complexes symbiotiques
(COA et COS). Plusieurs colorants non vitaux ogt téstés: le bleu de trypan (Tableau 9,
annexe), I'encre et vinaigre (Tableau 25, annexd¢ déleu d’aniline (Tableau 26, annexe)
afin de choisir le colorant permettant une distorctfacile et une meilleure description des
structures fongiques dans la racine. Des colorfintsescents tels que le Wheat Germ
Agglutinin-488 (WGA-488 ; Molecular Probes, Invigen Carlsbad CA, USA; Tableau 27)
ont été utilisés pour permettre des observationsgléail au microscope a Epifluorescence
(FM) et au Confocal laser-scanner microscopy (CLSMph autre colorant fluorescent
I'Uvitex 2B non encore utilisé a notre connaissadass la détection des structures fongiques
a l'intérieur des racines a été mise au point daucoloration des MA dans les racines
mycorhizées d€. equisetifolia

La fréquence de mycorhization des plaatés calculée comme décrit dans Ghetbi
al., (2008) en utilisant des racines @e equisetifoliadécoupées en fragments de 1 cm, et
colorées avec I'Uvitex 2B. La coloration a I'Uvit&8 a été effectuée selon le protocole
suivant :
Les racines mycorhizées ont été abondamment rirdaes de I'eau puis éclaircies avec une
solution de KOH 10% (p/v) a 90°C pendant 2 h pas facines transgénies deM.
truncatulalignée L416 contenant le promoteur ProMtEnod1E:gufournies par D. Barker
(Laboratoire des Interactions Plantes-Microbes, UMMRA/CNRS (441/2594), Castanet
Tolosan, France) et pour les racines de caroties@géniques mycorhizées @arintraradices
DAOM 197198 fournies par G. Béca(aboratoire surfaces cellulaires et signalisaties
plantes, CNRS-Université Paul Sabatier, Toulo&sance et pendant 12 h pour les racines
de C. equisetifolia Les racines bien éclaircies ont été rincées &ewudans de I'eau puis
colorées avec une solution d’Uvitex 2B (Polyscienéaurope ; Eppelheim, Allemagne).
Plusieurs concentrations variant de 0.005% a 0.(J8% combinée et des temps d’incubation
variant de 0.005% a 0.05% (p/v) ont été testes.

Les racines colorées a I'Uvitex ont été montéesedatnes et lamelles avec le liquide
de Hoyer dont la composition est la suivante: d@ie hydrate/gomme arabique,
glycérol/eau) [100:7.5:5:30]). Une observation & éffectuée avete microscope DMRB

(Leica) pour vérifier la coloration du champignaar pUvitex 2B.
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Des observations ont été effectuées au microscoptoaal LSM510 (Zeiss) avec
I'objectif X63/ 1.4 a huile. Deux acquisitions iqEndantes ont été effectuées, une a 405/420-
480 (excitation/émission) pour I'Uvitex 2B et I'aaeta 488/530 LP pour l'autofluorescence,
avec comme taille de pinhole 102 et 100 respectivement.

D’autres images ont été acquises avec le microsodE000B (Leica) équipé par une
caméra C4742-80-12AG ORCA-ER camera (Hamamatsw) gectif X63 en utilisant le
logiciel Volocity 5 (Perkin-Elmer, Waltham, MA). keacquisitions ont été effectuées avec le
filtre A4 (Leica) pour le DAPI (excitation BP, 36 nm/stop, 400 nm/emission BP, 470/40
nm) ou le filtre 13 (Leica) pour le FITC (excitatidBP, 470/40 nm/stop, 510 nm/emission LP,
515 nm).

Une déconvolution a été appliquée aux images disauti le logiciel Volocity 5.
L’ensemble des images ont été traitées avec Phagaosl (Adobe Systems, Mountain View,
CA).

Une coloration au bleu de trypan a été aussi eféecpour comparer la technique de
coloration a I'Uvitex 2B a celle utilisant le blale trypan. Cette derniere a été effectuée

comme il a été décrit par Ghesdial., (2008).

7) Etude du métabolisme fongique dans les racinesywoorhizées deC. equisetifolia
inoculées avec les complexes microbiens COA et COS

L’étude de l'activité métabolique des plantes a afféctuée avec les racines @Ge
equisetifolia Différents colorants vitaux ont été utilisés coenrte NBT (Nitro blue
Tétrazolium) (Tableau 28, annexe) pour détectemétabolisme actif dans les structures
fongiques a l'aide de la Succinate Déhydrogena®HjSle Fast blue RR pour déterminer
I'activité alcaline phosphatase (ALP) (Tableau da@nex¢ et la Diaminobenzidine (DAB)
(Tableau 30, annexe). Ces colorations ont ététeffes comme il a été décrit par (Vierheilig
et al.,2005) pour visualiser les structures fongiquesérescences.

Pour chacun de ces marqueurs histochimiques, Uoetion a été effectuée avec les
racines mycorhizées des plantes a deux mois ettiegmois apres inoculation. Un lot de
trois plantes a été poolé et le systéme racinaé& alécoupé en de fragments de 1 cm. Pour
chaque type de coloration, 100 fragments ont dtiré&®comme il est décrit dans les tableaux
28, 29 et 30 pour respectivement le NBT, le Faste bRR et la Diaminobenzidine.
L’ensemble des racines a été observé avec le mapesDMRB (Leica) selon la méthode de
Trouvelot ¢ al., (1986).
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8) Etude de l'expression de génes marqueurs de Ilsymbiose mycorhizienne et
actinorhizienne chezC. equisetifolia

Pour une caractérisation fonctionnelle des sougblesjeurs génes marqueurs de la
symbiose mycorhizienne et actinorhizienne ont 866 en se basant sur les séquences des
génes suivants : le geitPT4 de M. truncatula(Javotet al., 2007a, b)Je géneCgl2deC.
glauca(Svistoonoffetal., 2003),le geneCgHB de C. glauca(Jacobsen-Lyoet al.,1995), le
genenifH de Frankia (Normandet al., 2007) et le géne « de ménag€gUbi de C. glauca
(Ozkaynak et al, 1987, Hocheret al., 2006). La technique d’isolement de ces genes
comprend d'abord, I'extraction de I'ADN génomiquee dC. equisetifolia ensuite,
I'amplification de 'ADN en utilisant des amorcepégifiques des genes marqueurs, puis le
clonage de '’ADN amplifié, suivie du séquencage.

- Extraction de 'ADN génomique deCasuarina equisetifolia

L'ADN génomique deC. equisetifoliaa été extrait par le kit DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) en suivant les instructions du fournisseur
- PCR et clonage des génes marqueurs

Les séquences des amorces pour cloner les deee$4 Cel2 et CeHb ont été
dessinées sur des régions conservées des genaeoguts chel. glauca CgPTACgl2et
CgHb. Elles ont été testées avec le logiciel Amplify 3¥rsion 3.1.4 (© Bill Engels-
Université du Wisconsin, Madison, USA) et synthedis par la société Eurogentec (Angers,
France ; Tableau 6, annexe). Pour examiner l'egjmmesdes génes dé. equisetifolia des
amorces spécifiques ont été définies avec le lelgiBeacon Designer (Premier Biosoft
International, Palo Alto, Californie, USA) et systlsées par Eurogentec (Tableau 6, annexe).
Pour un volume réactionnel de 50 pul, le mélangdaeté de 5 ul de tampon 10x, 5 ul de
dNTP 10 Mm, 1 pl Taq polymérase 5U/ul, 1ul de cleagmorce de concentration 10 uM et
1 ul d’ADN. Pour I'amplification des génes marqueus0 cycles ont été effectués avec une
température d’'annealing de 68°C po@el2 pendant 1 min 40s et 60°C pour
CePT4CeHBCeUbipendant 30 s.

L’ADN obtenu a été purifié a l'aide du kit commeicGeneclean Turbo Kit (Qiagen)
selon le protocole fourni par le fabricant. La s&pe amplifiée a été introduite dans le
vecteur pGEM-T easy et le clonage a été effectné thabactéri€. coli dont le génotype est
eld—(McrA-)recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR{'K— mK+) supE44 relAlA(lac-proAB [F
traD36 proAB lac§iZAM15] selon les recommandations du fournisseur.

Pour vérifier la présence de l'insert une digesii@té ensuite réalisée grace a lI'enzyme EcoRI

121



Caractérisation fonctionnelle des symbiasetomycorhiziennes et actinorhiziennes

sur 1 ul d'ADN, la digestion a été analysée pactéphorése sur un gel d'agarose a 1%.
Apres vérification, le produit de PCR a été prépanér le séquencage.
- Séquencage des amplificats
Le séquencage a été realisé par MWG Biotech (Agrap Les séquences obtenues ont été
comparées aux banques des données NCBI (NatioméiCfer Biotechnology Informatic) a
l'aide du logiciel BLAST-N (Basic Local Alignmente&rch Tool). Ainsi une étude de
similarité a été effectuée entre les genedequisetifoliaet deC. glauca Les séquences
obtenues ont été utilisées pour définir les amopms I'étude de I'expression de genes
marqueurs par RT-qPCR.
- RT-gPCR
D’abord, 'ARN deC. equisetifoliades plantes inoculées avec les souches fongiqDéset
COS a éteé extrait a partir de 3-4 g des racinesorhyzees / non mycorhizées et des racines
nodulées/ non nodulées par la méthode d'ultradegaiion sur coussin de chlorure de
césium (Chirgwiretal., 1979).

Ensuite pounne utilisation en PCR quantitative, les ARN orttisun traitement a la DNAse
a l'aide du kit DNA-free (Ambion, Austin, USA) afide supprimer toute trace d’ADN
génomique.

Puis, ils ont été rétro-transcrits selon le prokecdu Kit Superscript Il First-Strand
Synthesis System pour la RT-PCR (Invitrogen, CadsiCalofornie, USA).

- PCR quantitaive (QPCR)
L’efficacité des amorces pour les couplesPT4 Cel2 CeHBetCeUBI(Ubiquitine ; Hocher
et al.,2006) a d’'abord été testée en effectuant une gREBe gamme de dilutions sériées
(au 1/5) de six points réalisées avec d’ADNcdequisetifolia
Les réactions de gPCR ont été realisées en plad@e36 puits (Stratagene Mx 3000P)
adaptées au thermocycleur Stratagene Mx3005P QRGNS Pour chaque réaction, un
volume final de 15ul contenant du SYBR Green 2X Brilliant 1l QPCR MastMix
(Stratagene) a été préparé comme il a été décrlegdabricant. De ce volume, 12 ul ont été
prélevés et déposés dans chaque puits auxquefpute & pl d’ADNc. Les plagues ont été
couvertes par un film (Optically clear Heat Sealifign AB gene). Pour I'amplification, 40
cycles ont été réalisés a 60°C. Le géne d’ubicuitiaractérisé par son expression constante
dans tous les tissus a été utilisé comme réféneogela normalisation (Hochet al.,2006)
des résultats d’expression. Pour chaque réacesrmaADNc ont été dilués au 1/100 éme et des

triplicats techniques ont été effectués.

122



Caractérisation fonctionnelle des symbiasetomycorhiziennes et actinorhiziennes

9) Analyses statistiques

Les données obtenues ont été traitées par unesanddyvariance a un facteur contrélé et les
moyennes ont été comparées 2 a 2 en utilisansteléeeNewman-Keul (p < 0,05). Avant leur
traitement statistique, les taux de mycorhizatioh &é transformés par la fonction Arc sin

(Vx). Ces analyses statistiques ont été réaliséagla Hu logiciel Statview .

[ll) Résultats

1) Caractérisation de la symbiose mycorhizienne cheC. equisetifolia au niveau
histologique

Afin de caractériser les structures formées lorfadg/mbiose mycorhizienne ch€z
equisetifolianous avons utilisé des techniques de coloratiomsgieant de visualiser les
structures fongiques.

1 1) Mise au point de techniques de coloration desructures fongiques

Pour visualiser les structures fongiques dansdemes deC. equisetifoliainoculées
avec le COA ou COS, les racines mycorhizées ontdé&télorées avec une solution de KOH
10 % puis colorées avec du bleu de trypan, de f&erdu bleu d’aniline ou du WGA-488
selon les protocoles décrits dans Vierhewigal., (2005). Les détails des techniques de
coloration figurent dans les tableaux (9, 25, 2878t Les échantillons ont ensuite été montés
entre lame et lamelle et observés au microscope.

Un des parametres qui a nécessité une optimisasbrie temps nécessaire pour
obtenir un éclaircissement des racines optimunui-oglvarie selon le matériel utilisé: plus
les racines sont agées et eépaisses, plus le tefgpssaire est long. Ch€z equisetifoliale
temps utilisé varie de 60 min pour les jeunes pkudiont les racines ne sont pas encore tres
lignifiées a 12 h pour des racines lignifiées.

Pour les colorants cités précédemment, des difféseaxistent au niveau du temps de
coloration ; la coloration avec I'encre et le vop@ est la moins longue et peut se faire
environ 3 min tandis que celle utilisant le bleu tigpan, le bleu d’aniline dure plus
longtemps et peut atteindre 60 min. De toutes eelsniques de coloration, le WGA-488 est
la méthode la plus longue car elle nécessite urpgede fixation de 14 h avant I'étape
d’éclaircissement de 2 h et de la coloration d&.14

De bons résultats ont été obtenus avec l'ensengblees colorants. Les structures

fongiqgues comme les hyphes, les arbuscules egksules sont clairement visibles lorsqu'on

123



Caractérisation fonctionnelle des symbiasatomycorhiziennes et actinorhiziennes

observe les échantillons colorés au microscopé,Sagisse de racines colorées avec l'encre
(planche 2 a, b), le WGA-488 (planche 2 c), le bdkaniline (planche 2 d) ou le bleu de
trypan (planche 2 e). Le WGA-488 permet d'avoir deages d'une grande qualité, en
particulier quand les échantillons sont observés am microscope confocal. Cependant c'est
un colorant couteux et instable dont I'utilisativast pas adaptée a des études sur un grand
nombre d'échantillons. Nous avons donc essayé régateun autre colorant fluorescent,
I'Uvitex 2B qui est peu cher, non toxique et stabfeis qui n'avait jamais été utilisé

auparavant pour mettre en évidence les structuoagidues a lintérieur de racines
mycorhizées.

Planche 2.Colorations mettant en évidence les structuregifpres des racines mycorhizées de
Casuarina equisetifolia, b : Apprésorium (ap), Hyphes (h) colorés a I'Encee Hyphes, vésicules
(v), arbuscules (ar) colorés par du WGA-488.Hyphes, vésicules colorés par du Bleu d’Aniliae.
Hyphes, vésicules colorés par du Bleu de TrypameBa00 pm

1 2) Mise au point de la coloration a I'Uvitex 2B

L’Uvitex 2B est similaire au Calcofluor White langent utilisé dans les industries
textiles et de papiers pour blanchir et prévenijalenissement du papier et des produits
fabriqués. Il se lie au 1-3 et} 1- 4 polysaccharides comme ceux trouvés dansdessp
chitineuses ou cellulosiques. Il en résulte uneration bleu clair des structures fongiques
visibles suite a une excitation avec la lumiére @Wés propriétés fluorescentes ont fait que
I'Uvitex 2B est trés utilisé dans le domaine méHipaur la détection des champignons
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parasites (Wachsmuth, 1988). Ce colorant est aussé pour détecter les champignons
pathogeénes (Moldenhauet al., 2006 ; Fuet al.,2009). Plus récemment, Feltenal., (2009)
ont utilisé I'Uvitex 2B pour étudier la colonisatiaes racines du peuplier par le champignon
ectomycorhizien Laccaria bicolor Concernant la coloration des champignons
endomycorhiziens avec I'Uvitex 2B, cette étude @ éhiquement faite sur le mycélium
extraracinaire mais a notre connaissance, I'Uvi2# n'est pas encore été utilisé pour
visualiser les structures fongiques a l'intérieaena racine.

Premierement nous avons optimisé le temps d'édsinment nécessaire a I'obtention
d'une coloration satisfaisante. Les temps (5, @568 et 120 min) ont été testés. Les résultats
obtenus montrent que les racines sont bien col@égestir de 15 min d’incubation (Tableau
31). Nous avons ensuite optimisé la concentratien cdlorant a utiliser et la durée
d'incubation. Comme le montre le tableau 31, ledlenes résultats sont obtenus avec un
temps d’incubation de 30 minutes dans une solutiomitex 2B a 0,005%. Une augmentation
de la concentration et/ou du temps d’incubatiorragmé un bruit de fond beaucoup plus

intense (Tableau 31).

Tableau 31.Evaluation de la concentration de la solution dtek2B et du temps d’incubation pour

la coloration des racines mycorhizées par les clgamops endomycorhiziens.

Concentration Temps de Coloration Bruit de fond
d'Uvitex2B coloration des MA
(min)
0,005% 5 - -
15 + -
= 30 ++ -
60 ++ +
120 ++ +++
0,01% 5 + +
15 ++
30 ++
60 ++
120 ++ +++
0,05% 5 ++ ++
15 ++ ++
30 ++ ++
60 ++ +++
120 ++ +++

=> Indique la meilleure combinaison (concentration /temps d’incubation) pour une bonne coloration des racines a I'Uvitex2B
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1 3) Utilisation de I'Uvitex2B pour colorer les stuctures fongiques a lintérieur des
racines

Comme l'uvitex2B n'avait pas été utilisé auparayaour colorer des mycorhizes a
I'intérieur des racines, nous avons aussi testéoberant chez deux especes couramment
utilisées dans les travaux sur les MA: la carott® etruncatula Les racines de carottes, de
C. equisetifoliaet deM. truncatulainoculées ave. intraradicesont été colorées a I'Uvitex
2B et observées en microscopie confocale. Lestedsubbtenus sont tres satisfaisants : la
planche 3 montre en détail de cellules coloniséaslg@ champignon ou sont clairement
visibles des hyphes intra (planche 3 a) ou inter@étes (planche 3 b) et des arbuscules. Les
autres structures fongiques telles que les spdréssevésicules sont facilement détectées
(résultat non montré). Pour mieux visualiser leterte dans lequel se trouvent les structures
fongiques, une seconde image de la fluorescencgerauété prise séquentiellement en
excitant I'échantillon avec de la lumiéere vertegaepermet de détecter l'autofluorescence des
parois veégetales. Les niveaux d’autofluorescenseplas élevés ont été observés chez la
plante ligneus€. equisetifoliaou les parois sont clairement visibles (planchmg. 3

Le microscope confocal offre aussi la possibilitéxglorer I'image fluorescente en
trois dimensions ce qui est trés utile dans I'asmlgu type de colonisation de la racine par le
champignon dépendant de la plante et du champigBbez C. equisetifoliales images
obtenues montrent une morphologie de type ARUM atérsée par le développement
d’hyphes intercellulaires avec des bifurcationsradrieur des cellules donnant naissance a la
formation d’arbuscules au niveau de leur partimieale (planche 3 b). Au contraire, dans les
racines de carotte, la structure observée est pie BARIS, caractérisée par des hyphes
intracellulaires. Des bifurcations sont nées aipad ces hyphes et sont sous forme de
pelotons comparables aussi a des arbuscules (pl&ah

A fin d’obtenir des images de grande résolutiorssatiliser un microscope confocal,
nous avons utilisé un microscope a épifluorescemat®risé pour prendre une série d'images
a des profondeurs différentes. En utilisant enauit@lgorithme de déconvolution nous avons
réussi a diminuer considérablement le bruit de fgranche 3 d-f) et a obtenir des images de
grande qualité rendant compte de la structure eseules a l'intérieur des racines.

L'uvitex 2B permet donc d'obtenir des images dedgaqualité su. equisetifolia
Nous avons utilisé par la suite cette méthode dierattion pour comparer la mycorhization
obtenue avec les COS et COA.
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Planche 3 (a-f) Racines de Carott€;. equisetifoliaet M. truncatula (respectivement premiere,
deuxieme et troisieme colonne) colonisées@aintraradices (a-c) racines colorées a I'Uvitex2B et
observées au microscope confocal ou au microscogpflaiorescence, la fluorescence de I'Uvitex
correspond au bleu et l'autofluorescence de callale vert ; (d-f) Images acquises au microscope a
épifluorescence et déconvoluées ; (g-i) racinesréek par le bleu de trypan et observées a lafamié
blanche. Barrex0 um

1 4) Utilisation de l'uvitex2B pour quantifier la colonisation par le champignon
mycorhizien

Pour étudier l'effet des différentes souches celmtiC. equisetifolia nous avons
analysé le taux de colonisation de la racine. Reuiaire, nous avons inoculé des plantes de
deux semaines avec les complexes COS ou COA, naurs aiécolté les racines au bout de
deux mois et nous avons visualisé les structunegidoes sur des racines colorées a I'Uvitex
2B au microscope. Cela a permis de calculer laugge de mycorhization selon la méthode
décrit dans Gherlat al., (2008).

Dans tous les cas le type de colonisation obsanvéivaau des racines est de type
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ARUM. Un taux de mycorhization significativementugplélevé a été observé chez les plantes
inoculées avec le COS. Pour les plantes co-inosudgec ce complexe symbiotique et
Frankia, une diminution de la fréquence de mycorhizatioété@ notée. La fréquence de
mycorhization la plus faible a été obtenue cheplastes inoculées avec le COA. Cependant
chez ces plantes, la double inoculation COAFrankia stimule significativement la

mycorhization (Figure 42).
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Figure 42. Fréquence de mycorhization des plantesCdequisetifoliainoculées avec le complexe microbien
d'origine sénégalaise (COS) ou d'origine austrabe(COA). Frankia : traitement incluant en plus une
inoculation aved=rankia. Les traitements affectés la méme lettre ne sontsgpsficativement différentes au

seuil de 5% (Test de Newman - Keuls).

2) Caractérisation fonctionnelle de la symbiose myehizienne chezC. equisetifolia
a l'aide de marqueurs histochimiques
2 1) Mise en évidence des structures fongiques mBtdiquement actives en révélant
I'activité succinate déhydrogénase (SDH)

Pour déterminer le métabolisme actif dans les &tras fongiques, nous avons révélé
I'activité SDH, cette activité est un marqueur @dficacité de la symbiose mycorhizienne.
Les racines des plantes @e equisetifoliainoculées avec le COA ou avec le COS ont été
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prélevées au bout de deux et de quatre mois apweslation et colorées par une solution de
NBT, selon le protocole décrit dans Vierhed#igal., (2005).

L’activité SDH est significativement plus importarthez les plantes inoculées avec le
COS a deux mois et quatre mois aprés inoculati@n¢pe 4 a, Figures 43 Al et A2). Deux
mois aprées inoculation, il n'y a pas de différesmmificative entre I'activité SDH des plantes
co-inoculées avec le COS [etankia et les plantes inoculées avec le COA. Par aillauds
mois apres inoculation, une baisse de l'activittHSDété notée chez les plantes inoculées
avec le COA ou avec ce complexeFeankia comparé a l'intensité d'activité SDH obtenue a

deux mois apres inoculation (figure 43 Al).

2 2) Mise en eévidence des structures fongiqgues métabaligment actives en révélant

I'activité phosphatase alcaline (ALP)

Un autre marqueur de l'activité métabolique mycoenne est I'activité phosphatase
alcaline, qui peut étre révélée en utilisant urokait, le Fast Blue RR. Nous avons utilisé le
protocole décrit dans Vierheiligt al., (2005) pour mettre en évidence cette activité diass
racines deC. equisetifolianoculées avec le COS ou le COA (planche 4 brégd3 B1 et 43
B2).

Les résultats obtenus montrent qu'a deux mois ettrgumois aprés inoculation
l'activité ALP est légerement plus importante cheg plantes inoculées avec le COS
comparées a celles co-inoculées avec ce complexkiatygue et-rankia (figure 43 B1 et 43
B2) ou celles inoculées avec le COA. Cependante cattgmentation notée n’est pas
significative. Pour les plantes inoculées avec @ACou co-inoculées avec ce complexe
symbiotique etFrankia, I'intensité de l'activité ALP observée n’est psignificativement

différente aussi bien a deux mois et quatre maigsajpoculation.

2 3) Mise en évidence des structures fongigues ssoentes en utilisant la diamino-
Benzidine (DAB)

Pour évaluer le nombre de structures fongiqueseaassence, nous avons coloré les
racines deC. equisetifoliainoculées avec le COA ou le COS en utilisant éardhobenzidine,
ce colorant permet de visualiser I'accumulatiospBees actives d'oxygene, que l'on trouve
en abondance dans les cellules contenant deswstsidongiques en sénescence (Vierhellig
et al.,(2005) (planche 4 c, figure 43 C1 et 43 C2).

Les résultats obtenus montrent qu’a deux mois apoesilation (figure 43 C1), il n'y
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a pas de différence significative du nombre dectiires fongiques en sénescence observées
chez les plantes inoculées avec le COS et celtesii@ées avec le COA. A quatre mois apres
inoculation (figure 43 C2), ce nombre est signifie@ment plus élevé chez les plantes co-
inoculées avec le COA &trankia comparées aux plantes inoculées uniquement av@©fe

ou avec le COS.

Planche 4.Colorations histochimiques mettant en évidenceiVia&tmétabolique ou la sénescence de structumegidaes
dans des racines d& equisetifolia a : Coloration au NBT mettant en évidence l'aiBuccinate Dehydrogenase sous
forme d'un précipité bleu au niveau des hyphesestatbuscules. Barre = Barre= 25um; b : Coloratiofast blue RR
mettant en évidence l'activité alcaline phosphasasis forme d'un précipité brun au niveau d'unsable Barre= 25um ; c :
Coloration a la diaminobenzidine mettant en éviddes@spéces actives d'oxygene au niveau d'uncardeusinescent Barre
=50um.
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Figure 43. Activité métabolique dans les racines@asuarina equisetifolianoculées avec le COA ou le COS.

A : Intensité SDH dans les racines mycorhizégs #eux mois aprés inoculation , Auatre mois aprés inoculation. B :

Intensité de I'activité ALP dans les racines myioghs B1 : deux mois aprés inoculation,;quatre mois aprés inoculation.

C : Visualisation de la coloration (DAB) dans lesinas mycorhizées (DAB) £ deux mois apres inoculation ; Cquatre
mois apres inoculation.
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3) Etude de la fonctionnalité des symbioses mycodienne et actinorhizienne a I'aide de
marqueurs moléculaires

Pour caractériser les différences fonctionnellemies suite a l'inoculation avec le
complexe symbiotique d’origine australienne ou lemplexe symbiotique d’origine
sénégalaise nous avons utilisé des génes dontdssipn est liée a la fonctionnalité des
symbioses : le genéePT4pour la symbiose mycorhizienne, les ge@ed2 CeHbet le géne

nifH pour la symbiose actinorhizienne.

3 1) Caractérisation fonctionnelle de la symbiose ygorhizienne a I'aide de marqueurs
moléculaires : Analyse de I'expression d€ePT4, marqueur du transport symbiotique de
Pi

ChezM. truncatulale transport symbiotique de Pi est réalisé parrtaéme MtPT4.
Le gene correspondan¥jtPT4 est spécifiquement exprimé dans les cellules cantedes
arbuscules, et cette expression est essentielleansport symbiotique de Pi (Javet al.,
2007a,b). Le niveau d'expression 8PT4 est donc corrélé au niveau de transport
symbiotique de Pi et traduit la fonctionnalité deslymbiose mycorhizienne. Un gene tres
proche deMtPT4 avait déja été isolé par le laboratoire (équipe®ienese) che€. glauca
CgPT4 CePT4 I'orthologue deCgPT4/MtPT4dansC. equisetifoliaa été cloné par PCR en
utilisant des amorces situées dans des régionsem@es. Nous avons ensuite analysé
I'expression de ce gene par RT-PCR quantitatives tiesracines d€. equisetifolianoculées
avec le complexe symbiotique d’origine australiennele complexe symbiotique d’origine
sénégalaise (Figure 44 A). Le gebePT4est plus exprimé dans les racines mycorhizées des
plantes inoculées avec le COS par rapport a celtesilées avec le COA. Pour ces plantes,
I'inoculation aved-rankian'a pas d'effet significatif

3 2) Caractérisation fonctionnelle de la symbiosectinorhizienne a l'aide de marqueurs

moléculaires : étude de I'expression des gen€sgl2, CeHB et nifH

- Expression du gene marqueufel2, marqueur de l'infection par Frankia

ChezC. glauca,le geneCgl2est un marqueur de l'infection des cellules véggtaar
Frankia : son expression est restreinte aux cellules iéésc(Svistoonofet al., 2003). En
utilisant des amorces correspondant a des régiomsecvées entr€gl2 et I'orthologue de
Cgl2chez I'Aulne Ag12 nous avons isolé le géne correspondant EhemyuisetifoliaCel2
Nous avons ensuite analysé I'expression de ce danse les racines d€. equisetifolia
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inoculées avec le COS ou le COA. Les analyses déssjon par PCR quantitative montrent
gue Cel2est davantage exprimé chez les plantes inoculas la COA par rapport aux
plantes inoculées avec le COS. Ces résultats sergfgque les niveaux de colonisation par
Frankia sont supérieurs chez les plantes inoculées avegeOA. La double inoculation
complexe COA ou complexe COS a significativemergnaenté I'expression du gei@e12
dans les racines (Figure 44 B), mais cette augmentast beaucoup plus faible pour les
plantes inoculées avec le COS.

- Expression du gene marqueuCeHB, gene deC. equisetifolia codant 'hémoglobine

ChezC. glaucale géneCgHB code une hémoglobine symbiotique fortement exprimée
dans les nodules, c'est un marqueur de la fixdtiologique de I'azote ayant lieu a l'intérieur
des nodules. Comme poGel2 nous avons isolé I'orthologue @gHb chezC. equisetifolia
CeHben utilisant des amorces situées sur des régmmsecvées et nous avons analysé son
expression par RT-PCR quantitative (Figure 44 @9HB est fortement exprimé dans les
racines de plantes co-inoculées avec le COArankia (Figure 44 C). Une plus faible
expression de ce gene a été notée chez les plantegées uniquement avec le COA, chez
les plantes inoculées uniqguement avec le COS dnamHées avec le COS Btankia. La
double inoculation complexe symbiotique (COA ou GQOSBlus Frankia stimule
significativement I'expression déeHBuniquement pour le COA. Ces résultats suggérent que
les plantes inoculées avec le COS fixent moinsotEaque celles inoculées avec le COA, et

gue dans ce cas celle-ci ne peut étre accrue panaaoulation dé-rankia.

- Expression du gene marqueunifH géne deFrankia codant la nitrogénase

Un autre marqueur de la fixation d'azote est leegéfH de Frankia qui code une
nitrogénase essentielle pour la fixation biologigded'azote. Nous avons analysé I'expression
du génenifH de Frankia dans les plantes de. equisetifoliainoculées avec le COS ou le
COA. Nos analyses montrent qond#H est fortement surexprimé dans les racines de gdant
co-inoculées avec le COA Erankia comparées aux autres traitements (Figure 44 9. Ce
résultats montrent aussi que la double inocula@i@$ etFrankia augmente I'expression du
genenifH. Cependant, 'augmentation de I'expression du gdifid obtenue lors de la co
inoculation COA efrankia est significativement plus important que celleeoloe lors de la

co inoculation COS dfrankia.
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Ces résultats suggérent, tout comme ceux obtenes Gel2 et CeHb que les plantes
inoculées avec le COA fixent davantage d'azoteietaest dans ce contexte que l'inoculation
avecFrankia a un effet significatif.
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Figure 44. Expression de genes marqueurs de la symbiose nigieonhe CePT4 et actinorhizienneQel2
CeHB nifH) dans les racines de plantes inoculées avec le @0A COS. A : Expression @&ePT4,géne deC.
equisetifolia codant un transporteur de Pi, BEExpression deCel2 géne deC. equisetifoliacodant une
substilase, marqueur de linfection fanankia; C : Expression de €HB, géne de C. equisetifoliacodant

I’'hémoglobine, marqueur de la fixation d'azote; Expression deifH, géne dd-rankia marqueur de la fixation
d’'azote.

IVV) Discussion

Les différents résultats obtenus dans ces travaantnent que : (i) I'Uvitex 2B est un
bon marqueur pour la caractérisation histologigeg structures fongiques, (ii) 'inoculation
avec le COS améliore significativement la frequedeemycorhization des plantes @e

equisetifolia (iii) cette fréequence de mycorhization plus impotéachez les plantes inoculées

avec le COS s’accompagne d’'un métabolisme actd phportant des structures fongiques,
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d’'un nombre de structures fongiques en sénescenass important et d’'un transport de Pi

plus élevé chez ces plantes inoculées avec le COS.

Une visualisation des structures fongiques a éssiple grace a une coloration de
racines deC. equisetifoliaau bleu de trypan (Phillips et Hayman, 1970), aauld’aniline
(Nicolson, 1959), a I'encre et vinaigre (Vierheiggal.,1998) et au WGA-488 (Vierheiligt
al., 2005). Cet ensemble de colorants permet de détéese structures fongiques et
notamment de calculer les pourcentages et l'int@m colonisation racinaire par le symbiote
fongiqgue comme il a été décrit par Giovannetti etsbk, (1980) ou par Trouvelet al.,
(1986). La coloration a I'Uvitex 2B, une nouvellechnique pour la caractérisation
histochimique des structures fongiques a l'intériées racines mycorhizées a donné de trés
bons résultats. Ce colorant présente de nombreartayes par rapport a I'ensemble de
colorants testés : (1) L'uvitex 2B est un colorflnbrescent qui permet donc d'obtenir des
images de tres grande qualité en microscopie caldo€€omme sa fluorescence est trés
intense et stable, des images de grande qualiteepeméme étre obtenues en microscopie a
épifluorescence, en faisant une acquisition séglent'images a plusieurs profondeurs et en
appliguant un algorithme de déconvolution pour simpgr le bruit de fond. (2) Aucun effet
toxique de ce colorant n’a était relevé a nos jaergui justifie davantage son choix parmi
d'autres colorants comme I'acide fuschine et lel lole trypan soupconnés d’avoir des effets
cancérigenes (Coombes et Haveland-Smith, 1982; |AR87, 1999). (3) Son faible codt, sa
facilité d'utilisation et sa stabilité permet satilisation a grande échelle par exemple pour
I'analyse de la fréquence et de l'intensité de miyization sur de nombreux échantillons.

En utilisant I'Uvitex 2B nous avons pu visualises Istructures fongiques formées lors
de l'inoculation avec le COA et le COS. Aucunedti#hce notable au point de vue structurel
n'a pu étre décelée, dans les deux cas des hyphesyésicules et des arbuscules de
morphologie et de taille similaire ont été obsepetglans tous les cas le mode d'infection est
de type ARUM, avec des hyphes intercellulaires dobhnnaissance a des arbuscules
intracellulaires. Malgré les différences phénotygig| entre les plantes inoculées avec le COA
ou avec le COS, aucune différence structurelle mnaja'a pu étre décelée. Par contre nous
avons mis en evidence des différences significate ce qui concerne le pourcentage de
mycorhization : un taux de colonisation par le chemon significativement plus élevé est
observé chez les plantes inoculées avec le CO&dDéat suggére que le COS contient des
souches plus agressives pour l'infection des raale€. equisetifolia

L'inoculation avecFrankia a des effets contrastés: elle augmente la cokimisa
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fongique chez les plantes inoculées avec le CO#s gjo'elle diminue cette colonisation chez
les plantes inoculées avec le COS. Ce résultatrgiowg’expliqguer par une différence de
compatibilité entre la souche #eankia utilisée pour l'inoculation (=Ccl3) et les compex
COS et COA. Les travaux d&hahet al., (2006) et d’Elumalai et Raaman, (2009) ont montré
que la double inoculation champignon MA et la baetalu genreFrankia augmentait
significativement linfection mycorhizienne comparéaux plantes inoculées avec le
partenaire fongique ou bactérienne uniquement.

Ces différences au niveau du taux de colonisationsnpermettent d’émettre
I'hypothese que les deux origines de complexes mtighes pourraient étre
fonctionnellement différentes. Les tests histochums realisés confirment cette différence
fonctionnelle des complexes symbiotiques car Kat&timétabolique au niveau des structures
fongiques est différente suivant le complexe syitidpi@ inoculé aux plantes.

Concernant le métabolisme actif des structures myziennes, une forte activité
SDH a été notée chez les plantes inoculées aveeO8 a deux et quatre mois apres
inoculation. Chez ces plantes, cette activit¢ SDhpdrtante traduirait une symbiose
mycorhizienne plus fonctionnelle par rapport aeeles plantes inoculées avec le COA ou
elle est moins importante. Puisqiectivité SDH est un indicateur du métabolismefaies
structures fongiques (MacDonald et Lewis, 1978 ;itmet Gianinazzi-Pearson, 1990 et
Abdel-Fattah, 2001), cette activité métabolique angnte notée au niveau des plantes
inoculées avec le COS est corrélable a I'efficagéda symbiose mycorhizienne observée au
niveau des racines de ces plantes. De plus, psuplaates, le pourcentage de colonisation
par le champignon est plus important ce qui cordiagressivité de souches fongiques
présentes dans le COS. Des résultats similaires alatlenus avec l'activité phosphatase
alcaline un autre marqueur de la fonctionnalité engizienne. De facon intéressante, quand
nous avons utilisé un marqueur qui visualise leacsires fongiques en sénescence ; la
diaminobenzidine nous avons obtenu un résultatrgeve ce sont les plantes inoculées avec
les souches sénégalaises qui ont montré les tawsx fplbles de sénescence. Un nombre
important de structures fongiques en sénescentereté chez les plantes co-inoculées avec
le COA etFrankia a quatre mois aprés inoculation. Ce nombre detsires fongiques en
sénescence élevé dans ces racines et la faiblité@&DH observée au niveau de ces mémes
racines pourraient étre des arguments pour direlasymbiose mycorhizienne est moins
efficace chez les plantes inoculées avec le CORNnSéerheilig et al., (2005) ces structures
visualisées par la DAB sont généralement des anesgroduisant d'abondantes espéces

actives d’'oxygene. D’aprés Alexanderal, (1988) et Blee et Anderson, (1996) l'induction
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d’espéces actives d’oxygénes a généralement liadame la phase de dégénérescence des
arbuscules. Il a été démontré par Toth et Mill&884) que les arbuscules sont des structures
éphémeres avec une durée de vie de 4 a 5 jourse Basant sur ces travaux, on peut émettre
comme hypotheses : i) une dégénérescence pluscprétes arbuscules formés chez les
plantes inoculées avec le COA, ii) un surplusHiankia dans ce complexe qui pourrait
induire des réponses de défenses comme la produti®speces actives d’oxygene. Cette
dégénérescence importante des structures fongfqtrages chez les plantes inoculées avec
le COA pourrait étre la cause de I'importante bads I'activité SDH de ces plantes a quatre
mois comparée au métabolisme actif des structorggidues obtenu a deux mois. Ce résultat
pourrait étre confirmé par laugmentation significa des arbuscules en sénescence
observées a quatre mois aprés inoculation cheplésges co-inoculées avec le COA et
Frankia. L'ensemble de ces analyses histochimiques madngréa c6té d’un taux d’infection
plus important chez les plantes inoculées avec®&,de métabolisme actif des structures
fongiques formées par ce complexe symbiotiquelastimportant.

Les analyses moléculaires réalisées pour une éasation fonctionnelle de la
symbiose mycorhizienne montrent une corrélationitpesentre le métabolisme actif des
structures fongiques et le transport symbiotiqueRile mis en évidence par les études
d'expression d€ePT4 Pumplin et Harrison, (2009) ont montré une absompptimale de Pi
dans les arbuscules matures. Ces résultats smunenrdance avec notre étude ou l'on note,
cette corrélation positive entre le métabolismé deis structures fongiques et le transport du
Pi. Les travaux de Javet al.,(2007a) ont montré une sénescence prématuréeluesales
en I'absence de ce transport spécifique de Pi pert@daymbiose mycorhizienne. Ces auteurs
sont allés plus loin en montrant que la durée @edé I'arbuscule était influencée par sa
capacité a délivrer du Pi; mieux, ils montrent d@enutation de ce transporteur chdz
truncatula entrainait la dégradation des arbuscules. L'enkeid leurs travaux montre une
corrélation positive entre I'expression de ce gehée transport de phosphate symbiotique
dans les racines. Leurs travaux sont en concordavee nos résultats, ou on note chez les
plantes inoculées avec le COS un métabolisme faegartif et un transport de Pi plus
important positivement corrélés. Ces résultats srggg que les plantes inoculées avec le
COS sont capables de mobiliser davantage de FPa pare symbiotique.

Inversement, I'expression plus faible de ce géaasporteur de Pi observé dans les
racines des plantes inoculées avec le COA pouétedt liee au nombre de structures en
sénescence beaucoup plus important chez les plantesiiées avec le COA et un

métabolisme fongique plus faible mis en évidenaxdes activités SDH et ALP. Des études
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ont montré que cette activité ALP est reliée afibatité du prélevement du Pi par les
mycorhizes et que plus lintensité de I'activité Rlest forte plus le prélévement du Pi est
important (Tisserarngt al., 1993). L'absence de différences significativesrg@activité ALP
entre les traitements pourrait étre due a une meisensibilité de cette technique empéchant
de mettre en évidence de faibles différences igigEemétabolique.

En ce qui concerne les marqueurs de la symbios®oduizienne, notre étude montre
une expression des gerégl2et CeHBplus forte dans les racines des plantes inocal¢es
le COA ou COA pludgFrankia comparée a I'expression chez les plantes inocudges le
COS ou COS plusrankia. Cependant, il y a pas de différence significatieel’expression
du genenifH chez les plantes inoculées avec le COA ou le CO% aue la double
inoculation par le COA pluBrankia entraine une augmentation significative de I'egpren
de ce géne. La forte expression chez les plantesiliées par le COA pluSrankia pourrait
s’expliquer par une quantité plus importanteFdankia dans le COA. Il est intéressant de
noter que l'inoculation avderankia a un effet positif sur I'expression @el2 CeHbetnifH,
mais cet effet est trés faible & deux mois apresulation chez les plantes inoculées avec le
COS, ce qui suggere que les différences entre & €@ COS ne se situent pas au niveau de
le quantité deFrankia initialement présente, mais de la compatibilitteave COS.
Cependant, les teneurs importantes d’azote not#es lé chapitre 3 des résultats a 6 mois
suggerent que cette teneur plus élevée ne semiigema une fixation d’azote p&rankia
mais plutdt a un transfert d’'N via les transporsediN du champignon (Lopez-Pedrastaal.,
2006).

Ces résultats ont aussi une implication au niveaticque : en présence du COS,

I'inoculation aved-rankia n'améliore pas la fixation d'azote.

IV) Conclusion

Les résultats de ces expériences montrent uneeinégude mycorhization plus importante

chez les plantes inoculées avec le COS. Parallélertess analyses permettant d’étudier la
fonctionnalité de cette symbiose avec des marquasischimiques et moléculaires montrent

un métabolisme plus actif et un transport symbiatide Pi accru pour les plantes inoculées
avec le COS. Ces résultats traduisent une symhgsmrhizienne plus efficace chez les

plantes inoculées avec le COS. La croissance l@bltaasse racinaire significativement plus

importante observées pour les plantes inoculéeslav@OS (chapitre 3) seraient donc dues a
une symbiose mycorhizienne plus efficace en termiesmétabolisme et de transport

symbiotique de Pi.
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Afin de sélectionner des microorganismes symbiegperformants en association
avec C. equisetifolia nous avons étudié la diversité de deux complexésrobiens
symbiotiques provenant de I'Australie (=COA, la eodiorigine deC. equisetifolia et du
Séneégal (= COS, une zone d'introductiorCdesquisetifilig, leur impact sur la croissance de
C. equisetifoliaet sur la diversité fonctionnelle de la communabgktérienne, et le
fonctionnement de la symbiose mycorhizienne ehadtizienne chez cette espéce végétale.
Les résultats obtenus montrent que, I'inoculativacales complexes symbiotiques stimule
significativement la croissance en hauteur dest@darleur biomasse, le taux de colonisation
par le champignon et aussi les teneurs en N eedpdrties aériennes des plantes. En sol non
désinfecté, la croissance en hauteur la plus iraptatet les teneurs en N et Pi les plus élevées
ont été trouvées chez les plantes inoculées aveOR. L'étude de I'impact de I'inoculation
sur la communauté microbienne du sol montre quQ& modifierait moins la structure de
cette communauté comparé au COA. Cependant, unbatiétae actif des structures
fongiques plus important, un transport de Pi et éopdgtabilité catabolique plus élevés ont été
obtenus a la suite de I'inoculation avec le COS.

Ces résultats nous conduisent a dire que :

- la composition de la communauté fongique estabdei suivant les origines des sols et ces
variations auraient des influences sur la croissalecla plante,

- I'inoculation avec les complexes symbiotiquesagtunn impact positif sur la croissance de
C. equisetifoliaet modifierait la diversité structurale et fonctielle de la communauté
microbienne tellurique,

- cet effet positif des mycorhizes MA est plus mexghez les plantes inoculées avec le COS
et serait influencé par le métabolisme actif drd@sport de Pi plus important notés dans les

structures fongiques des racines mycorhizées pahi@mpignons d’origine sénégalaise.

1) Diversité des souches fongiques dans les comgexsymbiotigues COA et COS et
impact de I'inoculation avec ces complexes sur laaissance deC. equisetifolia et sur la
diversité structurale de la communauté bactériennéu sol

Dans ces complexes symbiotiques, des spores de Gémmnuset Scutellosporaont
été trouvées dans le sol des plantes inoculéesles@omplexes symbiotiques. Par contre, la
caractérisation génétique de la communauté fongaqgoiartir de racines mycorhizées par ces

complexes montre une communauté fongique majaiteent composée de champignons
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MA du genreGlomus Ce résultat reflete une différence entre la comamté fongique des
spores dans le sol et celle trouvée dans les mameorhizées. Des résultats similaires ont
éte trouvés par Clapgt al.,(1995); Kjoller et Rosendahl, (2001) et pourrai€ekpliquer par
I'infection des racines par d’autres types de pgojpes mycorhiziens différents des spores
(Read et Birch, 1988; Brundrett et Abbott, 1994).

Dans ces deux complexes, les analyses génétigtieévahé une différence dans la structure
de la communauté fongique. La diversité des souidmggques est plus importante au sein du
COA alors que les plantes inoculées avec ce comapex une croissance en hauteur moins
importante en sol non désinfecté. Ce résultatdfaitser a deux hypothéses 1) les souches
fongiques présentes dans le COA interagissent inégagnt avec la microflore native ce qui
réduirait son influence sur les plantes et 2) [&SC@ettrait en place des interactions positives
soit de type trophiques avec la microflore natieeqai augmenterait son effet positif sur la
plante. Ces interactions positives peuvent repaser le fait que certaines souches
bactériennes peuvent augmenter la disponibiliténdisments pour le champignon et jouer
aussi le réle d’antagonisme contre certains agattegenes et améliorer la stabilité du sol et
de I'association champignon MA et plante hote (¥aet Germida, 2003, Rilligt al, 2005).

Suite a l'inoculation, la communauté microbienmeissle sol des plantes inoculées
avec le COA est moins proche de celle sous lestgdatémoins. Cette communauté
microbienne trés différente de celle sous des e&at@moins pourradtre liee a la diversité de
la communauté fongique dans ce méme complexe car été démontré par Meyer et
Linderman, (1986) et Hobbie, (1992) que les changmg MA avaient un effet sélectif sur la
communauté bactérienne.

Paradoxalement, cette communauté microbienne tifé&resite de celle sous les
plantes témoins ainsi que la diversité fongiquesplmportante notée dans le COA
n'entrainent pas un meilleur développement destplae C. equisetifolia La meilleure
croissance en sol désinfecté a été obtenue chetaletes inoculées avec le COS. Ce résultat
montre une efficacité des souches fongiques du Q@8nt stimulé la croissance de la plante
et augmenté les teneurs en N et Pi dans les pariesnes. Puisque les champignons MA
peuvent différer par la quantité de phosphate téaésa la plante (Smitlet al., 2004), la
performance du complexe symbiotique s’explique pare présence de structures
mycorhiziennes plus efficaces dans le mécanismebsdiption des minéraux et
particulierement dans le préléevement de Pi (SntitRead, 2008). Ceci est confirmé par les
teneurs plus importantes de Pi et d’ N dans ledldsules plantes inoculées par ce complexe

mais aussi par la forte expression du géaPT4 géne codant un transporteur symbiotique de
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Pi dans les racines mycorhizées par les souchggyfoas de ce complexe.

Ce résultat montre que les souches natives serplast performantes que les souches
exotiques. Des résultats similaires ont été troypars(Caravacat al., 2003 et Ouahmanet

al., 2007). D’apres ces derniers, les souches fongiga&ses constituent des inocula trés
performants comparées aux souches introduites.

Parallélement en sol non désinfecté, la croissamp®rtante des plantes inoculées
avec les souches natives s’est traduite par unmengtion de la biomasse racinaire. Les
travaux de Duponnoist al.,(2008), Elumai et Raaman, (2009) ont montré quéénpignon
MA favorisait I'enracinement des plantes assocgtestimulait le systéme racinaire. Malgré,
une dépendance mycorhizienne faible a été obteans de sol non désinfecté. Cependant
I'inoculation avec les complexes mycorhiziens a diets bénéfiques sur les plants @e
equisetifolia La proposition qui pourrait étre faite pour egpler ce résultat est la réceptivité
du sol de culture a lI'inoculum. Cette réceptiviig¢ bl est fonction de ces caractéristiques
physicochimiques mais aussi de la diversité fonctetle de la communauté microbienne
présente dans ce sol ce qui illustre le réle ingmrtle la microflore bactérienne. Parmi cette
microflore, on peut noter les bactéries auxiliaides la mycorhization (BAM). Ces BAM
peuvent améliorer I'établissement de la symbiosstenulant le développement du systéeme
racinaire de la plante et du mycélium, en sécrétaatphytohormones comme l'auxine qui a
des effets sur la rhizogenése, en stimulant lapt&de des plantes et en sécrétant des
substances rendant plus compétitifs les champigdAs vis-a-vis de la communauté
bactérienne native du sol. Ces bactéries peuvenftragiliser la paroi des racines ce qui
faciliterait leur infection par le champignon outgouer le réle de détoxificateur du milieu et

réduire ainsi la compétition des champignons wésa'autres agents microbiens du sol.

2) Impact de l'inoculation avec des complexes synuiiques (champignons MA et
bactéries) sur la diversité fonctionnelle de la comunauté microbienne associée

Les champignons MA influencent directement la comawié bactérienne par la
sécrétion d’exsudats fongiques (Toljandgral, 2007) ou indirectement en influencant la
composition des exsudats racinaires de la plantelrgdeet al., 1998) . Par ces exsudats
racinaires modifiés, le champignon change la strectie la communauté bactérienne dans le
sol (Grahamet al., 1981 ; Marschneet al., 1997 et Andradest al., 1998 ). Il en résulte
souvent une modification de la diversité fonctidiende la communauté bactérienne comme
il a été démontré par Duponnas$ al., (2005a) ; Sanort al., (2006) ; Ouahmanet al.,
(2006).
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Cette modification de la diversité fonctionnelle de communauté microbienne est bien
visible en étudiant I'activité microbienne aveai@&thode de la fluorescéine diacétate (FDA)
qui représente I'activité microbienne totale dansdl. La forte augmentation de cette activité
dans le sol sous des plantes inoculées avec leplex®as symbiotiques comparées aux
plantes témoins, montre I'effet des champignons $dAla communauté bactérienne. Puisque
I'influence des champignons MA sur la diversité mienne dépend surtout de I'extension
du champignon dans le sol (Dabetal., 2007), une forte activité microbienne (qui pourrai
correspondre a une diversité microbienne plus itapbe) dans le sol pourrait étre corrélée a
un développement important du systéme racinaieeugte quantité plus importante d’exsudat
racinaire susceptible d’étre modifié par le champigMA.

Cette modification de la qualité des exsudats ea@Bs par le champignon peut provoquer une
pression sélective sur la communauté microbiennsaiiuCette sélection s’explique par le
changement de la composition des exsudats exqrétda plante qui pourraient contenir plus
de substrats facilement métabolisables par unee lggmme de bactéries adoptant une
stratégie de type r. Il en résulte une activitérobenne totale élevée comme il a été observé
dans notre expérience chez les plantes inoculéssles complexes symbiotiques.

Comme l'activité microbienne dans le sol est uridacmajeur qui détermine la disponibilité
de nutriments pour la plante, une forte activit€nstbienne améliorerait considérablement la
nutrition de la plante et provoquerait directemené augmentation de la productivité des
plantes (Jeffrieset al., 2003) ce qui confirme la croissance plus impodadés plantes
inoculées avec les complexes symbiotigues compagies plantes non inoculées.
Contrairement a un effet modéré sur la diversit&ctionnelle et génétique des bactéries du
groupe desPseudomonasfluorescents, linoculation avec des complexes rofiens
symbiotiques a entrainé des modifications considésadans la capacité de la microflore
tellurique a cataboliser les difféerents substratés. Ces différences cataboliques ont des
influences directes sur la stabilité des écosystérnacernés. Les travaux menés par Degens
et al., (2001) ont permis de voir que la capacité d'un&oésister aux perturbations et aux
stress est fonction de son équitabilité catabolieuplus I'équitabilité catabolique est faible
moins le sol est résistant aux stress et aux [pations. Dans notre expérience, I'équitabilité
catabolique le plus faible a été obtenue aveclls@es des plantes inoculées avec le COA. Ce
résultat suggére que ce sol résisterait moins aesss environnementaux. Cette faible
résistance aux stress crée un environnement pkéxdiibré comme il pourrait étre le cas
avec l'inoculation par le COA et d’'ou la croissameins importante des plantes inoculées

avec le COA. Ces résultats confirment I'hypothesnaée sur la performance et I'efficacité
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du COS. D’aprés les résultats de Dabéteal., (2007) la capacité de la microflore a
cataboliser des composés organiques tels queite lgs I'acide glutamique est positivement
corrélé au potentiel mycorhizien d’'un sol. Le résubbtenu avec un fort catabolisme plus
important de la lysine et de I'acide glutamiquezles plantes inoculées avec le COS suggere
un potentiel infectieux plus important dans le solus des plantes inoculées avec ce
complexe. En résumé, la réponse de la microflotkirigue en termes de diversité
fonctionnelle est fonction de l'origine et de langmosition de l'inoculum fongique. Ces
résultats corroborent avec ceux de Ouahnera., (2007) qui ont montré que l'utilisation
des champignons MA natifs permet d’optimiser laatslitation des sols dégradés car ils
provoguent un environnement équilibré, stable ebri@ble au développement des essences
végétaux. La corrélation positive entre I'équitaitatabolique et la nutrition phosphatée des
plants deC. equisetifoliamontre aussi que cet indice est tres pertinent téveduation de la
stabilité des écosystémes.

3) Les marqueurs histologiques, histochimiques et @éculaires : outils permettant de
caractériser fonctionnellement la symbiose mycorhignne et fixatrice d’azote chezC.
equisetifolia

Certains colorants sont trés efficaces dans lact@rsation histochimique des
structures fongiques des racines mycorhizées. Pegmicolorants, I'Uvitex2B a été choisi
grace a ses caracteéristiques particuliéres ;. aulor@s fluorescent et stable, sans effets
toxiques, faible codt, utilisation facile. L'enselmbde ces caractéristigues ont fait de
I'Uvitex2B un marqueur histologique de la symbiasgcorhizienne permettant I'acquisition
d’'images de tres grande qualité soit avec le momoes confocal ou a épifluorescence. Grace
a cette coloration nous avons mis en évidence uenisation de type ARUM pour
I'ensemble de souches testées Gurequisetifolia Au niveau des structures fongiques
(hyphes, vésicules et arbuscules) aucune différenogphologique notable n'a pu étre
observée entre les plantes inoculées avec le CO8lles inoculées avec le COA. Par contre
les plantes inoculées avec le COS montrent des daugolonisation plus importants. Ce
résultat suggére que les souches fongiques du E€@fest plus agressives et cela résulterait
en un prélevement plus efficace des nutriments.

La double inoculation ave€rankia et le COS ou le COA ne donne pas un résultat
similaire concernant le taux de colonisation delénte par le champignon. L’augmentation
du taux de colonisation suite & la double inocatakrankia et COA et la diminution de ce

taux de colonisation chez les plantes inoculées #&eCOS etFrankia serait liée au type
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d’interaction entre ces deux microorganismes. edes ont montré une interaction positive
de ces deux microorganismes entrainant une régmasemportante au niveau de I'infection
de la racine comparée a la réponse obtenue sidasnpartenaires est inoculé a la plante
isolément (Gardner, 1986 ; Subba-Rao et RodriguszuBco, 1995; Shaét al., 2006 et
Elumalai et Raaman, 2009). Toutefois, on pourraiiger a une difféerence de compatibilité
entre la souché&rankia et les champignons du COS. Ces résultats montmemtréponse
différentielle suivant le complexe symbiotique ayservi d'inoculum.

Des différences entre le COS et le COA ont égalémeh mises en évidence en
utilisant des marqueurs histochimiques et molémgade la fonctionnalité symbiotique. Le
métabolisme actif des structures fongiques estiplpsrtant chez les plantes inoculées avec
le COS ou une intensité SDH plus importante aréidvée comparée aux plantes inoculées
avec le COA. Ce nombre de structures fongiques gittises chez les plantes inoculées avec
le COS pourrait expliquer la croissance plus imgrte de ces plantes (chapitre 3). Puisque
I'activité SDH est un bon indicateur de la vialdlitles structures fongiques (Koughal.,
1987, Smith et Dickson, 1991) une activité SDH é&exhez les plantes inoculées avec le
COS confirme l'efficacité de la symbiose mycorhime chez ces plantes et est en corrélation
avec la croissance plus importante de ces plamesuiées avec le COS. Parallelement,
d’autres tests histochimiques utilisant I'ALP un roqueeur de l'activité phosphatase
confirment I'efficacité de la symbiose mycorhizienchez les plantes inoculées avec le COS
ou I'on trouve une activité ALP plus importante.sGésultats sont positivement corrélés au
transport de Pi plus important chez les plantesulé®s avec le COS avec une forte
expression du gen€ePT4 géne codant un transporteur symbiotigue de Pi dBez
equisetifolia Inversement, les tests histochimiques avec la DAB marqueur de la
sénescence des structures fongiques montrent ubraoéhevé de structures fongiques en
sénescence chez les plantes inoculées avec le Céite dégénérescence importante des
structures fongiques pourrait expliquer le faiblétabolisme actif trouvé chez ces plantes et
aussi, leur croissance moins importante. Ces wsdsulsuggérent que la symbiose
mycorhizienne serait moins efficace chez les saudbagiques présentes dans le COA.
Cependant, un nombre plus faible de structureséapsgence a été trouvé chez les plantes
inoculées avec le COS. Ce résultat pourrait s’gxeli par la présence de structures fongiques
particulierement des arbuscules ayant une durégedplus longue comparé aux arbuscules
formés suite a I'inoculation par le COA. Puisque $ructures visualisées par la DAB sont
souvent des arbuscules produisant d'abondantesesspétives d’oxygene Vierheilgt al.,
(2005), une activitt DAB importante correspondraitun production d’especes actives
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d’'oxygéne (EAO) importante. Cette production d’EAGt souvent liée a des réactions de
défense. Dans ce cas, on pourrait penser quevitdacBDAB plus importante chez les plantes
inoculées avec le COA éirankia serait liee a un surplus de bactéries dans ce leamp
induisant la production d’EAO. Chez les plantesciriées avec le COA ou la production
d’EAO dans les arbuscules est importante, un tiemsie Pi moins élevé a été noté avec une
expression d€ePT4plus faible. Les arbuscules étant des sites dieggmentre la plante et
les champignons, une accumulation d’EAO dans aestates réduirait donc fortement les
échanges entre les deux partenaires. Les échahgesmportants notés chez les plantes
inoculées avec le COS et correspondant a une ex@neplus forte du transporteur de Pi ;
CePT4dans les racines mycorhizées par les champigno®QO$ est positivement corrélable
a la croissance de ces plantes, aux taux de catarispar le champignon, aux teneurs en N
et Pi des parties aériennes et au métabolismetdeduses fongiques (I'activité¢ SDH plus
importante et I'activité DAB plus faible). Ce rémtlmontre encore I'agressivité des souches
fongiques d’origine sénégalaise et leur meillelwdgrmance en termes de fonctionnalité de
la symbiose mycorhizienne qui se traduit par unellenee nutrition et une meilleure
croissance des plantes. .

Contrairement a I'expression forte du ge@ePT4 dans les racines de plantes
inoculées avec le COS, les gen€gl2 CeHBet NIF) impliqués dans la symbiose fixatrice
d’azote sont fortement exprimés dans les racinaespiintes inoculées avec le COA. Par
contre, leur expression est tres faible chez lastpt inoculées avec le COS a deux mois
apres inoculation. Cependant, les teneurs en Nvdemichez les plantes inoculées avec le
COS a 6 mois apres inoculation sont plus élevdepitre 3). Ce résultat suggére qu’au-dela
de deux mois aprés inoculation avec le COS, demutsren N élevées peuvent étre trouvees
dans les parties aériennes des plantes. Cetteitgudiit importante dans les parties aériennes
pourrait étre liée au transport d’'ammonium parcleempignons (Lopez-Pedrosiaal.,2006).
Des transporteurs d'ammonium fongiques codés agélees similaires @intAMT1(Lopez-
Pedrosat al.,2006) pourraient étre a l'origine de cette absumpl'azote.
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Conclusionr@éale et Perspectives

1) Conclusion Générale

Cette étude qui visait a : 1) déterminer la divérsies souches fongiques présentes dans les
complexes microbiens et leur influence sur la comaute bactérienne du sol 2) étudier
I'impact de ces complexes sur la croissance déalate et sur la diversité fonctionnelle de la
microflore tellurique et 3) comprendre le fonctienment de la symbiose mycorhizienne et
fixatrice d’azote a permis de dire que :
- Les spores présentes dans les deux complexesisa®ux genres, le genseutellospora
et le genréGlomus Cependant la caractérisation génétique de ceiesité avec des racines
de C. equisetifoliamycorhizées par les complexes symbiotiques, ped@eonclure que ces
racines sont majoritairement mycorhizées par desh&s du genr&lomus
- Parallélement, les analyses de la diversité gguetdes souches fongiques conduit a dire
gue les complexes microbiens contiendraient desragmutés de champignons différentes ;
les clones de champignons MA présents dans le G&# plus variables. L’inoculation avec
ce complexe a entrainé une variabilité plus impueae la communauté bactérienne dans le
sol.
- L'inoculation avec les complexes symbiotiquessie la croissance des plantes, augmente
le taux de mycorhization, les teneurs en N et eddpis les parties aériennes ainsi que la
biomasse des plantes. Toutefois, I'impact de l'ulatton sur ces parametres est plus
important chez les plantes inoculées avec le CO8neucorrélation positive est notée entre
la croissance des plantes, le métabolisme actittastures fongiques, le transport de Pi et
la fonctionnalité des arbuscules.
- L'inoculation avec les complexes symbiotiques adifié la diversité fonctionnelle des
microorganismes dans le sol. Une activité micrahéetotale plus importante a été notée
chez les plantes inoculées comparées aux plantesnooulées. Cette inoculation a aussi
modifié I'activité catabolique des microorganisnuzss le sol. Ainsi dans le sol des plantes
inoculées avec le COS, une équitabilité cataboljgue élevée a été obtenue comparée aux
plantes inoculées avec le COA ou elle serait phulsld. Cette équitabilité catabolique plus
elévée dans le sol des plantes inoculées avec 18 C&luirait un environnement plus
équilibré.

L’ensemble de ces résultats suggéerent que le C@8 senstitué par une communauté
de champignons MA agressifs qui en association &@eequisetifoliaconduirait & une
symbiose mycorhizienne plus efficace. De plus, emplexe provoquerait |'établissement

d'une population bactérienne qui aurait une divérsiatabolique élevée renforcant la
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stabilisation de I'écosysteme. Ces résultats seggeque le COS est plus efficace en
association ave€. equisetifoliaet pourrait étre largement utilisé dans les pnognas de

revégeétalisation avec cet arbre tropical.

2) PERSPECTIVES

Ce travail a montré que linoculation avec le coexgl symbiotique d’origine
sénégalaise a donné des résultats escomptés. lespigmons MA et la communauté
bactérienne de ce complexe jouent un réle conditEdans I'amélioration de la croissance
de C equisetifolia Par alilleurs, il serait intéressant d’effectues @dtudes complémentaires
afin de mieux caractériser ce complexe symbiotigieobien :

- faire une caractérisation morphologique des spper des observations de la structure de
leur membrane au microscope

- séquencer apres étude de la diversité bactéripanddGGE les bandes de souches de
bactéries obtenues pour mieux caractériser la caraaié bactérienne dans le sol

- isoler et caractériser les soucheg-thnkia présentes dans 'inoculum

- faire des culturem vitro des champignons d’origine sénégalaise sur desescie carottes
transformées pour obtenir des souches pures depityaoms

- faire des inoculations aux champs avec les sauphees de champignons MA d’origine
sénégalaise

- répéter les expérimentations sur deux années

- élargir I'étude de la fonctionnalité de la symd®oavec d’autres marqueurs moléculaires
impliqués dans la symbiose mycorhizienne et adtiz@nne

- tester des sols de plusieurs origines avec destéaistiques physico-chimiques différentes

- effectuer une caractérisation physico chimiqusalw’Australie.
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Annexes : Figure

0% <i% <10% <50% >50% >90%

Figure 29.Notation de l'infection mycorhizienne (classe Oasse 5). D’aprés Trouvelet al., (1986)

La fréquence et l'intensité de mycorhization saituelées selon les formules suivantes:

F% = (nombre de fragments mycorhizés / nombre tdtagments observés) x 100

1% = (95n5+70n4+30n3+5n2+nl) / nombre total derfragts observés

n5 = nombre de fragments notés 5 ; n4 = nombreatgrfents notés 4 ; n3 = nombre de fragments notés

3 ; n2 = nombre de fragments notés 2 ; n1 = nombrieagments notés 1

Annexes : Tableaux

Tableau 4 Caractéristiques Physico-chimiques du sol dalBam

P assim.
. |Limon Limon Sable Sable Azote CarboneP (Olsenet
pH Argile | . : .
fin grossier fin  grossier total total |total al.,
1954)
% % % % % P

0, 0,
H,0 Yo Yo malkg P mg/kg
53 |36 0,00 0,8 555 394 0.02 0,17 39 4,8
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Tableau 5 Composition du milieu H.

Pour 1 Litre :
Macroéléments Microéléments
K2S04 0,109 g H3BO3 0,715 mg
MgSO4 0,123 g MnCI2, 4H20 0,452 mg
Ca(H2P0O4)2, 7 H20 0,029 g ZnS04, TH20 0,055 mg
CaS04, 2H20 0,086 g CuS04, 5H20 0,02 mg
FeNaEDTA (0,2%) 0,063 g Na2zMo0O4, 2H20 0,006 mg

Ajout de 8 g.L-1 d’agar (Bactoagar Difco) si le imil est gélosé.
Le pH est ajusté a 5,6 avec une solution de KOH.&IO

Tableau 6 Liste des amorces

LISTE AMORCES

Amorces pour étudier la diversité des champignoAs M

Noms des Séquence de I'amorce Longueur Références
amorces
LR1 5 GCA-TAT-CAA-TAA-GCG-GAG-GA 3’ 20 Farmeret al,
(2007)

NDL22 5' TGG-TCC-GTG-TTT-CAA-GAC-G 3’ 19 van Tuyneret
al.,(1998)

FLR3 5 TTG-AAA-GGG-AAA-CGA-TTG-AAG-T 3’ 22 van Tuyneret
al., (1998)

FLR4 5 TAC-GTC-AAC-ATC-CTT-AAC-GAA 3’ 21 Ga"(‘;té%it) al.,

Amorces pour I'étude de la diversité de la comnutddactérienne totale

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis )

5'CGC-CCG-CCG-CGC-GCG-GCG-GGC-GGG-GCG-GGG- 60
F 338 GC GCA-CGG-GGG-GAC-TCC-TAC-GGG-AGG-CAG-CAG 3
Muyzelet al.,

(1993)
R 518 5'ATT-ACC-GCG-GCT-GCT-GG 3' 17
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ARISA (Automated Approach for Ribosdrimergenic Spacer Analysis)

20
S-D-Bact-1522-b- 5-TGCGGCTGGATCCCCTCCTT-3'
S-20 Normandet al.,
(1996¢) ;
18 Ranjardet al.,
L-D-B:(:lt_8132-a_ 5-CCGGGTTTCCCCATTCGG-3' (2001)

Amorces pour I'étude de la diversité de la comnutédae Pseudomonas

rD1 5'AAG-CTT-AAG-GAG-GTG-ATC-CAG-CC 3' 23
Weisburget al,
fD1 5-AGA-GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-AG 3 20 (1991)
FGPS1509 5' AAG-GAG-GGG-ATC-CAG-CCG-CA 3' 20 Normandet al.,
(1992
16S-1080r 5' GGG-ACT-TAA-CCC-AAC-ATC-T 3' 19 Syet al.,(2001)
Amorces utilisées dans I'étude de I'expressiongdgses marqueurs
PCR
CePT4F 5 CCG-GGA-TGG-GGT-TTT-TTA- CGG-AT 3' 23
CePT4 R 3' TAC- AAA -CAG -TAG-CGC -AAC- CAC -CC &' 23
CeHBF 5'ATG -GCT -TTG -ACA -GAG- AAG -C 3' 19
CeHBR 3 GTT -CCG -ACT -CTA -CTT- TCT -TAT -T &' 22
Cel2 F 5'CTG -CAA -ATC -CTA- ACA -TCA -CCT -TTG 3' 24
Cel2 R 3'CTG -CTA -CTT -CAA -GTT -CTC -CCC -G 5' 22
CeUbiF 5' AGA —~AGG- AGT -CCA -CCC -TCC -ACC 3' 21
CeUbiR 3' TCC -CCT -CCG —TAC- GTC- TAA-AAG- C &' 22
CePT4 F 5'CCG -GGA -TGG- GGT -TTT- TTA- CGG -AT 3' 23
CePT4 R 3' TAC- AAA -CAG -TAG-CGC -AAC- CAC -CC &' 23
CeHBF 5'ATG -GCT -TTG -ACA -GAG- AAG -C 3' 19
CeHBR 3 GTT -CCG -ACT -CTA -CTT- TCT -TAT -T &' 22
Cel2 F 5'CTG -CAA -ATC -CTA- ACA -TCA -CCT -TTG 3' 24
Cel2 R 3'CTG -CTA -CTT -CAA -GTT -CTC -CCC -G 5' 22
CeUbiF 5' AGA —~AGG- AGT -CCA -CCC -TCC -ACC 3' 21
CeUbiR 3' TCC -CCT -CCG ~TAC- GTC- TAA-AAG- C &' 22
NifHE EGPH19 5'-TAC-GGC-AAG-AGG-TGG-TCG-AAT-TCA-G-3' - _
Simonetet al.,
NifHFGPH273’ 3-CTT-CAG-TCG-ACC-GAC-CGG-GCTE-5' 23 (1991)
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gPCR
qCePT4 F 5' TGG-CGT-ATC-GTG-CTT-ATG 3
qCePT4 R 3' GGT-TCT-CCT-TGT-CCT-ATT-CA 5’
qCeHB F 5' ACA-GTC-TTC-GTC-TCT-TTG-CCT-TG 3'
qCeHB R 3'CTT-CGT-CGT-GGT-CTT-AGG-TTC-A 5’
qCel2 F 5' ATG-GTA-AAG-GAA-CAG-CAA-GAG G 3'
qCel2 R 3' GCT-ATA-CGA-AGA-CTA-CAA-GAA-CG 5’
gCeUbiF 5' GCG-AAG-ACG-GAG-TAC-AAG-G 3'
gqCeUbiR 3' GGT-AGG-AGG-TTG-ACG-AAG-G &'
gCeNifF 5'CGA -CAA-CGA -CAT -GAA -GAC-C 3
gCeNifR 3'CTC-TCG-TAG- TAG-CCG-TTC 5'

Tableau 9 Composition Bleu de Trypan.

18

20

23

22

22

23

19

19

19

18

Annexes

Equipe
Rhizogenése

Type de Composés Méthodes Temps  Structure€aractéristiques
Colorant Chimiques ciblées
Bleu de -Bleu de trypan 1) Eclaircir les -Varie en |- Tissus - quantification
Trypan racines avec du KOHonction de |fongiques |des mycorhizes
- Acide acétique | 10% 'age des
racines
2) Colorer les racines
avec du Bleu de
trypan 0,1% + acide-60min
acétique 5% a 90°C
Tableau 1Q Composition du milieu King B
Pour 1 litre
Casamino acid 10g
Saccharose 109
Tyrosine 0,59
KoHPO, lg
MgSQO,, 7H,O 1g
Glycérol 10 ml
Agar 18 mi
Eau stérile gsp 1000 ml

Stéerilised 20 °C pendant 20 mi

n

Tableau 11 Composés organiques utilisés pour établir les Igroéitaboliques des sols.
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Substrats organiques

Concentration Substrats organiques

Concentration

(mM) (mM)

Acides aminés Acides organiques
Glutamine 15 Ac. pantholeique 100
Proline 15 Ac. oxalique 100
Leucine 15 Ac. keto-glutarique 100
Tyrosine 15 Ac. malonique 100
Lysine 15 Ac. tartarique 100
Serine 15 Ac. succinique 100
Histidine 15 Ac. quinique 100
Ac. Glutamique 15 Ac. malique 100
Cysteine 15 Ac. fumarique 100
Asparagine 15 Ac. citique 100
Arginine 15 Ac. ascorbique 100

Ac. gallique 100
Alcools Carbohydrates
Mannitol 100 Maltose 75
Sorbitol 100 Sucrose 75
Meso-inositol 100 Glucose 75

Mannose 75
Amides
Amidon 15
Glucosamine 15

Tableau 12. Composition du milieu TCP
(Tricalcique Phosphate).

Pour 1 litre
Cea(PCa)» 4
NH.CI 5
NacCl 1
MaSC. 7H,0O 1
Adgat 20
Glucost 10
Eau sérile asp 1000 n

Stériliser a 120 °C pendant 20 min

Tableau 13. Composition du milieu

Lipolytique.
Pour 1 litre
1 % Tween 20 10 ml
(viv)
Pepton 10
NaCL 5
CaC,, 2H,0 0.1
Aaar 20
Eau sérile asp 1000 n

Tableau 14 Composition du milieu CAS modifié (Chrome Azu8)l: Pour 500 ml
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1. Solution CAS

CAS

Eau stérile

Solution de " (IMm RCl;.6H,0, 10 Mm HCI)

2. Solution HDTMA

HDTMA

Eau stérile

3. Solution TamponKH ,PO,4 / NaHPO,42H,0 pH 6,8
pour 350 ml du mélange

a. Solution Phosphate Monopotassiqu@gkH,PO,)
KH,PO,

Eau stérile

b. Solution Phosphate DisodiquéNa,HPO, 2H,0)
NaHPO, 2H,0

Eau stérile (qsp)

4. Agar

5. Eau stérile

Skiéer a 120 °C pendant 20 min

Tableau 24 Composition du milieu BAP.

Annexes

0,03025 mg
gsp 25 ml
5 ml

0,03645 g
gsp 20m|

1,8509g
gsp 204mi

2,326 g
196 ml
7549

gsp 500 ml
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Pour 1 Litre :
Macroéléments Microéléments Vitamines
NHA4CI 0,267 g CoSQO, H0 0,001 mg Panthothénatel O ug
de calcium
MgSQy, 7HO 0,05 ¢ H3BO3 2,86 mg Riboflavine 10y
CaCl2,H20 0,01 g MnClz, 4H0 1,81 mg Acide 50 ug
nicotinique
Propionate Na 0,48 g ZnsSQy, 7 KO 0,22 mg Pyridoxine 50y
Fe,Na2EDTA 7,34 mg CuSsQ, 5H0 0,08 mg Thiamine 1ig
~ NazMoOxs, 0,025mg  Acide folique 10pg

2H20

- Le pH aété ajusté a 6,7
- Le milieu a été autauclaver a 120 °C pendant 20puis
- Pendant 'ensemencement de la culture, 20 ml de-VIEIS ainsi que 260 ul de

phosphatidylcholine ont été ajoutés a milieu aaétéclavé a 120°C pendant 20 min

Tableau 25 Coloration des racines mycorhizées avec 'Engreigre.

Type de Composés Méthodes Temps Structur€aractéristiques
Colorant Chimiques ciblées
encre/ vinaigre - encre 1) Eclaircir les racines -varie en - Tissus | - quantifications
avec du KOH 10% | fonction de fongiques des structures
-vinaigre I'age des racines fongiques

2) Incuber les racines
dans de lI'encre 5% | - 3min au Moins
dilué dans 5% d'acide
acétique a 95°C

3) Rincer les racines
dans de l'eau distillée
acide

- total 30min

Tableau 26 Coloration des racines mycorhizées avec du Blmilthe.
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Type de ColorantComposés Méthodes Temps Structur€sractéristiques
Chimiques ciblées
Bleu d'aniline -Bleu d'aniline 1) Eclaircir les -varie en - Tissus | - quantifications
racines avec du |fonction de fongiques des structures
KOH 10% I'age des fongiques
racines
2) Rincer dans
'eau - 3min
distillée
2) Colorer les - 60min
racines avec du
Bleu d'alinine
0,05%

Tableau 27 Coloration des racines mycorhizées avec du Wheah @gglutinin (WGA).

Type de
Colorant

Composés Chimiques

Méthodes

Structures
ciblées

Temps

Caractéristiques

WGA

- Formaline

- Acide acétique

- Alcool

- WGA-Alexa -Fluor

488 conjugate
(Molecular Probes)

1) Fixer les racines
dans une solution de
Formaline + acide
acétique + Alcool

2) Eclaircir les racine
avec du KOH 10% a
55°C

2) Incuber les racines
dans du WGA-Alexa
Fluor 488

- Pour une meilleure
coloration I'étape 3
peut étre effectuée :

3) Colorer les racines
dans de l'acide
fuschine (0 ug /ml)
incuberdans du
tampon phosphate
saline

- 14H - Tissus

fongiques

-2H

D

- 14H

- 5min

- Etudes
cytologiques et
morphologiques

Tableau 28 Coloration des racines mycorihzées avec du NitrgeBletrazolium (Succinate
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Dehydrogenase).
Type de Composés Chimiques Méthodes Temps | Structures Caractéristiques
Colorant ciblées
NBT -Chloral hydrate 20% 1) Incuber les racines | - overnight -Structures
dans une solution NBT fongiques | -détection des
- KOH 5% actives : structures
2) Rincer plusieurs fois hyphes, fongiques actives
- NBT 4mg/ml avec de l'eau distillée vésicules,
) arbuscule
-Tampon Tris Hcl 0,2M | 3) Eclaircir les racines et spore
pH 7,4 dans du Chloral hydrate -15min
20% 60-100°C
-Sodium Succinate 2,5M
4) Rincer 3 fois a I'eau
- Mgcl25mM distillée
-HO2 4) Incuber dans du KOH-overnight
5% & 55°C
Total: 2jours
Solution NBT- Succinate: (20ml)
- NBT 4mg/ml 2,5ml
-Tampon Tris Hcl 0,2M pH 7,4 2,5ml (pH 7,4)
-Sodium Succinate 2,5M 1ml
- Mgck 5mM Imi
- HO2 3ml
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Tableau 22 Coloration des racines mycorhizées avec du Faste BRR (Alcaline

phosphatase).
Type de  Composés Chimiques Méthodes Temps  Structures | Caractéristiques
Colorant ciblées
Fast blue | -Tris Acide Citrique 1) Incuber les racines-2H -Structure ou
0,05M pH 9,2 dans la solution l'activité -marqueur de
RR R ] )
d'éclaircissement : phosphatase I'activité
-Sorbitol 0,05% Tampon ALP alaT° est exprimée | phosphatase
ambiante (Hyphes, - marqueur du
-Cellulase 15 Unités /m| arbuscule) transport de Pi
2) Rincer a l'eau
-Pectinase 15 Unités /mtiéminéralisée
-overnight
-Tampon Tris 0,05M pH 3) Incuber les racines
9,2 dans la solution de
colorationalaT®
-Fast Blue RR salt ambiante
1mg/ml

4) Rincer avec de l'eatbmin
-a naphtyl acide
phosphate 1mg/iml  5) Incuber dans de I
Hypochlorite de Na a

- Mg cl2 6HO2 1mg/ml | la T° ambiante

-Mnclz2 4HO2 6) Rincer avec de I'eau
0,8mg/ml

-Hypochlorite de Na 1%

Tampon d'éclaircissement ALP :
-Tris Acide Citrique 0,05M
-Sorbitol 0,05%

-Pectinase 15 Unités /ml

-Fast Blue RR salt 1mg/mi

Tampon de coloration ALP :
-Tampon Tris 0,05M pH 9,2

-Fast Blue RR salt 1mg/ml
- a naphtyl acide phosphate 1mg/1ml

- Mg cl2 6HO2 1mg/ml

-Mncl2 4Ho2 0,8mg/ml

Tableau 3Q Coloration des racines mycorhizées avec une isolude Diaminobenzidine
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(DAB).
Type de Composés Méthodes Temps StructuresCaractéristiques
Colorant Chimiques ciblées
DAB -Tampon 1) Incuberdansdu -12H Arbuscules -Détection des
DAB(1mg/1ml) DAB 22° C dégénérés | structures
fongiques en
-Mes NaOH 10mM | 2) Incuber les racines-5min shescence
dans de I'éthanol 95%
-Phosphate K a 100°C
organique 0,5mM
3) Rincer les racines
-KNO3 2mM dans de l'eau
-Acide lactique 40% 4) Monter les racines
entre lame et lamelle
- Ethanol 95% avec de l'acide
lactique 40% - Total:
13H
Tampon DAB:

-1mg/1lml DAB tamponner avec du Mes NaOH 10mM péidissout dans une solution
contenant :

- Phosphate K organique 0,5mM

- KNO3 2mM
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Abstract:

Soil degradation induce micronutrient deficiencyrtigalarly phosphorus and nitrogen. It
reduces natural vegetation and increase land erosio rehabilitate degraded ecosystems,
exotic trees were introduced in these areas. Giyehaistralian trees are often use. Among
them, Casuarina, well adapted trees to drought and saline conwitidhese plants establish
symbiosis withFrankia a soil nitrogen fixing bacteria. Moreever, plaofsCasuarinaceae
family form tripartite symbiosis with ectomycorriaiz and endomycorrhizal fungi. The
relationship betweefasuarina and these microorganisms suchFaankia and mycorrhizal
fungi improve plant growth by increasing nutrient availigh Casuarina trees are widely
used in Africa where they play an important ecatagrole. In addition to the rehabilitation
of degraded lands, these trees evolved in duna$idix in reclamation of polluted sites and
they produce a high quality wood. They are widesgran African countries; more than
twenty zones. The introduction of exotic trees agmsitive effect for countries development
as they increase the livelihood and improve thalleconomies. In the study, we will expose
the geographical distribution @asuarina in Africa, its economical, ecological uses and the

interaction betwee@asuarina, arbuscular mycorrhizal and ectomycorrhizal symtso

Key Words: Casuarina, Ecosystem degradation, arbuscular niyzalr fungi,



ectomycorrhizal fungi

| Introduction

Demographic explosion and rapid urbanization argomtreats in Africa. They enhance
population dependencies on natural ecosystems.efpleited ecosystems are degraded and
this degradation is accompanied by the reductiosaif fertility. Introduction of nitrogen
fixing and mycorrhizal plants species is a prongsi@pproach to increase soil fertility
(Dommergues et all999). Among these species, exotic trees suchaasdbina plants are
widespread in tropical zones where they play anomamt role due to the relationship with
soil bacteria and mycorrhizal fungi. These micr@mgms increase plant growth
development (Sougoufara et 4890; Duponnois et a2003; Zhong et aR010) and they also
improve nutrients availability for the plant hostrpicularly P and M and in return, they
benefit of plant carbohydrates (Sméhd Read, 2008, He and Critchley, 2008).

The name of Casuarina plant is from the Malay wkaduari’ due to the resemblance of the
twigs and the plumage of the cassowary bird, (Bblanal 1994).Casuarinaceae family is
formed approximately by 97 species, 18 for Casaagaenera, 18 for Ceuthostoma, 59 for
Allocasuarina and 2 for Gymnostoma (Wilson and 3ohn 1989; Bisby et ak007). C.
equisetifolia, C. glauca and C. cunninghamia were the most plants species established in
several zones in Africa except in Zimbabwe whergunghuhniama andC. decaisneana were
introduced (NRC, 1984)C. equisetifolia is the most widespread and well-known member of
the family Casuarinaceae (NRC, 1984). Casuarinestege found in hot and frost climatic
zone (NRC, 1984) on subtropical and tropical laddey grow in areas with average rainfall
ranged from 200 mm to 5000 mm, at altitudes betw@esnd 1800 m above sea level.
Casuarina species ammong the fastest-growing trees and grow up to r@Agear when
young, and can reach a height of 20-30 m (NRC, 198Be wood is dense, hard and
smokelesswith a high quality charcoal, burns with great heatn when green and has low
ash content (NRC, 1984}. equisetifolia is called the best firewood in the world (Midglety
al. 1983, NRC, 1984, Chudnoff, 1984, El-Lakaetyal. 1990). Evaluation of the calorific
value of the wood arises 5000 kcal/kg and thahefdharcoal exceeds 7 000 kcal/kg.

Beside these great interests, Casuarina is alsbingke reclamation of salt-affected land, the
protection against wind, the stabilization of saduhes, the production of firewood and
timber. However, up to now, little is known ab@&@dsuarina distribution in Africa and theirs
potential benefits for the rehabilitation of degrddands and the management of soil fertility.

This review is focused on: 1) the Casuarina distitm and ecology in Africa, 2) their uses



and 3) the importance of the symbiosis relationdiepwveen Casuarina plants, arbuscular

mycorrhizal and ectomycorrhizal fungi.

Il Geographic distribution of Casuarina equisetifolia and their ecological importance in

Africa

1 Geographic distribution of Casuarinain Africa

Casuarina is widely distributed in Africa. It was planted Benin, Burkina Faso, Cameroon,
Central African Republic, Tchad, Congo, Cote digpiDemocratic Republic of Congo,
Djibouti, Egypt, Eritrea, Ethiopia, Gabon, Gambghana, Guinea, Guinea-Bissau, Kenya,
Liberia, Madagascar, Mali, Mauritania, Niger, NigeiSenegal, Sierra Leone, Somalia, South
Africa, Sudan, Tanzania, Togo, Uganda and Zimbaf\& D). In certain zonesCasuarina

is widely used like in Senegal, Egypt, Benin, Kengauth Africa, and Madagascar while in
others African countries, its uses are very limaed sometimes just for decoration. Selection
of introduced species is based on: climatic cooadgiof the area such as the proximity of the
sea, the wind, the soils erosion and the lack dilifg of the plantation sites (Roy-Noel,
1974).

2 Importance of Casuarina plantation in Africa

Casuarina plantations were established in the Niaggion in Senegal along the western
coast between Dakar and St-Louis, in the MediteaanCoast, the Nile Delta and Valley in
Egypt, the Sémé zone localized in Benin betweeroi@nt and Porto Novo and the coastal
dunes of KwaZulu-Natal in South Africa. They aralely used in these countries where they
play a major role in maintaining ecosystems feytili

The Niayes region plantation in Senegal with oGsuarina equisetifolia specie, stabilizes
coastal sand dunes and acts as a windbreaker (MahduDommergues, 1959; Cisse and
Gourbiere, 1993). Their plantations produce highargily of litter which is used as
biofertilizer by farmer. Leaf litter is estimatedl 8.3 t ha' year*for plantation between 6-34
years old (Mailly and Margolis, 1992). Extensivelsed in compost, the litter reduces the use
of chemical products and involved in soil fertilighhancement. The addition of the litter
compost to the sand soil improved vegetable groawtd yield (Soumaré, 2004); similar
positive effect was obtaining by adding the randllpped wood. The positive role @f.
equisetifolia has previously showed by Diallo et al. (2005). iTfaeithors have found a high

content of N mineral irC. equisetifolia amendment soil and a net mineralization in a soll



firstly influenced byC. equisetifolia.

In this countryCasuarina is not widely use for wood production but the déaanches are
collected by the local populations for domesticallges such as firewood (Cisse and
Gourbiere, 1993). In Seneg#l, equisetifolia can be found along the streets and beaches as
ornamental tree.

Casuarina are established in Egypt to protect #serd highways. In this country, they are
mostly used for their important ecological rolesops protection, shelterbelt; irrigation
stabilization, drainage canal banks, land reclawnatind buildings protection (Rockwood,
1991). In the Nile Delta and Valleyasuarina trees were established to provide shade, to
limit the borders effects and to acts as a windi@eaCasuarina have also a considerable
economical role in Egypt, it is used for fuel timbend charcoal production. Plants are
extensively used in manufacturing particles boartiey provide wood for industries.
Biomass productivity of 12-year-old irrigated platbns was estimated at 496 t/ha of which
wood volume was 294 #ha (Megahed and El-Lakany, 1986). In Egypt, used ahelterbelt
in intercropping conditionC. glauca increase the yield of crops sheltered (El-Sayedl.et
1983).

In Benin, C. equisetifolia plantation plays an important role; it is usedlbgal people as
fuelwood and timber (Buffe, 1962). A ten years @Qdequisetifolia plantation established
near the sea produced around 200 ste(@hte, 196).

In Kenya, Casuarina has been grown mainly for poles and acts as omtatsewhile
firewood, charcoal and windbreak being minor u3ége major use of Casuarina is for local
construction such as tourist hotels, villas and é@dabuvi (personal communication).

In South Africa,Casuarina is used for reclaiming mined land and rehabilited coastal
dunes of KwaZulu-Natal. Two thirds of the area weagegetated witlC. equisetifolia for the
development of a local charcoal industry (Van Aagtlal. 1996a; 1996b).

In MadagascarC. equisetifolia were planted in Ivoloina region for the productiof
improved seeds to be used in afforestation progr@nsunninghamiana were established in
Mahelia zone for the same purposes (Chaix and Ramjgsao, 2001).

Taken together, these data confirmed the ecologatal of Casuarina in Africa. However,
several studies showed that Casuarina growth engtwhen they are associated with
mycorrhizal fungi(Shah et al. 2006; He and Critchley, 2008; Elumated Raaman, 2009).
The plant height, the biomass and the stem girtie Wwegher with Casuarina plants inoculated
compare to those no inoculated (Vasanthakrishnal.ef995). Therefore, to sustainable

Casuarina plantation and improve their yield iingortant to understand the relationship



between this plant and the mycorrhiza fungi.

[l Symbiotic relationship betweenC. equisetifolia, arbuscular mycorhizal fungi (AMF)
and ectomycorrhizal (EMF)

Mycorrhizal infection of the endophyte depends ba habitat of the host, the prevailing
environmental conditions and associated plant speci

The ability of Casuarinaceae trees to form ectomitxa was more common with the genus
Allocasuarina than the genu€asuarina (Thoen et al. 1990, Duponnois et al. 2008)vever,
the both symbionts ectomycorhizal and endomycotitizaa occur in the same plant host like
C. equisetifolia (Ba et al. 1987; Wang and Qiu, 2006).

1 Casuarina equisetifolia and arbuscular mycorrhizal fungi

Positive effect of Casuarina species is particylanfluenced by their ability to form a
symbiotic relationship with the arbuscular mycazdii fungi. AMF enhance plant growth
(Smith and Read, 2008) by increasing nutrient abéel via the network hyphae wich
extensively involved in nutrient uptake. Experimé&onin Ducousso et al. (2001) revealed that
AMF infection frequency and intensity depend onthete plantation. In Algeria desef,
equisetifolia was found to be associate with endomycorrhizagifyMejstik and Cudlin,
1983). Several studies showed that endomycorrfungli are more frequent and are generally
found in Casuarina species growing in dry conditions (Subba-Rao andriguez-Barrueco
1995; Smith and Read, 1997). Inoculation with AMiErease plant height, biomass and Pi
content compare to uninoculated plants (Vasantblka and Bagyaraj, 1993,
Vasanthakrishna et al. 1994; 1995, Smith and R2@@8). AMF induce a bett€€asuarina
development (Sah et al. 2007, He and Critchley8280umalai and Raaman. 2009, Zhong et
al. 2010). Among 13ymbiotic fungi,Glomus mosseae, G. fasciculatum, G. versiforme and
Acaulospora laevis were evaluated to be the most effective AMF in asdgon with C.
equisetifiolia (Vasanthakrishna and Bagyaraj, 1993; Vasanthakaigt al. 1995).

Although inoculation with AMF increase plant growtime better growth and development
was obtained when plants were inoculated with b&¥iF and the actinomycetBrankia.
Many studies have shown that the symbiotic relatigm between actinorhizal plants and
AMF enhances phosphorus uptake and improve nitréigation by increasing the nodulation
(Shah et al. 2007). It has been shown by Diem azgti€, (1982) that inoculation witG.
mossea and crushed nodules containing the soil bactar@akia significantly improved plant

growth and nodulation. In recent studies, ShaH.€R@07) showed that nodules, nodule dry



materials and nitrogenase activity were greatlydaased inC. equisetifolia after inoculation
with G. fasciculatum. Importance of AMF was also noted by Muthukumad &daiyan,
(2010) who reported that seedlings inoculated Wwittnkia andG. geosporum had more, and
heavier nodules compared to seedlings inoculatdl fiankia alone. Dual inoculation
enhanced the Casuarina growth more than singleuliaiban. However the effect of.
fasciculatum is greater than those Bfankia (Vasanthakrishna et al. 1994).

Arbuscular mycorrhizal association improves alsce tplant tolerance under stress
environments; they confer a resistance to biotet abiotic stresses to their host plants (Zhong
et al. 2010). Limit tolerance to flooding was aating to AMF infection (Rutto et al. 2002).
C. equisetifolia mycorrhizal seedlings were better adapted to flogpdondition than non
inoculated seedling (Osundina, 1997). In the sammgergment, the author showed that
arbuscular mycorrhizal infection is essential fadualation of Casuarina in flooded soils.
AMF increaseC. equisetifolia biomass by improving his drought tolerance (Zhagal.
2010) despite limited effect of plant growth in dgint conditions. This mechanism is possible
by using a range of biochemical and physiologieaponses such as a lower permeability of
plasma membrane induced by the AMF, a high solsiigar and a strong P concentration for
the plant. Moreever, AMF protect the host plantrfrpathogens (Dehne, 1982; Liu et al,
2007; Sayeed and Siddiqui, 2008). In associatidh @i equisetifolia, AMF can involved in
mine reclaimed

However, AMF colonization may be reduced in distumbes conditions (Brundrett, 1991) and
a moderate AMF colonization level was obtained aturally revegetated coal mine with
equisetifolia (Kumar et al. 2003).

2 Casuarina equisetifolia and ectomycorrhizal fungi

In addition to the symbiosis with arbuscular mybaral fungi, Casuarina species are
generally associated to ectomycorrhizal fungi (Wamgl Qiu, 2006). The ability to form
ectomycorrhizal is more common with the genfdocasuarina than with the genus
Casuarina (Thoen et al. 1990; Duponnois et al. 2003). Inéeciof Casuarina plants with
ectomycorrhizal fungi would also depend on the @hgte. It was observed by Theodorou
and Reddell, (1991) thatAmanita sp. formed ectomycorrhiza or. littoralis and C.
cunninghamiana but not onC. equisetifolia. On Casuarina, some ectomycorhizal fungi are
unable to colonize the rhizosphere in glasshoupererents while effective colonization was
obtained withAllocasuarina and Eucalyptus using the same strains fungal (Dell et al. 1994;

Duponnois et al. 2003). Sometime relationship betw€asuarina and ectomycorrhizal not



successed. Example, infection witleroderma induce the seedlings death (Dell et al. 1994).
In another case, the missing of specific ectomytpat structures was noted after infection
(Duponnois et al. 2003, Elumanai et al. 2009). Hmveinoculation with ectomycorrhizal
fungus increases the diameter and heigl@. @juisetifolia seedlings (Zhong et al. 2010he
same author showed that, the intensity of ectonmyzak infection byPisolithus tinctorius
and Lacaria laccata is higher with C. equisetifiolia than with C. cunninghamiana
(Theodourou and Reddel, 1991). Inoculation withoeutcorrhizal significantly increase
shoot dry weight (Dell et al. 1994). The assocratietween the ectomycorrhizal fungi abd
equisetifolia was higher under fields, a 100% distribution ofstnéungi was found while its
distribution unde(C. junghuhniana plantation is only 80% (IFGTB/RP-25/2002-2007).

Dual inoculation ectomycorrhizal anérankia improve plant development (Elumalai and
Raaman, 2009Ectomycorrhizal infections increase the plant biesmsignificantly when the
seedlings were grown witRrankia. With the common mycorrhizal network (Selosselet a
2006), inoculation with ectomycorrhiza could ingedhe biomass and the N accumulation in
N-fixing Casuarina and in non NHixing Eucalyptus. N accumulation was greatest in
nodulated mycorrhizalCasuarina/mycorrhizal Eucalyptus pairs, less in nonnodulated
mycorrhizal Casuarina/mycorrhizal Eucalyptus pairs, and least in nonnodulated
nonmycorrhizalCasuarina/nonmycorrhizaEucalyptus pairs (He et al. 2004).

It's well know that ectomycorrhizal fungi improvdapt resistance to stresses (Smith and
Read, 2008)Zhong et al. (2010) showed thhe ectomycorrhizal fungisolithus tinctorius
increase Casuarina salt tolerance. Their microasganincrease plant resistance to pathogens
by providing a physical barrier and preventing thascess to the plant root (Marx, 1972;
Duchesne et al. 1989; Duponnois et al. 2000; Glari@002)

3 ° Interaction ectomycorrhizal and endomycorrhizalin Casuarina development

A tripartite relation between plants, EMF and AMawvalready described withasuarina
species (Tableau 1) particularly @ cunninghamiana and C. equisetifolia (Ba et al. 1987,
Wang and Qiu, 2006). Ectomycorrhizal are frequeasgociated withAllocasuarina, than
Casuarina genera (Thoen et al. 1990; Duponnois et al. 2008)total of 50%Casuarina
plants species are associated with EMF, around &8% AMF while 25 % ofCasuarina
species form both symbioses (Wang and Qiu, 20@®lonization with ectomycorrhizal and
endomycorrhizal not occur at the same moment, éstiblishment of endomycorrhizal fungi
was related following by the colonization with aotgcorrhizal. However, ectomycorrhizal

sheath act as barrier for endomycorrhizal infecaod could promote the reduction of their



colonization while pre-existing colonization withM& had no difficulty to EMF infection
(Chilvers et al. 1987). Dual inoculation ectomytiza and endomycorrhiza increase
Casuarina development (Elumanai and Raaman, 2009). Undsslgtause conditions, a better
plant height, collar diameter and biomass were doumC. junghuhniana plants with dual
inoculation (IFGTB/RP-25/2002-2007). Triple inoctike ectomycorrhizal, endomycorrhizal
and Frankia increase significantly colonization and infectianpculation with these three
microorganisms improve the shoot length and the lexgyth (Elumalai and Raaman, 2009).
Nevertheless antagonism effect was observed whém $onbionts were inoculated and
generally it results to high ectomycorrhizal colation (Duponnois et al. 2003). Chen et al.
(2000) showed that the present of ectomycorrhizagifLaccaria can reduce the arbuscular

mycorrhizal colonization.

IV ° Conclusion

This study illustratesCasuarina importance in Africa. Widely use as a windbreaker
stabilize moving soil, to reclaim saline and pallitsoils, to produce fuelwood and timber,
Casuarina acts also as ornamental tree along streets. Ibeatonsidered such as model for
plants resistance to drought and saline Africa d@mws. Among several plants species
Casuarina is more adapted to disturbed soil in this areah@l& and Dommergues, 1959).
The strong adaption is particularly due to theajgdrtite relationship betwedbasuarina,
endomycorrhizal and ectomycorrhizal fungi and tloé &acteria Frankia. However, to
regulateCasuarina establishment and improve their production, linsiieh as pest would be
overcome; example, avoid the escaping into natned like the situation which happen in
Florida whereC. equisetifolia andC. cunninghamiana are became undesirable weeds (NRC,
1984). Also, the better understand @dsuarina allelophatic action induce by the needles
fallen on the forest floor and formed thick lay®tally and Margolis, 1992) may give a lot of
information about what prevent seeds germinatindeu@asuarina plantation. Up to now,
little is know about released substances by neaslash limit Casuarina regeneration by

seeds even these substances reduce competitioedmetthers species.



Table 1: AM and EM able to form mycorrhiza@asuarinas plants

AM fungal species EM fungal species

Acaulospora laevis Gerdemann and Trappe

Aminata sp.
Glomus albidum Walker and Rhodes

Elaphomyces sp.
G. claroideum Schenck and Smith
G. clarum Nicolson and Schenck Hysterangium sp.

G. fascicultum (Thaxter Sensu Gerdemann) Laccaria laccate (Scop ex Fr.) Bk.
Gerdemann and Trappe and Br.

G.geosporum (Nicolson and Gerdemann)
Walker Paxillus involutus (Batch ex Fr.) Fr

G.intraradices Schenck and Smith

P. albus IR100 Bougher and Smith
G. macrocarpum (Nicolson and Gerdemann)
Gerdemann and Trappe

Pisolithistinctorius (Pers.) Coker
G. monosporum Gerdemann and Trappe and Couch
Scleroderma sp.

G.mossae (Nicolson and Gerdemann) Rhizopogon luteolus Fr. and Nord
Gerdemann and Trappe

G. rubiforme (Gerdemann and Trappe) Almeid&uillus granulatus (L. ex Fr.)
and Schenck Kuntze

G. versiforme (Karsten) Berch

S piperatus (Bull ex Fr.) O. Kuntze
Gigaspora margarita

Scleroderma sp.
Scutellospora sp.

Thelephora terrestris (Ehrh.) Fr.

Sources: In He and Critchley, 2008
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Characterization of endomycorrhizal strainsfrom Casuarina equisetifoliato be used for
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Abstract: In recent decades, the loss of ecosystem prodiyctias been accelerated in the
Sahelian zone. This decrease is caused by humannatal effects, which result in
deforestation and degradation of tropical landshal$ been demonstrated that fast-growing
trees such as Australian species could promoteethabilitation of degraded West African
lands.Similarly, Casuarina equisetifolia an Australian native tree was established in Sénega
Casuarina plantation plays an important role in stabilizingastal dunes, helping to protect
adjacent agricultural areas by acting as a windbi@aequisetifolia develops nitrogen fixing
nodules in association with the soil actinomycEtankia and a mycorrhizal symbiosis in
association with arbuscular mycorrhizal fungi (AMmR) has been previously demonstrated
that actinorhizal and AMF symbiosis enha@asuarina species development. The symbiotic
relationship between AMF an@asuarina species improve phosphate and nitrogen uptake.
Fungal symbionts significantly improve the devel@miof C. equisetifolia. The aim of this
study was to assess the effects of fungal stramfisated in Australia theC. equisetifolia
origin zone and strains collected in Senegal whereequisetifolia was introducedC.

equisetifolia plants were inoculated with Senegalese, Austrabtmains and/orFrankia
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bacteriaCcl3. After growing in the greenhouse, plants were ésied and parameters like
shoot and root biomass, and arbuscular mycorriwa@nization were assessed. In parallel,
we analysed the expression of marker genes encadimgcorrhizal phosphate transporter, an
hemoglobin gene, a marker gene involvedrrankia infection and a marker gene encoding
the nitrogenase. We evaluated the activity of mggpa using histochemical techniques. Our
results showed that Senegalese strains have avpositect onC. equisetifolia growth and
this correlates with an increased expression ofbsytic marker genes and with increased
metabolic activity. Our work will help to selectetimost efficient fungal strains to be used for
the rehabilitation of Senegalese soils.

Key Words: Casuarina equisetifolia; Australian fungus; Senegalese fungus; histochamic

marker; gene marker.

1 Introduction

In West Africa, ecosystem fertility decrease ewpear. The degradation of the ecosystem is
generally due to natural and/or anthropologicat@H. To restore soil fertility in these areas,
applications of chemical fertilizers are often usetbwever, these chemical products are
expensive and not ecofriend. An alternative stratiegincrease soil fertility is the use of
symbiotic fungi and bacteria. These microorganigmsrove the plant growth by enhancing
the uptake of nutrients and water. Several Austnatrees were introduced in West Africa.
They are characterized by their fast growth everpoar and disturbed soils. It has been
demonstrated that Australian species could promibie rehabilitation of degraded
ecosystems. In Seneg@lasuarina equisetifolia was established in the Niayes region through
a reforestation program that began in 1948. Trastglion is localized in the North littoral of
Senegal between Dakar (West of Senegal) and StsL@uord of Senegal). It plays an
important role in stabilizing coastal dunes, hejpto protect adjacent agricultural areas by
acting as a windbreak. The Niayes region produatmmributes to about 65 % of the national
vegetable production (BA, 1991). The rehabilitatmogram of Sahelian zone was performed
using tree species able to achieve a symbiotidioakhip with mycorrhizal fungus and
nitrogen-fixing bacteriaC. equisetifolia forms a symbiosis with: ectomycorrhizal (EM) and
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Our study wasreed out with arbuscular mycorrhizal
fungi, which are obligate biotrophs being unculbleain the absence of plants host (Declerck
et al., 2005). AMF symbiosis is a symbiotic relationshgtween the plant and the fungus of
the Glomeromycota phyllum (Schissétral., 2001). This symbiosis is the most widespread
and the oldest association dated back to the Daaq@mith and Read, 2008).
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AMF are associated with the roots of about 80 %tpépecies. As a result of this symbiosis,
the fungi delivers inorganic phosphate (Pi), niewgand other micronutrients, in turn it
receives carbohydrates from plant (Smith and R€&8P AMF may consume up 20 % of
total net plant photosynthetic carbon (Jacobson Rasendahl, 1990). In addition to their
biological fertilizers role, AMF increase plantsoduction and also confer resistance against
abiotic and biotic stresses (Evelah al., 2009; Li et al., 2010). Duponnoist al., (2003)
demonstrated that the inoculation Gésuarina glauca and Allocasuarina verticilata with
Glomus intraradices increased plant shoot biomass respectively 1.8ahiéimes . Casuarina
also forms a symbiotic relationship with the satimomyceteFrankia. With their nitrogen-
fixing ability Casuarina trees increase the nitrogen content in soil. Bberest al. (2006)
demonstrated thafasuarina contributes to N uptake and increases indirettéy amount of
nitrogen available to non-fixing trees planted inxed plantations. Similar results were
obtained by Dommergues and Subba-Rao, (2000), ke shown that the total biomass of
non Nitrogen-fixingEucalyptus robusta was higher when planted with. equisetifolia than
when planted alone. In an attempt to restore degradosystems in Senedal,equisetifolia
was introduced in the Niayes region (Senegal).

The aim of this work is to study the effects of &aBan and Senegalese fungal inoculation
on C. equisetifolia growth and characterize the basis of differencbtined by using

molecular and histochemical markers.

2 Material and methods

2.1 Plant, fungi and bacteria

Seeds ofC. equisetifolia were collected in Notto Gouye Diama (North of Ehi®enegal).
Australian fungi were collected in Queensland un@asuarina plantation and Senegalese
fungi were collected under Bel-AiCasuarina plantation (Dakar). Fungal inoculum was
prepared by extracting spores from a three monthzentrap. A sandy sterile soil was
inoculated with the trap soil containing propagulEsr the actinorhizal symbiosis, plants
were inoculated with thErankia Ccl3. The experiment was carried out in greenhousesrAft
6 months period, 8 plants for each treatment waredsted and parameters like growth shoot
and root biomass and mycorrhizal colonization wassessed. Histochemical activities and
molecular analyses were carried out with plant gngwn greenhouse during 4 months using
3 pooled plants.
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2.2 Histochemical activities

After harvested, viable mycorrhiza roots were gemthshed with tap water. Three plants
were pooled to evaluate the metabolic activity igcorrhizal roots using histochemical
techniques. All metabolically active AMF structués/phae, vesicle, spores and arbuscules)
were evaluated in roots by staining with Nitro Bllietrazolium (NBT) as described by
Vierheilig et al., (2001; 2005). In order to evaluate the senescefogycorrhizal structures,
roots were stained with the Diaminobenzidine (DA&) described by Vierheiligt al.,
(2001). The intensities of metabolically active AMEuctures and clumped structures were
assessed using Trouvelot method (Trouvetat., 1986).

2.3 Expression of marker genes

Expression of molecular markers was used to contpareffect of Australian and Senegalese
fungus using the half part of the 3 pooled plamig & replicates were carried out to analyse
the expression of marker genes.

For each symbiosis, a marker gene was isolatedthiéomycorrhizal symbiosis, we isolated
the CePT4 gene encoded a phosphate transporter specifeglisessed in mycorrhizal roots.
As markers of the actinorhizal symbiosis we isaaB®12, an ortholog ofCgl2 a marker
gene expressed specifically duriRgankia infection (Svistoonofkt al., 2003) andCeHB an
ortholog of CgHb, a symbiotic hemoglobin gene expressed in nodulesobsen-Lyomt al.,
1995). Finally, we used thErankia genenifH encoding the nitrogenase (Normaedal.,
2007).

As an internal control gene, we isolated a genengodn ubiquitin which is expressed
constitutively. After harvesting, plants materissMmmediately frozen in liquid nitrogen and
stored at -80°C. The total RNA of mycorrhizal armtlnlated roots was extracted using the
ultracentrifugation method based on sedimentatioRNMA through the cesium chloride as
described by Chirgwin el., (1979). RNA was purified using the Turbo DNAse2dr™ to
remove contaminating genomic DNA (Udvaetlial., 2008). The reverse transcriptase and the
Real-Time PCR were carried out as described by léshetral., (2008). The results were
standardized witiceUbi expression level (Hochet al., 2006).

3 Results
Our results showed that inoculation with Australi@md Senegalese fungal strains
significantly stimulatedC. equisetifolia growth and mycorrhizal colonization in greenhouse

conditions. The histochemical studies carried oith \the mycorrhizal roots to evaluate the



Annexes

metabolic activity using enzyme such as succinaghydrogenase (SDH) showed
metabolically AMF structures active within roothéBe observations are only possible when
the roots were stained with the Nitro Blue Tetramol which reacts with the succinate
dehydrogenase enzyme. Stronger metabolic actimitsMF was found within mycorrhizal
plants roots inoculated with Senegalese fungi.n8tgiwith the Diaminobenzidine allowed
the visualization of clumped structures. A highekBDactivity was observed in roots which
contained the lowest SDH metabolic activity AMF. parallel, gPCR analysis showed an
higher expression level a€ePT4 in plants inoculated with Senegalese fungi congbdoe
those inoculated with Australian fungi. The expr@ssof marker gene involved in
actinorhizal symbiosis showed that expressionCefl2, CeHB and nifH marker genes
involved in the actinorhizal symbiosis was up redgedl in mycorrhizal roots inoculated with
Australian fungus. Co inoculation with fungi anccteia increase@el2 andnifH expression

in roots.

4 Discussion

Our study showed that inoculation with mycorrhifiaigi increasedC. equisetifolia growth.
This effect could be attributed to the fungus ssawhich improve nutrient uptake and
directly increaseCasuarina growth (Seddast al., 2009). Our results showed that, the fungi
inoculation increased the shoot biomass. Similaulte were obtained by Rajendeaal.,
(2004) who demonstrated that the inoculation withlFAincreased the biomass and the
growth of C. equisetifolia. This positive effect is probably due to the erdement of shoot
branching. The important branching could be atteaduo an effectiveness of the mycorrhizal
symbiosis which enhances the amount of nutrierdkgst by the fungus. It's well known that
AMF with their phosphatase enzyme activities cahagce Pi availability for roots. Soluble
Pi is directly absorbed and transported to theapeviscular membrane by fungi before being
released to the plant through a plant specific phate transporter.

The positive effect of fungal strains @nequisetifolia development is also correlated with an
increased metabolic activity in mycorrhizal rootairsing with SDH. SDH is a tricarboxylic
acid cycle enzyme present in AMF cycle and it reagith the Nitro Blue Tretrazolium
resulting in insolubledark blue-purpldormazan clearly distinguished in roots (Vierheikt

al., 2005). Inoculation with Senegalese fungi showedhighest metabolic activity in roots;
due to the presence of many viable arbusculesadtdeen demonstrated that the amount of
living arbuscules could reflect a surface areaniairient exchange between living symbionts

and symbiotic efficiency (Smith and Dickson, 199Mhe efficiency of mycorrhizal symbiosis
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in plants inoculated with Senegalese fungi is gsabably linked with the low number of
senescent structures within the roots. In oppositejgher DAB activity was observed in
plants inoculated with Australian fungi and Viellgeiet al., (2001) demonstrated that their
clumped structures are collapsed arbuscules ddtetttmough the presence of ,Gb.
Alexanderet al., (1988); Blee and Ander-son, (1996) have demateddrthat HO, induction
occurred in the later stages of arbuscule life @yehen they degenerate. These results could
explain the basis of differences obtained betwdantp inoculated either with Senegalese or
Australian strains. Our results also suggest thatihoculation with Australian fungi and
Ccl3, results in an earlier arbuscules developmenthwwould cause their rapid degeneration
compared to plants inoculated only with Australiangi.

Since CePT4 encodes a symbiotic phosphate transporter, thieehi@ePT4 expression in
mycorrhizal roots inoculated with Senegalese fungild results in a higher level of Pi which
is linked to the effectiveness of mycorrhizal syodis. In Medicago truncatula, this
phosphate transporter is localized in the periamblas membrane and its expression is
probably coordinated to arbuscular development degeneration (Harrisoet al., 2002,
Pumplin and Harrison, 2009). It has been demormstrtiat optimal Pi absorption occurs in
mature arbuscules (Pumplin and Harrison, 2009¢. kequisetifolia, CePT4 is also probably a
marker of functional symbiosis and allows a contumi arbuscules development; Jagtcdl .,
(2007) showed that without this mycorrhiza specglosphate transporter, arbuscules die
prematurely. Recent studies showed that, the anbriditetime is influenced by their ability
to deliver phosphate (Javet al., 2007). The mutation oMtPT4 resultsin a premature
degradation of arbuscules (Jawbtal., 2007) demonstrating a correlation betwaéétiPT4
expression and the metabolic activity in roots. Hust regulation ofCePT4 expression
obtained in mycorrhizal roots with Australian fungiorresponding to a lower metabolic
activity and a higher DAB activity within these teanay be related to a weaker effectiveness
of the mycorrhizal symbiosis.

The expression levels of the molecular markerslirawin actinorhizal symbiosis is higher in
mycorrhizal roots inoculated with Australian fungogmpared with roots inoculated with
Senegalese fungi. Since the fungal inoculum waseaded underCasuarina plantation,
inoculum from Australia (the native region) may desociated with more efficient bacteria.
The efficiency of thesErankia induce a better actinorhizal symbiosis developra@athence
increase the expression of molecular markers igin this symbiosis lik€el2, CeHb and
NifH.

Despite these positive effects, the b€stequisetifolia development occurred in plants
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inoculated with Senegalese fungi. This result sagggéhat under the conditions tested the
enhancement of the mycorrhizal symbiosis has ang#moeffect on plant growth than the

enhancement of the actinorhizal symbiosis.

5 Conclusion

Our results show that Senegalese fungi have higbstive effect orC. equisetifiolia growth
probably because these strains are already adtaptbd local conditions. The marker genes
isolated allow studying the molecular basis of gltoenhancement by AMF éirankia.
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Uvitex2B: a rapid and efficient stain for detection
of arbuscular mycorrhizal fungi within plant roots
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Abstract The study of arbuscular mycorrhiza often requires
the staining of fungal structures using specific dyes. Fluores-
cent dyes such as acid fuchsin and wheat germ agglutinin
conjugates give excellent results, but these compounds are
either hazardous or very expensive. Here, we show that a safer
and inexpensive dye, Uvitex2B, can be efficiently used to stain
intraradical fungal structures formed by the arbuscular mycor-
rhizal fungus Glomus intraradices in three plant species:
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carrot, Casuarina equisetifolia, and Medicago truncatula. The
intensity and stability of Uvitex2B allow the acquisition of
high-quality images using not only confocal laser scanning
microscopy but also epifluorescence microscopy coupled
with image deconvolution. Furthermore, we demonstrate that
Uvitex2B and (-glucuronidase staining are compatible and
can thus be used to reveal arbuscular mycorrhizal structures
in the context of promoter activation analysis.
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Introduction

Arbuscular mycorrhiza (AM) is a symbiotic association
involving the vast majority of land plants and fungi from
the phylum Glomeromycota. The development of the
symbiosis leads to the colonization of the root cortex and,
most of the time, to the formation of branched structures,
the arbuscules, within the cortical cells. This extensive
branching allows the development of a huge exchange
surface between the plant and the fungal partners, allowing
the transfer of minerals and water to the plant partner in
exchange of sugars (Smith and Read 2008). Because the
number, longevity, and morphology of arbuscules are
linked to the functionality of the symbiosis (Smith and
Read 2008), the evaluation of these parameters is an
essential tool in AM research. Although AM can be
detected in intact unstained roots in certain cases, the vast
majority of studies performed on AM are based on the
observation and quantification of stained material
(Vierheilig et al. 2005). A variety of staining techniques
are used to detect and quantify arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) in roots (Vierheilig et al. 2005), the most
widespread being trypan blue (Phillips and Hayman 1970),
based on root clearing and subsequent staining with a
trypan blue solution. A similar method using chlorazol
black E is also often used to stain intraradical structures and
allows the visualization of arbuscules with great detail
(Brundrett et al. 1984). However, trypan blue and chlorazol
black E are hazardous; both stains have been listed as
carcinogens (IARC 1987; TARC 1999). A cheaper and
nontoxic staining method giving excellent results is the use
of ink/vinegar staining developed by Vierheilig et al.
(1998). More recently, the observation of mycorrhizal
structures was improved by the use of fluorescent dyes in
combination with confocal laser scanning microscopy
(CLSM), allowing the visualization of mycorrhizal struc-
tures at higher resolution without mechanical sectioning
(Czymmek et al. 1994). With the exception of Gigaspora
gigantea, which is strongly autofluorescent (Genre et al.
2008), a staining procedure is required to visualize most
AM fungi. A commonly used technique is based on acid
fuchsin, a red fluorescent dye, which binds to fungal
structures. However, acid fuchsin also binds to root tissues,
the staining procedure is time consuming, and in addition, it
is a hazardous dye (Combes and Haveland-Smith 1982). A
more specific method to detect AMF is based on wheat
germ agglutinin (WGA), conjugated with a fluorophore.
WGA is a lectin that specifically binds to chitin molecules
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present in the fungal cell wall (Vierheilig et al. 2005).
Because it yields high-contrast images of intraradical AM
structures, this technique is particularly suited for the
analysis of plant mutants that show alterations in AM
development (Javot et al. 2007). However, WGA conju-
gates are relatively expensive and unstable dyes.

Here, we report the development of a cheaper and less
toxic technique to visualize AM structures inside roots,
based on Uvitex2B. Uvitex2B is a fluorescent brightener
similar to calcofluor white; it is extensively used in the
paper and textile industries to whiten and prevent “yellow-
ing” of papers and fabrics. Uvitex2B binds to {3-1-4-
polysaccharides as those found in chitin and cellulose and
produces an intense white—blue fluorescence when excited
with UV light. These properties allow the rapid detection of
a wide variety parasitic fungi, making Uvitex2B staining a
widely used technique in human clinical mycology and
parasitology (Wachsmuth 1988). Uvitex2B has also been
used with plants, mostly to detect pathogenic fungi (Fu et
al. 2009; Moldenhauer et al. 2006) and, more recently, to
study the colonization of poplar roots by the ectomycor-
rhizal fungus Laccaria bicolor (Felten et al. 2009). In all
these studies, high-quality images were obtained in combi-
nation with CLSM, allowing the observation of fungal
structures with great detail. Uvitex has already been used to
stain extraradical AM fungi such as Glomus coronatum
(Giovannetti et al. 1991), Glomus mosseae (Giovannetti et
al. 1993), and Glomus viscosum (Walker et al. 1995), but
the possibility to use this staining technique to visualize
fungal structures inside the root is not mentioned. Here, we
tested Uvitex2B on three plant species colonized by
Glomus intraradices: two species frequently used on AM
studies—the model legume Medicago truncatula and carrot
(Daucus carota)—and, in addition, an actinorhizal tree on
which we are currently working, Casuarina equisetifolia.
We show that the Uvitex2B staining can be used in
combination with CLSM and that good-quality images
can also be obtained with epifluorescence microscopy if a
deconvolution algorithm is applied. Using transgenic M.
truncatula plants expressing a {3-glucuronidase (gus) gene
in mycorrhiza, we also demonstrate that Uvitex2B and
GUS staining are compatible.

Materials and methods
Plant material and AM inoculation

The starting cultures of D. carota/G. intraradices DAOM
197198 were provided by G. Bécard (Laboratory of Cell
Surfaces and Plant Signalling, UMR CNRS-Paul Sabatier
University, Toulouse, France). Carrot roots inoculated with
Glomus clarum DAOM 234281 were kindly provided by Y.
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Table 1 Assessment of optimal

staining time of C. equisetifolia, Uvitex2B concentration (%) Staining time (min) AM staining Background
M. truncatula, and carrot roots
with Uvitex2B 0.005 5 - _
15 + _
307 ++ -
60 ++ +
120 ++ +++
0.01 5 +
15 ++
30 ++
60 ++ +
120 ++ et
0.05 5 ++ +t
15 ++ 4t
30 ++ ++
60 ++ o+
120 ++ +++

®indicates the best combination

Prin and Caroline Bournaud (Laboratoire des Symbioses
Tropicales et Méditerranéennes, Baillarguet, France). Seeds
of C. equisetifolia were collected in Notto Gouye Diama
(Senegal). The M. truncatula transgenic line L416, con-
taining the 2.3-kb 5' upstream region of the MtEnodll
gene, fused to the (3-glucuronidase (=ProMtEnodl1l::gus),
described in Charron et al. (2004), was provided by D.
Barker (Laboratory of Plant-Microbe Interactions, UMR
INRA/CNRS (441/2594), Castanet Tolosan, France). M.
truncatula and C. equisetifolia plantlets were grown from
seeds and inoculated with G. intraradices, as described
(Gherbi et al. 2008); roots were harvested at least 5 weeks
after inoculation. Plants were grown in a culture chamber at
25°C, with an 18/6-h photoperiod. Carrot roots were grown
in two-compartment plates and kept in the dark at 25°C, as
described (Douds 2002). Roots were harvested from 3-
month-old plates.

Staining procedures

Roots were gently washed with water and cleared with 10%
KOH (w/v) at 90°C for 2 h (carrot and M. truncatula) or
12 h (C. equisetifolia). Uvitex2B was purchased from
Polysciences Europe (Eppelheim, Germany). Staining with
Uvitex2B was carried out at 90°C for 5 to 120 min, with
aqueous solutions of Uvitex2B ranging from 0.005% to
0.05% (w/v). Roots were rinsed with water and incubated
for 12 h in water to eliminate the excess Uvitex2B. Staining
with trypan blue (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)
was performed in parallel, as described (Gherbi et al. 2008).
Histochemical GUS assays using X-gluc (5-bromo-4-
chloro-3-indoxyl-b-D-glucuronic acid cyclohexylammo-
nium salt; Duchefa Biochemie BV, The Netherlands) were

performed for 24 h at 37°C on M. truncatula roots, as
described (Svistoonoff et al. 2004). Roots were fixed in an
ethanol—acetic acid solution (1:1) for 12 h, then cleared and
stained with Uvitex2B, as described above.

Microscopy

Roots were mounted in Hoyer's solution (chloral hydrate/gum
arabic/glycerol/water [100:7.5:5:30]). For the establishment
of the staining procedure, samples were observed using a
DMRB microscope (Leica) using an A filter (excitation,
340-380 nm; stop, 425 nm; Leica). Images of roots stained
for GUS activity were acquired with an MP5 cooled camera
(Qimaging, Surrey, BC, Canada) and QcapturePro software
(Qimaging). Confocal imaging was performed using a 510
META confocal microscope (Zeiss) and LSM 510 software
with a Plan Apochromat x63/1.4 oil objective. Two
independent acquisitions were performed, one at 405/420—
480 (excitation/emission) for Uvitex2B and one at 488/530
LP for autofluorecence, with pinhole sizes of 102 and
100 pum, respectively. High-quality epifluorescence imaging
was carried out on a DM6000B microscope (Leica) equipped
with a C4742-80-12AG ORCA-ER camera (Hamamatsu)
with a X63 oil objective using Volocity 5 (Perkin—Elmer,
Waltham, MA) software. Acquisitions were performed with
an A4 filter (Leica) for DAPI (excitation BP, 360/40 nm/stop,
400 nm/emission BP, 470/40 nm) or I3 filter (Leica) for
FITC (excitation BP, 470/40 nm/stop, 510 nm/emission LP,
515 nm). Image deconvolution was carried out with Volocity
5 software. An iterative restoration was performed (confi-
dence limit, 99%; iteration limit, 25), using a calculated point
spread function. Images were assembled using Photoshop 7.0
(Adobe Systems, Mountain View, CA).
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Fig. 1 Carrot, C. equisetifolia, and M. truncatula roots (first, second,
and third columns, respectively) colonized by G. intraradices. a—f
Images of roots stained with Uvitex2B, acquired using CLSM (a—c) or
epifluorescence microscopy (d—f). Uvitex2B fluorescence acquired
with the DAPI filter is shown in blue, and cell wall autofluorescence

Results
Optimization of AM staining using Uvitex2B

In order to evaluate the concentration and incubation time
needed to obtain the best staining with Uvitex2B, cleared
samples of carrot, C. equisetifolia, and M. truncatula were
incubated for 5-120 min with different concentrations of
Uvitex2B (Table 1). Although AM structures could be stained
at all concentrations if samples were left for more than
15 min, increased concentrations or longer incubation times
resulted in higher levels of background. The best compromise
was obtained with 0.005% Uvitex2B for 30 min (arrow).

@ Springer

acquired with the FITC filter is shown in green. Epifluorescence
images were reconstructed from z series using a deconvolution
algorithm. g—i Images of roots stained with trypan blue acquired with
brightfield microscopy. c¢w cell wall, asterisk intracellular hyphae,
arrows intercellular hyphae. Bar=10 um

Imaging AM structures with CLSM

Carrot, C. equisetifolia, and M. truncatula roots inoculated
with G. intraradices were stained with Uvitex2B, and
CLSM images were acquired using a 405 diode to excite
Uvitex2B (Fig. la—c). As shown in Fig. la—c, the
combination of Uvitex2B staining with CLSM allowed
the visualization of fungal structures with great detail and
higher resolution, compared to the classic trypan blue
staining (Fig. 1g—i). To visualize plant structures, a second
image was acquired sequentially with a 488-nm argon laser.
However, only in C. equisetifolia were the levels of
autofluorescence high enough to allow a clear distinction
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Fig. 2 Histochemical localization of 3-glucuronidase activity in roots
of M. truncatula transformed with a MtEnodll::gus fusion stained
with Uvitex2B. a GUS activity observed with brightfield microscopy.
b The same root observed with epifluorescence microscopy (DAPI
filter). Fungal structures can be observed within the root in cortical
cells. Autofluorescence is also detected in vascular tissues. A zone
with strong GUS activity is indicated (arrow). ¢ Image acquired using
CLSM, showing a zone with high levels of GUS activity. a, b bar=
100 um, ¢ bar=10 pm

of the plant cell walls (Fig la—c). In all three species, a low
level of blue autofluorescence was detected in plant cell
walls. Similar results were obtained with carrot roots
inoculated with G. clarum (data not shown).

In addition to high resolution, CLSM offers the possibility
to explore fluorescent objects in three dimensions. This
feature is particularly useful to analyze the colonization of
the root cortex by AMF: depending on the plant and fungal

species, the colonization is mainly intercellular, and only
arbuscules develop inside the cells (=Arum-type), or intracel-
lular, with almost no intercellular filaments and coiled hyphae
or small arbuscules arising from the intracellular hyphae
(=Paris-type). In the carrot inoculated with G. intraradices,
the sequential observation of the z series (Fig. Sla) allows
the distinction of an intracellular pattern of colonization and
the development of small arbuscules from the central
intracellular hyphae, the features of a Paris-type mycorrhiza
(Smith and Read 2008). In contrast, for C. equisetifolia,
intercellular hyphae are very common; arbuscules fill the
whole cell and are connected to the extracellular hyphae at
their bases; those are typical features of an Arum-type
mycorrhiza (Fig. S1b; Smith and Read 2008).

High-quality images can be obtained with epifluorescence

In order to evaluate an alternative method for obtaining
good-quality images, z series of images were acquired with
a motorized epifluorescence microscope and processed with
a deconvolution algorithm. Deconvolution is a mathemat-
ical operation used in image restoration to recover an object
from an image that is degraded by blurring and noise, using
a point spread function (PSF). The PSF is a model of how
one point is imaged by the microscope and is obtained
through a theoretical calculation based on optical parame-
ters such as the medium refraction index, the numerical
aperture, and the wavelength of the emitted light. As shown
in Fig. 1d-f, this technique yielded very good results,
allowing the visualization of arbuscules with great detail,
compared with nondeconvoluted images (Fig. S2).

Uvitex2B staining is compatible with GUS staining

A widely used technique to study gene expression patterns
is based on the analysis of plants containing a promoter::
gus fusion. To evaluate whether Uvitex2B staining is
compatible with GUS staining, we used transgenic M.
truncatula plants containing a ProMtEnodil::gus fusion.
MtEnod11 is a cell wall repetitive proline-rich protein from
M. truncatula widely used as a marker of symbiotic
interaction since it is highly expressed in the context of
the symbiotic interaction with Sinorhizobium meliloti but
also with AMF, during all stages of AM colonization
(Chabaud et al. 2002). Roots colonized with G. intraradices
were first stained with X-gluc to reveal GUS activity and,
subsequently, with Uvitex2B. As shown in Fig. 2, GUS
activity and intraradical fungal structures can be detected in
the same root. The accumulation of X-gluc crystals is
particularly high in the zone of the root where arbuscules
are present. First staining with X-gluc does not seem to
reduce the fluorescence of the following staining with
Uvitex2B.
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Discussion

Uvitex has already been used to stain several species of
AMF, in particular, to visualize anastomosis of fungal
filaments (G. mosseae; Giovannetti et al. 1993) and the cell
wall of fungal spores in G. viscosum (Walker et al. 1995)
and G. coronatum (Giovannetti et al. 1991). Here, we show
that it can also be used to stain intraradical structures.

The main disadvantage of the Uvitex2B staining is the
need to clear the root tissues to visualize intraradical AMF
structures. Here, the clearing process was performed with
KOH at 90°C, and incubation times ranging from 2 to 12 h
were needed in order to obtain satisfactory results. As a
consequence, the Uvitex2B technique can only be used to
visualize fixed dead material. When long incubation times
are required, another consequence is a deformation of root
cells such as the one obtained for C. equisetifolia samples.
Like for other AM-staining techniques, the best results are
obtained when fine, relatively transparent roots are ana-
lyzed. Despite the above inconvenience, Uvitex2B offers a
series of advantages compared to other staining methods:

1. Itis a fluorophore, and can thus be used in combination
with CLSM to obtain high-resolution images of internal
structures, and its blue fluorescence offers an increased
theoretical resolution compared to red fluorophores. In
addition, it can be excited with the 405 diode, available
in most modern CLSMs. Compared to WGA-based
methods, Uvitex2B is less expensive but has the
disadvantage of being less specific because Uvitex2B
also binds to the plant cell wall. However, in roots of
woody plants such as C. equisetifolia, it is usually very
difficult to distinguish between the fluorescence of a
specific dye such as WGA-488 and the strong
autofluorescence of plant cell walls (N. Diagne,
unpublished). The Uvitex2B method may therefore be
particularly well suited for the observation of AM in
species showing high levels of autofluorescence.

2. Uvitex2B fluorescence is very intense and fades less
than other fluorochromes of the same family
(Wachsmuth 1988). Very weak excitation is therefore
needed, allowing the acquisition of multiple images of
the same object and the construction of z series. A
deconvolution algorithm is then sufficient to reduce
noise considerably and obtain images of high resolu-
tion, comparable with CLSM.

3. Provided the samples are protected from light, Uvi-
tex2B staining is stable; in our hands, it has not faded
in over 12 months of storage at 25°C.

4. No carcinogenic effects or reproductive toxicity has
been shown to date, according to the manufacturer's
material safety data sheet. Diluted Uvitex2B solutions
employed to stain AMF are therefore relatively safe, in
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comparison with other dyes such as acid fuschin or
trypan blue, two possible carcinogens (Combes and
Haveland-Smith 1982; IARC, 1987).

5. Uvitex2B is compatible with GUS staining; it can be
used instead of WGA conjugates when high-quality
images are required in combination with gene expres-
sion studies.
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Résumé:

Depuis plusieurs décennies, des essences forestieoeoissance rapide ont été introduites en Adrida
'Ouest afin de réhabiliter des milieux dégradéestcle cas deCasuarina equisetifolia, un arbre australien
introduitau Sénégal. Une technique utilisée pour améliarerdissance des arbres plantés est l'inoculatiea a
des champignons mycorhiziens, généralement faibe des souches présentes dans la zone d'introulwziio
connues pour leur agressivité vis a vis de la pltdte. Cependant, I'effet de I'inoculation est tra@riable selon
la souche utilisée, et il n'existe aucune étudd'sfiicacité de l'inoculation avec des soucheséssde la zone
d'origine de l'arbre introduit. Or ces souches petiétre potentiellement intéressantes car damaseine co-
évolution longue entre les deux partenaires syrthies peut aboutir & une optimisation de la syn&hiBsans ce
travail nous nous sommes intéressés a l'impaclasaroissance et sur la communauté bactérienneolddes
complexes microbiens (champignons arbusculair€satkia) associés &. equisetifolia dans sa zone d’origine
(Australie) et dans sa zone d'introduction (Sénggalon trois approches: (1) en étudiant la divérsies
champignons endomycorhiziens et de la communautéolienne associée alx equisetifolia dans leur zone
d’origine et d’introduction, (2) en explorant l'irapt de ces complexes symbiotiques sur la croissdaeca
equisetifolia et la diversité fonctionnelle des communautés ohiemnes du sol (3) en caractérisant la
fonctionnalité de la symbiose mycorhizienne etraxtiizienne cheZ. equisetifolia inoculé avec un complexe
microbien d'origine australienne ou sénégalaises Msultats montrent que la composition de la conamié
fongique et son impact sur la communauté bactéeighn sol est variable suivant les origines des, solss
gu'une diversité accrue est observée pour les gibbas australiens. Nous avons aussi montré gaedulation
a un effet positif sur la croissance @eequisetifolia et modifie la diversité structurale et fonctiorlaede la
communauté microbienne tellurique ; cet effet piositr la croissance est plus marqué chez lesgdanbculées
avec l'inoculum sénégalais, ol le métabolismelastazctif et le transport symbiotique de phospipiie accru.
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Thesis title: Diversity, functioning and impact on actinorhizgmbioses of arbuscular mycorrhizal fungi
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Summary:

In recent decades, fast-growing trees weredintted in West Africa to recover degraded landsxample is
Casuarina equisetifolia, an Australian tree widely planted 8enegal. In order to improve plant growth trees are
often inoculated with mycorrhizal fungi but genérgboor attention has been given to the strainspite the
fact that huge variations in the effect on plarmvgh promotion can be observed between differematirst.
Strikingly, no study comparing the effect of lostains with strains coming from the zone of originthe
introduced tree has ever been performed, althouggetcould be potentially very interesting becaukeg co-
evolution between the plant and its fungal parmay have taken place in the zone of origin resyltman
optimization of the symbiosis. In this work we feed on the impact of microbial complexes (arbuscula
mycorrhiza andrrankia) associated witlC. equisetifolia in its zone of origin (Australia) and in its zooé
introduction (Senegal) following three approaché3:by studying the diversity of arbuscular mycopatifungi
and the microbial community associated withequisetifolia in its zone of origin and in its zone of introdacti
(2) by exploring the impact of a Senegalese or astrialian inoculum on the growth &f equisetifolia and on
the catabolic diversity of soil microbial commuegi(3) by characterizing the functionality of thgaorrhizal
and actinorhizal symbioses performed ®yequisetifolia treated with the Australian or Senegalese inoculum.
Our results show that the origin of the inocula hasmpact on the composition of the microbial camity,
and that more diversity is found among Australiamples. We have also shown that regardless ofigspthe
inoculum has a growth promoting effect, and prowk@nificant changes in the structural and fumaio
diversity of soil microbial community. This growtpromoting effect is increased in plants treatedhwit
Senegalese inoculum where a more active metaba@isinan increased symbiotic phosphate transferlaoe a
present.

Keys words: Casuarina equisetifolia, Arbuscular mycorrhizaFrankia, Diversity, Bacteria community
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