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QUANTIFICATION DE L'INFECTION ECTOMYCORHIZIENNEC
PAR LE DOSAGE DE LA CHITINE FONGIQUE.

par L. BOUGHEDAOUI
Département des Sciences du Sol

Institut National Agronomique.-Alger .-
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Résumé

La quantification de 1'infection mycorhizienne est
réalisée pér dosage de la chitine fongique. Afin de la
quantifier, la chitine subit une hydrolyse acide qui li-
bére des résidus glucosamine en solution. Ces derniers
sont dosés par la méthode colorimétrique développée par
TSUJI et al (1969 a). Cette méthode nous permet d'estimer
quantitativement de fagon plus correcte 1'infection my-

corhizienne. En effet, des corrélations positives ont été
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obtenues entre la quantité de mycélium incluse dans la mycor-

hize et le nombre de mycorhizes.

Introduction

La quantification de 1'infection mycorhizienne était jusqu'a
nos jours simplement réalisée par le dénombrement soit des racines
courtes mycorhizées soit par comptage de toutes les unités dicho-
tomiques. Cette méthode s'est avérée fastidieuse et subjective en
raison des résultats obtenus souvent incorrects. C'est ainsi que
PLASSARD (1980) tenta d'évaluer le degré d'ectomycorhization en
dosant un composé spécifique de la paroi fongique : la chitine
(n'existe dans le régne végétal que chez les champignons et les al-

gues vertes (FOSTER et al, 1960).

La quantification de la biomasse mycélienne avait déja été tes-
tée par SWIFT (1973) lors du dosage de 1'infection d'un basidio-
mycete croissant sur substrat ligneux. RIDE et DRYSDALE (1972) ont
mesuré le degré d'infection de plantes atteintes par des champi-

gnons pathogenes.

A notre tour, nous avons tenté de quantifier 1'infection mycor-
hizienne de plants de Pin d'Alep mycorhizés par Pisolithus tincto-
rius (Pers) Coker et Couch (Souche F.12, provenance Géorgie E.U.
isolée & partir d'un carpophore récolté sous Pinus teada par D.H.
MARX) et par une souche de champignons issue d'une mycorhize jaune
(partenaire fongique inconnu) isolée & partir de racines mycorhi-
zées de jeunes plants de Pin d'Alep de la foret de Bainem(BOUGHEDAQUI,
1984 ). 11 s'agit dans cette étude, d'estimer la masse mycélienne

de plants mycorhizés en relation avec le nombre de mycorhizes.
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1.~ PRINCIPE DU DOSAGE

A.- HYDROLYSE DE LA CHITINE

L 'hydrolyse est une hydrolyse acide par des acides concentrés
a4 chaud. Elle provoque a la fois la rupture des liaisons osidiques
et acétyl de la chitine, libérant des résidus glucosamine en solu-

tion (PLASSARD, 1980) (Fig. 1).
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FIGURE 1.- Hydrolyse acide de la chitine

PLASSARD (1980) avait montré comparativement 2 1'hydrolyse al-
caline que 1'hydrolyse acide était plus sensible et plus facile &
mettre en oeuvre. En effet, 1'hydrolyse alcaline n'est jamais com-
plete et il y a perte du matériel fongique traité au cours des nom-

breux lavages du chitosane (HORTON et LINEBACK, 1965).
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B.- DOSAGE COLORIMLTRIQUE

Les résidus glucosamine obtenus en solution dans HC1l 6N
lors de 1'hydrolyse acide sont quantifiés par la méthode co-
lorimétrique développée par TSUJI et al (1969 a et b). Les
composés obtenus (sucres aminés ) en solution sont désaminés
par 1'acide nitreux et transformés en 2,5 anhydromannoses.
L'acide nitreux en exces est détruit par le sulfamate d'ammo-
nium. Apres désamination, les composés obtenus réagissent avec
le M.B.T.H. ( 3 méthyl-2-Benzothiazolone hydrazone) en présence
de chlorure ferrique et produisent une intense coloration bleue
gui devient stable aprés 30 minutes. On 1lit 1'absorbance a la

longueur d'onde de 653 nm.

I1.- ESTIMATION DU DEGRE D'ECTOMYCORHIZATION

A.- MATERIEL ET METHODES

La méthode d'hydrolyse acide a été testée :

- sur des thalles de Pisolithus tinctorius agé de
L]
1 mois

- sur des thalles de champignon issu de la myco-

rhize jaune agés de 1 mois
- sur des racines non mycorhizées de Pin d'Alep

- sur des racines de Pin d'Alep mycorhizées par
1'une ou 1'autre des 2 souches précédemment ci-
tées.
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B.- HYDROLYSE DE LA CHITINE FONGIQUE

Cette méthode de quantification nécessite de se référer a

des teneurs connues en chitine chez des mycéliums cultivés in

vitro (PLASSARD et al, 1980). L'hydrolyse de quantités crois-

santes de chitine fongique (1 & 20 mg de mycélium par
d'HC])s'ajusfe 3 une droite de regression passant par
(Fig.2). Les quantités moyennes de glucosamine par mg
seche sont respectivement pour :

- Pisolithus tinctorius 42,2 pg/mg M.S. +
37,2 pg/mg M.S. +

]

- Mycorhize jaune
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FIGURE 2.- Relation entre 1‘absorbance et la quantité

de matiére seéche de mycélium hydrolysée par

HC1
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C.- HYDROLYSE ACIDE DE RACINES DE PIN D'ALEP
NON MYCORHIZE

Cette méthode de quantification nécessite également de dis-
poser de témoins non mycorhizés. Des poids de matiere séche de
racines non mycorhizées s'étalant de 14,5 mg & 35 mg sont éga-
lement hydroiysés. La relation entre 1'absorbance et la quanti-
té de M.S est linéaire (Fig.3), mais l'ordonnée & 1'origine est
différente de zéro. L'intensité moyenne de la réaction colorée
fournie par un milligramme de M.S de racines non mycorhizées
correspond & 8,0 + 0,9 microgrammes de glucosamine.
qV
y= ax +b
y = absorbance & 653 nm

x = guantité de M.S hydrolysée
az 0.006157

bz 008266
r= 097

0.3
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FIGURE 3.- Relation entre la quantité de M.S. de systémes

racinaires de Pin d'Alep non mycorhizés et 1'ab-
sorbance a 653 nm.
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mycorhisés par Pisolithus tinctorius.
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TABLEAU 1.- Hydrolyse des systémes racinaires de Pin d'Alep

Nombre de Quantité de M.S.
racines courtes | de racines de Absorbance Masse de M.S.
mycorhizées Pin d'Alep mycor- | 2 653 nm de Mycélium

(N) niz€ (1) () (X,)

8 32 0,286 0,75

9 33,5 0,300 0,88

5 27 0,240 0,37

15 33,10 0,325 1,59

4 26 0,230 0,27

12 28,20 0,274 1,05
14 32,50 0,320 1,55
12 31,30 0,302 1,27
15 34,20 0,333 1,61
18 34,7 0,350 1,97
TABLEAU 2.~ Hydrolyse des systémes racinaires de Pin d'Alep
mycorhizés par le champignons issu de la mycor-

hisé jaune.

N Z Y X2
2 24,5 0,223 0,064

3 27 0,241 0,15

3 29 0,248 0,17

4 32 0,278 0,34

6 33,5 0,293 0,52

7 33 0,293 0,62

8 34 0,306 0,83

10 36 0,329 1,16
13 36,5 0,338 1,34
14 36 0,338 1,44
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D.- ESTIMATION DE LA MASSE MYCEL IENNE

Les valeurs d'absorbance des plants mycorhizés par Pisolithus
tinctorius et la mycorhize jaune figurent dans les tableaux 1 et
2. Elles représentent la somme des réponses des tissus du pin et
du. mycélium (PLASSARD, 1980-1983).

L'absorbance totale est donc une fonction linéaire de la mas-

se de racine et de la masse de mycélium (PLASSARD, 1980)

Y =ap + ay X1 + a9 X

2
avec Y = absorbance totale mesurée & 653 nm
X1 = masse de M.S. de racines

X2 = masse de M.5. de mycélium

Nous pouvons ainsi déterminer :

(Y - ag ) - aq Z
X. = avec 7 = X1 + X2 (masse de matiére séche

2 1 totale ).

Les différents coefficients sont déterminés expérimentalement.
On estime ainsi la masse mycélienne X2 des plants mycorhizés (Ta-
bleaux 1 et 2).

DISCUSSION ET CONCLUSION

Des corrélations positives ont été obtenues entre la teneur
en chitine des racines et le nombre de mycorhizés déterminé par

comptage (Fig. 4 et 5).
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( P = 0,81 pour Pisolithus tinctorius , F.12)
( "= 0,99 pour la mycorhizé jaune )

Cette méthode de dosage par hydrolyse acide de la chitine
fongique permet d'obtenir une estimation correcte de 1'infec-
tion mycorhizienne § elle pourra donc & 1'avenir etre substi-
tuée au combtage fastidieux des mycorhizes. Cependant, il con~
viendra d'etre prudent quant & 1'interprétation des résultats
car cette méthode ne tient pas compte de 1'état physiclogique

des mycorhizes.
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FIGURt 4.-  Relation entre la quantité de mycélium de 1'isolat
.12 et le nombre de racines courtes mycorhizées de
Pin d'Alep.

‘? ywax+b
y menbre do reeines seurtes mycerhisées
x squantité de myoélium (en ng)

a = 0,12
b = 0,17
r «0,99
141
13¢

10+

"

A

" -
0,1 0,5 1 1,5 2 -
P 'GURE 5.- Relation entre la quantité de mycélium de 1'isolat issu

de la mycorhize jaune et le nombre de racines courtes
mycorhizées.
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