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Résume :

Dans le but d’application d’une double inoculation (Rhizobium-
Mycorhize) pour la croissance et le développement durable. Notre étude
a porté sur la diversité des champignons endomycorhiziens et des
bactéries fixatrices d’azote associés au Medicago sativa L (luzerne)
repartis en deux sites différents Ain hadjar et Rebbahia localisé dans une
zone aride de I’Ouest Algérien (Saida), ont été retenus et échantillonnés.

La luzerne s’associe avec des bactéries fixatrices d’azote, les
rhizobiums. Six a huit souches de rhizobiums ont éé isolée a partir de
nodules récoltés.la meilleure croissance et développement des nodules
vis-a-vis le nombre de nodule, la quantité des matieres seche des parties

aérienne et racinaires est observé chez les sept isolats

En plus de cette symbiose, la symbiose mycorhizienne a été menée
pour L’isolement de spore des CMA indigene du sol rhizospherique de
Medicago sativa a permis d’identifier morphologiquement ains que la
colonisation endomycorhizienne des racines ont réevélé un taux de
mycorhization tres élevé 83% comparée aux racines des plantes

temoins.ll ressort alors que laluzerne est une plante trés mycorhizogéne.

La double inoculation chez  Medicago sativa  avec
(rhizobium+complexe mycorhizien) a stimulé de maniére tres importante sa
croissance par rapport aux autres inocula, en augmentant son poids sec aérien
et racinaire. Il serait intéressant d’exploiter cette double symbiose chez la

luzerne pour améliorer la productivité de la plante au champ.

Mots clés: Rhizobium, mycorhize ,Medicago sativa L, nodule,CMA, zone

aride,endomycorhizienne.



Abstarct:

In the purpose of applying double inoculation (Rhizobium+ Mycorrhiza) For increasing
the productivity and sustainable development. Our study was conducted with arbuscular
mycorrhiza fungi, and bacterium nitrogen fixing associate with Medicago sativa L from
two site (Ain hadjar —Rebbahia) located in an aride zone of western Algeria (Saida) ,were
restrained and sampled them.

The Luzerne associate with bacterium nitrogen fixing, the Rhizobia.six to height strains
of rhizobia have been used from the nodules. The results achieved at the isolation of
native rhizobia (...) have shown a good response to the tests nodulation recommended to
test the infectivity of these strains vis a vis the host plant namely Medicago sativa:the
number of nodules, the amount of dry matter and root parts.

The symbiosis mycorrhiza was conducted to estimate the natural colonization rate of
Medicago sativa L and to isolate spores of native AMF from the rhizosphere soil by
trying to identify them morphologically. The result showed that most of the observed
were strongly mycorrhized by the AMF at high levels 83% compared to the root of the
control plants which showed no fungal colonization. Thisis a guide that Luzerne is plant

high mycorrhized.

The double inoculation in Medicago sativa with (Rhizobium+mixture of mycorrhiza) has
stimulated significantly the growth of this plants by increasing its dry shoot and root
weight and number of nodules too ,it would be exploit this double symbiotic in Luzerne

in order to increase the productivity.

Keywords. Rhizobia, Mycorrhia, Medicago sativa L, nodule arid zone, AMF,
rhizosphere,endomycorrhizal
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Introduction générale

L’utilisation de fertilisants chimiques au niveau mondial a augmenté de fagon
alarmante. Il y a encore un demi-siecle, les agriculteurs appliquaient 17 Tg (1012g) de
fertilisant chimique par hectare, mais aujourd’hui, ce volume a été multiplié par huit (FAO,
2005).

Par ailleurs, Les engrais chimiques permettent d'obtenir un plus grand rendement
agricole, mais sont responsables d'une pollution massive des sols et de I'eau. Les nitrates et
phosphates notamment, présents dans les engrais chimiques, atteignent les cours d'eau et les
nappes phréatiques par infiltration.

De plus Une synthese des instituts américains de la santé suggerent que les concentrations
élevées de nitrates dans I’eau de boisson sont en partie responsable de pathologiesy compris
de cancers. La solution de lutter contre les pollutions générées par les engrais chimiques est le

développement de |'agriculture biologique au détriment de I'agriculture intensive.

Cependant, les techniques agricoles utilisées ces dernieres décennies ont provoqué une
raréfaction, voire une élimination de certaines micro-organismes symbiotique tel que les
champignons mychoriziens et les rhizobium. Ce qui a contribué a la perte de productivité de
sols. Ces micro-organismes jouent un réle considérable dans I’accroissement du rendement
des légumineuses cultivées, dans I’amélioration de la fertilité du sol et dans la réhabilitation
des sols appauvris. C’est pour ces raisons que la recherche scientifique préconise des

stratégies basées sur I’ utilisation des engrais biologiques ou biofertilisants [Dobereiner, 1994].

Le développement et I'amélioration des légumineuses nécessitent I’installation d’une
microsymbiose, cette approche implique une sélection des deux partenaires de la symbiose,
d’une autre part, d’aprés les travaux réalisés sur I’effet bénéfique des champignons
mychorhiziens & arbuscules(CMA) sur le microsymbiote rhizobien,, I’interaction de ces
microorganismes sont des relations impliquant un échange bidirectionnel de ressources entre
la plante et microsymbiose. Dans cette association a bénéfice réciproque, le champignon
mycorhizien arbusculaire améliore la nutrition hydrominérale en particulier la nutrition
phosphatée, la réduction sensible de la pression parasitaire, alors que les rhizobiums
accroissent la nutrition azotée en fixant |’azote atmosphérique. En retour, ces micro-
organismes regoivent de leurs plantes hétes, les produits de la photosynthése nécessaires a

leur développement.



Introduction générale

A travers cette étude, nous chercherons d’abord a apporter une petite contribution a des
recherches consacrées a ce mouvement scientifique, nous voulons étudiée la symbiose
rhizobienne et la symbiose mycorhizienne de Medicago sativa. Et testé la réponse de cette
plante a ladoubleinoculation.
Pour atteindre cet objectif, la stratégie a mener consiste a:
»  Sélectionner un couple performant de Rhizobium-Champignon mycorhizienne afin
d’améliorer la croissance et la production de cette |égumineuse fourragée.

»  Déterminer laréponse de Medicago sativa.L a double inoculation.

Notre travail est organisé en trois chapitres.

Le premier chapitre bibliographique s’articule en trois volets. En premier lieu, un état des
connai ssances géneérales sur la symbiose rhizobienne , Un deuxieme volet a été consacré a une
revue bibliographique sur la symbiose champignon mycorhizienne associatives avec diverses
plantes, et Un accent particulier est ensuite porté sur I’état des connaissances sur les
Iégumineuses ,Ce chapitre inclut aussi une synthese sur les Iégumineuses fourragée qui ont
fait I’objet de cette étude : Medicago sativa.L

Le deuxiéme chapitre est consacré au protocole expé&rimental, la présentation du
matériel biologique ainsi que les différents techniques d’analyses utilisées au cours de cette
étude.

Dans lune troisieme partie a I’analyse des données et I’interprétation des résultats. Cette
partie est constituée de trois sous parties. Nous étudierons dans la premiére, I’aspect
macroscopique, microscopique et I’analyse biochimique, nous déterminerons I’infectivité
(aptitude a noduler) et I’efficience des souches testées, nous analyserons dans la deuxieme,
évaluation la symbiose champignon mycorhizienne sur le mais, dans la troisiéme partie nous
déterminerons la réponse de Medicago sativa .L a I’inoculation double.

En fin, le travail sera achevé par une conclusion générale qui englobe des suggestions et des

perspectives.
Notons que parmi les difficultés rencontrées dans la recherche le manque des produits en
laboratoire et le manque des ouvrages scientifiques.

Il est vrai que ce n’est pas un travail facile mais il a le bénéfice de nous avoir placees dans

I’univers de lamicrobiologie.
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Chapitre | : Etude bibliographique

l. I nter actions plantes-symbiotes

Il existe une multitude d’interactions entre les plantes et leur environnement biotique et
abiotique depuis I’émergence de celles-ci. (Simon, et al ; 1993, Brundrett, 2002), les plantes
ont adopté des stratégies en relation avec leur survie, leur évolution et leur pouvoir
d’adaptation. Parmi celles-ci, les systémes racinaires ont établi des relations, avec des

microorganismes telluriques. (Simon et al ; 1993).

Parmi ces interactions, les associations entre les Rhizobium et les |égumineuses aussi les
associations entre les mycorhizes et les |égumineuses. De ce fait nous présentons une synthése

sur les deux symbioses telluriques rhizobienne et mycorhizienne dans la section suivante.

I.1 symbiose Rhizobienne

Les organismes eucaryotes sont incapables de fixer I’azote par ce qu’ils ne possedent pas la
machinerie biochimique appropriée. La fixation biologique de I’azote releve uniquement du
domaine des procaryotes particuliérement des rhizobia, cette bactérie fournissent ala plante des
substrats azotés, sous forme d’ammoniac, En contrepartie, la plante fournit les éléments
nutritifs assurant le développement de la bactérie. L'établissement de la symbiose implique le
développement d'un nouvel organe, le nodule, qui est le site de la fixation dazote

atmospheérique par le microorganisme symbiote (Silar et al ; 2016).

Le rhizobium (grec : Rhiza = racine, Bios = vie), signifie étymologiquement « ce qui vit dans
les racines » (Frank, 1889). Le terme BNL désigne également les bactéries nodulants les
Iégumineuses. Ces bactéries ont la capacité de reconnaitre, d’infecter et de noduler les racines
des légumineuses pour établir une interaction symbiotique dans le but de fixer I’azote
biologiquement. |.1.1 Caractéristiques desrhizobia

[.1.1.1 Description microbiologique derhizobia
Les rhizobia sont des bactéries telluriques a gram négatives, non sporulé (Pelmont, 1993). Les
rhizobia peuvent exister sous deux formes (Dommergues et Mangenot ,1970 ; Vincent, 1974):

> Laforme libre (végétative) ; Elles apparaissent se forme bétonnet régulier 0,5 & 0,9 de
largeur sur 1,2 a 3um de langueur, Ce sont des petits organismes mobiles avec ciliature
péritricheux, ceux a croissance lente sont mobile par un seul flagelle polaire. Cette

bactérie que I’on trouve dans la rhizosphére et dans le cordon d’infection.
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Figure 01: Morphologie de rhizobium trifoili
(https://docplayer.fr/33113805- Les-symbioses-racinaires.html)
> La forme bactéroide; les rhizobia a I’intérieur des nodules se transforment en
bactéroides de forme branchée, sphérique ou en masse, réguliére ou irréguliére. Chez
les groupes Rhizobium trifoli, Rhizobium meliloti et Rhizobium leguminosarium, les

individus sont irréguliers et ont une taille a peu pres dix fois plus grande que celle de
laforme végétative (NEY RA, 1989).

Figure 02 : Bactéries du genre Rhizobium vues au microscope (x 1 000)
Schéma montrant nombreux bactéroides dans une cellule d'une nodosité racinaire.

(http://biosol .esitpa.or g/liens/rhizo2003/nodul ation.htm.).

[.1.1.2 Habitat :

Les bactéries du genre Rhizobium vivant dans le sol ; a la proximité des racines dans la

rhizosphére, Ce dernier est un habitat particulierement favorable a croissance des rhizobia

4
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et I’on a pu démontrer une augmentation sensible de la population de Rhizobium dans la
zone rhizosphérique comparé au sol sans racines. Ils peuvent également exister comme des
cellules viables dans I’eau ou ils sont capables d’infecter et de noduler des legumineuses

aquatiques telles qu’ Aschynomene spp, et Sesbania (Grouziset Le floc’ H, 2003).

La survie des souches Rhizobium dépende de I’environnement, et la nature du sol
des plantes | égumineuses.
1.1.1.3 Caractéres physiologiques et culturaux
Les rhizobia ont un métabolisme chimioorganotrophe ; ils utilisent un large spectre de
sucres et d'acides organiques. (Le glucose, le mannitol, le saccharose et des composés
aminés) comme source d’énergie. Effectivement (Somasegaran et Hoben, 1994), les
Rhizobiums sont aérobies stricts ou microaérophiles. Leur croissance est optimale a une
température de 28 °C et un pH entre 6 et 7, précisément 6.8, mais certaines souches
peuvent tolérer un milieu acide de pH 4 comme Rhizobium japonicum (Somasegaran et
Hoben, 1994).
L’observation macroscopique montre différentes caractéristiques des colonies dével oppées
d’une culture de 24h - 48h a28°C sur le milieu Y east Extract Mannitol (YEM) solide. Sur
ce milieu les colonies apparaissent sous forme circulaire, blanche, humides et translucides.
Elles peuvent étre brillantes (Somasegaran et Hoben, 1994). Les colonies jaunes et pales
sont rencontrées surtout dans les cultures &gées. Autre critere de différenciation, Le genre
de Rhizobium regroupant les Rhizobium a croissance rapide ; le Rhizobium, Mesorhizobium
,Snorhizobium et les souches Allorhizobium sont généralement des colonies gommeuses
sur milieu YEM, de 4-6 mm de diametre apres 3 a7 jours d’incubation ,ils produisent une
turbidité dans le milieu liquide en 2-3 jours et une vitesse de dédoublement chaque 2-4 h.
Les souches de Bradyrhizobium ont une Croissance plus lente, elles produisent des
colonies plus petites, généralement 1-2 mm de diamétre aprés 7-10 jour dincubation et
produisent une turbidité dans le milieu liquide dans 3-5 jours et ils ont une vitesse de
dédoublement de 6-8 h (Somasegaran et Hoben, 1994).
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Figure 03 : Aspects macroscopique des rhizobiums (ASMA ,2008)

1.1.1.4 Taxonomie desrhizobia

Les Rhizobia ou bactéries nodulant les |égumineuses sont classées au début sur la base des
spécificités de I’hote. Cette classification comportait un seul genre, le genre Rhizobium
avec six espéces qui sont R. leguminosarum, R. meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R.

lupiniand et R. japonicum (Neyra, 1992).

Actuellement, Les rhizobia comportement 14 genre et 98 espéces fait partie de la classe
protéobactéries et du sous classes a-,p-,y-, forment I’ensemble de BNL. (Zakhia et De
Lajudie, 2006 ;Ruberg et a . ,2001 ;Nogom et al . ,2004 ;Benhiziaet a . ,2004).

La plupart de ces espéces bactériennes appartiennent de I’ordre Rhizobial rassemblées au
sein du sous classes aux apha-protéobactéries et regroupe des genres différents :
Rhizobium,  Snorhizobium, = Mesorhizobium,  Ochrobactrum,  Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Methylobacterium, Burkholderia, Devosia, Cupriavidus (Zakhia et de
Lajudie, 2006).
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Tableau 01 : Classification récente des BNL (Berrada et Benbrahim, 2014).

Classe

Ordre

Famille

Genre

Espece

a
proteob
acteria

Rhizobiales

Rhizobiaceae

Rhizobium

R. leguminosarum (symbiovar viciae,
symbiovar trifolii, symbiovar phaseoli)-R.
galegae

(symbiovar officinalis, symbiovar
orientalis)-R. tropici-R. leucaenae-R.
tropici-R. endophyticum-R. phaseoli-R.
fabae-R. etli(symbiovar mimosae, symbiovar
phaseoli)-R. undicola-R.
gallicum(symbiovar phaseoli, symbiovar
gallicum)-R. giardinii(symbiovar phaseoli,
symbiovar giardinii)-R. hainanensis-R.
huautlense-R. mongolense-R. yanglingense-
R. larrymoorei-R. indigoferae-R. sullae-R.
loessense-R. cellulosilyticum-R.miluonense-
R. multihospitium-R. oryzae-R. pisi-R.
mesosinicum-R. alamii-R. alkalisoli-R.
tibeticum-R. tubonense-R. hal ophytocola-R.
radiobacter-R. rhizogenes-R. rubi

R. vitis-R. nepotum

Ensifer

E. meliloti-E. fredii (symbiovar fredii,
symbiovar siensis)-E. sahelense-E. terangae
(symbiovar acacia, symbiovar sesbania)-E.

medicae-E. arboris-E. kostiense-E.
xingianense (Formerly:

Snorhizobium xingianense)-E. adhaerens-E.
kummer owiae-E. americanum-E.mexicanus-
E.numidicus

Shindlla

S. kummerowiae

Phyllobacteri
aceae

Mesor hizobiu
m

M. loti-M. huakuii-M. ciceri-M.
tianshanense-M. mediterraneum-M.
plurifarium-M. amorphae

M. chacoense-M. septentrionale-M.
temperatum-M. thiogangeticum-M. albiziae-
M. caraganae-M. gobiense-M. tarimense-M.

australicum-M. opportunistum-M.
metallidurans-M. alhagi-M. camelthorni-M.

abyssinicae-M. muleiense-M. hawassense-
M. gingshengii-M. robiniae-M. shonense-M.
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shangrilense-M. silamurunense-M.

tamadayense
Phyllobacteri P. trifolii
um
Methylobacte | Methylobacte M. nodulans
riaceae rium
Microvirga M. lupini-M. lotononidis-M. Zambiensis
Brucellaceae | Ochrobactru O. cytisi-O. lupini
m
Azorhizobiu A. caulinodans-A. dobereinereae-A.
Hyphomicrob m oxalatiphilum
iaceae
Devosia Devosia neptuniae
Bradyrhizobi | B. japonicum-B. elkanii-B. liaoningensese-
. um B. yuanmingense-B. betae-B. canariense-B.
Bragz;gg()bl iriomotense-B. jicamae-B. lablabi-B.
huanghuaihaiense-B. cytisi-B. dagingense-
B. denitrificans-B. oligotrophicum-B.
pachyrhiz
Burkholderia B. caribensis-B. cepacia-B. tuberum-B.
. . hymatum-B. -B. iae-B.
B- Burkholderial | Burkholderia _ pnymaluimo no_d 0sa sf‘b'a& .
mimosarum-B. rhizoxinica-B. diazotrophica-
Proeob es ceae : L
. B. endofungorum-B. heleia-B. symbiotica
acteria
Cupriavidus C. taiwanensis
y - Pseudomona | Pseudomonac Pseuomonas sp.
Proteob dales eae
acteria

.1.1.5 Crité&resderésistance

[.1.1.5.1 Larésistance aux contraintes abiotiques

Les bactéries du genre Rhizobium, possedent des propriétés physiologiques leur

permettant de se développer dans le sol avec une quantité suffisante pour fournir la

nodulation efficace qui se dépend du type de sol (milieux arides et semi-arides), c’est pour
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cela que I’étude des facteurs inhérents de sol tels que le pH ; la température et le stress
sain.
Les principaux facteurs limitant I'activité biologique dans les sols :

a. Lestresshydrique:
Le potentiel hydrique du sol peut influencer la symbiose entre les légumineuses et les
rhizobia, dans les conditions de sécheresse élevée, la nodulation peut étre faible et /ou
inefficiente, la sécheresse peut auss influencer la survie des rhizobia pendant leur vie
saprophytique. En outre, I’aridité peut inhiber la fixation d’azote, la nitrogénase étant tres
sensible a des variations, méme faibles, du potentiel osmotique du sol. (Sinclair et al ;
1987).

b. Latempérature
Les températures élevées (65-70 °C) peuvent empécher la nodulation et inhiber |a fixation
d'azote (DAY et al ; 1978), et inhibent généralement la croissance des micro-organismes.
Une tolérance a 42,5 °C a été fréguemment signalée pour R. melilot (Michel, Le Floc’H
,2003).

c. Lasalinité
Le stress salin peut affecter la symbiose légumineuse-rhizobia indirectement qui provoque
réduction de I’activité de la nitrogénase et I’inhibition de la synthése leghémoglobine. Se
manifeste par une diminution croissante du nombre des nodules par plante au fur et a
mesure que la salinité augmente dans le milieu. Mais certain souche de rhizobia capables
de croitre en présence de 2 % de NaCl (Hua et a; 1982 ; Zhang et al ; 1991 ,Ghittoni et
Bueno, 1995).

1.1.1.5.2 La résistance d’un agent biologique

Le Rhizobium est capable de persister dans le sol de maniére saprophytique méme en
absence de sa plante h6te. Sa survie est possible grace a l'expression de certains des trais
competitifs, nécessaires pour la protection de sa niche écologique (Michel, Le Floc’H
,2003).

[.1.1.6 Antagonisme entre Rhizobium et flore microbienne:

Les Rhizobiums capables inhibée certaine champignons sont phytopathogénes pour les
|égumineuses (Penicillium S, Rhizopus stolonifere, Trichoderma et F. oxysporum).

a. Antibiose
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L es Rhizobium capable de produire des rhizobactine telle Rhizobium meliloti (produire un
acide aminopolycarboxylique avec une substitution éthyléne diamine dicarbxyle et hydro
carboxyle) comme groupements chélateurs), le R. leguminosarum (I’anthralinate)(Smith et
al;1985) ,Les Rhizobium utilisent des acides comme des agents pour lutter contre les
phytopathogenes et les ravageurs des [égumineuses (Rioux et al ;1986) , Ces rhizobactin
permettre de protégeant la plante hot contre latumeur du collet (Ryder, 1990).

b. . Hydrolases

Ce sont des enzymes extracellulaires sont associées a l'inhibition des champignons
phytopathogenes On a démontré la lyse de chitine et les 13-glucanes, sont des composants
majeurs de la paroi cellulaire de plusieurs champignons (Kobayashi et al. 1974; Sietsrna et
Wesdl, 1979; .Skujins et al ; 1995).

R. meliloti, R. leguminosarum et B. japonicum ont réduit la sévérité de I'infection par M.
phareofina, R. solani et Fusarium spp, de certaines |égumineuses et non |égumineuses.
Ains des Rhizobium transgéniques, R. legminosarium biovar Viciae et R. leguminosarum
biovar Trifolii ont protégé les nodules du petit pois et de la féverole de I'attague des larves
de Sitona flavescent (Skat et al ; 1999).

1.1.1.7 Spécifié d’hote

Les bactéries du genre Rhizobium établir une association symbiotique avec |égumineuses
(pois, haricot, luzerne, etc.) et fixer I’azote au bénéfice du plant, cette association
symbiotique implique Une reconnaissance spécifique entre les deux partenaires. En effet,
chague espéce de rhizobium possede un spectre d’héte bien définie. Ce spectre peut étre
tres étroit. Comme dans le cas de R. mdiloti, qui n’est capable de noduler que des
|égumineuses des genres Medicago, Mélilotus au Trigonella, au plus large, comme pour la

souche de Rhizobium (De Jean-Frangois a ; 1997).

1.1.1.8 Etablissement de la symbiose

Les bactéries du genre Rhizobium sont capables dinfecter les plantes de la famille des
légumineuses, par leur aptitude & induire la formation de nodules sur la partie radiculaire
de la plante hote comme c’est le cas chez les deux Légumineuses modéles Medicago
truncatula et Lotus japonicus, au formation de nodules au niveau des tiges (Figure 04)
comme dans le cas de I’interaction Sesbania rostrata - Azorhizobium caulinodans, et a

réduire I’azote atmosphérique en ammonium assimilable par la plante. Dans cette section,

10
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les données relatives a l'infection des légumineuses et au développement des nodules

racinaires ou caulinaires sont brievement présentées (Selami, 2017).

Deux mécanismes d'infection des |égumineuses par les Rhizobium ont été décrits a ce jour
(Sprent et Raven, 1992 ; Sprent, 1993).

Nodule radiculaire Nodule caulinaires

Figure 04: les nodules chez |égumineuses

(https://agricultur e-de-conser vation.comyLegumi neuse-fi xation-d-azote-et.html).

La formation d’une nodosité se déroule ont une séquence d’événements dans les étapes
suivante :

a. Préinfection
L’interaction commence avec la colonisation des jeunes Rhizobium au niveau des poils
absorbant, ou ils catabolisent des substances racinaires excrétées. Aprés une phase de
multiplication active dans la rhizosphere, les bactéries se trouvant en contact avec la plante
hote, sadsorbent aux poils absorbants. Des glycoprotéines végétales appelées lectines,

permettant leur adhésion au poile absorbant de la racine (Selami, 2017).

A cette étape; débute un échange des signaux moléculaires entre les deux partenaire,
principalement des flavonoides (Long, 1996), Ces molécules sont secrétées par la plante
héte , qui sont capables d'activer la transcription des genes Nod chez les rhizobia. Les
facteurs NOD sont des lipo-chitooligosaccharides (LCO) émis par la bactérie, al'origine de

11
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la reconnai ssance spécifique entre les deux symbiotes et du déclenchement du programme
d'organogenese nodulaire chez le vegétal par une cascade d’expression de genes
spécifiques (Miklashevichs et al ; 2001).
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Figure 05: Dialogue moléculaire entre les Rhizobia et les Légumineuses. D’apres
Brencic et Winans (2005).

A (1) Lesracines de la plante hote secrétent des flavonoides. (2) Les flavonoides
sont percus par lesrhizobia et activent la protéine NodD a I’ origine la transcription des
genes nod. (3) Les genes nod permettent la synthése et I’excrétion des facteurs Nod. (4)
Les facteurs Nod sont percus par les racines de la plante et induisent les premiéres
réponses morpho- génétiques a I’ origine de la formation des nodules.

B. Structure de deux flavonoides : la luteoline, secrétée par Medicago truncatula et

la genisteine, secrétée par Glycine max. B. D’apres Brencic et Winans (2005).

12
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Les facteurs NOD provoque des réactions, elle éicite la déformation des poils absorbants,
et provoque une forte dépolarisation membranaire, accompagnée d'une alcalinisation du
cytoplasme et d'une augmentation de la concentration en Ca2+ intracellulaire , sous forme
d’oscillations de calcium, une induction de I’expression de génes spécifiques et une
modification de la croissance polaire des poils absorbants formant une structure dite en

«crosse de berger» qui enferme les Rhizobia.

b. L’infection

e Lavoieintra-cellulaire « Infection par les poilsabsor bants »

Les bactéries s’attachent au niveau des ces poils absorbants déformés et leur paroi pecto-
cellulosique a I’intérieur de la courbure est dégradée par des enzymes hydrolytiques de
I’héte, le plasmalemme s'invagine et du nouveau matériel pariétal est déposé conduisant a
la formation d’une structure tubulaire appelée cordon d’infection qui contient les bactéries

et progresse de cellule en cellule en direction du cortex (Gage, 2004).

L’infection de la plante par les rhizobia induit des divisions cellulaires au niveau du cortex,
en face d'un pdle de protoxyleme. Ces divisions conduisent alaformation d'un méristéme a
I'origine d'un primordium nodulaire. A cette étape les bactéries se différencient alors en
leur forme endosymbiotique « les bacteroides » et libérées a certains endroits des cordons
d’infection dans le cytoplasme des cellules végeétales. Les cordons d’infection ne sont plus
délimités par de la paroi, permettant ainsi I’invagination de la membrane plasmique et la
formation de vésicules d’endocytose enfermant une ou plusieurs bactéries, la membrane
qui les entourent et appelée membrane péri-bactéroidienne et I’ensemble forme le
symbiosome L’endocytose est probablement la conséquence d’interactions physiques entre
lipopolysaccharides sur la surface des bactéries et des composés glycoprotéiques et
glycolipidigues sur la surface de lamembrane cellulaire de la plante (Brewin et ., 1992).

: - W)

Cordon d infection o \% ][
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A B
Figure: 06 .A : Ramification du cordon d’infection et progression vers le cortex interne
qui est en cours de division pour former le primordium puis le méristeme nodulaire. Les
fleches représentent I’initiation de la mitose dans ces cellules.
B : Formation des symbiosomes et libération des bactéries dans une cellule du nodule ou
elles sont entourées d’une membrane provenant de la plante.

(https: //mww.univ-usto.dz/images/coursenligne/as_sym SN).

e Infection par pénétration intercellulaire (" crack entry")
Le mode d'infection par pénétration intercellulaire des racines des |égumineuses est le plus
souvent observé chez les comme Seshania rostrata qui forment des nodules au niveau des
tiges la pénétration des bactéries se fait par des fissures ; I’infection a lieu au niveau de
I’émergence des racines latérales et des racines adventives. Chez certaines Légumineuses,
I'entrée se fait atraverslalamelle moyenne entre deux cellules du rhizoderme. Lesrhizobia
progressent ensuite vers le primordium nodulaire de maniere intercellulaire ou deviennent
intracellulaires en formant des cordons d'infection (Pawlowski et Bisseling, 1996).

c. Développement desnodules

La prolifération des bactéroides enfermés dans le membrane péribactéroidienne et des
cellules corticales de la racine produit des excroissances tumorales appel ées nodules ou
nodosité (Davet, 1996 ; Raven et al ; 2007).
Le nodule mature se compose de deux parties : les tissus internes, ou I’on trouve les
cellules infectées par les bactéries et ou la fixation d’azote a lieu ; et les tissus externes qui
assurent les échanges avec le reste de la plante et |a protection des tissus internes.
Les tissus périphériques nodulaires sont aux nombres de trois : le cortex nodulaire, a
I’extérieur, qui dérive de I’épiderme racinaire ; L’endoderme et le parenchyme nodulaire
(ou cortex interne) (Hirsch, 1992). Au sein du parenchyme nodulaire se trouvent les traces
vasculaires connectées au cylindre central de la racine (Hirsch, 1992). Ces vaisseaux
périphériques assurent la nutrition du nodule et permettent I’exportation de I’azote fixé
vers lereste de laplante.
Dans la famille des Iégumineuses, la morphologie des nodules et le type de nodosité
dével oppée est déterminé par la plante hote (Dart, 1975; Newcomb et al ; 1979; Newcomb

et Tandom, 1981). Deux types majeurs de nodosités :

14
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1. Les nodules a croissance indéterminés retrouvés parmi les espéces des climats
tempérés (pois, luzerne, trefle...), leur type caractérisé par des divisions cellulaires a
I'origine du primordium nodulaire ont lieu au niveau du cortex externe. Chez M. sativa,
les premiéres divisions des cellules du cortex internes apparaissent entre 18h et 24h
apres inoculation avec les bactéries. Cela méne a la formation d’un primordium
nodulaire ou pré-nodule. Chez Medicago sp., une distinction est faite entre le
primordium initial et le primordium nodulaire. La persistance du méristeme chez ces
especes est tres éphémere et la croissance en longueur du nodule est limitée. Une
croissance en épaisseur a lieu par hypertrophie des cellules corticales et par des
divisions de cellules qui contiennent déja des rhizobia. Ce processus se traduit par une
forme sphérique et un état de différenciation identique pour toutes les cellules.

2. Les nodules a croissance déterminés caractéristique des especes tropicales (soja,
haricot...), ces espéces définies par des divisions cellulaires ont lieu au niveau du
cortex interne, la zone méristématique qui produit le nodule est persistante (Hirsch,
1992). De ce fait, ces nodules ont une croissance indéfinie, ce qui se traduit par une
forme allongée.

Un troiseme type intermédiare a éé identifié chez les espéces du

genre Lupinus et Sesbania (Sesbania rostrata Brem.). Les divisions cellulaires se font dans

le cortex externe ou interne, conduisant a la formation de nodosités déterminées ou

indéterminées (Hirsch et al., 2001).

d. Lastructuredu nodule

Toutes les étapes de développement nodulaire sont présentes au sein d’un méme nodule

selon un gradient de différenciation, ainsi, le nodule est typiquement divisé en cing zones

(Pawlowski et Bisseling, 1996).

-La zone méristematique (1) : située a I’apex du nodule et contient des cellules dépourvues

de bactéries

-La zone d’infection (I1) (ou les bactéries sont libérées) : ou zone de préfixation contient

les cellules corticales nouvellement produites par le méristéme qui sont envahies par des

cordons d'infection rhizobiens. Les bactéries sont déversées dans les cellules, entourées par
la membrane péribactéroidienne, et leur différenciation en bactéroides commence. Et leur
différenciation en bactéroide commence. A ce stade, elles ne fixent pas encore |'azote

-L’interzone (I1-111) riche en amyloplastes : dans laguelle la différenciation des bactéroides

se poursuit et la fixation de I’azote commence.
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-La zone de sénescence (1V) : ou bactéroides et cellules végétal es dégénérent.
Fone TV Zone I Zmne 1l Zone |
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Figure 07:Lastructure du nodule.
(http://svt.ac-dijon.fr/IMG/pdf/ppt_interactions_plantes-mo.pdf).

1.1.1.9 L es bases moléculaires de la symbiose

L’établissement de la symbiose légumineuse-rhizobium est le résultat d’interactions
complexes, impliquant un dialogue moléculaire, qui exige une collaboration génétique
intime entre la bactérie et son héte. Plusieurs groupes de genes du microsymbiote et de la
plante héte contribuent a la nodulation et a la fixation biologique de I’azote (Franssen et
al ; 1992).

e Lesflavonoides

Les flavonoides se sont des substances chimiques qui se trouvent chez les végétaux, elles
sont composées de trois cycles aromatiques et classées suivant I’arrangement des cercles
aromatiques qui les composent et des substitutions qu’ils portent. Les principales classes
de flavonoides sont les Chalcone, Flavanone, Flava-3-ol, Flavone, Isoflavone, Flavonol et
Anthocyanine (Taylor et Grotewold, 2005). Elles participent au dialogue moléculaire qui
s’établit entre I’hote et les bactéries. Ces exsudats qui sont émis par les cellules des racines
de légumineuses vont attirer la bactérie, qui en retour relache des lipopolysaccharides
(LPS) provenant de sa membrane (Taylor et Grotewold, 2005).
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Chague plante exsude un mélange de différents flavonoides, Ce sont généralement des
flavonoides dont lechrysoériol et la lutéoline chez la luzerne, I’apigénine et I’ériodictyol
chez le pois ou des isoflavonoides comme la daidzéine du soja ou la formononétine-7-O-
(6”’- O-malonylglucside) des exsudats racinaires de la Luzerne (Macheix et a., 2005).Ces
signaux ont un effet chimiotactique et, d’autre part, activent la transcription d’un ensemble

de genes de nodulation (genes nod) (Davet, 1996).

e LesfacteursNod
Les facteurs NOD sont des lipo-chitooligosaccharides (LCOs), des dériveés, un polymere de
N-acétyl-Dglucosamine avec des liaisons (3 (1-4). Elles sont des polymeéres similaires sauf
un acide gras remplace un groupement acétyle a I’une des extrémités de la molécule
(Hopkins, 2003). Par conséquent les facteurs Nod sont des lipo-chitino-oligosaccharides
(Terefework, 2002 ; Hopkins, 2003).

Dans les premiers stades de nodulation, avant I’infection de la racine, un groupe de génes
de rhizobium, les genes nod sont activés par les flavonoides; des exsudats racinaires émis
par I’héte; les genes nod sont localisés sur un grand fragment d’ADN circulaire (plasmide)
du rhizobium appelée plasmide Sym (pour symbiose). Trois genes nod (nodA, nodB,
nodC) sont des génes de nodulation communs a tous les Rhizobiums; ils codent pour le
squel ette chimio-oligosaccharidique des facteurs Nod (Werner, 1992).

e Lesgenesnif

La synthése du complexe enzymatique la di-nitrogénase est sous la dépendance d’une série
de genes connus sous le terme de genes nif. Deux genes nif : nifD et nifK ; par exemple,
codent respectivement pour les deux sous-unités de la protéine MoFe. La protéine Fe et la
ferrédoxine sont codées respectivement par les genes nifH et nifF. D’autres génes nif sont
impliqués dans I’insertion du cofacteur de la protéine MoFe ainsi que dans I’activation et

I’assemblage du complexe enzymatique (Hopkins, 2003 ; Pelmont, 1995).
e Lesgenesfix

Les genes fixes ne sont présents que chez les fixateurs symbiotiques et impliqués aux
étapes de développement tardives de nodule lors de la fixation symbiotique de I’azote L’un
d’eux au mois (fixX), code pour une ferrédoxine ; d’autres pourraient étre impliquées dans

le transport des é éments vers la di-nitrogénase,
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Lanitrogénase

La nitrogénase est un complexe enzymatique particulier, elle contient du molybdene, du fer
et de sulfure dans ces groupements prosthétiques. Ces éléments sont donc indispensables a
la fixation de I’azote. Le complexe nitrogénase est trés conservé chez les bactéries
fixatrices d’azote tant au niveau de sa séquence que de sa structure, la transformation

fondamental e de cette enzyme, constitué de deux protéines :

Une dinitrogénase réductase: (la nitrogénase 1) la Fe-proténequi fournit des électrons de
haut pouvoir réducteur, renferme deux sous unités identiques, elle contient du fer et se
comporte comme une réductase de 64 KDa (Leclerc et al ; 1995 ; Hopkins, 2003).

Une nitrogénase : appelée aussi molybdoproteéine (MoFe protéine) c’est la composante
principale du systéme enzymatique formée de quatre sous unités (tétramériques) a2f32 de
220 KDa, chague monomeére contient un centre (4Fe - 4S) reliés entre eux deux par deux.
Ce tétramére est associé a un cofacteur protéique qui contient 8Fe et 2 atomes de
molybdene (Mo), qui utilise cet électron pour réduire N2 en NH3 (Leclerc, 1995 et
Hopkins, 2003).

L aleghémoglobine

La leghémoglobine, protéine de coloration rouge (présence de fer) et présentant des
similitudes avec les hémoglobines animales, permet aux Rhizobium de maintenir un taux
faible mais constant d'oxygéne dans le nodule. ; que se fixé par la leghémoglobine n’est
plus libre dans les nodules et ne peut donc plus interagir avec la nitrogénase pour I’inhiber
(Hopkins, 2003).

1.1.1.10 Autresfacteurs symbiotiques

Il existe a la surface des rhizobia d’autres composés dont le réle est de succéder aux
facteurs Nod : les polysaccharides de surface. La majorité de ces molécules sont des

héteropol ysaccharide spécifique aux souches de rhizobiums.
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Figure 08 : Schémade la surface d’une paroi de Rhizobium. (Chataigné ,2007).

e Lesexopolysaccharides (EPS)

Les exopolysaccharides rhizobiens sont des hétéropolymeéres spécifiques de I’espece, Les
Rhizobium possédent la propriété de former une grande quantité de polysaccharides exo
cellulaires. Ces molécules sont essentielles dans la reconnaissance des partenaires
symbiotiques et le processus de I’invasion des racines inhibant la réponse défensive de la
plante (Fraysse et al ; 2003)

L’absence des exo polysaccharides bactériens provogque chez la plante la production
excessive de composés phénoliques, qui colorent en brun les racines et provoquent une

apoptose des cellules infectées, ainsi que lamort des bactéries.
e Lespolysaccharides capsulaires (KPS)

Les polysaccharides capsulaires sont une classe de polysaccharides qui demeure attachée
a la surface bactérienne, ces molécules possedent une structure généralement commune
entre les souches de la méme espéce. Leur réle dans la symbiose fixatrice d’azote est a ce
jour inconnu. Peu d’études ont été réalisées pour comprendre leur mode d'action
(Skorupska et al ; 2006). Ils pourraient avoir un simple réle passif de protection lors des
changements brusques d’environnement (passage du sol a la plante) et faces aux défenses
de la plante (antibiotiques de nature peptidique) et au choc alcalin (Fraysse et al ; 2003)
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e Leslipopolysaccharides (LPS)

Ces molécules jouer un réle important dans le processeur de nodulation, c’est un élément
nécessaire dans la pénétration des bactéries a travers les cellules nodulaires, lorsqu’elles
sont libérées du cordon d’infection. Les composes sont aussi des agents de cohésion
membranaire. Pour cette raison, les LPS semblent nécessaires a la survie de la bactérie
lors de sa transformation en bactéroide (Chataigné, 2007). Joueraient aussi un role dans
I’inhibition des réactions de défense de la plante dans les étapes les plus tardives de
I’infection, lorsque les EPS ne sont plus synthétisées, en empéchant la mise en place du

choc oxydant.
1.1.1.11 Fixation biologique de I’azote

Les nodules sont des organes hautement spécialisés ou dimportants échanges ont lieu
entre la plante et les bactéries; Les acides organiques fournis par la plante sont une
source d'électrons permettant au Rhizobium d'obtenir son énergie (réduction O2 en H20)
et de fixer I'azote (réduction N2 en NH3). L'ammoniac produit est cédé ala plante qui le

convertit en acides aminés, une partie étant rétrocédeée aux bactéroides(Hopkins, 2003).

. La fixation de l'azote est assurée par un complexe enzymatique composée d'une
nitrogénase réductase (passage de I'ATP a I'ADP) et d'une nitrogénase vraie (réaction

permettant la fixation de I'azote de I'air) (Dommergues et al ; 1999). :
No+8H+8é+16AT __, 2NH3z+H,+16ADP

Cette réaction nécessite une tres forte consommation d'énergie (16 ATP) et produit
également de I'hydrogéne qui peut étre recyclé, avec augmentation de I'azote total chez la

plante.

Ces enzymes extrémement sensibles a I’oxygene. Dans le nodule, ce complexe protégé

par laleghémoglobine qui maintient la pression de I’oxygéné au niveau assez bas.

L’activité glutamine synthétase cytoplasmique et le glutamate synthase (GOGAT)
plagtidique trés importantes dans les nodulesle NH4™ convertie en glutamine par la
glutamine synthétase et en asparagine, Chez certaines espéeces, la glutamine est exportée
directement verslereste de la plante (Pawlowski, 1997 ; Kahn et coll., 1998).
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Des études récentes ont cependant montré que c'est plutét un échange d'acides aminés
entre |le bactéroide et le cytoplasme (GIu/GIn ,Asp/Asn) qui permet d'exporter |'azote vers
lacelule végétae et le xyleme (Lodwig et coll, 2003).
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Figure09:Fixation biologique de I’azote lors d’une relation symbiotique
(http://Amww.bi ofertilisants.fr/zoom-les-bacteries-fixatrices-dazote/).

.1.1.12 Lesintérétsdela symbiose Rhizobienne

Cette symbiose présente de nombreux avantages pour les légumineuses. En effet, celle-ci
leur permet d'avoir une bonne croissance sur des sols carencés en azote. Cette interaction
est les résultats d’un équilibre délicat entre une plante supérieure et une bactérie.

La quantité d'azote fixée par la symbiose Rhizobienne peut étre trés importante (de |'ordre
de 60 kg d'N par ha et par an pour de |'arachide, ou méme de 150 kg d'N par ha et par an
pour un champ de luzerne) mais elle est auss trés variable en fonction des conditions
environnementales.

Les rhizobia jouet un réle importante dans |la protection des |égumineuses contre les stress
abiotique et biotique par une compétions nutritive entre les rhizobia et I’agent pathogéne
envers la source de carbone (Bordeleau, 1989 ; Ehteshamul-hague et al ; 1992) et par la
production par certain Rhizobia des sidérophores (Kloepper et al ; 1980 ; Moore ,1988).

A l'opposé, la plante subvient aux besoins énergétiques de la bactérie au cours de cette

symbiose en fournissant des substances carbonées résultant de la photosynthese. Elle lui
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offre également un microenvironnement tres particulier et nécessaire a la fixation de
I'azote. Par ailleurs, outre |'augmentation au niveau du sol de la population des rhizobia
spécifiques a la légumineuse héte aprés culture, la symbiose fournirait un cadre de
reproduction bénéfique qui favoriserait I'évolution des especes bactériennes (NOEL, 2009).

[.2 Symbiose mycor hizienne

Dans la nature la majorité des végétaux terrestres vit en symbiose avec des champignons .cette
étroite relation entre les plantes supérieurs et les micro-organismes que sont les champignons
s’élaborent au niveau des racines. Les organes résultants de cette association sont appelés

mycorhizes.

Le terme « mycorhize » a été proposé par (Frank, 1885), il vient de la combinaison de deux
mots, I’'un grec mukes (champignon) et I’autre latin rhiza (racine), il désigne donc
essentiellement I’association symbiotique entre des champignons et les racines des plantes

presque, toujours chlorophylliennes (Smith et Read, 1997).

La plante fournit au champignon des composés carbonés produit par la photosynthése et en
retour, le champignon approvisionne la plante en ééments minéraux et en eau provenant du
substrat.

Il s’agit donc la d’un phénomene fondamental et universel chez les plantes vasculaires et les
bryophytes, lequel existent depuis le tout début de la vie terrestre, il y a plus de 450 millions
d’années (ANDRE et al ; 2004). La plante verte effectue la photosynthése et le champignon

approvisionne le couple en eau et en éléments minéraux a partir du sol.
[.2.1 Principaux types dela Symbiose mycor hizienne

Selon leurs criteres écologique, morphologique, physiologique et I’espéce végétale et
fongique, plusieurs types d’association mycorhyzienne sont distingués (Delian et al ; 2011).
Actuellement, sept types de mycorhizes sont reconnus. Mycorhize a arbuscules (MA),
ectomycorhizes ectoendomycorhizes, mycorhize arbutoides, mycorhize monotropoides,
mycorhize éricoides et orchidoides (Garbaye,2013).

La classification des mycorhizes est basée donc sur le type de champignon associe, selon que
celui est asepté, c’est a dire zygomycéte de I’ordre des glomales, ou septé, comme les
ascomycetes ou basidiomyceétes (Smith et Read, 1997).

[.2.1.1 Ectomycor hizes (ECM)
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Il existe environ 6000especes de plantes a ectomycorhize, (Rinaldi et al; 2008 ;Brundrett, 2009
Tedersoo, et al ; 2010) ces plantes appartiennent aux angiosperme (environ 6500 espéeces)
Gymnosperme (285 especes), les ectomycorhizes bien qu’elles ne concernent que 3% des

taxons végétaux, revétent une importance particuliére.

ce sont des symbioses formeées par des champignons colonisant principalement les arbres et
arbustes (en majorité pinaceae, Betulace , Fagaceae ,Salicaceae ,Myrtiaceae )des régions
boréales, tempérées et montagneuse ,qui produisent souvent des carpophores a la surface des
sols forestiers (Mille et louppe,2015).. Ce sont mgjoritairement des ascomycetes et des
basidiomycetes. IIs se développent de maniére intercellulaire. En effet le mycélium progresse
entre les cellules du cortex racinaire mais ne pénetre pas dans les cellules vivantes. Les
ectomycorhizes se caractérisent par la formation de tissus spéciaisés. Outre les hyphes extra
matriciels se propageant dans le milieu extérieur et assurant le role d’exploration et
d’absorption, on distingue les hyphes agglomérés autour de la racine, formant un manchon
fongique pseudo parenchymateux ou manteau gainant, et les hyphes qui s’insinuent entre les
cellules du cortex formant un réseau appel é réseau hartig. C’est un niveau de ce réseau que se
font les échanges d’éléments nutritifs entre le champignon et la plante (Fortin et al.,2008)..

[.2.1.2 Ectendomycor hizes

Il arrive que les ectomycorhizes et les endomycorhizes soient présents en méme temps sur une
racine, on parle alors d’ectendomycorhize, le premier type est minoritaire et concerne surtout
les arbres, le second est majoritaire et concerne presque tous les végétaux. Ils montrent
simultanément, un manteau réduit ou absent qui posséde un réseau de Hartig bien développés,
des structures des structures des ectomycorhizes et des hyphes qui pénétrent dans les cellules

racinaires, des structures des endomycorhizes.
1.2.1.3 Endomycor hizes

L es champignons endomycorhiziens ne sont pas specifiques est sont normalement associes aux

plantes comme les plantes forestiéres agricoles.

Ces symbiotes a colonisation intracellulaire corticale, forment des arbuscules, des vésicules ou

des hyphes, ne se cultivent pas et ne sont pas visibles qu’apres coloration.
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IIs existent trois types d’endomycorhizes ; Les endomycorhizes arbutoides des Ericacées e, qui
forment des pelotons intracellulaires et Les endomycorhizes a arbuscules qui colonisent

I’intérieur des cellules sous forme des arbuscules

Parmi ces types de mycorhizes, nous nous sommes intéressés aux MA qui sont de loin les plus
répandues en milieu tropicales champignons responsables de ce type de symbiose comptent
actuellement plus de 152 espéces (Waker & Trappe, 1993) que I'on trouve sous tous les
climats, les latitudes et les habitats. Et qui sont maintenant incapables de survivre sans plante

hote (ce sont des symbiontes obligatoires).
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Figure 10 : Principaux types de mycorhize représentés sur une coupe transversale de
racine d’apres (Selosse and Le Tacon 1998) repris par (F. Halle dans le livre Aux

origines des plantes, Ed. Fayard 2008).
[.2.2 Symbiose mycor hizienne a arbuscule(M A)

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, fougéres, gymnospermes et

angiospermes plusieurs coniféres et la mgjorité des plantes a fleurs, mono et dicotylédones.
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Le champignon mycorhzien a arbuscule (CMA) forme plusieurs structures a l'intérieur des
racines principalement des arbuscules, des vésicules des spores et des hyphes non spécialisés
(Tommerup, 1984). On utilise le terme propagule pour les désigner puisque toutes ces

structures servent a propager I’espece (Fortin et al ; 2008).
[.2.2.1 Taxonomie et phylogénie des CMA actuelle

Selon [I’historique approfondi de la taxonomie et de la systématique des
Glomeromycota (Stiirmer, 2012), I’évolution de taxonomie et la phylogénie des CMA peut

se décrire en quatre phases :

. Le premier est une période descriptive (1845 a 1974) est caractérisée par
une description de la formation des especes a sporocarpes et la proposition d'une
classification de ces champignons,

" la seconde est basée sur la morphologie (1975-1989).

" La troisieme est cladistique, a savoir fondee sur la mise en place d’outils
moléculaires alliés aux méthodes morphol ogiques (1990-2000).

" Enfin, la quatrieme est phylogénétique (2001-actuel) car s’appuyant

uniquement sur des techniques moléculaires et informatiques.

Apres de nombreux changements de la classification des Glomeromycota ces
derniéres années (Oehl et al., 2008; Morton et Msiska, 2010; Schiller et Walker, 2010;
Oehl et al., 2011a; Oehl et al., 2011b; Oehl et al., 2011c), la classification la plus
récente prend en compte les aspects de phylogénie moléculaire et de morphologie
(Redecker et al., 2013).

Ces symbiotes fongiques sont actuellement classés dans le phylum des
Glomeromycota le phylum des Glomeromycota fait mention d’environ 240 espéces
décrites acejour, réparties en quatre ordres, onze familles et vingt-cing genres (Redecker
et al ; 2013) (Figure 11).

L’ordre des Paraglomerales (Schiuller et a., 2001) compte une famille
comprenant un seul genre: Paraglomus (Morton et Redecker, 2001b). Ce genre
serait le clade qui a divergé en premier selon les études phylogénétiques basées sur
I”’ADN ribosomal (

Lestrois especes de référence décrites a ce jour forment des spores de petites tailles.
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L’ordre des Archaeosporales (Waker et a., 2007) comprend trois familles,
incluant chacune un seul genre qui sont nommés : Archaeaospora, Ambispora et

Geosiphon. Au total, cet ordre présente environ une dizaine d’especes decrites.

Les deux ordres les plus fournis en espéces décrites sont les Diversisporales et des

Glomerales.

L’ordre des Diversisporales (Walker et Schifdler, 2004) est peut étre le plus
complexe puisqu’il regroupe cing familles différentes. Trois d’entre elles,
Acaulosporaceae, Pacisporaceae et « Sacculosporaceae », ne contiennent qu’un genre
chacune tandis que les deux familles restantes, Diversisporaceae et Gigasporaceae, en
présentent un nombre incertain, comme le montre les astérisques de la (Figure 11) .
Parmi les cing genres de lafamille des Diversisporaceae, seuls deux s’appuient sur des
données moléculaires : es Redeckera comptant environ Trois especes et les Diversispora
environ une dizaine. La famille des Gigasporaceae, quant a elle, est composee de sept
genres totalisant 35 espéces. Outre, les deux genres qui ont une position incertaine (lignes
pointillées dans la (Figure 11), les cing autres se nomment: les Scutellospora, les

Gigaspora, les Dentiscutata, les Cetraspora et les Racocetra.
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Figure 11: Phylogénie actuelle des Glomeromycota, tirée de (Redecker et al ; 2013).
Les traits pointillés indiquent une position phylogénétique incertaine. Les astérisques,
guant a eux, soulignent les genres pour lesquels il mangue des données mais qui
n’ont pas été remaniés. Le nombre d’especes décrites par genre ainsi que les auteurs ayant

décrit ces genres pour la premiere fois sont indiqués a droite.

L’ordre des Glomerales (Morton et Benny, 1990) comprend deux familles, les
Claroideoglomeraceae et les Glomeraceae. La premiere présente un seul genre qui
correspond a environ six especes ; tandis que la deuxieme famille comporte une centaine
d’especes réparties en au moins six genres. Ces deux familles ont longtemps été
confondues au sein des Glomeraceae puisque ce n’est que récemment que les

Claroideoglomeraceae ont été séparés des Glomeraceae (Schililer et Walker, 2010).

[.2.2.2 Ecologie et distribution géographique des CMA :

27



Chapitre | : Etude bibliographique

On les trouve dans de nombreux environnement et leur succes écologiques refléte une forte
diversité des capacités genétiques et physiologique des champignons endophyte. (Bonfante
et Anca, 2009).

Le champignon mycorhizien n’existe aucun site naturel ou il y a absence d’endomycorhize
sauf dans des zones tourbeuse, des dunes récentes et des depbts morainique (dépdt de
sable, de cailloux et d’argile) .la diversité et la distribution des CMA résultent des
processus écologique temporaires agissant sur les communautés végétales et fongiques, la
température, le PH et le niveau de P dans le sol ains que le génotype des plantes
constituent des facteurs limitant |a distribution des especes des CMA tels que Glomus sp
et d’Acaulospora Leavis. (Johnson et al ; 2004).

L es Glomeromycetes sont des mycosymbiotes obligatoires dont le cycle biologique dans le
sol repos entierement sur la présence des racines vivantes de la plante hote (Fortin et al ;

2008), qui leur fournit les éléments carbones indispensables a leur développement.

La connaissance de I’écologie des CMA est fondamentale pour comprendre la coexistence
des differentes especes,|’exploration par ces champignons des ressources disponibles en
nutriments et leur reproduction (Pringle et Bever,2002 ;Hart et Klironomos,2002) .ces

connaissances ont permis de déterminer les différences dans les familles d’espéces.
[.2.2.3 Structure des champignons mycor hizes a arbuscules:

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 possedent chacune une fonction plus ou moins propre.
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Figure 12:les différentes structures des champignons mycorhiziens a arbuscules (Whiffen
,2007), (Berutti et al. 2014).

> Spores

La spore sert d’organe de stockage et de propagation des CMA. Elle germe et donne
naissance a des filaments myceliens.lorsque les hyphes entre en contact avec une jeune
racine, ils forment un appressorium, entre et se propage rapidement, ils se différencié a

I”intérieur des racines en arbuscules et dans certains cas en vésicules

Elles atteignent des dimensions imposantes de 40 a plus de 500um .ces spores possedent
également des parois ou enveloppes extrémement épaisse qui les protégent contre les

stress environnementaux. (Garbaye, 2013).
> Arbuscules

L arbuscule est I’unité au niveau de laquelle se produisent les échanges entre la plante 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 I’intereur.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
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Figure 13 : Arbuscule de Glomerus développe dans une cellule racinaire (Bredrett
MC ,2008).

> Vvésicules:

La vésicule est une structure de stockage a paroi fine, a contenu lipidique et apparait
géné&ralement dans les espaces intercellulaires. Les vésicules ont une forme ovoide,
globulaire ou €ellipsoide et contiennent une a deux parois minces (1 a 2,5um de diamétre).
En effet, elles sont elipsoides chez Glomus spp. (Webet et al .2003), tandis qu’elles ont
des formes variables chez Acaul ospora spp et Kuklospora spp.(Blaszcowski et al.2006).

Figureld: Aspect des vésicules dans une coupe de racine mycorhizée (Dexheimer, 1997).

> Cdlulesauxiliaires:
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Sont des formes globulaires regroupées en grappe, attachées aux hyphes extra-matriciels et
souvent ornementées. Les cellules auxiliaires sont riches en noyaux, en organites et en

lipides leurs surface est lisse rugueuse.

Figure 15: Aspect des cellules auxiliaires (AC) (Bago et Cano, 2005).

A . morphologie des cellules auxiliaires attachées aux hyphes extra-racinaires
(HYER).

B : Développement des cellules auxiliaires de Gi. margarita sur tronc des (BAS).

> Hyphes:

D’un point de vue morphologique, les hyphes des CMA sont coenocytiques (hyphes
dépourvus de septa) (Reinhardt, 2007).l1a plupart des noyaux bougent ainsi librement
dans les hyphes bien que certains situés en positon latérae semblent immobiles
(Bago et al., 1999). Les hyphes intra-radiculaires sont reliés aux arbuscules et se
prolongent de facon extra-radiculaire dansle sol. Elles se propagent dans le sol créant
ainsi un réseau mycélien qui peut atteindre des longueurs importantes allant jusqu’a
plusieurs dizaines de métres par gramme de sol (Leake et al., 2004). La capacité
des différents CMA a former ces réseaux mycéliens peut différer (Voets et al ; 2006).
Les CMA étant des biotrophes obligatoires, I’exploration du sol par le réseau mycélien
participe a la survie du champignon car cela leur permet de rencontrer d’autres plantes
hotes. De plus, le réseau mycélien absorbe les ééments nutritifs du sol (azote,
phosphore notamment) agissant comme une extension du systéme racinaire des
plantes dans le sol (Newman et Reddell, 1987), fonction sine qua non au statut
symbiotique des CMA.

En fonction de leur activité principale, on peut distinguer plusieurs types d’hyphes extra-

racinaires:
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= Les hyphes d’absorption, tres ramifiées et minces, elles prélévent les molécules
du sol.
= Les hyphes conductrices ayant un diameétre plus important et un cytoplasme peu
abondant.
= Les hyphes d’infection qui peuvent coloniser de nouvelles racines.
» Leshyphes sporogénes qui donneront naissances aux Spores.
[.2.2.4 Etablissement de la symbiose mycor hizienne a arbuscules:
[.2.2.4.1 Colonisation desracines par lesCMA
L’établissement de la symbiose entre la plante et le CMA s’effectue via un échange de
signaux Moléculaires. La reconnaissance entre le champignon et |a plante-héte met en jeu
les exsudats racinaires et fongiques (Figurel6) : les flavonoides et les strigolactones,
substances chimiques émises par la plante-héte, vont stimuler I’activité métabolique du
champignon (Stevenin, 2011 ; Gavériaux, 2012). Elles vont induire chez le CMA
I’expression du gene Myc puis de facteurs Myc. Ces facteurs Myc vont induire des
déformations dans les cellules de I’hdte pour I’établissement de la symbiose, ainsi que la
croissance des hyphes colonisant les racines (Stevenin, 2011). Une spore de champignon
germe, le mycélium croit en direction de la racine, et lorsgue le champignon percoit la
présence d’une plante héte, il manifeste une réaction typique de ramification intense des
hyphes appel ée « branching » (Figure 16).
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Figure 16: Schématisation de I’établissement de la symbiose mycorhizienne (A) et du cycle
de vie des CMA ((B), modifie d’aprés Akiyama, 2007).
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Les hyphes adhérent ensuite aux parois externes des cellules de la racine, formant un
hyphopodium, avant de les perforer en sécrétant des enzymes qui vont détruire la cellulose,
les hémicelluloses et les pectines constituants ces dernieres. Une fois a I’intérieur de la
cellule, les hyphes se ramifient par dichotomie en donnant des hyphes ayant un diametre de
plus en plus petit ; a partir d’un hyphe initial de 10 um de diamétre, les dernieres
ramifications peuvent atteindre moins de 1um de diametre. L’ensemble de ces
ramifications prend une forme de petit arbre : les arbuscules, lieux des échanges
symbiotiques, qui donnent le nom a ces champignons (Gavériaux, 2012 ; Garbaye, 2013).
Les arbuscules sont des structures spécialisées dans le transfert de I’eau et des éléments
nutritifs entre le champignon et la plante; pour le phosphore le transfert s’effectue sous
forme d’ions orthophosphates via des transporteurs spécialises insérés dans les membranes
cellulaires a I’interface entre la plante et le champignon. Les sucres provenant de la plante
sont conduits en sens opposé par des transporteurs d’hexoses qui sont d’autres canaux
spécialisés (Karandashov et Bucher, 2005 ; Garbaye, 2013). Aprés différentiation des
structures intra-racinaires, le champignon produit des spores a partir de son mycélium
extraracinaire (Akiyama et al; 2007). Tous ces mécanismes de communication
moléculaires sont encore peu connus mais la recherche progresse régulierement gréace
notamment aux progrés de la génomique (Garbaye, 2013).

[.2.2.4.2 Fonctionnement de la symbiose mycorhizienne arbusculaire :

La symbiose mycorhiziénne arbusculaire (MA) joue un réle important dans le cycle des
nutriments dans les écosysteémes terrestres. Néanmoins, la nature souterraine et une partie
de la biomasse fongique étant incluse a I’intérieur des racines font que certains aspects du
fonctionnement de cette symbiose restent encore inconnus méme si de gros progres dans la
compréhension de ces mécanismes ont été faits avec le développement des techniques de
biologie moléculaire et d’analyses génétiques. 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). 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 a., 1998). Suite a ce stade asymbiotique du champignon, le
premier stade de la colonisation mycorhizienne est la formation d’un appressorium a la

surface de la racine a partir duquel le champignon peut pénétrer dans I’épiderme et le
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cortex racinaire pour former les structures intracellulaires spécialisées que sont les pelotons
et les arbuscules (Requena et a, 2007).Lors du stade pré-symbiotique, c’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 a. (2005)
comme étant une strigolactone, mais ce n’est pas 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 a., 2005). Par contre, ces
signaux chimiques ne semblent pas concerner la formation des appressoria qui serait plutot
liée aun signal thigmotropique (induit par le contact). En effet, la seule présence physique
de cellules épidermiques suffit a la formation d’appressoria (Nagahashi et Douds, 1997).
La perception de ces signaux chimiques et physiques par le champignon laisse supposer
I’existence de récepteurs sur la membrane plasmique du champignon pour la transmission
du signal et dont Ca2+ pourrait jouer le rdle de 2™ messager (Requena et al., 2007). Par
ailleurs, Kosuta et al. (2003) ont montré que le champignon aussi émet une mol écule signal
qui active un gene de réponse a la symbiose (ENOD11) chez la plante héte. Dans cette
communication complexe entre le champignon MA et la plante, il faut auss citer les
phytohormones (cytokinines, gibberellines, ethyléne, acide abscissique, auxines et acide
jasmonique), dont les concentrations dans les plantes peuvent varier selon la présence ou
non du champignon, mais dont les fonctions ne sont pas toujours bien connues (Hause et
al ; 2006).
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Figure 17: Vue schématique du développement d’un champignon a travers les différentes
couches cellulaires d’une racine et génes de la plante impliqués dans la régulation des

différentes étapes de la colonisation (d’apres Parniske, 2004).

Les structures intracellulaires que sont les arbuscules constituent le lieu d’échanges de
nutriments entre la plante et le champignon. Au niveau de ces structures bien ramifiées, le
champignon recoit des produits carbonés issus de la photosynthése (sucres et lipides) lui
permettant de croitre et de former du mycélium a I’extérieur des racines (extra radiculaire)
a la recherche d’éléments nutritifs (phosphore, azote) qu’il transporte jusqu’a la plante
(Figurel?).

Le cycle du champignon est complété lorsqu’il forme de nouvelles spores dans ce
mycélium externe. L’échange et le transport des nutriments mettent en jeu un certain
nombre de transporteurs membranaires. Le transport des phosphates par des plantes
mycorhizées a ainsi particulierement été étudié (Requena, 2005 ; Javot et al., 2007) et un
certain nombre de transporteurs de phosphate ont pu étre identifiés sur la membrane
périarbusculaire (Harrison et a., 2002 ; Poulsen et al., 2005) ainsi que sur le mycélium
extra radiculaire (Madonado-Mendoza et al., 2001 ; Benedetto et al., 2005). Enfin,
récemment, une attention particuliére s’est portée sur le role des aquaporines en ce qui
concerne le transport de I’eau et des nutriments entre les deux partenaires de la symbiose
mycorhizienne arbusculaire (Uehlein et al., 2007). Les aquaporines, présentes dans de
nombreux systemes biologiques, constituent un systeme de diffusion facilitée a travers les
membranes qui sont ainsi perméables a différentes molécules de petites tailles (CO2,

NH3/NH4+) pouvant étre échangées entre le champignon et les racines.
[.2.2.5 Spécificité d’hote

Largement présentes dans la nature, les mycorhizes sont indispensables a la survie des
végetaux. La symbiose mycorhizienne a arbuscule ne présente pas une spécificité d’hote
nette (selosse et al ,2006). généraement une espece de CMA est capable de mycorhizer
une grande variété de plantes n’appartenant pas au méme taxon.de la méme Facon, une
plante peut étre mycorhizer par différentes especes de CMA n’appartenant pas
obligatoirement au méme genre .de plus il a é&é montre qu’un méme individu fongique est
capable de mycorhizer simultanement deux plantes adjacentes d’espeéces différentes
(Newman et al., 1994).
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Il existe quelques exceptions : certains végétaux ne développent pas de mycorhizes et n'en
ont d'ailleurs pas besoin. C'est par exemple le cas de I'épinard, de la rhubarbe ou encore du
navet et du blé.

Dans les milieux dégradés comme les jardins urbains ou les terrains cultivés a outrance, il

est nécessaire de procéder a un apport en mycorhizes.

De nombreuses plantes ont besoin de cette symbiose mycorhizienne pour se développer
dans les meilleures conditions. Par exemple, c'est le cas des::

e Arbres fruitier, Légumes du potager, dans la grande magjorité, Rosier, Plantes a

bulbes, Plantes annuelles et vivaces, Arbustes d'ornement, Plantes vertes d'intérieur.

Il est donc indispensable de « mycorhize » |les plantes en pots et jardiniéres pour qu'elles
puissent bénéficier d'un sol suffisamment riche en nutriments et étre plus vigoureuses, mais

auss bien d'autres plantes et arbres du jardin.
|.2.2.6 Effet et protection du champignon mycor hizien a arbuscule :

Si la symbiose mycorhizienne arbusculaire est autant répandue dans le monde végétal,
c’est parce qu’elle est bénéfique a la plante sous plusieurs aspects : en fournissant des
nutriments a la plante, les champignons MA ont un effet fertilisant, ils jouent aussi un réle

danslastabilité du sol.

« Amédlioration dela croissance et delanutrition des plantes:

L’effet majeur des champignons mycorhiziens dans les écosystemes non perturbés est
I’amélioration de la croissance des plantes mycorhizées par rapport aux plantes non
mycorhizées (Plenchette et al ; 1983 ; Karagiannidis et Hadjisavva-Zinoviadi, 1998).
L’ accroissement de la biomasse végétale est lié a I’apport de nutriments limitant par le
champignon. En effet, en explorant un plus vaste volume de sol que les racines, le
mycélium des champignons MA permet de supplémenter la nutrition de la plante en
éléments limitant. Dans certains cas de sols acides (pH < 5), ou ce sont des éléments
comme Ca, Mg ou K qui sont déficients, les plantes mycorhizées montrent ainsi des
concentrations foliaires en ces éléments supérieures aux plantes non mycorhizées (Clark,
1997). Mais le plus souvent, ce sont les composes azotés et les phosphates qui sont les

facteurs limitant pour la croissance de laplante et il a é&té bien montré.
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Le phosphore est un composé essentiel du vivant. Il se retrouve notamment dans les acides
nucléiques et les protéines. Par conséquent, c’est un élément génétique, énergétique et
plastique de la matiere vivante. Dans le monde agricole, le phosphore joue un réle
physiologique a plusieurs niveaux. Il favorise la croissance de la plante, son action étant
conjuguée a celle de l'azote, le développement des racines, la rigidité des tissus, la
reproduction et la qualité des produits végétaux. Dans le sol, le phosphore est lié a la
matiere organique et a la fraction minérale du sol : les ions phosphates sont retenus dans
les colloides ou souvent immobilisés sous forme de phosphate de fer ou d’aluminium
(Gavériaux, 2012). Seule une infime partie se trouve sous forme d’ions orthophosphates
(PO43-, HPO42-, H2PO4-), unique forme assimilable par les racines des plantes, dans la
solution du sol. La concentration en phosphore de la solution du sol est faible, de I'ordre
de 0.2 mg de P/L (UNIFA, 2016). Cette réserve doit donc étre constamment renouvel ée
afin de satisfaire la nutrition phosphatée de la culture (Figurel8). Pour ce faire, les plantes
ont évolué pour élaborer des mécanismes facilitant I’absorption du phosphate ; la
formation d’associations symbiotiques avec les champignons du sol est une de ces
stratégies (Karandashov et Bucher, 2005).
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biodisponible alaplante, modifié et adapté d’apres Plassard etal ; 2015.
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La contribution des CMA a la fertilité phosphatée des sols vient principalement de leur
capacité a explorer un plus grand volume de sol grace a I’établissement de nombreux
hyphes donnant ainsi accés a une ressource en P supérieure pour la plante. . Les CMA
semblent donc potentiellement bénéfiques a la plante héte en augmentant le prélévement
desions phosphates pour la plante (Gosling et al ; 2006).

Les mycorhizes a arbuscules n’ont pas de propriétés ligninolytiques permettant de
minéraliser les éléments nutritifs dans les sols trés organiques, ce qui indique une certaine
adaptation des différents types de champignons mycorhiziens aleur habitat (Read et Perez-
Moreno, 2003). L’amélioration du prélevement des éléments limitants est ainsi associée a
une augmentation de la biomasse des plantes mycorhizées, néanmoins I’efficacité de cet
effet est variable selon les conditions de sol (teneur en P, C organique, pH, CEC,
texture...) mais aussi selon I’association plante— champignon (Monzon et Azcon, 1996 ;
Jakobsen et al ; 1992).

e Absorption des @déments minéraux

C’est la fonction premiere des mycorhizes, notamment le phosphore, le cuivre, le calcium,
le potassium, le magnésium, le zinc, etc. L’ altération des minéraux par les champignons en
association avec les bactéries a éé mise en évidence chez les champignons
ectomycohriziens des arbres forestiers, cependant il est fort probable que les autres types

de mycorhizes en soient également capables.

Les champignons mycorhizes interviennent également dans la décomposition de matieres
organiques, qu’elles soient vegétales ou animales ; et ainsi donnent acces aux plantes a
d’autres minéraux, I’azote en premier .Les mycorhizes s’associent a des bactéries du sol

pour dissoudre des minéraux et rendre accessible le phosphore aux plantes.

Cette capacité de réguler le flux de phosphore du sol a la plante est la principale fonction
du mycorhize dans les échanges symbiotiques. Dans le cas des |égumineuses, |la symbiose
mycorhizienne et I’association avec les bactéries du genre rhizobium (fixation de I’azote),

sont en fait indissociabl es.

o Lutte contre des agents pathogenes

Le sol héberge de nombreux organismes qui entrent directement en compétition avec les

CMA pour la colonisation des racines et du sol. Le systéme racinaire des plants est donc
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I'objet d'attagques d'agents parasites de nature trés variée: champignons, bactéries,
nématodes. L 'association mycorhizienne bien établie dans les cultures réduit dans bien des
cas la sévérité des symptomes des maladies racinaires en diminuant I'agressivité des
parasites (Dehne, 1982;Filion et al ; 1999). Les CMA permettent une réduction de la
gravité des pourritures racinaires produites par Phytophtora spp (Garcia-Garrido &
Ocampo, 1989). Des travaux ont aussi montré un effet protecteur du CMA a I'égard de
Fusarium et Verticil/ium, agents de fonte de semis et de nécroses racinaires (Liu, 1995;
Garcia-Romera et al ; 1998). Ces résultats montrent qu'en pépiniere le principal avantage
attendu de la mycorhization contrélée peut ére un effet protecteur contre les agents
parasitaires en particulier vis-a-vis des Fusarium contre lesquels la lutte chimique est
souvent inopérante. Bien gque les mécanismes de l'interaction entre bactéries pathogénes et
CMA soient trés peu connues, la plupart des études concluent & une réduction des
dommages causés par les maladies bactériennes dues a Pseudomonas et Agrobacterium
(Marschner et a., 1997, Nemec, 1997). Garcia-Garrido & Ocampo (1989) notent
cependant des pertes de poids consécutives aux attaques de Pseudomonas chez |a tomate
en présence des CMA. Les nématodes sont des parasites obligatoires des racines dont
I'influence peut étre atténuée par des CMA (Jaffee & Muldoon, 1997; Pandey et al ; 1999).

L'effet bénéfique des CMA sur le contrdle des agents parasitaires du sol dépend
principalement du niveau du phosphore dans le sol. En effet, la fertilisation phosphatée
augmente les risques d'infections et stimule surtout la prolifération des nématodes a galles
(Smith, 1987 et 1988 ~ Carling et al., 1996). Cela se comprend bien car |'efficacité des
CMA est réduite ou supprimeée lorsgue la teneur en phosphore dans le sol augmente (Habte
& Byappanahali, 1994; Plenchette & Morel, 1996). Comme I'a souligné Dehne (1982), la
mycorhization précoce des plants leur assure une meilleure protection contre I'infection des
parasites. L'inoculation de CMA a des plants cultivés en pépiniére et destinés au
reboisement permettrait de réduire considérablement I'incidence de certaines maladies et

du coup réduire les pertes alatransplantation.

|.3 les partenair es végétaux

[.3.1 généralités deslégumineuses
La famille des légumineuses ou Fabacées est la troisiéme plus grande famille
d’angiospermes (aprés les orchidées et les astéracées). Les classifications modernes se

subdivise en trois sous familles assez homogenes: les Papilionoideae, et les
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Mimosoideae et Caesalpinioideae, ces sous familles comprend environ 650 genres et
pres de 20 000 espéces (Guignard et Dupont et al ; 2005).

La plupart des especes fixatrices d’azote qui sont importantes sur le plan économique,
font partie des Papilionoideae. Cette derniere étant la sous famille la plus diversifiée
(environ 430 genres et 12000 espéces) (Renier, 2008), dont 97 % des especes testées
(21 % du total) sont nodulées par des rhizobia (Godfroy, 2008).

Aujourd’hui, selon les reglementations européennes distinguées deux grandes

catégories sont couramment utilisées :

a Les légumineuses cultivées pour leurs graines: les agricultures sélectionnées des
Iégumineuses, d’abord pour se nourrir ; Les especes a graines riches en protéines
regroupé comme protéagineux (pois, féverole...) ou légumes secs (haricot, lentille,
pois chiche...). Et les especes a graines riches en protéines et en huiles, sans amidon,
classées comme oléagineux (soja, arachide, ...). Ce groupe de plantes participant ala
fixation de I’azote avec des bactéries symbiotiques.

b- Les légumineuses fourrageres (la luzerne, trefles, sainfoin, vesce) sont cultivées
essentiellement pour I'alimentation animale ; principalement des ruminants; soit par
péaturage, soit aprés conservation des fourrage (déshydrations, foin, ensilage), ou
parfois pour des utilisations industrielle (la production d’engrais).

1.3.2 présentation de la plante d’étude

1.3.2.1 Medicago sativa.L (Laluzerne cultivée)

1.3.2.1.10rigine dela plante

La luzerne cultivée est une plante originaire de I’Ouest de I’Asie (Afghanistan, Iran,
Turquie), les espéces de la famille de cette plante sont présentes a I’état spontané sur tous

les continents, Aujourd’hui, La luzerne est la légumineuse la plus cultivée au monde.
1.3.2.1.2 Caractéristique botanique de la plante

Laluzerne est une plante pérenne, qui appartienne de la famille des Fabacée, de taille 30 a
80 cm de hauteur, a systémes racinaires pivotante, de tiges dresses, ramifiées, les feuilles
sont en général de type trifoliées, a folioles obovales ou oblongues, dentées au sommet,
mucroneées ; Stipules longuement acuminées, dentées ala base. Ses fleurs sont violacées ou

bleues, groupées en grappe oblongue pédoncul ée.
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La fécondation est alogame. Le fruit est une gousse plus ou moins enroulée, en forme

spiralée. Lagraine est plus ou moins réniforme (Camille, 1980 ; Mauriés, 2003).

[.3.2.1.3 Systématique

Sous l'appellation luzerne cultivée, on classe deux espéces botaniques et leurs
hybrides, Medicago sativa L., Medicago falcata et Medicago media (ou Medicago
varia Mortyn) hybride entre les deux especes précédentes (La pevronie, 1982 ; Mauries,
2003). Medicago sativa, provient des zones séches des hauts plateaux iraniens. A I’inverse,
Medicago falcata vient de la Sibérie, elle résiste au froid (Prosperi et al ; 1993 ;
Mauriés, 1994).

Selon Small et Jomphe, 1989, la position systématique du genre Medicago est la

suivante :

« Régne : Plantae

« Embranchement : Spermatophytes
« Sous- embranchement : Angiospermes
« Classe : Dicotylédones

 Sous- classe : Rosidées

« Ordre: Fabales

« Famille : Fabaceae

« Sous-famille : Faboideae

« Tribus: Trifolieae

« Genre : Medicago

« Espece : Medicago sativa L.

[.3.2.1.4 Ecologie:

La luzerne elle préfére les climats de type méditerranéen et les sols fertiles, surtout en
phosphore, en potassium, calcium et autres oligo-ééments, profonds, bien drainés,
légerement acides a neutres (pH de 6,0 a 6,5). Elle ne supporte pas les sols compactés,
piétinés ou inondés. Elle est résistante a la chaleur estivale et a la sécheresse une fois que
son systéme racinaire est bien installé. Elle supporte bien le froid hivernal lorsqu’elle est
en dormance. C’est une plante de fauche qui peut tolérer le paturage si celui-ci est réalisé

sur un sol porteur.
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Figure 19 : Aspect de Medicago sativa A : Plante de M. sativa. B : Fleurs de
M. sativa.

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

[.3.2.1.5Intéréts:

La luzerne est considérée dans tous les pays comme une plante fourragére destinée a
I'alimentation des animaux, soit al'état frais, paturée ou fauchée, soit seche sous forme de
foin, car elle est riche en proténes, minéraux et vitamines mais un peu moins en énergie et

car elle est concurrentielle vis-a vis des autres especes une fois install ée.

Elle joue un réle important dans I'amélioration de la structure des sols liée & son important

systéme racinaire.

1.3.2.1.6 Cycle de développement la luzerne cultivée

La luzerne est une plante Pérennité (03 & 06 ans), la durée de vie globale de la luzerne est

liée a différents parametres: la variété (persistance), le climat, le sol, la conduite de la
culture (et en particulier le nombre de coupes). Dont le cycle de développement luzerne
dépend des hydrates de carbones stockés dans les racines. Aprés chague coupe, la plante
utilise ces réserves pour croitre a nouveau. Ce cycle se répéte jusqu’a ce que le rendement
chute, il faut alors enfouir la culture ou la semer & nouveau (Soria ,2007).
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- Au cours de son développement, la plante passe par différents stades végétatifs (Prolea,
2002):

Stade 1: cotylédons; a la levée vont d’abord émerger 2 cotylédons, et émission des
premieres feuilles cotylédonaires ou unifoliées.

Stade 2 : feuilles trifoliées : les feuilles suivantes sont composees de 3 folioles rattachées
latige par un pétiole.

Stade 3 : Développement ; Les bourgeons axillaires situés a la base des tiges et a I’aisselle
des feuilles permettent d’assurer le développement végeétatif ou la repousse apres une
coupe. Chague pied émet progressivement plusieurs tiges.

Stade 4 : Fructification ; la date de début bourgeonnement dépend de |a température et de
la conduite culturale (avec ou sans précoupe). La floraison s’étale sur 4 a 6 semaines avec
un chevauchement des différentes phases croissance végétative, mise a fleur, nouaison et
maturation des gousses.

Stade 5: Maturité; la maturation des graines nécessitent 1100 degrés-jours aprés la

pollinisation soit environ 55 jours. Larécolte alieu de fin aolt a septembre.
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Figure 20: Cycle de dével oppement de laluzerne pérenne (PROLEA, 2002).

[.4 Inoculation pour I’agriculture et I’envirennement

Une production végétale de qualité sous-entend des produits finis de haute gamme et
I’utilisation de technologies qui préservent au mieux l'environnement. Toute approche
réaliste visant a réduire |I'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).
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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) lesrhizobia.

La capacité de fixation symbiotique de I’azote des Iégumineuses peut étre améliorée
en inoculant le sol avec des souches performantes de rhizobia. Des techniques de sélection
ont permis de mettre sur le marché de nombreuses souches utilisables pour améliorer la
fixation symbiotique de I’azote par les legumineuses (Dakora, 1985). Cette technique de
I’utilisation d’apport d’inoculum a contribuer a la mise en place d’une intense activité de
production d’inoculum s’est améliorée ces derniéres annees. A cette effet on note que la
quantité d’inoculum a base de Rhizobium produite dans le monde est de I’ordre de 2000
tonnes / année, pour une superficie d’environ 20 millions d’hectares cultivee par des

|égumineuses a graines et fourrageres (Herridge, Gemell et al ; 2002).

Par ailleurs 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 espéces qui sont couramment utilisées pour les inoculums commerciaux sont du
genre des Glomus. Ces especes sont naturellement tres répandues dans les écosystemes et
ont comme avantage de coloniser une grande variété de plantes hotes (Dalpé et Monreal,
2004 ; Fortin et al ; 2008).

A ce sujet il important de rappeler qu’il ya Une autre voie de la production végétale est la
double inoculation des légumineuses avec des rhizobia et des champignons mychorhiziens.
La synergie entre inoculant mychorhiziens et les rhizobiums sont étroitement liés a la
plante car ils ne peuvent utiliser pour leur croissance que les composés carbonés simples. .
[Is ont un intérét pour la plante en améliorant en particulier leur nutrition minérale ; il a
d’ailleurs été observé que, lorsque utilisé seule, I’inoculent mychorhizien permettait
d’augmenter les rendements de 27% alors que s’il était couplé au rhizobium, les
rendements pouvaient augmenter de 50% a 55% dans un sol ayant recu 50% de la dose
normale de phosphore (Rivera et a ;2014).Généralement la stimulation est a accompagnée

par une augmentation de la biomasse totale, du nombre et poids des nodules ,de plus on
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constate une augmentation de I’activité de nitrogénasique et de taux de colonisation
mycorhizienne chez les plante inoculé Le couple mychorhizie et rhizobiums on permit de
mettre en évidence une synergie qui se traduite par une augmentation de rendement chez
feve (Jia et Gray,2004),chez I’haricot (Daft et El Giahni ,1974 ;Tchameni et al ;2008).

Pour la réussite de I’inoculation, la sélection de souches effectives avec la plante cible est
donc primordiale. Les souches destinees a I’inoculum doivent en plus des propriétés

symbiotiques présenter un certain nombre de caractéristiques :

e Lessouches doivent étre compétitives avec les souches indigenes.
e Les souches doivent aussi étre persistantes dans le sol et avoir un bon taux de

survie pendant la préparation de I’inoculum et dans le sol.

Pour leur commercialisation, les inoculums rhizobiennes se présentent sous trois formes :
solide, liquide ou lyophilisés. Les inoculant en poudre sont disponibles pour tous les types

de légumineuses et sont les moins colteux a utiliser.

Les especes qui sont couramment utilisées pour I’inoculum des mycorhizes (commerciaux) sont
du genre des Glomus.ces especes sont naturellement tres répandues dans les écosystemes et ont
comme avantage de coloniser une grande variété de plantes hétes (Dalpe an Monreal, 2004 ;
Fortin et autres, 2008).

L’inoculum de mycorhizesce trouvent 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 mélangées. Les produits multi-espéces 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 espéces fongiques permet a
I’inoculum de répondre a une plus grande diversité de conditions de culture (Haimet,
2013).
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1. Matériel et méthodes
1.1 Matérie biologique

Nous avons effectué deux compagnes de prospection dans la région de Saida. Deux située
a Rebahia et I’autre située a Ain Hadjar. Au cours de ces prospections nous avons identifié
et prélevé des échantillons de légumineuses entieres (racines et tiges) avec leur sol

rhizospherique.
Matériel végétal

La plante héte utilisée est Medicago sativa L. (LUZERNE) ; Le choix de cette plante son
été dicté d’une part par son utilisation importante en tant que plante fourrager pour
I’alimentation du bétail ; et d’autre part 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 de la plantes Medicago sativa L ;
les préévements de sol sont collectés sur une profondeur de 0-20 cm et qui ont était
conserveés jusqu'a leur utilisation dans le protocole de piégeage. Paralélement au sol

rhizosphérique nous avons ramenés le sable pour laréalisation du méme protocole.
1.2 Méthodes
[1.2.1 Méthodologie suivie pour I’étude des Rhizobium

[1.2.1.1 I solement desrhizobia a partir de nodositésrécoltéesin-nature

11.2.1.1.1 Collection des nodosités

Afin de procéder a la récolte des nodules, Les plantes déterrés avec leur systeme
racinaires, les racines sont délicatement rincées a I’eau courante et les nodosités sont
ensuite coupées a environ 1 a 2 mm du site d’attache, puis rincées et séchées avec du
papier filtre selon la méthode de Gourret et Rubulier (1985). Les nodosités été utilisée

directement pour I’isolement.
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Figure 21: Les nodules de la plante Medicago sativa.L

[1.2.1.1.2 | solement de souches de Rhizobium

L’isolement a été réalisé selon la méthode de Vincent (1970), c’est la technique classique
d’isolement de souches de Rhizobium partir des nodosités ; les nodules fraichement lavés
sont immergés pendant 5 a 10 secondes dans I’éthanol a 95%, puis transférés
immédiatement dans une solution de chlorure de mercure (HgCl,) a 0,1% pendant 3
minutes(annexe 01). La désinfection est suivie directement par un abondant ringage ; les
nodules sont rincés 5 fois a I’eau distillée puis nous avons effectués trois nouveaux ringage

en laissant les nodosités au moins 15 minutes dans chague réecipient.

Cette désinfection superficielle des nodules a pour but d’éliminer la contamination des
milieux de culture par d’autres microorganismes externes ou liés intimement aux tissus

superficiels de ces nodules.

Une nodosité désinfectée est ensuite écrasée aseptiquement a I’aide d’une pince flambée a
I’alcool, dans une boite de Pétri, contenant le milieu YEM (Yeast Extrat Manitol), et puis
incubée a28°C pendant 72h.

Milieu YEM (Vincent., 1970) :

YEM (Yeast Extract Mannitol) est le milieu utilisé pour cette premiere étape de la
partie expérimentale, dont la composition est exprimée en gramme par litre d’eau distillée
(Annex01). Le milieu de culture doit contenir les sources d’énergie nécessaire a la
croissance des bactéries. L’autoclavage de milieu se fait a 120°C pendant 20 minutes.

Donc le milieu YEM est un milieu utilisé pour la culture des souches de BNL.
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[1.2.1.1.3 Purification desisolats :

La pureté des souches est vérifiée par repiquage successif sur milieu YEM gélosé au
rouge Congo a la concentration finale de 0.025¢/l (Jordan ,1984 ; Somasgaran et Hoben,
1994) (Annexe 01). Notons que le rouge Congo est utilisé afin d’éviter toute contamination

par les bactéries (Actinomycetes ...).
[1.2.1.1.4 Identification des souches de Rhizobium

L’identification des souches de Rhizobium a été faite par un examen macroscopique
(caracteres culturaux sur milieu YEM gélosé au rouge Congo) et par une observation
microscopique (coloration de Gram et examen a I’état frais des cellules vivantes), et

d’autres tests biochimiques.
11.2.1.1.4.1 Examen microscopique

a) Coloration de Gram

C'est une coloration double qui permet de différencier les bactéries d'apres leur forme et
leur propriété de la paroi bactérienne. Technique de coloration qui est la plus utilisée dans
I'étude et la classification des bactériesen deux grands groupes: les bactéries a Gram
positif et a Gram négatif.

Selon le médecin danois Gram en 1884, |e principe de cette méthode est :

-Préparée un frotti a partir de culture pure.

-Recouvrir la lame par solution de violette gentiane, laissait agir 1minut. Rincer a I’eau
distillée.

- Etaler lelugol et laisser agir 20 secondes puis rincer a I’eau distillée.

-Incliné lalame et laisser tomber goutte a goutte I'alcool Surveiller la décoloration (5 a 10

secondes). Puisrincer a I’eau distillée.

L'acool pénétré dans la bactérie. La coloration au violet de Gentiane disparait. Les
bactéries décolorées sont des bactéries Gram-. Si |'alcool ne traverse pas la paroi, on est en

présence de bactéries Gram+.

- Recouvrir la lame par fuchsine et laissait agir 45 secondes a 1minute. Rincer & I’eau
distillée.
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-Sécher lalame par papier absorbant.
-Examiner al' objectif x100, avec une goutte d'huile a I'immer sion.

11.2.1.1.4.2 Examen mobilité
Le milieu utilisé est le Mannitol-mobilité(Annexe01), nous permettant d’étudier la
fermentation du mannitol et la mobilité des bactéries.
L’ensemencement du milieu se fait par pigdre centrale avec la souche atester. Incubation a
30 C° durant 24 heures. Puis I’observe.

11.2.1.1.4.3 Tests biochimiques

11.2.1.1.4.3.1 Vitessede croissance sur YMA + Bromothymol

Pour veérifier la vitesse de croissance des isolats pour la distinction entre les souches a
croissance rapide et les souches a croissance lente, elles ont ensemencé sur un milieu YMA
additionné de bleu de bromothymol (Jordan ,1984; Vincent, 1970) (Annexe 01).
L’ aptitude a modifier le pH en 24h distingue les bactéries a croissance rapide qui vires le
milieu au jaune (bactéries acidifiante) les autres souches provoquant un virage au bleu et

alcalinisantes le milieu.
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Figure22 : Couleurs de bleu bromothymol

11.21.1.4.3.2 Recherchede certaines enzymes

Réduction des nitrates

Les bactéries sont mises en culture sur milieu liquide TY contenant 0.1% KNO3 (p/v)
(Behringer, 1974) (Annexes 01), Apres 05 jours d’incubation avec agitation a 28°C, Au
terme de I’incubation a chaque tube on ajoute les réactifs nitrate réductase 1 et nitrate
réductase 2 (Annexes01). L’apparition d’une coloration rouge indique que les nitrates sont
réduits en nitrites. Un résultat négatif nécessite I’addition d’une pincée de zinc métallique
et observer aprés quelques minutes la teinte obtenue.

Hydrolyse de I’'urée
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Les bactéries possédant une uréase transforment l'urée en carbonate d'ammonium
entrainant une alcalinisation qui provoque une coloration rouge violacé du milieu en

présence de rouge de phénol (indicateur de pH) (Jarvis et a, 1977).

Forme acide  Zone de virage  Forme basique
.'_._l

| | —

Phé § pHE4

Figure 23 : virage de couleur aprés hydrolyse de I’urée.

Les isolats sont cultivés sur le milieu YEM, continent 0,0012gL\ de rouge phénol et la
solution d’urée a 2%(PV), celle si stérilisée par filtration(0,22um) et rajoutée au milieu

stérile maintenu a45C°. Les boites sont incubées 48h a 28C°.

Activité Cdlulosique

Les souches sont cultivées dans les tube a essai continent chacun 5ml du bouillon YEM et
une bandelette 0.5x8cm de papier filtre stérile, comme unique source de carbone et

d’énergie (Boulahrouf et al ; 1986), un tube non ensemenceé sert de témoin.
Les cultures sont incubées a 28°C pendant 21 jours. L’activité cellulolytique est mise en
évidence par la digestion du papier filtre.

11.2.1.1.5 Conservation des souches

Lesisolats purifiés sont conservés selon le procéde suivant :

- Pour une courte durée, nous les repiquons sur le milieu YEM incliné ; en effectuant des
stries régulieres sur la surface de leur gélose. Aprés 48h d’incubation selon les isolats,
les tubes sont conservés au réfrigérateur a 4°C, a raison de plusieurs exemplaires par
souche selon la méthode de Vincent, (1970). Des repiquages réguliers tous les 6 mois

est recommandés.
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[1.2.1.1.6 Etude des parametr es symbiotiques
[1.2.1.1.6.1 Test d’infectivité des souches

Les isolats extraits des nodosités de Médicago Sativa ne peuvent étre identifiés comme
Rhizobia qu’apres avoir effectué le test de nodulation, montrant leur capacité a former des
nodosités sur leur plante héte, en conditions bactériologiques contrélées. Pour réaliser ce

test les étapes suivantes été effectuées :

Nous avons utilisé les graines de Meédicago Sativa proviennent d’une variété

commercialisées (Saida), qui ont servi au test de nodulation.

[1.2.1.1.6.1.1 Stérilisation, germination et misen culture des plantules de Médicago
sative
Les graines de M. sativa sont désinfectées avec de I’hypochlorite du sodium a
12° pendant 5 min et rincées abondamment avec de I’eau distillée stérile et laissées dans de
I’eau distillée, toujours, pendant 30 mn apres le dernier ringage. Les graines desinfectées
sont mises a germer aseptiquement dans I’eau gélosée a 1% (annexe 02) et incubées a25°C
a I’obscurité. Apres 4 a 5 jours, les plantules sont transférées dans des tubes de Gibson (18
cm de longueur, 2 cm de diamétre et une capacité de 35 ml) contenant une solution
nutritive dépourvue d’azote (Bertrant, 1997) (annexe 6). La culture est conduite dans une
chambre de culture contrdlée
(une température de 25°C + 1, une photopériode de 14 heures et une luminosité de 200

lux).
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Figure 24: Germination des grains de Médicago sativa

[1.2.1.1.6.1.2 Inoculation des plantulesin Vitro

L’inoculum est préparé par I’introduction d’une colonie pure de chaque isolat dans des
tubes contenant le milieu YEM liquide. Les tubes sont incubés a 28°C et agités pour
assurer I’aération des isolats. Aprées deux jours de leur mise en culture, les jeunes plants
sont inoculés avec 1 ml d’une suspension liquide de I’isolat avec une concentration de
3x108 (Mac Farland N°1) (annexe 01). Pour chaque isolat, cing répétitions sont réalisées
avec un témoin négatif non inoculé (Fig. 25). L’infectivité de chaque isolat est appréciée

par la présence et le nombre de nodosités formeées sur laracine de chague plant.

les inoculums préparés 3 base des isolats bactériennes
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une plante témoin

Plantes de M.sativa cultivés dans une solutions nutritive de Bertrand 1997 pour chaque lot

Figure 25 : Schéma explicatif du test d’infectivité des isolats réalisé in-vitro.

11.2.1.1.6.1.3 Estimation de la croissance des plantes in-vitro et observation du

phénotype des plantes inoculées:

L'observation de la couleur verte des plantes inoculées, de leur croissance (parties
racinaires et aériennes) en comparaison aux plantes non inoculées (témoin) dans les

mémes conditions de cultures et déterminer leur couleur et leur forme.
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[1.2.2 Méthodologie suivie pour I’étude des Mycorhizes
11.2.2.1 Piégeage des endomycor hizes

La méthode de piégeage de Morton et Walker(1992) est utilisée pour la mise en évidence
de ladiversité des CMA dans les sites d’études. Elle consiste a cultiver une plante piege
dans un substrat pauvre en éléments nutritifs et utiliser comme inoculum le sol des sites
contenant des propagules viables (spores, hyphe et fragments de mycorhize).

L’inoculum est constitue du sol rhizosphéerique de la plante d’intérét Medicago Sativa L
contenant des racines de la méme plante coupée en petits fragments et soigneusement
mélangée avec ce sol.

Le substrat est constitue du sable autoclavé 3 fois 120°C pendant une heure pour tout
risque de contamination par d’autre champignons.

Lavariété de mais HY BRIDE PICO a été utilisée comme plante piége. les graines de mais
sont désinfectées avec de I’hypochlorite du sodium 12°Chl pendant 15 min et rincées
abondamment aves de I’eau distillée stérile. Ensuite elles ont été transférées dans des
boites de pétrie contenant de I’eau gélosee a 1%(Annexe 02), puis placées dans un

incubateur al’obscurité a 25°C pendant 3 jours.

Figure 26: dispositif expérimental de la méthode de piégeage Morton et Walker(1992).
A : plantules de mai's apres 3 jours de germination.

B : plantules de mais transplantés.

Des pots en plastique de 1 L de volume, préalablement lavés et désinfecteés aves de I’eau de
javel 12°Chl ,ont été remplis a moitie avec le substrat sableux sur lequel 200g de
I’inoculum y ont été déposés.les pots ont été ensuite recouverts du substrat sableux
autoclave afin de limiter les risques de contamination. les graines pré-germeées de mai's ont
été semées a raison de trois plantules par pot. Deux répétitions sont réalisees pour chague

sol. Un témoin sans inoculum est réaliser dans les mémes conditions avec seulement du
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substrat autoclave afin de vérifier que les conditions de culture soit exemptes de
contamination (figure 26).

Les pots ont été déposés en chambre de culture controlée (une température de 25°C et une
photopériode de 16 heures) et arroses quotidiennement a I’eau distillée sterilela
fertilisation n’est appliquée que lorsque les plantes montent des signes de carence en
phosphore ou en azote, en utilisant la solution nutritive de Hoagland et Arron (1938)
(annexe04).

Apres 42 jours de culture, les plantes de mai's ont été dépoteées, leurs systéme racinaire est
utiliser pour I’estimation de taux de colonisation MA. et le substrat de chaque sol est
récolte, séche a température ambiante pour I’extraction de la caractérisation phénotypique

des spores.

11.2.2.2 Protocole d’extraction de racines puis teinte pour observer la colonisation de

mycor hizes

Les différentes méthodologies utilisées pour observer les structures formés par les MA
respectent les étapes suivantes: nettoyages, blanchissement, acidification, teinte et
élimination des exces de col orant.

11.2.2.2.1 Echantillonnages

Comme les racines peuvent étre récoltées a tout moment de I'année pour I'estimation de la
colonisation endomycorhizienne (Schenck, 1982), nous avons réalise notre échantillonnage
de racines le mois de février en 2019 au niveau des sites précédemment décrits. Trois
plantes de la luzerne ont été récoltées.

Les préléevements ont été réalisés sur une profondeur alant de 10 a 20 cm dans le sol pour
extraire la plante et son systeme racinaires. Puis les blocs de terre prélevés ont été places

dans sachet en plastique fermés trés serrés pendant | e transport.
11.2.2.2 .2l avage

Pour déloger facilement la terre des racines, celles-ci on été trempées dans des bassines
d’eau pendant 24h, puis elles ont été lavées sous un léger filet de I’eau de robine et trés
délicatement frottées avec les doigts par ce que les racines fines qui seule nous intéressent

sont extrémement fragiles.
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A I’aide de ciseaux, les racines fines ont été séparées de racine pivotante et versées dans
un bocal pour moitié remplie d’eau ,puis agiter délicatement pendant quel que minutes, afin
de les débarrasser de toute particule de terre.

Les racines fines doivent étre maintenues en permanence dans I’eau : en effet, ces
dernieres se desséchent rapidement a I’air libre et elles doivent étre conserves au

réfrigérateur avant d’étre observés directement ou traités ultérieurement.
11.2.2.2.3 Eclaircissements et coloration desracines

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.
Aingi, elles ont éé placées dans des tubes a essai contenant la solution fixatrice FAA
durant 30 minutes qui sert a la conservation des racines. Apres plusieurs rincages a |’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 1 h afin de les vider de leur contenu
cytoplasmique. Ensuite les racines ont été transférées dans une solution de peroxyde
d’hydrogeéne H,0, & 10 % et chauffer au bain-marie a 90°C pendant 20 minutes pour les
blanchir. Apres plusieurs rincages a I’eau courante, les fragments racinaires éclaircis ont
été submergés d’acide lactique & 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 rincées a I’eau courante,

puis conservées dans des tubes aessai contenant de glycérol 60 %.
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Figure 27: Schéma représentatif des étapes d’éclaircissement et coloration des
racines.

[1.2.2.2.4 Montage et observation desracines

Apres la coloration les racines de chagque plante Medicago Sativa L ont été découpées en
fragments de 1cm de longueur environ et monté parallélement a raison de 10 fragments par
lame dans le glycérol, puis observer au microscope photonique a différentes grossi ssement.
La plante est jugée mycorhizée lorsque le systeme racinaire présente au moins un point de
colonisation (pénétration d’un hyphe dans la racine; présence des structure de

colonisation).

—Fragment deracine

IS
MU e

Figure 28 : Montage des racines entre une lame porte-objet dans du glycérol pour
I’identification microscopique.

[1.2.2.3 Estimation dela colonisation MA desracines
Le pourcentage de colonisation des racines est calcule selon la méthode de Trouvelot et
al. ,(1986). Les fragments racinaires de observées ont été notées dans un tableau (annexe),
selon un baréme de notation (Fig.) qui permet d’estimer rapidement le degré de
colonisation mycorhizienne et larichesse en arbuscules.
Cette technique calcule 5 paramétres de la colonisation mycorhizienne arbusculaire quel
‘est réalisée en utilisant les formules de calcul suivantes :

Fréquence de la colonisation mycorhizienne (F%) : qui refléte le degré de la

colonisation du systéme racinaire.

F% =(nombr e de fragments mycor hizés/nombr e des fragments totaux)* 100
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Intensité de la colonisation développée dans le systeme racinaire (M%) : qui
exprime la portion du cortex colonisée par apport a I’ensemble du systeme
racinaire.

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

Avec n5, n4, n3, n2, nl sont les nombres de fragments respectivement notés dans les cing

classe d’infection marquant I’importance de la mycorhization a savoir :

LA

— » pluzde93%

— de 30%a%95%

de 30%a30%

—» del%% a3l

el B LT [ =

— 1% du cortex

Teneur arbusculaire de la colonisation dans la partie endomycorhizée du
systéme radiculaire (a%):est abondance en arbuscules dans les parties

mycorhizées des fragments racinaires.

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

ou mA3, mA2, mMA1=% dem, classes Al, A2, A3respectivement. Avec :

MA3= ((95n5A3+70n4A3+30n3A3+5n2A3+n1A3)/nombre de fragments

mycor hizes)* 100/m

m% =M % * (nombr e de fragments totaux)/nombr e de fragments mycor hizes

A% : teneur arbusculaire de la colonisation ramené au systeme radiculaire
entier :

A% =a* (M %/100)

Ces cing paramétres sont fonction de la teneur en spore, vésicule et hyphe de laracine.

oo S =1 o9 = F 09 509 e,
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Figure 29: Echelle d’intensité de colonisation du cortex racinaire

B
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Figure30 : Echelle d’évaluation de la présence des arbuscules

[1.2.2.4 Extraction des spores:

Les spores de CMA ont été extraites par la technique de tamisage humide de
Gerdemann et Nicolson (1963) suivie d’une centrifugation sur gradient de saccharose
selon laméthode décrite par Giovannetti et al.(1991).

En effet, 100g de sol rhizospherique séche issus de la culture de mai's sont prélevés et mis
dans 1000ml d’eau, la suspension est ensuite vigoureusement agitée pendant 1min puis
filtrée dans une série de tamis a mailles décroissantes (500 -250- 125 et 45 Um) sous un jet
d’eau de robinet jusqu’a ce que I’eau qui en ressorte devienne claire et limpide. Les tamisét
contenant les spores des CMA sont mélangés et mis en suspension dans de I’eau distilleé.
Les particules retenues dans le tamis des 45um de diamétre ont été récupérées dans des
tubes de centrifugation remplis a 1/3 d’une solution de saccharose a 60%(P/V). ces tubes
ont été soumis a une premiéere centrifugation a 1750 tr /mn pendant Smin pour réduire les
particules de sol et les fragments racinaires, le surnagent et les particules flottantes ont été
éliminés. Les spores et | es particul es sédimentes au fond des tubes ont été reprises dans une
solution de saccharose a 60%(p/v). le mélange sédiments-saccharose a été de nouveau
centrifugé a 1750tr/mn pendant 15 secondes. Le surnageant est filtré sur un tamis de 45um
puis rincées avec I’eau distille pour éliminer I’excés de saccharose. les suspensions
sporales obtenus ont été conserves a 4°C pour I’observation et I’identification

morphologique (figure31).
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Figure 31: Extrection des spores des champignons endomycorhiziens selon la méthode de
Gerdemann et Nicolson (1963).

[1.2.2.5 Observation et Caractérisation morphologique des spores :

Les spores des champignons mycorhiziens sont souvent libres dans le sol et peuvent donc
étre séparées des fines particules de sol par tamisage humide par les méthodes
précédemment décrite. Chague fraction de sol retenue dans chague tamis est récupérée
dans une boite de Pétri et observée alaloupe binoculaire. Ainsi les spores détectées ont été
récoltés au moyen d’une micropipette et leur morphologie décrite par observation
microscopique. Les spores de chague morphotype ont éé montées entre lames et lamelles
dans une goutte de glycérol afin d’étre examinées au microscope photonique sur la base de
leur caractéres phénotypiques. Les mesures ont été effectuées au différent grossissement
qui permet de mieux distinguer le pourtour de la spore. Ces dernieres ont été pré-

identifiées sur base des paramétres systématiques des spores.

[1.2.2.6 Traitement des données
Les variables de réponse telles « frégquence de colonisation, intensité de la colonisation
intensité arbusculaire, mesure de la hauteur » ont été représentées via Microsoft Excel
2007.

[1.2.2.7 Essais d’inoculations des plantes de Médicago sativa en pots
Apres l'isolement des souches de bactéries et de champignons, Nous avons opté a les tester et
faire un essai d’inoculation en pots pour évaluer la réponse de Médicago sativa a la simple et

ladouble inoculation. Pour réaliser cet les étapes suivantes été effectuées :

I noculation des plants
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Les graines de Médicago sativa ont été désinfectées selon la méthode citée précédemment,
Aprés 03 jours, les plantules sont transplantées dans des pots contenant 200 g de sable
autoclavé troisfoisa 120C° pendant une heure, araison de 3 plantules par pot.

Les plantules subissent soit une simple inoculation soit une double inoculation. Sachant

gue Pour chague essai nous avons inclus un témoin négatif non inocul é.

Simpleinoculation rhizobienne
Nous avons opté pour I’utilisation d’un inoculum liquide, La souche la plus effective a été
sélectionné en fonction des résultats du test de nodulation. Aprés I’étape de la sélection
par I’évaluation de la symbiose en chambre de culture (nombre de nodules, hauteur des
plantules, couleur des nodules et des feuilles) ; nous avons sélectionné la souche SRP1.
L’inoculum est préparé par I’introduction d’une colonie pure dans un tube contenant milieu
YEM liquide, puisincubé a 28C°et agites pour assurer I’aération de la souche. Les plantes
sont inocul ées avec 1ml de suspension bactérienne de turbidité équivalente au niveau 1 sur

I’échelle de Mc Farland, trois jours aprés la mise en pots des graines.

Simpleinoculation mychorizienne

La technique la plus utilisée pour augmenter le nombre de propagules consiste en la
multiplication des champignons MA sur une plante héte mycotrophe appropriée dans un
sol stérilisé en utilisant des cultures en pot.

L’inoculum est constitue du sol et des fragments de racines de Mais issus de piégeage. ,
I’inoculum est placé a I’extrémité des racines des plantes le jour ou ils sont transplantés et

sur lequel une couche de sables stérilisé est déposée pour évité la contamination.

Doubleinoculation

Les plantes sont inoculées avec CMA (30 fragments racinaires) de sol issu de la méme
culture de multiplication de propagules en association avec la souche SRP1. Dans les

conditions d’écrites précédemment.
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[11. Résultats et discussion

I11.1 Présentation de la zone d’étude

Nous avons choisi deux sites dans une méme région semi aride (Saida) dans le bit de
constituer une collection de souches (souchier).

Le site appartient a I’étage bioclimatique semi-aride.La wilaya de Saida située dans la partie
Ouest de I’Algérie, sa superficie actuelle est estimee a 6613 km?, le territoire de la wilaya est

délimité comme suit :

-Au Nord : wilaya de Mascara.

-Au Sud : wilaya d’EI-Bayadh.

-Au Est : wilayade Tiaret.

-Au I’Ouest : wilaya de Sidi Bel Abbés.

Rebahia c’est une commune qui se trouve au Nord de la wilaya ; ces coordonnées
geéographiques : L atitude: 34.8766, L ongitude: 0.15282 34° 52' 36" Nord, 0° 9’ 10"
Est.

Ain-El-Hadjar c’est une commune qui se trouve au Sud de lawilaya ces coordonnées
géographiques : Latitude 34° 45’ 31" Nord ; longitude 0° 08’ 40" Est. (Figure31)

[11.2 Etude de la Symbiose rhizobienne

L’isolement des bactéries a partir des nodules racinaires récoltés in nature nous a permis d’obtenir
une collection de 8 isolats issus de Medicago sativa de deux sites différents localisés dans une

zone semi-arides de 1I’Ouest Algérien (Saida) :

v 7isolatsissu de Ouled Khaled et

v lisolatsissu de Ain-El-Hadjar.
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[11.2.1 Caractéristiques mor phologiques et microscopiques desisolats.

Aprés purification des différents isolats sur milieu YEM, Apreés purification des
différentsisolats sur milieu Y EM, les colonies obtenues présentent les mémes caractéristiques
macroscopiques, €lles apparaissent homogenes le long des stries, elles sont circulaires de 2 a
5mm de diamétre, de couleur blanchétre, compactes pour la plupart, opagues, de surface lisse
et visgueuse a contour régulier et marquées par une trés forte viscosité qui augmente avec le
temps d’incubation (Figure32). Cette viscosité est due a une production massive
d’exopolysaccharide (Zahran, 1994). Ces caractéristiques morphologiques obtenues sont

semblables a ceux des rhizobiums décrits par de Lajudie et al., (2004).

L aspect microscopique des isolats visualisé apres coloration de Gram : montre que les
isolats présentent des formes coccobacilles (batonnets courts), généralement isolés et a Gram-
négatif. L’observation microscopique permet aussi de vérifier que nos cultures bactériennes

sont pures (fig.32).

Tableau 6 : caractéristiques macroscopiques des cultures des souches autochtones isolées de
Medicago sativa

L es souches Caractere Caractére Letemp

macroscopique microscopique d’incubation

Coloniecirculaire

SRP1 volumineuse a couleur Gram - batonnets 48h
blanchétre brillent, tres court, isolé
visgueuse,
Coloniecirculaire, a Gram - batonnets 48h
SAC couleur blanchétre court, isolé

brillent, visqueuse

SR2 Petite coloniecirculaire | Gram- Petite Cocci, | Aprésune semaine
transparente visqueuse isolé
Coloniecirculaire Gram - batonnets 48h

SR3 volumineuse blanchétre, court, isolé

translucide visqueuse

SR4 Coloniecirculairebeige | Gram - batonnets 48h

brillent, visgueuse court, isolé
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Coloniecirculaire Gram - batonnets

SR5 blanchétre semi court, isolé 48h
translucide
Coloniecirculaire Gram - batonnets

SR6 volumineuse beige court, isolé 48h
visgueuse
Coloniecirculaire

SR7 volumineuse, blanchétre Petite Cocci, isolé 72h
tres visqueuse

» Croissance sur lemilieu YEM+ Rouge Congo

Sur lemilieu YEM additionne 0 .025 le rouge Congo a donné au bout de 48h-72h, Les

colonies absorbant trés peu ou pas le rouge Congo restant ainsi rose a transparent.

Mobilité desisolats

Sur le milieu mannitol- mobilité, la fermentation du mannitol provoquent une acidification
du milieu avec virage de couler vers le jaune oronge, La diffusion dans la gélose a eu lieu

confirmant ainsi la mobilité de I’isolat. (Gerhardt et al., 1994).

111.2.2 Caractéristiques biochimiques

[11.2.2.1 Vitessede croissancesur YEM +BTB

Sur milieu YMA + bleu de bromothymol (BTB) ; Nosisolats, SRP1, SR3, SR4, SR5, SR6,
SR7, SAC acidifie le milieu &pre 24h d’incubation ; elles devraient changer la couleur du
BTB vert le jaune, contrairement la souche ST2 apres 72h acalinisent le milieu; elle

devrait changer la coloration du BTB vert le bleus.

Ce résultat permette classer les isolas, SRP1, SR3, SR4, SR5, SR6, SR7, SAC parmi les

bactéries a croissance rapide, la souche ST2 classée parmi |es bactéries a croissance lente.
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La souche SRP1 |a souche SR3
111.2.2.2 Hydrolyse de I’urée

L’activité de I’uréase joue un rdle essentiel dans le métabolisme d’azote des plantes, algues,
guelques invertébrés, des mycetes ainsi que des procaryotes (bactéries) (Palinska et al., 2000)
D’apre Jarvis et al; (1977), rhizobium possedent une uréase qui transforme I’urée en
ammoniac et en carbonate d’ammonium et en utilisant le rouge de phénol comme un
indicateur de pH.
Aprés 72h d’incubation, les souches SR2, SR6, acidifie le milieu avec virage de couler vers le
jaune, concernant les souches SRP1, SR3, SR4, SR5, SR7, SAC alcalinisent le milieu en
observant un virage de la couleur de I’indicateur de pH du rouge vers le rose, ce qui indique la
dégradation de I’urée et la libération des ions d’ammonium (Guiraud, 1998), selon la réaction
qui suit :

CO (NH2)2+ H20 — CO2+ 2NH3

[11.2.2.3 Réduction des nitrates

Selon Joffin et Lyval et el. (2006), la réduction de nitrate ou des nitrites constitue un caractére
taxonomique important, La variabilité de I’aptitude a réduire le nitrate a été également
rapportée chez différents rhizobia (Mc Neil, 1982 ; Zahran, 1991).

les souches SRP1,SR3,SR4,SR5,SR6,SR7,SAC réduisent les nitrates en donnant une couleur
rouge aprés I’addition de 2 & 3 gouttes des réactifs nitrates (I et I1), ce qui signifie qu’elles
possedent une enzyme nitrate réductase , concernant la souche SR2 qui a donné une réaction
négative( apres I’addition de la poudre de zinc apparait incolore).( Figure37)

L’activité de I’enzyme nitrate-réductase qui catalyse laréaction suivante:

Nitrate réductase Dénitrification

NO 3 ——» NO? — N,

Lanitrate-réductase réduit les nitrates jusqu’au stade nitrites selon :

NO.3+2H*+ 26— NO2+H20
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Lanitrate-réductase reduit les nitrates jusqu’au stade diazote (gazeux) selon :

NO3+6 H*+ 5e—»N2 + 3H20

111.2.2.4 Activité celulolytique

Les résultats de ce teste montrent qu’il y a eu dégradation du papier dans le milieu de culture
inoculé par les souches SRP1, SR2, SR5, SR6, SR7 qu’indique ces isolats sont capables
d’hydrolyser la cellulose qui représente le constituant fibreux de la paroi végétale, c’est ainsi
que les bactéries pénétrent et infectent les racines. Par contre SR3, SR4, SAC n’ont pas
I’hydrolyser qui est expliqué par une activité cellulolytique négative.

Selon Benhizia et a. (2006), Les bactéries associées aux nodules de la légumineuse du genre
Hédysarum laissent apparaitre une activité celulolytique négative, Par ailleurs José et al.
(2001) confirment la presence de I’activité cellulolytique chez toutes les microsymbiontes

appartenant au Rhizobium et Bradyr hizobium.

Tableau: Résultats des tests biochimiques réalisés sur lesisolats

Lessouches | Nitrate cellulase Urease Mannitol Croissance
réductase mobilité milieu BTB

SRP1 + + + + +
SR2 - + + + -
SR3 + - + + +
SR4 + - + + +
SR5 + + + + +
SR6 + + + + +
SR7 + + + + +
SAC + - + + +

(+) : Activité enzymatique positive (+) : acidification sur YEM+BTB

(-) : Activité enzymatique négative (-) : dcainisent lemilieu YEM +BTM
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[11.2.3 Etude symbiotique

La mise en évidence de I’association symbiotique, entre la plante hote et e micro-symbionte
qui est une relation spécifique. Cette propriété est limitée a un groupe spécifique de rhizobium
et I’héte sur lequel infection est induite (Beck, 1993).

Dans notre étude, nous avons testées les isolats SRP1, SR3, SR4, SR5, SR6, SR7, SR7,
SAC. Pour évaluer la capacité de la formation des nodules sur les racines de leur plante héte
(infectivité) (Beck, 1993), sous des conditions bactériologiques controler en respectant des
conditions d’asepsie totale lors de I’inoculation. Tant disque le pouvoir efficient des isolats est

repéré par I’état de développement de la partie aérienne de chaque pied de plante héte.

A partir des résultats de ce test, nous avons constaté que la plupart des souches isolées (7/8)
ont formé des nodul es fixateurs rougeétres sur les racines de la luzerne et ont été répertorié :
SRP1, SR3, SR4, SR5, SR6, SR7, SAC.

Le temps d’apparition des premiers nodules sur les racines est différent entre les septe isolat ;
la souche SRP1 forme des nodules aprés 27 jours, et aprés Cingue semaines pour les autres
souches, SR3, SR4, SR5, SR6, SR7, SAC.

Dans cette expérience, Les plantes (Medicago sativa) inoculées par les souches SRP1, SR3,
SR4, SR5, SR6, SR7, SAC ont eu la meilleure augmentation significative de la hauteur et du
diameétre des plantes; la partie aérienne et développée avec de grande nombre des feuilles

vertes et detaille importants, la partie racinaire présents stimulation. (Figure).

111.2.3.1 Analyse phénotype des nodules

L’efficience d’une symbiose est déterminée a partir de la taille, la couleur et le nombre des
nodosités (VILIN, 1999). Les nodules observés sur le systéme racinaire sont de type
indéterminé indiquant la présence d’une zone méristématique a croissance continue (Vasse et
al., 1990). Ils sont de formes allongées, formes typiques de la luzerne (Corby, 1981 ; Duhoux
et Nicole, 2004). La plupart des nodules des plants examinés ont présenté une couler
blanchétre, quelques nodules avaient une couler rose révélatrice de la présence de
leghémoglobine, composé indispensable a la fixation d’azote (blandeu,1981).

La taille des nodules des plantes traitées, montre que la majorité est de petite taille, se

dével oppent en grappes.
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Selon Dommergue et al ; (1999), le nombre des nodules est I’'une des méthodes qui permet

n
i
| |
SR4 SR5 S

LES SOUCHES

I’évaluation de I’activité fixatrice d’azote.
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I
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Figured2 : L’effet des souches bactériennes sur le nombre des nodules.
Le graphe ci-dessus, montre que sur les plantes de Medicago sativa testées les souches SR1,
SAC, SR3, SR4, SR6, SR7 favorisé la nodulation par rapport le témoin non inoculé (aucun
nodule).
Les souches les plus performantes : SR5, SR3, SAC SRP1 ont conduit a la formation,
respectivement, de : 15,11, 12,8 nodules/ plante. Suivies par les souches SR4, SR7 a moindre
nombre avec 6,5. La souche SR6 est celle qui a présenté le nombre faible de nodule (4
nodules).
Nous avons observé des nodules sur les racines principales et secondaires. Ils sont répartis
majoritairement au niveau des racines principales ; les plantes de Medicago sativa inocul ées
par les souches SR1, SR6. Présents des nodules uniquement sur les racines principales,
Concernant les autres souches, nous avons observé des nodules sure les racines principal es et
les racines secondaire.

111.2.3.2 Evaluation des parties aériennes et racinaires

A partir des résultats de la figure ci-dessus, nous avons remarqué que les plantes
inoculées par les souches SR1, SR3, SR4, SR5, SR6, SR7, SAC ont eu une bonne croissance
la partie racinaire en comparaison aux |la plante témoin, avec une longueur moyenne égale a :
13,11, 12, 11,15,8,11. D’aprés Glick (1995) a démontré que la synthése des auxines par les

rhizobactéries est impliquée dans |'é ongation racinaire.
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Contrairement, SRP1 et SCA développement faible, par rapport plantes
inocul ées, avec de longueurs de partie raciner 7cm et partie aérienne 3cm.
Nous avons observé gue les plantes inoculées par les souches SR1, SR3, SR4, SR5, SR7,
SAC, un développement tres un important de la partie aérienne avec des hauteurs moyennes
de 8cm, 6cm (pour 3 souches), et Scmpour (2souches). En comparaison aux autres plantes
inoculé par la souche SR6 ont eu une hauteur faible (4cm), mais possédaient plus grande
nombre de feuille.

a) Poidssec delapartie souterraine

Le poids sec de la partie souterrain le plus élevée a été obtenu chez les plantes nodules par les
souche SR1 et SCA avec 120 mg, 100mg, en comparaison aux autres plantes inoculé par les
souches SR6 SR7 SR4 SR5 ont enregistrées les poids secs faible, Concernant la plante témoin
ont eu un poids sec plus faible avec 9mg.
D’prés MEZNI et SIFI, (1998), le rendement en matiere séche c’est un critere principal dans
I’évolution de I’activité fixatrice d’azote atmosphérique dont il est influencé significativement
par I’effet de I’inoculation et le type de la souche.
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Figure43 : Biomasse séche racinaire de laluzerne.
b) Poidssec delapartie aérienne
L’évolution de la matiére seche est en augmentation au cours de cycle de croissance pour les
plantes inoculée par les souches SRP1 et SCA avec 100mg. La biomasse aérienne présentée
par les plantes inocul ées par les souches SR3, SR4 SR5 SR6 SR7, faible par rapport SRP1 et

SCA, Laplus faible production de biomasse aérienne moyenne est présentée par témoin avec
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9Img. Le teste de nodulation ont abouti & une augmentation des biomasses aériennes par apport

aux témoins.
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Figured4. Biomasse seche aérienne de laluzerne

La capacité de fixation biologique de I’azote par les légumineuses dépende du génotype de la
plante, de souche rhizobium, et de I’interaction entre les deux partenaires (Sadiki et al ;
1992).il parait que le niveau de la fixation d’un couple symbiotique refléte un compromis
entre son niveau d’infection et le niveau d’activité des nodosités (Djordjevic et al ; 1987)

A partir des résultats précédentes, nous avons constaté que les plantes de Medicago sativa L
inoculées par les souches SRP1, SAC ont enregistrées un développement trés important de la
partie aérienne et racinaire avec une augmentation des biomasses (aérienne et racinaire) par
rapport le témoin, ces souche ayant des nodules actifs qu’indique une activité fixatrice
d’azote. Concernant les autres souches ont un nombre des nodules inactifs plus eleve par
rapport les nodules actifs qui a montré une faible fixation d’azote, donc enregistrée une
augmentation faible de la biomasse.

La souche SR6 ayant donné le rendement plus faible peut-é&re due a la perte leurs
informations symbiotiques dans le nodule ou lors de leur isolement et leur culture, a

I’influence utilisation des engrais chimique dans le sol rhizosphérique de Medicago sativa.

111.3 Etude de la Symbiose mycorhizienne

[11.3.1 Piégeage des endomycorhizes
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La croissance des plantes de mais s’est déroulée, pendant les 42 jours dans la chambre de
culture, jusqu’au prélevement des racines mycorhiziennes. La colonisation MA de ces plantes
a été évalue. les résultats de I’observation microscopique des racines de mais (colorée au bleu
de trypan) montrent que la présence ( les arbuscules ,les vésicules de différentes formes ,des
hyphes, les cellules auxiliaires...), comparée aux racines des plantes témoins cultivées sur le

sable stérile qui ne présente aucune colonisation fongique.
» Leshyphes:

Les différents fragments racinaire présente une abondance importante d’hyphes et surtout les
hyphes extra-racinaires qui sont coenocytique, d’aspect et de diamétre differents, fins ou épais
et qui portent parfois des spores.ces résultats rejoignent ceux de Zubek et al.(2008).(Figure46)

» L’appressorium :

les CMA pénetrent dans les cellules corticales de I’hote a I’aide d’appressoriums ou par les
poils absorbants,comme le décrit Ligrone et al.(2007).ces structures sont consideré comme

I’évenement le plus décisif dans le déroulement de la mycorhization endomycorhizienne.

Nous avons constate que la morphologie des appressoriums est variable certain sont lobes
tandis que I’autre portent des ramification,le champignon generalemnt forme une boucle dans
la premiere cellule épitheliale qu’il penetre puis progresse entre les cellules adjacentes pour
coloniser le cortex racinaire graces aux hyphesintra _racinaires.fig

Lesvésicules:

La colonisation se manifeste par diferentes structures tels que les vésicules,nous avons
observé I’existance d’un nombre trés élevée de vésicules intra et intercellulaires de forme
globulaire ou oviides,alogés de taille variable(fig) qui confirme encore la predominance des
Glomus.ces Glomeracées sporulent et développent un réseau d’hyphes plus rapidement que
les autres CM A .ces résultats rejoignent ceux de Souza,(2005) et de Wubet et al.(2003) qui ont

rapporté que les Glomeracées infectent et colonisent plus rapidement les racines que les

Gigasporacées et |es Acaul osporacées.
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La présence importante de vésicules ovalaire et allongées dans les sol des région semi arides
indique la prédominance d’éspéces appartenant surtout au genre Glomus.la dominance des
Gmoleracéees dans les zones arides et semi arides a été rapportée par de hombreux travaux
(Souzaet a.,1999 ;Franke-Snyder et al.,2001 ;Lovelock et al.,2003).

Comme le confirment Tchameni et al.,(2008).le nombre éevé de vésicules reflete
probablement une importante activité symbiotique,ansi que leur présence traduit I’éfficacité
de la symbiose (Boullard,1968). En outre ,la présence des veésicules est signe d’une
colonisation ancienne (Brundrett et al .,1999).leur paroi est souvent mince mais peut etre
épaisse,dans le cortex des racines agées (Gaveriaux,2012).

> Lesarbuscules:

Nous avons observé guasiment dans la plus part des systéme racinaires de mai's examinés qui
sont caracterisée par des arbusules a tronc cylindrique et des hyphes intercellulaires plus au
moin épais (Figure49),intensement colorés avec la coloration de Phillips et Hayman(1970)
Jes vésicules sont peu présentes:ce morphotype est domiant il correspond aux espéces
appartenant aux Gloméracées.(Dodd et al.,2000 ;Blaszcowski,2003).

L’observation de ces structures signifient que les plantes de mai's ont établie une symbiose
fonctionnelle vus que les arbuscules sont considerés comme le site d’échange des nutriments
(Abbott,1982 ;Gianiazzi-Pearson,1996 ;Ramos et a.,2011) .Cette amélioration observée par
plusieur auteurs (Gerdemann ,1964 ;Sylviaet al.,1993 ; Zhu et a.,2012) est liée alanutrition
minerale tel que I’ azote et phosphore qui sont améliorées (Allen,1982 ;Davies et
al.,1996 ;Auge,2001)

Les structure MA obsevée dans les racines de mai's refléte une diversité importante des CMA
dans les deux differents sols d’etude(Ain hadjar et Rebbahia) .plusieurs auteur ont signalé
I’occurrence et la diversité des CMA dans des sols sablonneux(Stahl,1900 ;Read,1989.Hu et
a.,(2010)ont rapporte que le sol riche en CMA diversifiés est plus bénéfique

€col ogiquement.

Ces résultats confirment I’éffet majeur des champignon mycorhizien dans I’amelioration
de la croissance des plantes mycorhiées par rapport aux Plantes non mycorhizées
(Karagiannidis, 1998 ;Smith et Read,2008).

Neanmoin ,Plenchette (2005) ont signalé que la réponse des plantes a la mycorhization est

non seulement en fonction de I’éspéce de champignon mycorhizien mais également de la
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mycotrophie de la plante hdte ce qui favorise une augmentation du potentiel infectieux
mycorhizogene du sol.

La croissance des hyphes des CMA et la colonisation MA des racines different un peu d’une
region & I'autre (ain hadjar-Rebbahia).cependant ,la faible colonisation MA observée (au
niveau des racines de rebbahia) peu etre due a I’effet néfaste de la salinité sur la symbiose MA
(Hirrel, 1981 ;Jahroni et a.,2008).Elle influe négativement sur la croissance des hyphes des
CMA et sur leur capacité de colonisation (Gerdemann,1980,Sheng et al.,2008).

Probablement en raison de I’effet direct du NaCL sur les champignon (Juniper et
Abbott,2006) qui supprime ou reduit laformation des CMA.

[11.2.2 Estimation de la colonisation MA du mais

Les examens microscopiques effectués sur des racines de mais de la région de Ain hadjar et
Rebbahia ont montré la présence de mycorhization chez la majorité des plantes. La fréquence,
I’intensité de mycorhization et la teneur arbusculaire ont été calculées.les résultats représentés

par I’histogramme (Fig) montrent que la plante Medicago sativa L est mycotrophe.

Fréquence de mycor hization :

La colonisation des MA est traduite par un une forte fréquence de colonisation (F%), elle est
de 83.33% dans la zone d’Ain hjar,elle est peu prés similaire a celle observée dans la zone
Rebahia 76.66%,mais le degré d’intensité mycorhizienne ,que ce soit dans les systémes

racinaires(M%) ou dans les fragments racinaires (m%) restent faible ne dépassent pas 50%.
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Figureb0 : Estimation des paramétres d’infection mycorhizienne de Mai's
> Intensité de mycor hization absolue m% :

L’intensité de mycorhization absolue n’a pas depassé 50 pour toutes les especes .Elle est plus
élevée chez la plante prélevée du Ain hadjar 49.2% que chez la plante prélevée du Rebbahia
47.86%.L’intensité de mycorhization est réduite quand le niveau de phosphore augmente dans
le sol et devient ainsi directement disponible pour la plante (Dickson et al ; 1999).

Les racines de mais poussant sur le sol d’ain hadjar présentent les valeurs de I’intensité de
colonisation M% et de la teneur arbusculaire a% les plus élevé, aors que celles poussant sur
le sol Rebbahia présentent les paramétres précédents| plus faible.

On peut observer tres nettement les arbuscules au sien des cellules corticales de la racine

observeée, |es hyphes apparaitre coenocétiques et des vésicules gonflées.

La mycorhization est représentée ici par le nombre de structure internes dans la racine.
L’amélioration de ces parametres chez la plante hote est proportionnelle aux taux de hote
mycorhization (75%-86%) ou I’infection mycorhizienne se caractérisé par vésicules de forme
ovoide cette augmentation est signe d’une bonne nutrition minérale de la plante héte, facilitée
par les champignon mycorhiziens(Jakobson et al.,1994,Jones et al .,2000).

L’amélioration de la croissance et I’observation des arbuscules signifient que les plantes de
mai's ont établie une symbiose fonctionnelle vue que les arbuscules sont considérés come le
site d’échange des nutriments (Abbot, 1982 ; Ramos et al .,2011).

Nous avons enregistré des valeurs du pH comprise entre 7.5 et 8.5 dans les deux biotopes, le
sol est généralement alcalin .Le pH du sol a une grande importance pour la croissance des
plantes, car il influe sur la disponibilité et la mobilisation des nutriments. il influe également
sur la germination des spores MA, le développement des hyphes, le taux de colonisation MA,
laformation des structures intra racinaire (Goransson et al ; 2008 ;Mariaet a .,2010 ;Varga et
kytoviita,2010).

Le taux d’arbuscules :

Les examens microscopiques des systemes racinaires montrent dans cette période 6 semaines

est probablement nécessaire pour I’extension mycélienne intra racinaire jusqu’aux cellules
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corticales internes ou se forment les arbuscules.les arbuscules se trouvent dans les racines
fines pendant les stades précoces de I’infection racinaire (Smith et Read, 1997 ; Harrison,
1999).

L’infection endomycorhizienne des racines de mais de I’Ain hadjar est plus élevee avec les
CMA du sol rhizospherique que celle du sol d’Rebbahia.

Ces résultats confirment I’effet majeur des champignon mycorhiziens dans I’amélioration de
la croissance des plantes mycorhizées par rapport aux plantes non mycorhizées (Bansal et al ;
2000 ;Smith et Read,2008).

I11.2.3 Diversité specifique et répartition des CMA dans le site d’éude

La méthode par tamisage humide du substrat de culture de mais pour les deux régions Ain
hadjar et Rebbahia nous a permis d’isoler diverses spores qui se différencient par leur
caractéristique morphologique a savoir la couleur et la taille et la forme, ets.et leur
dimension.la distinction et la description des espéces sont réalisés en se référant a la clé
d’identification d’international Culture collection of Arbuscular and Vesicular Mycorrizal
Fungi (INVAM).

On observe aussi des spores contiennent des globules ressemblant a des spores miniatures
avec attachement. D’autre spores sont aussi présentes, sessiles, sphérique de couleur brun,
orange et noir parfois sombre, elles est composee de 2 couches fines transparente de type
membranaire, le saccule sporifére est souvent absent en raison de son détachement lors du
tamisage humide ;la morphologie de ces spores est caractéristiques de Glomus .Ces résultats
sont en d’accord avec ceux de Abbas et al (2006) Affaf et al(2016).

Nous avons constaté la présence de spores a I’intérieur d’autres spores plus volumineuse
.selon Gerdemann et Nicolson (1963), ces spores mortes sont parfois présentes chez les

Glomus.

Nous avons remargue gue la densité des spores isolées du culture de sol du mai's de la plante
prélevé est plus importante certains auteurs la densité des spores de CMA augmente dans les
climats secs (Uhlmann et al., 2006) ;elle est liée a leur adaptation aux écosystemes chauds
secs et arides(Mangan et a.,2004 ;Tao et ZHIWAI,2005).

La repartions et la dominance des différents morphotypes observés dans les différents sites

montrent que les morphotypes marron et jaune sont communs dans tous les sites.
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Ces observation indiquent que la dominance de ces spores constitue une composante majeure
de la flore endomycorhizienne et que la deux zones et leur condition pédologique sont
favorables et propices au développement de ces morphotype.plusieur auteurs ont signale la
dominance du genre Glomus dans les régions arides et semi arides(Tarafdar et
Kumar,1996 ;Mathur et a .,2007).il a été rapporte que certaines especes telles que Glomus
intraradices se retrouve dans une large gamme de sol.les différents morphotypes des spores
varie enormément entre les régions, la nature de sols, les especes végétales et les différents
sites. Ceci est en accord avec plusieurs auteur (Brundrett, 1991 ;Mohammad et
al.,2003 ;Bouazza Marouf et a .,2015).

Il est impossible d’identifier les genres(ou especes) sur la base de la morphologie des spores
lorsgue leurs structures caractéristiques (bouclier de germination, sacsporifere, bulbe
suspenseur...) sont absentes (Bago et al ; 1998).0r certaines structures caractéristiques ont été
perdues au cour du processus d’extraction des spores et par conséquent il aurait été perdues au

cour du processus d’identification plus précise a un morphotype.

[11.2.4 Essai en pots

Inoculation des plantes
Les premiéres observations 3 semaines apres I’inoculation montrent que que I’inoculation a
amélioré le développement des plants de Medicago sativa .L. par rapport au plantes témoin

non inoculées qui n’été pas bien développé.
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Figure 54 : Effet d’inoculation rhizobienne et mycorhizienne
A partir des résultats de la figure ci-dessus, nous avons remarqué que les plantes de
Medicago sativa a inoculation doubles ont eu une bonne croissance la partie aérienne avec
des hauteurs moyennes de (PRC1 :08cm ; PRC2 :06cm), et possédaient plus grande nombre
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de feuille. En comparaison aux autres plantes, I’inoculum moins efficace était CMA avec
(pC1: 07 ; PC2 :04). Concernant la plante inoculé par SRP1 ont eu un développement faible
(PS1:04 ; PS2:05).

Nous avons noté gque la plante inocul é n’été pas développé, nous avons suggere que I’échec de
ce test est d( aussi a la période pendant laquelle a été lancé I’essai, puisque durant le mois de
Juillet nous avons rencontré un probléme concernant la croissance des plantules a cause de la

haute température au |aboratoire

Les plants ont été transplantés aprés une semaine, et les résultats ont montré que I’
inoculation par CMA et Rhizobium permet d'obtenir des plants plus vigoureux que ceux
inoculés avec Rhizobium seul, cette résultat observée lors des travaux Nouaim et al ; 1997 sur
Argania spinos, indiquent que I'inoculation par Glomus mosseae et Rhizobium permet
d'obtenir une augmentation de la productivité de Argania spinos qui ceux inoculés avec
Rhizobium Il s’agit la d’un effet synergétique entre le rhizobium et le champignon
mycorhizien ; les bactéries ayant un effet stimulant jouent un réle sur la croissance du
mycélium de CMA (Garbay ,1994 ;Barea et al ;1997 ;Frey-klett et al ;1997). En effet
I’amélioration de la nutrition phosphatée des plantes par CMA favorise de développement le
nombre du nodule et modifier la structure des bactéroides dans le nodule mais peuvent aussi

augments la fixation d’azote et par consequence le dével oppement des plantes et amélioré.

Les résultats obtenus montré que les effets de I’inoculation microbienne sur la plante de
Medicago sativa varient suivant les inoculums utilisés. La stimulation de sa croissance est
observée avec la double inoculation CMA- SRP1 permet d’améliorer la croissance en hauteur
de medicago sativa, Ces résultats sur la double inoculation rhizobium-CMA a été observée
lors des travaux de Wang et al ;(2011), sur le soja et de Haro et al ; (2015) sur niébé. En effet,
les travaux de Wang ont quant & eux montré gque la co-inoculation avec les rhizobiums et les
CMA améliore significativement la croissance et la biomasse agérienne du soja,et,ce
conditions de faible P et/ou N HARO et al ; 2015 ont montré que I’inoculation avec les CMA
(ORS3409+Ga) améliore plus efficacement la productivité de ni€bé.

L’inoculation rhizobienne seule n’a pas augmenté de facon significative la hauteur des plants
et comparativement au les autre inoculoum. Cette résultat observée lors des travaux de Haro
et al ; (2015) sur niebe.
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Conclusion générale

Les sols sont considérés comme des systémes dynamiques qui contiennent une variété
de micro-organismes tels que les bactéries, les actinomyceétes et |es champignons. Le maintien
de cette microflore tellurique favorable est trés important pour la durabilité des sols.

Les biofertilisants a base de mycorhizes et rhizobium autochtones est un projet qui peut
participer dans I'amélioration de la fertilité des sols cultivés et d'assurer la durabilité de la

production agricole Algérienne.

A partir des résultats obtenus, nous avons constaté que les 07 souches testées montré une
symbiose avec la légumineuse Medicago sativa L ont abouti a une augmentation de longueur
des racines et la hauteur de la partie aérienne, A traversle test phénotypique, nous remargquons
que la souche SRP1 s’est avérée la meilleure par la nodulation, le rendement en biomasse de
la partie aérienne et racinaire.

Un autre axe de notre recherche expose I’étude de la biodiversité Champignon mycorhizinne.
L’analyse nous a montré I’omniprésence des CMA dans les sites (rebahia ,Ain hadjar).
Ainsi, sur la base des caractéres microscopiques nous avons pu découvrir la présence de
colonisation plus forte dans la plante Medicago sativa cultivéea Ain hdjar.

Par ailleurs , , nous avons procédes a I’inoculation contr6lées des plantes de Medicago sativa

.L avec inoculation simple rhizobinne ,simple mycorhizienne ,doubl e rhizobium et mycorhize.

Les résultats montrent que la double inoculation (Champignon mycorhizinne et rhizobium)
de Medicago sativa sont plus efficaces pour améliorer la croissance des plantes : les teneurs
chlorophylles qui reflétent une améioration de la photosynthése ,les teneurs relatives en eau
et I’effet positif des CMA dans I’amélioration de la nutrition phosphaté et hydrique de la
plantes. Cette améioration détermine la relation synergétique et bénéfique entre ces deux
microsymbiotes, puisque, €lle apermisle développement des nodules.

L es perspectives envisagées pour compl éter cette étude sont les suivantes :

v' L’isolement, la caractérisation des champignons mycorhiziens a haut pourvoir pour
enrichir leur collection.

v Constitution d’une collection de souches provenant de diverses plantes.

v' Le transfert des expérimentations aux champs en matiére de production d’inoculum a
base de souches performantes ; test de leur efficacité a échelle pilote, en pépiniere et dans des

parcelles d’expérimentation.
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v' Installation des unités de production de biofertilisants a base de microorganismes

autochtones.
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Annexes 01 :
= HgCl,0.1%

Y M B 500 ml
Solution stock de rouge Congo ........cccceeveveeernes oen 0o5ml
A 7.59

PH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes Apres gjustement de pH on gjoute 10ml de
rouge congo(0.25g rouge Congo dans 100ml d’eau distillée), puis on ajoute I’agar.

= Composition du milieu YMA + bleu bromothymol en g/l

YMB e s 500 ml
Solution stock de bleu bromothymoal.................... 5mi
Al e 7.59

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes Apres gjustement de pH on gjoute 2 .5ml de
bleu bromothymol (0.5g BTB dans 100ml d’éthanol), puis on ajoute I’agar.

= LemilieudecultureTY (g/l)
TIYPIONE e 2.59

Extraitdelevure ..o 1.59
CaCl2H20 ..o e e 00430
Eaudidtillée .......cooeiiiiiii ... 500mI
Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

» Réactifsde GRIESS
Nitrite 1 :
Acidesulfanilique ... 0.8g
Acide aCtique .......cooiiiiiiii e e, 100
Nitrite 2:
Alphanaphtylamine .......................coeeeieveeeveen.... 0.5g
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Acideacétique ..........coiiiiiiiiiiiiiee e en .. 100mI

= Solution nutritive des plantes (Bertrand, 1997)
Cacla(294 .04g/1) oo 1ml
MgSO,.7H20(246.480/1) ..ovve v 1ml
KH2PO4(13.609g/1) ..vvevieiiiieiiiieieeieee e Al
Kcl(223.650/1) ..oovvviviiieiiieci s e, 1M
La solution de micro-éléments:

H3BOy4 (6.250/1) ovnveeee e e e 40ul
MnNSO4.4H20 (6.25g/1) ...vve v 40ul
ZnSO47TH20(6,250/1) covvviviee i 40ul
CuSO4.5H0(6.250/) ...vvvvvieeiiiee i e 40U
NapM004.2H20(0.6259/1) .. vve e e, 40ul
CaCo3 (1) veeie i —— 40ul
Sequestréne de fer (solution a16.6g/1) ..........cc.evevnnenn. 1ml
Ca(NO3)2(820/1) ...vv e e e A
Leaudistillée ... 1000ml

Agiter ces constituants jusqu’a I’obtention d’une solution homogéneéisée.

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

= Milieu deculture YEM (Y east extra Mannitol) solide (vincent1970).

Extraitdelevure.............cooiviiiiii i, 19
AQar-agar.......covveiiiie i e 189
Mannitol.........ccoooiii 10g
Solution minérale de Bergensenl1OM .......... 100ml (Bergensen, 1961)
P KCL.iiiiii i 19
» FeClgoooiiiiiiiiiiiiiii i ....0,02g
» CaCl2 ,2HO. i 0,539
» NaHPO4,12H,0.......ccceiiiieinn 4, 5¢
» MsSO4, TH0...evviiieenn g
> HOdidtillée........coiiii 1000ml
pH (6,9-7)
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Annexe02 :

» Fixateur FAA : Méange éhanol-acide acétique-formol (Phillips et Hayman, 1970).

Formaldehyde37°C............ccooiiieiinnn. 25ml
Acide acétique glacial........................ 25ml
Ethanol............ccoooii 140ml

Eaudistillée...................coeeie . .....060mMI

= KoH 10% :
KOH..o i, 11,76ml
Eau distillée......................oooeveel. 100ml
» Acidelactiquea 10% :
Acide lactique...........c.coeviiiiinnnn, 83,33ml
Eau distillée...................oeeevennenen..250ml
= Bleudetrypan 1% :
Bleudetrypan..........oovoiiiiiiiiiiiiiie 1g
Eau distillée....................ooeiennnn. .. 200mI
= Glycérol a60% :
GIYCerol.......co v, 65,2ml
Eaudistillée.............cooooviiiiiiiiin, 100ml

Eau gélose 1%
AQar-agar... ..o 19
Eau distillée....................cooe vl ... 100mI

pH 6.8 a 7.stériliser pendant 20 min a120°C.
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Annexe03 : Tableau d’évaluation des parametres de la colonisation MA

o 1 a 3 4 E
Al B2 A1 ARl MY R M AGLAD AT A OROJAD AI M ROQAD AT AL RO

| =3 o) onf ) D) ko=

L

=
{m]

'~
ey

12
13
T4
1E
14
17
13
19
20
21
=3
23
L]
25
48

as
a9
aa

Tot
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Annexe 04 : Solution nutritif de Hoagland er Arnon, (1938).

Solution méres Ingrédients Quantité g/! Solution final ml/l
Ca(NO3)2 4H20 236,15 5
B KNO3 101.11 5
C MgSO4 120,40 2
D KH2PO4 136,10 1
E CaCl2 2H20 183,33 1
F Séquestrant de fer 25,00 4
H3BO3 0,572
Micro-édéments | MnCl2-4H20 0,362 1
ZnCl2 0,110
CuCl2-2H20 0,050
Na2Mo04-2H20 | 0,025

pH6a6.8
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Annexe05 : Carte de couleur INVAM des spores (Blaszkowski, 2003).

s S INVAM SoR S/ ores

[ Foauuie - v opan Maganta Vet Blast |
S0 S0 GRG0 WU TUN0.  BGO  ToNe  IERhe

e =l
ol [
e E== = i
"3 & & F F B B B OB |
==y & fF §F R R R OB
il i)
iad : (— 1SS . =
- - I = T -
2 8 8 B B B B B B
« [l Il B Il O N B .
= [ N N N N N .
- [ N N I N N N .. .
-~ I I B N B B S -
-~ Il Il I I I - - .-
—=T I F I T r R
- I B B BN B B B
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Annexe06: Caractéristique morphologique d’un grand nombre de

Glomeromycota des classes jusqu’aux genres (Oehl et a ;2011)

Classes Familles Genres Spores  Paroisdes  Structures
ordres spores  mycorhiziennes
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