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Introduction

Introduction:

Le sol est essentiellement une ressource non renouvelable avec des taux de dégradation
potentiellement rapides et des processus de formation et de régénération extrémement lents.
La quantité de terre, et donc de sol disponible, pour la production alimentaire par personne est
limitée. Lorsque le sol est dégradé, sa capacité globale a remplir ses fonctions est réduite.

Les bactéries, champignons, protozoaires et autres organismes du sol jouent un réle
essentiel dans le maintien des propriétés physiques et biochimiques nécessaires pour la
fertilité des sols ainsi que la régulation du cycle hydrologique (Lévéque et Mounolou 2001).

Les réductions de la biodiversité du sol rendent les sols plus vulnérables a d'autres
processus de dégradation. Par conséquent, la biodiversité du sol est souvent utilisée comme
indicateur global de I'état de santé du sol (CCE 2002).

Cependant, pour augmenter la croissance et le rendement, les agricultures pratiquent une
agriculture conventionnelle ont souvent recours aux engrais phosphatés (Grant ef a/., 2005 ;
Hijri ef al., 20006).

L’apport de ces engrais ont provoqué une raréfaction, voire une élimination due certaines
micro-organismes bénéfiques de la plupart des sols cultivés ce qui a contribué a la perte de
productivité de ces sols.

Vu le role fondamental joué par les micro-organismes telluriques dans la fertilité et la
durabilité des sols, une alternative de maintien d'augmentation de leur biomasse devient une
nécessité de nos jours. Cette stratégie doit viser essentiellement a réduire considérablement
'apport d'engrais chimiques de synthése et de pesticides. De ce fait, le recours a une
agriculture raisonnée parait étre la meilleure solution. L'exploitation des nouveaux outils
biologiques ouvre des perspectives d'innovation et d'amélioration des systémes de culture
conduisant a minimiser les risques de pollution de I'environnement (sol, eau et air) et de
contamination des aliments.

Parmi ces outils biologiques, 'utilisation des biofertilisants est proposée pour améliorer
les rendements des cultures tout en assurant une meilleure durabilité des systémes de culture
(Ohyama, 2006). Les biofertilisants sont basés sur des interactions biologiques bénéfiques et
des processus naturels: parmi ces interactions, les microorganismes symbiotes du sol, comme
les mycorhizes (du grec mikos, champignon, et rhiza, racine), jouent un role important sur le
développement de la plante (Lopez, 2005). Décrites pour la premiére fois par Frank en 1885,
elles font référence, comme leur nom I'indique, a des associations existantes entre
champignons du sol et racines de plantes.

Depuis leur découverte, les champignons mycorhiziens ont fait 1’objet d’importantes
recherches dans le but de connaitre leur fonctionnement, tant au niveau fondamentale qu’au
niveau appliqué (Smith et Read, 1997 ; Selosse, 2001).

Les mycorhizes arbusculaires (MA) jouent un role considérable dans I'amélioration de la
nutrition du végétal, notamment en phosphore. Karagiannidis et Hadjisavva-Zinoviadi, 1998
ont montré que certaines espéces de mycorhizes peuvent augmenter la biomasse de plantes
cultivées jusqu’a 11,6 fois et leur rendement 5,4 fois en comparaison avec des plantes non-
inoculées. D’autre part, elles permettent de réduire la contamination environnementale par
leur capacité a capter les nutriments du sol, provocant une diminution de I’usage de
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Introduction

fertilisants chimiques tout en garantissant de bons rendements (Dodd & al., 1987; Joner y
Johansen, 2000).

Bien que l'avantage principal apporté par les mycorhizes soit nutritionnel, des effets non
nutritionnels sont également observés. En effet, les MA se comportent comme des
bioprotecteurs en renforcant les défenses naturelles de la plante contre les bactéries et
champignons phytopathogenes (Van Vuuren ef al., 2010). Ainsi que ce type de symbiose est
connu par sa capacité de fournir un meilleur accés aux éléments nutritifs du sol aidant ainsi
les plantes a mieux résister aux stress environnementaux (sécheresse, salinité...) de fagon
naturelle (Smith et Read, 2008). Au-dela de ces effets bénéfiques sur le développement et la
santé des plantes, le réseau mycélien extra-radiculaire qui se développe dans le sol favorise la
rétention de ses agrégats, en stabilisant ainsi sa structure et sa qualité. De ce fait, les
mycorhizes MA peuvent aussi étre considérées comme des biostabilisants (Jeffries ef al.,
2003; Gianinazzi et al., 2010). En plus, les mycorhizes arbusculaires peuvent étre utilisés
comme des outils curatifs dans le traitement biologique des sols pollués, i1 s'agit de la
phytoremédiation assistée par les CMA. (Bert et al., 2012).

Par ailleurs ans les zones arides, ou les sols sont souvent pauvres en éléments nutritifs et
ou la période séche peut se prolonger pendant plusieurs mois, la croissance des plantes dépend
fortement de la symbiose mycorhizienne.

De méme en Algérie, le déficit chronique en lait et en viande est di essentiellement a une
mauvaise alimentation du troupeau, tant sur le plan quantitatif que qualitatif (Laouar et
abdelguerfi, 2006). Nous attirons 1’attention sur la famille botanique des Iégumineuses. la plus
part des légumineuses herbacées forment des relations symbiotiques avec les champignons
MA (Zaidi et al., 2003).Ainsi que les légumineuses fourragéres représentent une source
d’alimentation riche en protéines, fibres et €énergie. Elles sont a 1a base de la production de lait
et de viande (Russelle, 2001)

Pour répondre a ces problémes il est impératif de définir une stratégie afin d’assurer la
sécurité alimentaire qui devrait favoriser I'exploitation des mycorhizes en production végétale
sur le territoire national a travers I'apport d'inoculum tout en protégeant un fourrage de bon
qualité.

La luzerne I'une des plus importantes especes de légumineuses utilisées dans
’agriculture. Sa haute qualité nutritionnelle et son rendement végeétatif fait d’elle un fourrage
d’excellences, assurant ainsi une sécurité alimentaire et sanitaire, comme c’est un atout
environnement et écologique considérable (Mauriera, 2004 : Waligora, 2010).

D’autre part, il est conseillé d’utiliser des inocula composés de souches mycorhiziennes
autochtones vu leur meilleure adaptation aux conditions édaphiques locales ; c’est la raison
pour laquelle nous a permis d’étudier le statut mycorhizien de Medicago sativa L. cultivée en
zone aride (Naama).
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De ce fait I’objectif de notre travail est :

¢ Estimation de taux de colonisation MA naturelle de Medicago sativa L a différentes
stades de leur cycle de vie ; (stade sans floraison, stade floraison, stade de gousse).

¢ Isolement des spores des CMA indigene du sol rhizosphérique de Medicago sativa L
en essayant de les identifier morphologiquement.

o Le but est de trouver le meilleur compromis entre fertilisation biologique a base de
champignons mycorhizogénes et fertilisation chimique tout en maintenant de bons rendements
dans une optique de réduction des apports chimiques et de préservation de I'environnement.

03
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I. Généralités sur la symbiose mycorhizienne :
I.1. symbiose mycorhizienne :

Le terme mycorhize a été créé par Frank en 1885, pour désigner les relations symbiotiques
entre les plantes et les champignons. Par la suite des définitions plus larges ont été données a

cette union (par exemple Hawksworth ez al., 1995).

Les mycorhizes sont désormais considérées différer principalement des autres associations
plantes-champignons parce qu'elles sont des associations intimes avec une interface spécialisée
ou les échanges des matieres se produisent entre les cellules vivantes (Nehls ef al., 2001; Pfeffer
et al., 2001). Une nouvelle définition plus large, de mycorhizes qui embrasse toute la diversité
des mycorhizes tout en excluant toutes les autres associations plantes-champignons Les
mycorhizes constituent des partenaires essentiels dans la relation sol— plantes— microorganismes.
En effet, certaines espéces végétales ne peuvent croitre normalement sans leur symbiote fongique
dont elles sont fortement dépendantes et avec qui elles ont co-évolué (Jenos,1980 ; Brundrett,
1991 ; Gobat ef al., 2003). Toute plante contenant un champignon peut étre désignée comme un
«hote», indépendamment du fait que I'association est bénéfique ou pas. De nombreux termes
symbiote, associé¢, mycobionte, habitant... peuvent étre utilisés pour désigner des champignons
mycorhiziens dans les plantes et afin d’éviter toute confusion, le terme endophyte n’est pas
employé pour ces derniers (Brundrett, 2004). Par ailleurs le terme neutre de «colonisation» pour
décrire l'activité de champignon mycorhizien, est préférable a l'infection (Brundrett et al., 1996;.
Smith et Read, 1997). De méme, selon Baker (1978) «potentiel d'inoculum» devrait étre utilisé
pour désigner l'activité fongique dans le sol, plutot que l'infectiosité, comme c'est le cas avec
d'autres champignons du sol. La présence des mycorhizes entraine 1’apparition de nouveaux
compartiments biologiques dans la rhizosphere. En modifiant la physiologie de la plante et donc
la sécrétion des exsudats racinaires, les mycorhizes induisent des modifications significatives
dans la structure des communautés bactériennes au voisinage de ces racines: le terme
mycorhizosphére a été utilisé pour désigner ce volume de sol sous influence des mycorhizes et
I’hyphosphére désigne le sol conditionné par le réseau d’hyphes mycéliens des champignons
mycorhiziens (Rambelli, 1973 ; Linderman, 1988).
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I.2. Historique :

Selon Morton et al. (1995), ce type de symbiose est apparu il y a 250 millions d’années. La
premiére classification des champignons endomycorhizogénes a été proposée par Gerdemann et
Trappe (1974) basée essentiellement sur les phénotypes des spores. Cinq genres ont été
distingués : Endogone, Glomus, Sclerosystis, Acaulospora et Gigaspora. Ensuite, une révision de
la famille des endogonacées a été realisée par ces mémes auteurs qui ont caractérisé 44 especes
au sein de 7 genres. Parmi elles, beaucoup de taxons ont été redéfinis, 2 genres (Acaulospora,
Gigaspora) et 12 nouvelles especes ont été décrits. En 1979, Ames et Schneider mettaient en
évidence le nouveau genre Entrophospora dans la famille des Endogonaceae, avec E. infrequens,
espéce qui était préalablement classée dans le genre Glomus sous le nom de G. infrequens (Hall,
1977). Walker et Sanders (1986) ont distingué deux genres, Gigaspora et Scutellospora. Enfin,
en 1990, Morton et Benny ont classé les champignons symbiotiques appartenant a I’ordre des

Glomales dans deux sousordres, Glomineae et Gigasporineae. Redecker e a/. (2000).
1.3. Les différents types de symbiose mycorhizienne :

D’aprés la morphologie de I’organe résultant de 1’association plante / symbiote fongique,
différents types de mycorhizes sont distingués ; les endomycorhizes (forme endotrophe) et les
ectomycorhizes (forme ectotrophe) Un troisieme type de mycorhize pourrait étre défini,
«I’Ectendomycorhizes». 11 s’agit d’une structure intermédiaire entre les deux premiers
(Founoune, 2001). Les mycorhizes a arbuscules, les mycorhizes orchidoides et les
ectomycorhizes sont les plus fréquentes et les plus étudiées, Les mycorhizes a arbuscules sont les
plus primitives et les plus répandues dans les écosystémes naturels et cultivés (Tedersoo ef al.,
2010) (fig.1). Les mycorhizes a arbuscules seraient a I’origine des autres types de symbiose
mycorhizienne et coincideraient avec celle des végétaux terrestres il y a 450 millions d’années

(Wang et Qiu, 2000).
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Figure 1 : Les différents types de symbioses mycorhiziennes : schémas d’une coupe
longitudinale de racines mycorhizées.

A, La symbiose mycorhizienne a arbuscules ; B, La symbiose mycorhizienne des Ericoides ; C,
La symbiose ectomycorhizienne

(ap: appressorium ; arb : arbuscule ; hic: hyphes intercellulaires ; man: manchon fongique ; hps:
hyphes pré-symbiotiques ; mer: mycelium extra-radiculaire ; mir: mycélium intraradiculaire ; pl:

peloton ; sp: spore ; vs: vésicule).
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1.3.1. Les ectomycorhizes :

Les ectomycorhizes (Du grec ektos : a I’extérieur) Ne pénétrent pas les cellules de la plante
hote. Ils sont caractérisés par la présence de trois Structures (Bonfante, 2001, Parniske, 2008)
Tout d’abord, le manteau fongique, qui se forme autour des racines et permet 1’échange
bidirectionnel des éléments minéraux, des composés carbonés et de 1’eau. Ensuite, le réseau de
Hartig, qui se développe a partir du manteau et forme un labyrinthe d’hyphes entre les cellules
corticales ; il est aussi impliqué dans I’échange de nutriments et d’eau. La troisieme structure est
le mycélium extra racinaire qui forme des connections avec le sol et les sporocarpes. (Peterson et
al, 2004, Smith & Read, 2008). (fig.2) (fig.3). Elles constituent le deuxiéme groupe de

mycorhizes les plus fréquemment rencontrées.

Figure 2 : Ectomycorhize. A : coupe transversale. B : morphotype d’endomycorhize (photo Yves

prin).
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Figure 3: structure caractéristiques par les champignons ectomycorhizes et

ectendomycorhizes pour les racines du figuier (photos FARES Soria en 2015).
Figure A : aspect morphologique d’un réseau de Hartig (HR) entre les cellules corticales.

Figure B : structure d’un réseau de filament qui représente un manteau fongique externe.

Il est généralement estimé que 6 000 especes de plantes terrestres présentent un statut
ectotrophe (Taylor et Alexander, 2005 ; Tedersoo ef al., 2010). Les espéces de plantes
ectotrophes sont des gymnospermes et surtout des angiospermes. Les arbres sont majoritairement
impliqués dans cette symbiose qui intéresse €galement des arbustes, des lianes et des herbacées.
Les arbres sont représentés principalement dans les familles ou sous familles des Befulaceae,
Caesalpinioideae, Dipterocarpaceae, Fagaceae, Myrtaceae, Papilionoideae et Pinaceae. En
général, les arbres ectotrophes dominent la strate arborée des foréts boréales et tempérées de
I’hémisphére nord, des foréts tempérées et subtropicales de 1’hémisphére sud, des foréts a
Dipterocarpaceae en Asie du Sud-Est et a Caesalpinioideae (tribu des Amherstieae) en Afrique
tropicale.

La diversité des champignons ectomycorhiziens est estimée entre 20 000 a 25 000 especes (0,5 a
0,7 % de la diversité fongique totale). Ces symbiotes fongiques appartiennent majoritairement a
des Basidiomycétes et Ascomycetes et plus rarement a des Gloméromycétes (Taylor et

Alexander, 2005 ; Tedersoo et al., 2010).
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1.3.2. Les endomycorhizes :

Endomycorhize (du grec endon : a I'intérieur) sont caractérisées par 1’absence de manchon
mycélien externe et par la pénétration des hyphes fongiques dans les cellules corticales. On
rencontre : les endomycorhizes éricoides et les endomycorhizes d’orchidées, qui forment des
pelotons d’hyphes intracellulaires, et les endomycorhizes a arbuscules qui colonisent I’intérieur
des cellules sous forme d’arbuscules (Smith et Read, 2008) et les endomycorhizes des Cistacees
ou les pénétrations endocellulaires ont une forme coralloide.

Compte tenu de I'objet de cette étude, les mycorhizes a arbuscule sera présenté en détail dans la

section suivante.

Ectomycorrhizae Endomycorrhizae

xylem o
' G ||
chlamydospore —» ||« *54 f
cortex b ‘\s i ]
Y
epidermis epidermis = 17 f
arbuscule
hartig net endodermis
— vesicle —

root hait ———

fungal sheath

Figure 4 : Schéma montrant la différence entre les ectomycorhizes et endomycorhizes des

racines des plantes (Bonfante et Genre.2010).
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1.3.3 Les ectendomycorhizes :

Ces mycorhizes ont une structure intermédiaire entre celles des ectomycorhizes et des
endomycorhizes. Comme les ectomycorhizes, les ectendomycorhizes possédent un réseau
mycélien intercellulaire et un manteau (celui-ci est généralement peu épais). Comme dans le cas
des endomycorhizes, les hyphes franchissent les parois des cellules-hotes. Les
ectendomycorhizes sont principalement produites par des champignons basidiomycetes. Les
ectendomycorhizes ont d’abord été considérées comme des infections d’importance mineure chez
les coniféres, apparaissant en 1’absence de champignons ectomycorhiziens. En fait, ce type
d’interaction est mutualiste et correspond souvent a une colonisation mycorhizienne précoce des
plantules (Smith and Read, 1997).

1.4 La symbiose mycorhizienne a arbuscules (MA) :

La symbiose mycorhizienne est donc une union intime entre les racines de la plupart des
arbres, arbustes, plantes herbacées et des champignons microscopiques (Plenchette, 1991). Le
terme symbiose implique que les deux partenaires tirent un bénéfice de cette association (Read,
1999). Ainsi, la plante fournit généralement au champignon des hydrates de carbone
photosynthétisés (Zhu et Miller, 2003), alors que ce dernier fournit un apport en eau et en
¢léments minéraux par une augmentation de la surface d’absorption (Selosse, 2001). Ces
champignons sont ainsi des symbiotes obligatoires des plantes vascularisées (Bago ef al., 1998;

Pfeffer et al., 1998; Requena et al., 2007).

1.4.1. Les Partenaires de la symbiose mycohizienne a arbuscules

1.4 .1.1 Le partenaire végétal :

La symbiose mycorhizienne a arbuscules a été observée pour la quasi-totalité des plantes chez
lesquelles elle a éte recherchée. Ainsi des plantes appartenant aux angiospermes, aux
ptéridophytes, certaines gymnospermes, et méme les gamétophytes de certaines plantes

inférieures (lycopodes et mousses) sont capables de mycorhizer.
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1.4 .1.1.1 Données sur Medicago sativa L. (1a luzerne):

La luzerne ( Medicago sativa L) est une des plantes fourragéres les plus répandues sur tous
les continents ,au total la luzerne représente dans le monde prés de32 millions d’hectares dont
14 millions en Amérique du nord ou elle est le mieux représentée pour de 600000 hectares en
France (Mathieu,2003)

Son nom scientifique dérive de Médéa (Médicago) une ville algérienne, ancienne ville de
nord de I’ Afrique, alors que sativa signifie cultivée et son nom vulgaire provient du mot arabe

alfasassat qui signifie « pére de tous les alimente » (Marinoff et al ,2005)
1.4 .1.1.2 Systématique de medicago sativa :

La luzerne est une légumineuse appartenant a la famille des fabacées d’apres quezel es santa

(1992), I’espece est classé comme suit :

v" Embranchement : spermaphytes

v" Sous- Embranchement : angiospermes.

v" Classe : dicotylédones.

v" Sous- classe : dialypétales.

v" Ordre : rosale.

v' Famille : fabacées.

v" Sous-famille : papilionacées.

v" Tribu : trifoliées.

v' Gene : Medicago.

v" Espeéce : Medicago sativa L.

1.4 .1.1.3 Morphologie de Medicago sativa :

Medicago sativa est une plante vivace, capable de vivre plus de 30ans si les conditions sont
favorable (Munro et Small,1998)
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La plante a des tiges dressées et ascendante, trés ramifiées, et peut attendre plus de 80 cm
de haut. Les feuilles sont trifoliées , pétiolées, dentées et mucronnées au sommet, ordinairement
glabre. Les folioles, de forme assez variées, sont toujours plus au moins obovalis et finement
dentées au sommet. La foliole centrale pétiolée, les stipules oblongues dentées, larges a la base se
terminent par une longue pointe. Le fruit est une graine de 2.5 mm de long réniforme ; la courbe
convexe est réguliére, la courbe concave plus au moins sinueuse (Lapeyronie, 1982) la racine
sont pivotantes a fasciculées. L’inflorescence port dix a trente en grappe. Les fleures sont
violette, parfois jaunes ou blanches souvent bigarrées de bleus, de vert ou de jaunes. Les gousses
sont plus ou moins spiralées, contenant de deux a dix graine.les graines sont de 2 a 2.5 mm de
long. Réniformes, Arrondies ou ovoides, de jaune olive a brun, suivant I’age ou les conditions de
récolte (ACTA ,1984 ; Prosperi, Guy et al.,1995).
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Figure 5: Aspect de Medicago sativa. A : Plante de M. sativa. B : Fleurs de M.

sativa. C : Feuilles de M. sativa. D : Gousses de M. sativa.

1.4 .1.1.4 Importance de La luzerne :

La luzerne (medicago sativa.L)) est cultivée sur plus de 33 millions d’hectares c’est la
premiere légumineuse fourragere utilisée dans le monde pour son importance
agronomique, écologique et socio-économique.

La luzerne laisserait dans le sol 6 a 8 tonnes de racine seches par hectare ce qui
correspond a 10 tonnes de fumier par hectare (villax, 1963). D’assolement et une source
compléte d’élément nutritifs pour la production de viande et de lait un aliment de haut

qualité pour les chevaux (Marbel, 1993) .

La luzerne se manifeste sur la conservation du sol et de sa fertilité, sur le controle
de la pollution par les nitrates, sur la durabilité des systémes fourragéres qui la
comprennent et sur la limitation des intrants chimiques et de labour grace a sa
pérennité. Elle est aussi essentiellement due a sa grande productivité de qualité et
surtout a la multiplicité d’usage qu’’elle peu permette : couverture de protection,
pature, fourrage vert, foin, ensilage, déshydratation, production de fibre pour

I’industrie de la papeterie (Talamucci, 1994).
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Figure 6: Morphologie de la luzerne pérenne (Medicago sativa L.) (ACTA, 1984).
1.4 .1.2 Le partenaire fongique

1.4 .1.2.1 Le Champignon mycorhizien a arbuscule (CMA)

Parmi les associations endomycorhiziennes, ce sont les champignons mycorhiziens a
arbuscules (CMA) qui sont de loin les plus répandues a la surface du globe. Ils se sont adaptés a
de nombreux environnements et différentes plantes hotes. Ils peuvent former des associations
mutualistes avec les racines fines d'environ 80 % de toutes les plantes terrestres (Smith et Read,
1997) ligneuses, herbacées, les mousses, fougeres, gymnospermes et angiospermes plusieurs
coniferes et la majorité des plantes a fleurs, mono et dicotylédones.

Le champignon mycorhzien a arbuscule forme plusieurs structures a l'intérieur des racines,
principalement des arbuscules, des vésicules des spores et des hyphes non spécialisés
(Tommerup, 1984).

Le terme arbuscule référe a une structure microscopique unique que développent ces
champignons dans les cellules corticales des racines. Chez ce type de mycorhize, le champignon
ne cherche pas a envelopper les cellules de 1’hote, comme chez les ectomycorhizes, mais y
pénetre de fagon subtile sans trop en perturber les structures (fig.7). A partir de ce point
d’ancrage dans la racine, le champignon mycorhizien a arbuscule développe dans le sol une phase
dite extraradiculaire, qui s’étend en un réseau mycélien et envahit le sol adjacent, dans toutes les
directions. Ce mycélium de trés fine dimension offre une surface considérable de contact avec le
sol. On estime que la surface des mycéliums arbusculaires, sous un métre carré d’un sol de prairie
est d’environ 90 m? et que dans un pot d’un litre ou pousse un seul plant de poireau, le mycélium
peut atteindre jusqu'a un kilometre, envahissant les moindres interstices du substrat (Fortin et al,

2008).
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Ectomycorhize

Figure 7: Structure de colonisation des champignons ectomycorhiziens (en bleu) et
endomycorhizes a arbuscules (en rose) (Bonfante et al, 2010).

Les CMA représentent le type le plus commun de mycorhize ils constituent 5 a 50%de la
biomasse microbienne des sols (Olsson e al., 1999). Les associations endomycorhiziennnes a
veésicules et arbuscules (VA) doivent leur nom aux structures fongiques résultant des hyphes
intracellulaires qui se ramifient intensément a I’intérieur des cellules du cortex racinaire pour
former des structures appelées arbuscules. Ces hyphes peuvent former des vésicules (Bonfante-
Fasolo, 1984). (fig8)

Les arbuscules sont le lieu de contact et d’échanges d’éléments entre les deux partenaires et
les vésicules constitueraient des organes de stockage. Des hyphes extraradiculaires se
développent aussi sur plusieurs centimetres a I’extérieur de la racine, explorant le sol alentour, et
pouvant porter une multitude de spores. Ces spores constituent 1’organe de reproduction et de
dissémination typique des champignons MA, elles peuvent contenir des centaines de noyaux qui
ne possédent pas forcément le méme matériel génétique. La génétique des Glomeromycetes est
néanmoins trés mal connue et, méme si le débat reste encore ouvert, ils sont supposés étre

asexués (Pawlowska et Taylor, 2004 ; Rosendhal, 2008).
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Cette symbiose aurait joué un role important lors de la colonisation de terres émergées par les
plantes vasculaires (Selosse, 2000). L’intérét de la symbiose MA pour les plantes, le champignon
se développe dans les racines mais aussi au niveau extra-racinaire dans le sol.

Il existe malgré tout plusieurs familles de plantes incapables de réaliser cette symbiose, dont
certaines s'engagent dans d'autres relations symbiotiques et d’autres sont totalement non
mycotrophes. En dehors de ces exceptions, les plantes sont donc normalement en interaction avec

un champignon MA, la condition non mycorhizée restant inhabituelle (Smith & Smith, 2011).

Figure 8 : Mycorhize a arbuscule. A : arbuscules. B : spores (photo Yves Prin)

1.4 .1.2.2 Structure des champignons mycorhiziens a arbuscule
Au cours de leur cycle de vie, les CMA forment donc des structures différentes (des
arbuscules, des vésicules, des cellules auxiliaires, mycélium interne / externe) et des spores

(Morton, 1990). Ces structures possédent chacune une fonction plus ou moins propre.

>  Spore
La spore sert d’organe de stockage et de propagation des CMA. Elle germe et donne
naissance a des filaments mycéliens. Lorsque les hyphes entre en contact avec une jeune
racine, ils forment un appressorium, entre et se propage rapidement, il se différencie a
I’intérieur des racines en arbuscules et dans certains cas en vésicules. La figure 9 ci-

dessous illustre quelques genres de spores d’AMEF.
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Glomus Archaeospora Scutellospora Entroohospora

Figure 9 : présentation de quelques genres de spores d’AMF observés au microscope optique.

»  Arbuscule

L’arbuscule est I’'unité au niveau de laquelle se produisent les échanges entre I’hote et le
champignon. C'est une ramification latérale des hyphes fongiques dans les cellules du cortex
racinaire ou le champignon pénetre et croit a l'intérieur. La membrane de la cellule hote
s’invagine et enveloppe le champignon, ce nouveau compartiment fournit un contact direct entre

le champignon et la plante (Fig.10).

Selon Gallaud dans les premieres observations de 1905 révélaient deux types entraimes
d’organisation des endomycorhizes arbusculaires nommés Paris et Arum ; dans le type Arum le
filament mycélien se ramifie s’étend rapidement dans la direction longitudinale de la racine en
progressant entre les assises cellulaires (Figure 10 a droite). Dans le type Paris le filament
mycélien ne chemine pas entre les cellules : il passe de I’'une a I’autre en traversant les parois et
s’enroule sur lui-méme en faisant plusieurs spires a I’intérieur de chaque cellule (Figure 10 a
gauche). Il existe aussi une forme intermédiaire présente la forme de progression des
champignons de cellules comme dans le type Paris avec des spires intracellulaire et certain de ces

spire portent de petits arbuscules comme le type Arum (Figure 10 au milieu).
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Figure 10: Représentation schématique des trois principaux types de colonisation

endomycorhizienne arbusculaires.

»  Vésicule
La vésicule est une structure de stockage a paroi fine, a contenu lipidique et apparait
généralement dans les espaces intercellulaires (Harley et Smith, 1983 ; Bonfante-Fasolo,
1984) (fig.9).
» Cellules auxiliaires

Chez les Gigaspora, Pcispora et Scutellospora (Blaszkowski et al., 2006), le mycélium
extra-matriciel forme des cellules auxiliaires (AC) (formes globulaires regroupées en grappe,
attachées aux hyphes extra-matriciels et souvent omementées) (Fig. 8). En culture
monoxeénique, les jeunes cellules contiennent des gouttelettes lipidique tandis que les vieilles

apparaissent vides (de Souza et Declerck, 2004). Gerdemann et Trappe (1974) ont suggéré
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que ces cellules étaient des organes de stockage temporaire.
Les cellules auxiliaires sont formées lors des ramifications d’hyphes extra-matriciels ;
chaque ramification génére plusieurs branches qui forment a leur tour des structures
sphériques regroupées en masses dont chacune contient 2 a 20 sphéres mesurant 12 & 39 um
de diametre.
Les cellules auxiliaires sont riches en noyaux, en organites et en lipides (Bonfante et
Perotto, 1995) ; leur surface est lisse chez Scutellospora sp. Et rugueuse chez Gigaspora sp.
Derlerck er al., (2004) ont observé en culture monoxénique, une croissance des hyphes
a partire des cellulres auxiliaires chez S. reticulata, ils ont suggéré que les longs fragments de

myceélium intacts portant plusieurs cellules auxiliaires peuvent induire une symbiose.

»  Hyphe extraradiculaire

L’hyphe extraradiculaire produit par le champignon mycorhizien a arbuscule est un des

organes de propagation et peut coloniser une plante autre que la plante dont ils sont issus.
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Structures caractéristiques des champignons mycorhizes.

Figurell
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En haut a gauche : racine endomycorhizée dans laquelle les structure fongiques symbiotiques
ont été colorées en bleu ; on voit des vésicules, de gros hyphes longitudinaux (surtout en bas de la
photo) et des arbuscules sous forme de petits nuages flous ; la bande striée au centre de la racine
est le faisceau des vaisseaux qui conduisent la seve (photo Yolande Daplé). En haut a droite :
mycelium de Gloméromycete portant des vésicules terminales qui contiennent des globules
lipidiques (photo in Peterson et al., 2006). Au milieu a gauche : vésicules (en bas a droite de la
photo) et un arbuscule (en haut a gauche) ; on voit aussi des hyphes longitudinaux (photo
reproduite avec I’aimable autorisation de Mark Brundrett). Au milieu a droite : hyphes portant
des arbuscules ; chaque arbuscules occupe une cellule du cortex racinaire (photo Mark
Brundrett). Photo du bas : vue a fort grossissement de deux arbuscules de forme différente
(photo a gauche : Paola Bonfante, in Bonfante, Perroto, 1995, a droite : photo reproduite avec

I’aimable autorisation de Mark Brundrett).

1.4 .1.2.3 Taxonomie des champignons endomycorhiziens :

La taxonomie des CMA a d’abord été construite par morpho typage des spores, en tenant
compte a la fois des similitudes structurales entre les spores mais aussi des caractéres ayant une
importance phylogénétique (Morton et Benny, 1990).

Les études morphologiques et phylogénétiques récentes ont permis de regrouper toutes les
especes mycorhiziennes a arbuscules en un nouvel embranchement, les Glomeromycota, répartis
en 4 ordres composant 10 familles et 15 genres et environ 200 espéces. Le tout est associé a
environ 225 000 espéces végétales terrestres. L'arbre phylogénétique suivant montre les taxons

supérieurs au sein de la classe Gloméromycéte.
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irregularis (Stockinger et al., 2009). Plus récemment, Walker et Schiiler ont proposé pour cette
espece le nom de Rhizophagus irregularis (SchiBler & Walker, 2010 ; Kriger ef al., 2012). Cette
derniére appellation reprise derniérement par plusieurs auteurs (Labidi e al., 2012 ; Pérez-Tienda
et al., 2012 ; Lauressergues ef al., 2012 ; Liao et al., 2012...), sera utilisée dans ce manuscrit a

travers 1’écriture R. irregularis.
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Kickxellales and
Harpellales

3 Rhizophagus
irregularis
Glomus group Ab

Glomerales

Glomus group Aa

Glomus «=«««feescces

sp. W3347

Glomus group B-
(Pacispora)

Gigaspora rosea
(Ggaspora and
001 Scutellospora)
—

Figure 13: phylogénie des gloméromycétes (adapté d’apres pariske,2008)
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A : arbre phylogénétique des différentes lignées de champignons, on retrouve les
Gloméromyceétes (entourés en rouge), les Ascomycetes (violet) , les Basidiomycétes, les
Chytridiomycétes (vert) et les Zygomycétes (bleu).
B : arbre phylogénétique des 4 ordres de Gloméromycetes. Les deux champignons utilisés dans
cette thése sont rajoutés en rouge : Rhizophagus irregularis (ex Glomus intraradices) et

(rigaspora rosea appartiennent a deux ordres différents.
1.4 .1.2.4 Etablissement de la symbiose mycorhizienne arbusculaire:

L’établissement de la symbiose MA commence par la colonisation d’une racine compatible
par les hyphes produites par les propagules de champignons MA (spores asexuées ou racines déja
mycorhizées). La mise en place de cette association symbiotique a partir de spores se déroule en

trois phases (fig.14)

Phase
a-symbiotique Phase pré-symbiotique Etapes symbiotiques

< > < > ¢ >
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Figure 14: schéma des différents étapes de colonisation des champignons MA (adapté d’apres
Bonfante et Genre 2010).

1.3.1.3.1 La phase a-symbiotique

La spore va germer et former un tube germinatif qui va se développer et entrer en contact
avec la racine pour former l‘appressorium ou hyphopodium (Parniske, 2008, Peterson ef al,
2004). 11 est important de remarquer que d’autres sources de propagules sont possibles, comme
les fragments de racines mycorhizées et les vésicules (Porcel ef al, 2011).
Les spores des CMA germent dans des conditions appropriées durant 2 a 3 semaines, pendant
lesquelles les hyphes germinatifs se développent. De nombreux facteurs influent sur la
germination de la spore: la teneur en CO2, le pH dont ’optimum de germination va dépendre
d’une espéce a I’autre; la température du sol qui doit €étre comprise entre environ 10 et 30°C pour
un optimum de germination; I’humidité du sol; les nutriments plus ou moins présents et
assimilables; la présence de plantes hotes/non hétes et/ou de microorganismes pouvant activer ou
inhiber la germination (revue de Giovannetti et al., 2010).
Si I’hyphe ne rencontre pas de racine apres 2 a 4 semaines de croissance le champignon ne peut
pas se développer et compléter son cycle de vie. Dans ce cas, les spores peuvent se remettre en
dormance apres rétractation du protoplasme et réallocation des ressources en attendant de
meilleures conditions (Logi et al., 1998).
1.3.1.3.2 La phase pré-symbiotique

Lors du stade pré-symbiotique, ¢’est un dialogue chimique entre le champignon et la racine
compatible qui permet la rencontre des deux partenaires. Des exsudats racinaires (« branching
factor ») de la plante hote induisent la germination des spores, la croissance et la ramification de
I’hyphe (Buée et al., 2000), ce qui augmente les chances du champignon d’entrer en contact avec
une racine. Ce composé induisant la ramification de I’hyphe a été isolée et identifié par Akiyama

et al. (2005) comme étant une strigolactone, mais ce n’est pas 20
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le seul composé induisant cette réaction, les flavonoides peuvent aussi avoir des effets sur la
croissance du champignon méme si cet effet est variable selon le couple plante-champignon
(Scervino et al., 2005). Par contre, ces signaux chimiques ne semblent pas concerner la formation
des appressorium qui serait plutdt liée a un signal thigmotropique (induit par le contact). En effet,
la seule présence physique de cellules épidermiques suffit a la formation d’appressorium
(Nagahashi et Douds, 1997).
1.3.1.3.3 La phase symbiotique

Dans la cellule épidermique située sous 1’hyphopode, un appareil de perpétration (PPA) est
mis en place qui correspond a un réarrangement polarise du cytoplasme et du cytosquelette. 1l
permet la formation d’un pont apoplasmique endocellulaire a travers lequel le champignon va se
développer pour traverser les différentes couches cellulaires jusqu’aux cellules corticales (Genre
etal., 2005 ; 2008).

Apres la formation de I’appressorium, une ouverture de I’épiderme de la racine, régulée par le
gene LjSYMI1S5, permet le passage de I’hyphe qui peut alors progresser a travers les cellules du
cortex externe (régulé par les génes LjSYM4 et LjSYMK) (Parniske, 2004). Une fois I’épiderme
traversé, les hyphes fongiques se développent a I'intérieur de la racine. On différencie alors
quatre types d’hyphes intra-radiculaires : (1) les hyphes intracellulaires qui forment généralement
des boucles et traversent les cellules des différentes couches du cortex ; (2) les hyphes
intercellulaires qui croissent entre les cellules et envahissent rapidement la racine ; (3) les hyphes
intra- ou intercellulaires hypertrophiés qui forment des vésicules riches en lipides et en
cytoplasme ; et (4) les hyphes intracellulaires tres ramifiés, les arbuscules (Wilcox, 1996). Apres
ce passage intracellulaire dans les couches superficielles du cortex, le champignon sort des
cellules et passe par I’apoplaste au niveau du cortex interne et peut proliférer le long de I’axe
longitudinal de la racine. L hyphe forme alors des embranchements qui pénétrent dans les
cellules du cortex interne et forment des arbuscules, sous le controle des génes LiSYMIS et
PsSYM36 (Parniske, 2004 ; Figure 9) les Arbuscules sont entourés d’une membrane plasmique
péri-arbusculaire séparant le champignon du cytoplasme végétal. Les arbuscules ont une durée de
vie limitée (en moyenne 8,5 jours). Ils atteignent une taille maximale dans la cellule puis rentrent
en senescence et le champignon peut étre complétement élimine de la cellule végétale qui revient

a son état initial (Javot et al., 2007a).
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Le processus de formation des arbuscules est un processus dynamique, ces structures sont
transitoires (une semaine au maximum), leur formation et leur dégénérescence sont continués au
cours de la symbiose. De plus, il semble que la dégradation de l’arbuscule requiére une
participation active de la cellule corticale.

La formation des arbuscules dans les cellules corticales entraine plusieurs modifications de
I’organisation de la cellule héte telles que :

1) Une fragmentation de la vacuole
2) La disparition des amyloplastes.
3) L’augmentation du nombre d’appareils de Golgi.

4) L’augmentation de la taille et le déplacement en position centrale du noyau.

5) Et surtout I’invagination de la cellule.
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Un grand nombre d’espéces de champignons MA comme R. irregularis produisent des
structures de réserves lipidiques a I’intérieur des racines au niveau dans les cellules ou au niveau
de I’apoplaste, ce sont des vésicules (Smith & Read, 2008).

Les vésicules se développent a partir des hyphes a I'intérieur de la cellule ou dans I’espace
intercellulaire. Elles sont formées par des renflements des hyphes intra-racinaires et contiennent
une haute teneur en lipides et noyaux. Par conséquent, elles constituent une structure de stockage
et de reproduction (Declerck, 2014, Peterson et al, 2004).

Hyphes donnent lieu aussi a la formation De spores qui constituent des structures de
reproduction, de survie et dispersion (Declerck, 2014). Le cycle du champignon est complété

lorsqu’il forme de nouvelles spores dans ce mycélium externe.
1.4 .1.2.5 Echange des nutriments :

Plante hote au niveau des racines. Le principal avantage pour la plante est donc une meilleure nutrition
hydrique et minérale en particulier en phosphate (pour revue : Smith & Read, 2008). Les plantes
mycorhizées re¢oivent du phosphate de la part du champignon et cela se traduit le plus souvent par une
augmentation de la biomasse par rapport a des plantes non colonis¢es (I'effet est d autant plus net que les
plantes sont en condition de carence phosphatée). ceci s’accompagnant parfois de teneurs internes en
phosphate supérieures chez les plantes mycorhizées. De plus, 1'¢tat mycorhizé foumnit aussi a la plante une
meilleure résistance aux stress abiotiques comme le stress hydrique, salin ou la présence de métaux lourds
(exemples : Al-Karaki, 2000 ; Aroca et al., 2007 ; Hildebrandt et a/., 2007) mais aussi aux stress
biotiques. En effet, des plantes mycorhizées sont plus résistantes a certains pathogenes racinaires (Whipps,
2004) mais aussi foliaires (exemples : Liu et al., 2007 ; Campos-Soriano ef a/., 2011). L association
symbiotique entre les champignons MA et les plantes est dite mutualiste, ¢’est-a-dire que les deux
partenaires tirent profit de I'interaction. Les champignons MA (biotrophes obligatoires) regoivent de la
plante des ¢léments carbonés issus de la photosynthese. L interaction représente donc un cott pour le
partenaire végétal. La part de photosynthétats transférée au champignon est non négligeable puisquelle
peut atteindre jusqu’a 20 % du carbone fix¢ lors de la photosynthése, soit environ 5 milliards de tonnes de

carbone par an (Bago et al., 2000).
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Figure 15 : Mécanisme d absorption des minéraux et des métaux lourds par les CMA et leur translocation

vers la plante (Giasson et al, 2008). MyIR : Mycélium intra-racinaire ; MyER : Mycélium extra-racinaire

1.4 .1.2.5.1 Nutrition phosphatée :

La symbiose endomycorhizienne a développé les mécanismes physiologiques et
biochimiques capables d’améliorer la mobilisation du phosphore du sol (Smith et
GianinazziPearson, 1988). L’augmentation de I’absorption du P par les plantes est expliquée par
plusieurs mécanismes, entre autres, I’augmentation de la surface d’absorption racinaire de la
plante grace au réseau extramatriciel et par conséquent, une meilleure exploitation du phosphate
du sol au dela de la zone d’épuisement de la racine (Plenchette, 1982). A ’aide des techniques
cytochimiques, il a été possible de mettre en évidence diverses activités
enzymatiques dont les activités ATPasiques du plasmalemme du champignon et chez la plante
hote (Dexheimer, 1997). Les hyphes du champignon possédent aussi des phosphatases (enzymes
qui catalysent I’hydrolyse des liaisons organiques en libérant de 1’ orthophosphate)
qui favorisent la libération du phosphore immobile dans le sol et permettent la minéralisation des
sources organiques des phosphates (DeMars et Broner, 1995). Le phosphore ainsi mobilisé est

facilement absorbé et transporté a travers I’hyphe aux arbuscules puis a la plante hote.
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1.4 .1.2.5.2 Nutrition azotée :

Les bienfaits de 1’association endomycorhizienne ne sont pas limités a la seule nutrition
phosphatée. Strullu (1991) signale que les CMA possedent les équipements enzymatiques
nécessaires a |’utilisation de I’ammonium et des nitrates. Azcon-Aguilar et Barea (1992)
rapportent que 1’association symbiotique peut améliorer la nutrition azotée. Mais ceci n’est pas
général, car dans certains cas, I’analyse minérale des plantes mycorhizées ne montrent pas une
amélioration significative. Ces résultats pourraient étre liés au type de champignon utilis€ ou étre
attribués a un phénomeéne de dilution du a la croissance plus rapide de la plante mycorhizée et
surtout a une meilleure production de matiere seche aérienne (Guillemin et a/.,

1995 ; Abbas, 1998).

1.4 .1.2.5.3 Absorption des autres éléments minéraux

Généralement, I’endomycorhization augmente aussi I’absorption d’autres éléments
minéraux comme le K, Ca, Mg et certains oligo-éléments tels que le Zn, S, Cu, etc (Harley et
Smith, 1983 ; Graham et Syverten, 1989 ; Othabi et al., 1993 ; Meddich ef al., 2000). Cet effet est

lié a une meilleure exploitation du sol par le réseau extra matriciel.
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Figurel6: Les différentes voies d’acquisition du pi chez les plantes mycorrhizées (Smith Smith,
2011)

1.4 .1.2.6 Intérét des mycorhizes

La symbiose mycorhizienne est donc une union intime entre les racines de la plupart des
arbres, arbustes, plantes herbacées et des champignons microscopiques (Plenchette, 1991) donc
en fournissant des nutriments a la plante, les champignons MA ont un effet fertilisant, et un effet
protecteur vis-a-vis des stress abiotiques et biotiques, , et enfin ils jouent aussi un role dans la
stabilité du sol. Sont généralement modifiées par la présence des différant type des mycorhizes ,
notons par ailleurs que les mycorhizes jouent un role de biofertilisants, Biorégulateurs,

Biostabilisants et Bioprotecteurs.
v’ biofertilisants

Les mycorhizes jouent un role important dans 1’absorption de I’eau et des nutriments par la plante
(American Academy of Microbiology, 2013). En effet, ils stimulent la croissance de la plante par
I’amélioration de sa nutrition et ceci en augmentant le volume du sol disponible pour I’absorption
des nutriments qui se fait grace aux mycéliums racinaires de ces champignons. Notamment ceux
qui sont peu mobiles et qui sont présents en faible quantité dans la solution du sol tels que : le
phosphore, le soufte, le potassium, le zinc, le calcium et le magnésium (Bouhired, 1984). D aprés
Plenchette (1982). La meilleure nutrition phosphatée des plantes mycorhizées est la conséquence
de 2 mécanismes : une exploitation du sol par les hyphes fongique qui s’étendent au-dela de la
zone d’épuisement de la plante et une absorption intense prés de la racine, due a la plus grande

surface absorbante des hyphes fongiques.

Des travaux récents démontrent clairement que le mycélium fongique intervient en synergie
avec les microorganismes du sol dans la décomposition de la matiére organique, donnant ainsi
acces a des éléments minéraux emprisonnés dans les résidus végétaux ou animaux (Fortin et al,
2008)

L’amélioration de la nutrition hydrique des plantes est prouvée via cette matrice extra

cellulaire qui explore un plus grand volume de sol (Smith et Read, 1997 ; Auge, 2001). En effet,
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le fin mycélium des champignons peut aller puiser I’eau dans de petits interstices et agrégats du

sol qui ne sont pas accessibles aux racines.

Plusieurs travaux ont montré aussi que l’inoculation des racines avec des MA permet
d’augmenter la matiére séche ainsi que le rendement et ’acquisition d’azote et de phosphore,
surtout pendant la phase de développement de la plante (Chalk et al., 2006; Kistner et Parniske,
2002; Smith et Read, 2008).

En effet, Les champignons mycorhiziens favorisent la coexistence entre plusieurs especes
végétales, améliorant ainsi la productivité et la biodiversité végetales dans ces €cosystemes(van
der Heijden ef al., 1998 a, b ; Gobat ef al., 2003 ; Hart ef al., 2003 ; Silvertown, 2004 ;Sanon ef
al., 2006 ; Kisa et al., 2007).

v' Biorégulateurs

La colonisation des racines par les champignons MA influe sur la croissance et le
rendement des plantes (taille et productivité accrues), mais aussi leur développement
(architecture des racines plus dichotomisée et floraison plus abondante) (Silvio Gianinazzi,
2012).

L’association mycorhizienne joue un role important dans la synthése de composés
complexes, comme les vitamines et les phytohormones (auxines, acide abscisique) (Barker et

Tagu, 2000), qui sont des composés essentiels pour la formation des fleurs (Usha et al, 2005).

Les champignons mycorhiziens seraient aussi capables de sécréter des hormones pouvant
induire des modifications chez la plante hote au niveau de la morphologie : comme la

différenciation intense des racines courtes en présence de champignon ectomycorhizogéne.

De plus, les phytohormones produites par le champignon sont exportées vers la plante hote

et affectent la croissance du systéme racinaire, du tronc, des tiges et des feuilles.
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v' Bioprotecteurs :

Un effet protecteur pour la plante héte, que ce soit face a des stress abiotiques ou biotiques.
Les stress osmotiques (sécheresse et salinité) sont des stress abiotiques fréquemment rencontrés
par les plantes et 1’association avec les champignons MA permet de réduire les symptomes du
stress en complément des mécanismes protecteurs intrinseques de la plante (Ruiz-Lozano, 2003).
La réponse des plantes mycorhizées en condition de sécheresse se traduit par de meilleurs taux de
transpiration et de photosynthése, une conductance stomatique et des teneurs en N et P dans les
feuilles plus élevées et donc une meilleure croissance que les plantes non mycorhizées (Ruiz-
Lozano et al., 1995). Parallélement, La salinité peut perturber la capacité de colonisation, la
germination de spores et la croissance des hyphes (Porcel ef al, 2011). Ainsi, L’intensité de
colonisation et I’abondance de vésicules et arbuscules sont réduits avec [’augmentation de sel,
tout comme la réduction significative de la longueur des hyphes (Juniper & Abbott, 1993, Porcel

etal, 2011).

Chez les plantes mycorhizées, les métaux lourds sont retenus dans le manteau fongique et
ils ne parviennent a la racine de la plante qu’en quantités réduites. Ici, le mycorhize est
comparable a un filtre (Egli et Brunner, 2002).

Par ailleurs, I’interaction des champignons MA avec les autres organismes du sol en font un
agent protecteur vis-a-vis du stress biotique provoqué par les pathogénes. La symbiose MA

protege la plante des dégats causés aux racines par des nématodes (Elsen et al., 2003).

Les racines fines des arbres sont la proie de nombreux champignons pathogenes qui causent
des nécroses perturbant 1’absorption. Beaucoup de champignons symbiotiques, surtout ceux qui
forment les ectomycorhizes, ont développeé des mécanismes variés pour contrer les pathogenes :
barriére physique constitu€e par le manteau des ectomycorhizes, appauvrissement du milieu en
fer grace a des sidérophores spécifiques ou production de substances toxiques (antibiotiques)

(Stenstrom et al., 1997 in Drénou et al., 2006).

Il existe en plus de preuves que certains de ces champignons protégent leurs hotes a I’égard
des herbivores en produisant des toxines chimiques ou des préventives. Le plus souvent, le
champignon synthétise des alcaloides qui protégent la plante. Les plantes synthétisent aussi toute
une série d’alcaloides, dont beaucoup servent a leur défense. Un moyen de savoir si I’endophyte
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améliore la santé de la plante hote consiste a cultiver des parcelles de plantes avec et sans le
méme endophyte. Une expérience sur le ray-grass, Lolium perenne, a prouvé que la plante est

plus résistante aux aphides parasites en présence d’un champignon endophyte, Neotypbodium
v’ Biostabilisants :

Un autre effet des champignons MA est leur action sur la structure du sol. Les hyphes
fongiques ont la propriété d’agir sur la macroaggrégation des constituants du sol et donc sur la
stabilité du sol (Tisdall et al., 1991). La stabilité des sols est trés importante dans la lutte contre
I’érosion, la perte des nutriments et de la matiére organique par lixiviation, qui entrainent une

baisse de la productivité en agriculture (Schreiner et Bethlenfalvay, 1995).
1.4.1.2.7 Résistance aux stress biotiques et abiotiques :

Outre les effets nutritionnels, d’autre effets positifs des MA ont été rapportés, a savoir
une résistance accrue des plantes endomycorhizées aux attaques de certains pathogenes
telluriques tels que : Fusarium, Phytophthora et Thielaviopsis (Bagyaraj, 1984 ; AzconAguilar et
Barea, 1992 ; Oihabi, 1991) et des nématodes (Morandi, 1987). Plusieurs hypotheses ont été
eémises pour expliquer les mécanismes de base a ces effets. En effet, les CMA n’interviennent pas
directement sur le pathogene, mais plutdt en causant des changements dans les tissus de 1’hote
notamment en développant la lignification des cellules, créant ainsi une barriere contre la
pénétration des pathogenes (Schenck et Kellan, 1978). Une autre explication pourrait étre trouvée
au niveau de la compétitivité pour les sites d’infection : I’occupation en premier par les CMA des
cellules hotes empécherait la pénétration du pathogene (Gianinazzi-Pearson et Diem, 1982).
L’accumulation de certains composés du métabolisme secondaire, en particulier I’augmentation
des teneurs en composés phénoliques (Krishna et Bagyaraj, 1984 ; Blal, 1989) et 1a production de
phytoalexines (Morandi, 1989) observée chez les plantes endomycorhizées pourraient en étre

¢galement responsables de I’inhibition des agents pathogenes.
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1.4 .1.2.8 Technologies de production d’inoculum mycorhizien :

Une production végétale de qualité sous-entend des produits finis de haute gamme et
I"utilisation de technologies qui préservent au mieux I'environnement. Toute approche réaliste
visant a réduire l'apport de pesticides et de fertilisants chimiques et a protéger les cultures et la
qualité des sols mérite d'étre exploitée (Smith et Read 1997).

Une multitude de travaux ont clairement démontré I’intérét scientifique et pratique des
biofertilisants pour faire face a ces différentes contraintes. Les biofertilisants sont
généralement préparés comme inoculants a base de support contenant des micro-organismes
(Senoo et Narumi, 2006), telle que les champignons mycorhiziens de type arbusculaire (MA).
L’application d’inoculants mycorhiziens commerciaux dans I’agriculture vise a
entrainer une meilleure mycorhization des cultures par introduction d’une ou plusieurs
souches étrangeres de CMA qui ont été sélectionnées pour leur capacité a produire des effets
bénéfiques sur les plantes (augmentation de la nutrition, réduction des maladies, etc.). Les
especes qui sont couramment utilisées pour les inoculums commerciaux sont du genre des
(GGlomus. Ces espéces sont naturellement trés répandues dans les écosystémes et ont comme
avantage de coloniser une grande variété de plantes hotes (Dalpé et Monreal, 2004 ; Fortin ef
al., 2008).

1.4.1.3.1 Inoculum mycorhizien :

L’inoculum sous forme solide (granuleux ou poudreux) ou en suspension liquide pourra
se composer de différents types de propagules : spores, mycélium fongique, fragments de
racines mycorhizées. Un ou plusieurs types de propagules peuvent étre formulés dans un
méme inoculum endomycorhizien. De plus, les inoculums de champignons ectomycorhiziens
ou endomycorhiziens peuvent contenir une ou plusieurs especes fongiques meélangees. Les
produits multi-especes sont plus proches des conditions naturelles car dans les écosystemes il
est rare de ne rencontrer qu’une seule espece de champignon mycorhizien. La présence de
plusieurs especes fongiques permet a I’'inoculum de répondre a une plus grande diversité de

conditions de culture (Haimet, 2013).
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1.4.1.3.2 Type d’inoculum :

Le mode de production differe selon la famille de champignons :

a) Les champignons ectomycorhiziens :
la production d’inoculums d champignons ectomycorhiziens se fait généralement en

conditions axéniques, sans plante hote, en culture liquide ou sur support solide.
b) Les champignons endomycorhizien :

sont des symbiotes obligatoires strictes c'est-a-dire dépendants de la présence d’une
plante hote pour se développer et se multiplier. Le producteur d’inoculum est alors tenu
de cocultiver le complexe « champignon-plante hote ». A ce jour, les deux technologies

de production les plus utilisées sont :

» la méthode dite conventionnelle consistant a multiplier les champignons
endomycorhizien sur les racines d’une plante-hote entiere, cultivée en

conditions contrdlées en serre ou en chambre de culture.

» la méthode « in vitro » consistant a multiplier le champignon endomycorhizien
sur des racines cultivées sur milieu synthétique en conditions stériles(Marie-

Line Haimet, 2013).

1.4.1.3.3Etapes de production d’inoculum mycorhizien
Depuis, plusieurs techniques de mycorhization ont été développées et celle utilisant des
champignons mycorhiziens seuls repose dorénavant sur les étapes suivantes :
(1) isolement et purification de souches fongiques.
(i1) sélection, en conditions contrdlées de souches fongiques performantes pour un
parametre donné (par exemple : effet de la souche sur la croissance de la plante hote).
(i11) multiplication de la souche en conditions axéniques et production d'inocula

fongique (Duponnois ef al., 2013).

1.4.1.3.4 Qualité des inoculums
Concernant la qualité des inoculums disponibles, plusieurs critéres mentionnés sur

I’emballage doivent étre pris en compte :
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®*la dose d’utilisation qui informe sur la dose minimale d’inoculum nécessaire
pour garantir la mycorhization d’un plant ou d’une surface végétalisée.
*le nombre de propagules / unité de poids ou de volume du produit qui indique

la richesse minimale de I’inoculum garantie par le fabricant.



Chapitre II matériel et méthodes

I1.1. Matériel :
<  Matériel végétal :
La plante hote utilisée est Medicago sativa L. (LUZERNE) ; Le choix de cette plante son

éte dicté par son utilisation importante en tant que plante fourrager pour 1’alimentation du
bétail ; et son étude entre dans le cadre de la valorisation de ressources fourragéres dans les
zones arides et semi-arides.

% sol:

Les échantillons de sol sont collectés de la rhizosphere du plant Medicago sativa présent
dans la région de Naama.

Les prélevements de sol, d’au moins cinq plantes choisies au hasard, sont collectés a une
distance de 50 cm et sur une profondeur de 0-20 cm et sont homogénéisés pour obtenir un
échantillon représentatif pour chaque région puis aérés et conserves a température ambiante
dans des sachets en plastique jusqu’a leur utilisation.

I1.2. Méthodes :

I1.2.1 Etude des mycorhizes :

Les différentes méthodologies utilisées pour observer les structures formées par les
mycorhizes sont réalisée selon les phases suivantes : €échantillonnage, lavage, éclaircissement
et coloration des mycorhizes, le montage et I’observation.

11.2.1.1 Echantillonnage :

Les prélévements sont réalisés sur une profondeur de 10 a 20 cm a proximité de la plante
étudiée, prélevement d’un bloc de terre avec une partie importante de son systéme racinaire
qui contenant les racines fines qui seul nous intéressent, siege de I’association avec des
mycorhizes, sont extrémement fragile et leur séparation du sol doit étre réalisée tres
délicatement.

11.2.1.2 Lavage :

Pour déloger facilement la terre des racines, celles-ci ont été trempée dans des bassines
d’eau pendant 24h, puis elles ont été lavées sous un léger filet de I’eau de robinet et tres
délicatement frottées avec les doigts parce que les racines fines qui seule nous intéressent
sont extrémement fragiles.

A I’die de ciseaux les racines fines ont été séparée de racine pivotante et versée dans un
bocal pour moitie remplie d’eau ; puis agiter délicatement pendant quelques minutes, afin de
les débarrasser de toute particule de terre.

Les racines fines doivent étre maintenues en permanence dans |’eau ; en effet, ces
derniéres se desséchent rapidement a I’aire libre et elles doivent étre maintenues dans ’eau |
en effet, ces derniers se desséchent rapidement a ’aire libre et elles doivent étre conservés au
réfrigérateur a + 4°C avant d’étre observés directement ou traités ultérieurement.
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11.2.1.3 Eclaircissement et coloration des racines :

pour mettre en évidence la présence de structures endomycorhiziennes, les racines fines
ont été éclaircies et colorées selon la technique de Phillips et Hayman (1970) modifiée . Ainsi
elles ont été placées dans des tubes a essai contenant la solution fixatrice FAA durant 30
minutes qui sert a la conservation des racines . Apres plusieurs ringages a 1’eau courante. Elles
ont été plongées dans une solution d’hydroxyde de potassium KOH a 10% et chauffer au
bain-marie a 90°C pendant 1h afin de les vider de leur contenu cytoplasmique. Ensuite les
racines ont été transférées dans une solution de peroxyde d’hydrogéne H202 a 10 % et
chauffer au bain-marie a 90°C pendant 20 minutes pour les blanchir. Apres plusieurs
ringages a 1’eau courante, les fragments racinaires éclaircis ont été submergés d’acide lactique
a 10% durant 10 minutes qui permet de neutraliser I’hydroxyde de potassium KOH restant.
ENFIN les racines ont été transférées dans une solution de bleu de trypan de 1% et chauffer
au bain-marie a 90°C pendant 1h qui permet la coloration de la chitine des parois du
champignon. Les structures fongiques, tels que les arbuscules, les vésicules et le mycélium
apparaissent en bleu. Les racines ont été a nouveau ringées a I’eau courant, puis conservées
dans des boites de pétri contenant de glycérol 60%.

Acide lacti Bleu de Trypan
FAA KOH(10%)  H0:010% " igopy )
£l
les mettre ) = e \
R — Rincage 2 ['eay les transférées Rincage 2 l'eay les transférées les placées & J
de robinet &l de robinet i TN /’
I
& L " "/ Glycérol
30 min Chauffage a Chauffage & 10 min Chauffage a
90°C pcndant 1h 90 °C pendant 90°C pendant 1h
20 min

figurel7: Schéma représentatif des étapes d’éclaircissement et coloration des racines.
I1.2.1.4 Montage et observation des racines :

Les racines traitées sont découpées en fragments d’environ un cm de longueur. vingt a
trente fragments, en triplicata, choisis au hasard sont montés et écrasés entre lame et lamelle
dans du glycérol en raison de 10 fragments par lame (chaque triplicata représente une plante).
Puis observées au microscope photonique.
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Fragments de
racines

Figure 18 : Montage des racines entre une lame porte-objet dans du glycérol pour
I’observation microscopique.

11.2.2 Estimation de la mycorhization MA naturelle des racines

les fragments sont observés au microscope photonique pour calculer les quatre
parameétres de la colonisation MA (Trouvelot et al., 1986) :

* F: Fréquence de colonisation

F% = (nombre de fragments mycorhizés / nombre des fragments totaux) * 100.

M : Intensité de colonisation développée dans le systéme racinaire entier ;

M% = (95n5+70n4+30n3+5n2+n1)/ (nombre des fragments totaux).

nS = nombre de fragments notés 5 ; n4 = nombre de fragments 4 etc.

a: Teneur arbusculaire de la colonisation dans la partie endomycorhizée du systéme

radiculaire : a% =(100mA3+50mA2+10mA1)/100

mA3 = ((95n5A3+70n4A3+30n3A3+5n2A3+n1A3) / (nombre des fragments mycorhizés) * 100 / m
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% m =M * (nombre des fragments totaux)/ (nombre des fragments mycorhizés)

A : Teneur arbusculaire de la colonisation ramenée au s

A% =a * (M /100).

11.2.3 Piégeage des endomycorhizes :

La méthode de piégeage de Morton (1992) et Walker (1992) est utilisée pour la mise en
¢vidence de la diversité des CMA dans les sites d’étude. Elle consiste a cultiver une plante-
piége dans un substrat pauvre en éléments nutritifs et utiliser comme inoculum le sol des sites
contenant des propagules viable (spores, hyphes et fragments de mycorhize).

L’inoculum est constitué du sol rhizospherique contenant des racines des plantes d’intérét
coupées en petits fragments et soigneusement mélangées avec ce sol.
Le substrat est constitué¢ du sable autoclavé trois fois a 120°C pendant une heure pour
¢liminer tout risque de contamination par d’autres champignons. L inoculum est mélangé (1:1
v /v) avec du substrat sableux autoclavé. Ce mélange est ensuite transféré dans des pots en
plastique de 1 1 de volume, préalablement lavés et désinfectés a 1’eau de javel. Ils sont
remplis a moitié avec du substrat sur lequel sont déposés 200g d’inoculum ; le tout est ensuite
recouvert de substrat afin de limiter les risques de contamination. Deux répétitions sont
réalisées pour chaque sol. Un témoin sans inoculum est realisé dans les mémes conditions
avec seulement du substrat autoclavé afin de vérifier que les conditions de culture soit
exemptes de contaminants MA.

La variété de mais HYBRID PICO est utilisée comme plante piége. Les graines sont
désinfectées avec de 1’hypochlorite du sodium 12°chl pendant 15 min et rincees
abondamment avec de I’eau distillée stérile. Les graines désinfectées sont incubées a 25°C a
I’obscurité, apres trois jours, le semis est effectué a raison de trois plantules par pot qui sont
ensuite fermés avec un couvercle perforé (Film alimentaire) pour I’émergence des jeunes
plants (Fig.17).

Figure 19 ; Dispositif expérimental de la méthode de piégeage Morton (1992) et Walker
(1992).
a : Plantules de mais apres trois jours de germination. b : Plantules de mais transplantées.
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Les pots sont arrosés quotidiennement avec de 1’eau distillée stérilisée. La fertilisation
n’est appliquée que lorsque les plantes montrent des signes de carence en phosphore ou en
azote, en utilisant la solution nutritive de Hoagland et Arnon (1938) (annexel).

Les pots sont déposés en chambre de culture controlée (une température de 25°C = 1 et une

photopériode de 16 heures). Apres 42 jours de culture, les plants de mais sont dépotes, leur
hauteur est mesurée, le systéme racinaire est utilisé pour I’estimation du taux de colonisation
MA et le substrat de chaque sol est récolte, séché a température ambiante pour I’extraction et
la caractérisation phénotypique des spores.

11.2.4 Extraction des spores

Elle est effectuée sur la base de la méthode de tamisage humide décrit par Gerdemann et
Nicholson (1963). Nous avons procédé au délayage d’un échantillon de 100 g de sol sec,
provenant des €chantillons issus du piégeage et prélevés directement des sites d’études, Dans
1000 ml d’eau de robinet. Ce mélange sol-eau est agité pendant 1 minute puis laissé a décanté
pendant 15 a 30 seconde. Le surnagent est filtré a travers trois tamis superposés a mailles
décroissantes (500-125-45 um de diametre).

Pour optimiser le rendement, cette €tape de mise en suspension suivie de tamisage est répétée

au moins trois fois. Les particules retenues par le tamis de 45 um uniquement sont recueillies
dans des tubes de centrifugation remplis a 1/3 d’une solution de saccharose a 60% (p/v) afin
de concentrer les spores et de reéduire la présence des particules de sol et des fragments
racinaires (Daniels et Skipper, 1982). Ces tubes sont soumis a une centrifugation a 1750 r/m
pendent 5 minutes a 4°C. Le mélange sédiments-saccharose a été de nouveau centrifugé a
1750 r /m pendent 15 seconde. Les spores et les particules restées en suspension dans la
solution de saccharose sont récupérées dans un tamis de 45um d’ouverture de mailles puis
rincées avec 1’eau de robinet pour éliminer le saccharose et éviter les phénomeénes de
plasmolyse. Les extraits ainsi obtenus sont conserves a 4°C pour I’observation, Le comptage
et tri morphologique des spores (fig.19).

Figure 20 : description des étapes d’extraction des spores.
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I1.2.5.1 Caractérisation de tri morphologique des spores :

Les spores sont extraites du sol issu du piégeage. Ces spores sont examinées sous une
loupe binoculaire et la caractérisation morphologique est effectuée au microscope photonique
MOTIC version 2,1 reliée a un ordinateur. Les morphotypes sont classifiés selon leurs
caractéristiques morphologiques : couleur, forme, taille, bulbe suspenseur et nombre de
membranes de s€paration etc. La distinction et la description des espéces sont réalisées en se
référant a la clé d’identification d’International Culture Collection of Arbuscular and
Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM) (http//www.invam.caf wvu.edu/).

I1.2.6 Analyse des données :

Toutes les valeurs des différents tests représentent la moyenne de 3 pieds Les données
sont calculées a 1’aide du logiciel EXCEL 2010 et les graphiques sont réalisés également a
’aide du méme logiciel.
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I’eau de javel. Ils sont remplis & moitié avec du substrat sur lequel sont déposés 200g
d’inoculum ; le tout est ensuite recouvert de substrat afin de limiter les risques de
contamination. Deux répétitions sont réalisées pour chaque sol. Un témoin sans inoculum est
réalisé dans les mémes conditions avec seulement du substrat autoclavé afin de vérifier que
les conditions de culture soit exemptes de contaminants MA.

La variété de mais HYBRID PICO est utilisée comme plante piége. Les graines sont
désinfectées avec de I’hypochlorite du sodium 12°chl pendant 15 min et rincées
abondamment avec de I’eau distillée stérile. Les graines désinfectées sont incubées a 25°C a
I’obscurité, apres trois jours, le semis est effectué a raison de trois plantules par pot qui sont
ensuite fermés avec un couvercle perforé (Film alimentaire) pour I’émergence des jeunes
plants (Fig.20).
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Figure 21: Dispositif expérimental de la méthode de piégeage Morton (1992) et Walker
(1992).
a : Plantules de mais apreés trois jours de germination. b : Plantules de mais transplantées.
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Annexe 1

e Préparation du milieu Eau gélosé 1%

Agar Agar : 1g

Eau distillé 100ml (Ph 6,8 a 7)

¢ La préparation : Agitation jusqu'a I’homogénéisation de produit.

Ce milieu est autoclaves pendant 20 minutes a 120°C

Solution nutritive de Hoagland et Arnon (1938)

Solutions méres Ingrédients Quantités (g/l) Solution finale
ml/I
A Ca(NO3)2 4H2o0 236,15 )
B KNO3 101,11 5
C MgSO4 120,40 2
D KH2PO4 136,10 1
E CaCl2 2H20 183,73 1
F Séquestrant de fer 25,00 4
Micro- éléments H3BO3 0,572 1
Mncl2_ 4H20 0,362
ZnCI2 0,110
CuCl2_2H20 0,050
Na2Mo0O4_ 2H20 0,025

Ph6,0a6,5

Annexe 2
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Préparation des produits pour 250 ml : /2=12,5
FAA 1 volume de formaldéhyde 37° 25 ml 12,5
1 volume d’acide acétique glacial 25 ml

8 volumes d'alcool éthylique a 70° 140 ml
Ethanol de 96 %
Donc 140 ml (96 %) + eau = 200 ml (70°)
65g 100ml

KOH 10% on a KOH 85% ca veut dire que 15 est impure

29,4g 20g 100ml 2g 3,52
10g 100ml 10g 1,76
8,5g pur+1,5g impure 8,5 1,5 KOH (20%)
23, 52g 100ml
58, 8 250ml
H202 10% 11,76 100ml
29, 4g 250ml
Acide lactique a 10% on a acide lactique 30% donc (1/3)
83,33 ml 1 volume d’acide + 2 volume d’eau
1 volume d’acide + 8 volumes d'eau 90% 10%

V=27,77*8= VE = 222,22 ml eau
27,77= A lacique
Bleu de tripan dans lactophénol lactophénol 50/50 volume acide lactique et phénol
125 ml phénol + 125 ml acide lactique
250 ml lactophénol

+

0,25 g bleu de trypan
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La solution de bleu de trypan

0,1% 0,1g 100ml
1% = 2,5% 0,25 250 ml
Préparation de saccharose 60g 100ml

Protocole de Coloration et observation des Mycorhize (d’apres Vierheilig et al., 1998. et
adapté par Diane Rivaton)

Prélévements des racines :

-Prendre I'aliquote de racine destinée a cette observation qui a été congelé dans un
pilulier lors de la récolte

des plantes piéges et le faire décongeler en ajoutant de I'eau distillée a T°C ambiante

-A l'aide d’une pissette d’eau distillée, récupérez I'ensemble du contenu du pilulier et le
versez dans un couvercle en verre

-A l'aide d’un scalpel, d'une pince et d’'un couvercle en verre, découper les racines en
trongons de 2-3 cm environ

Coloration encre Shaeffer (Vierheilig et al, 1998) dans les caissettes de coloration :
-Réglez le bain marie a 90°C

-Mettre dans le bain marie 1) le bocal de solution de KOH 10% et 2) le bocal de solution
de coloration (5% encre Shaeffer et 5% acide acétique)

-Dans chacune des caissettes, mettre un échantillon de fragments de racines découpées a
colorer, et attachez ensemble les différentes caissettes avec un fil de fer fin

-Quand les solutions dans les bocaux sont a 90°C, mettre les caissettes dans la solution
de KOH et laissez incube10 min.

-Apres ce temps, rincez les caissettes dans 1 bain d’eau distillée froide

-Placez ensuite les caissettes dans la solution de coloration (5% encre Shaeffer et 5%
acide acétique), laissez incuber pendant un temps égal a I'incubation dans le KOH, soit
10 min.

-Une fois colorées, rincez a nouveau les caissettes dans 1 bain d’eau distillée froide,
-Puis, terminez par un dernier bain dans la solution de décoloration a 2% d’acide
acétique pendant 24h

-Rincez ensuite dans un dernier bain d’eau distillée froide, puis monter entre lames et
lamelles pour

observation

Observation mycorhization :

Pour chacune des caissettes :

-Prélevez aléatoirement 30 fragments de racines colorés

-Positionnez 10 fragments par lames ou ont été tracé 2 lignes distantes de 1 cm
-Pour I'observation, monter entre lames et lamelles dans une goutte d’eau glycérinée
(50%eau+50%glycérol) et

passer un trait de vernis transparent sur le contour pour une longue conservation
observez sous microscope optique (X 100) pour compter les arbuscules et sous
binoculaire (X 20) pour déterminer la
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colonisation racinaire par les mycorhizes.

Annexe3

0
0% <19 <10% <50% =>50% =>90%
None : A0 @
Few arbuescules @ Al
N - o |
Freguent : AZ g

Abvmndant : AS

Al A2z A3

Annexe 3 : Echelle d’évolution de la présence des arbuscules.

Annexe4

Technique de calcul des parametres définis par Trouvelot et al (1986)
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Densité de colonisation du cortex
On observe au microscope 30 fragments racinaires d’environ 1 cm chacun traités selon
la technique de Phillips et Hayman (1970). On attribue a chaque fragment une note de
classe comprise entre 0 et 5 correspondant a 'estimation de la proportion de cortex
colonisé par le symbiote mycorhizien :
: pas d’infection
: trace
:moins de 10 %
:de 112350 %
:de 51390 %
: plus de 90 %
Qualité arbusculaire :
La présence des arbuscules est notée simultanément en indiquant leur classe de
fréquence de
AaA
0 % : pas d’arbuscule
10%:A
50%:A
100%: A
Calculs des parametres :
a. Fréquence de mycorhization (F) :
F% = [(N-no)/N] x 100
N : Nombre de fragments observés
no: Nombre de fragments sans trace de mycorhization
b. Intesité de mycorhization (M)
M% = (95 x ns) + (70 x n4) + (30 x n3) + (5 x nz+ n1)/N
ns,n4,n3 nz et n1sont les nombres de fragments notés 5, 4, 3, 2 et 1 respectivement.
c- Teneur en arbuscules de la partie mycorhizée (a) :
A% = (100 x mA) + (50 x mA) + (10 x mA)/100
mA, mA et mA représentent le pourcentage de mycorhization de qualité arbusculaire
donnée, calculées selon :
mA = [(95 x nsA) + (70 x n4A) + (30 x n3A) + (5 x n2A) + n1A] x F/M(N- no)
nsA, n4A, n3A, n2A et n1A sont les nombres de fragments notés 5A, 44, 3A, 2A, 1A
respectivement.
d. Teneur en arbuscules du systéme racinaire (A)
A% =ax M/100.11.2.1.5 Estimation de la colonisation MA naturelle des racines
Le pourcentage de colonisation des racines est calculé selon la méthode de Trouvelot et
al,, (1986). Cette méthode refléte autant que possible le potentiel et I'état d’activité de la
symbiose.
Les fragments racinaires de Medicago sativa L. observés ont été notés dans un tableau
(annexe 2), selon un baréme de notations (Fig. 18), ce bareme permet d’estimer
rapidement le degré de colonisation mycorhizienne et la richesse en arbuscules.
Avec cette méthode cinq parameétres de la colonisation ont été calculés, a savoir :
-ll —Fréquence de la colonisation mycorhizienne (F%) : qui refléte le degré de la
colonisation du systéme racinaire.
-l —Intensité de la colonisation mycorhizienne : qui exprime la portion du cortex colonisée
par apport a I'ensemble du systéme racinaire.
M% : intensité de mycorhization relative
m % : intensité de mycorhization absolue

Ul WIN = O
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Avec n5, n4, n3, n2, n1 son les nombres de fragments respectivement notés dans les cinq
classe d’infection marquant I'importance de la mycorhization a savoir :

5=plusde 95%;4=de 50%a95%;3=de 30% a50%;2=de 1% a30%et1=1%du
cortex.

-l —Intensité arbusculaire : a % : Abondance en arbuscules dans les parties
mycorhizées des fragments racinaires.

Ou mA3, mA2, mA1l = % de m, classés A3, A2, A1, respectivement.

F% = (nombre de fragments mycorhizés / nombre des fragments totaux) * 100

M% = (95n5 + 70n4 + 30n3 + 5n2 + n1)/ (nombre des fragments totaux)

m% = M% * (nombre des fragments totaux / nombre des fragments mycorhizés)
ycorhizés mycorhizés)

a% = (100mA3 + 50mA2 + 10mA1)/ 100

SF F G
Pl P2 B3 Pl B2 P3 Pl P2 P3
F% 93.33% 100% | 100% | 96.66% | 70% | 66.66% | 80%
M% 45.26% 25.43% | 27% | 50.03% | 25.93% | 5.96% | 37.93
%
m% 48.49% 25.43% | 27% | 51.75% | 37.04% | 8.51% | 54.18
%

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des caractéristiques morphologiques des huit types de
symbiose mycorhizienne (Garbaye, 2013)
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-Récoltez les spores et observer sur boite de pétri sous loupe binoculaire

630 pm

180 pm

45 pm

0
(0

illustration schématique du tamisage par voie humide (adapte de gerdemann et
nicholson, 1963)

Annexe 6

Les appareils utilisés
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Microscope opligue de la
référence (Motic Digital

microscope DMB series)

Un matériel utilisé pour I'éclaircissement des racines




