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Résumé

Dans le but d’application des biofertilisants a base de mycorhize pour le développement
durable.

Notre étude ont été menée pour estimer le taux de colonisation mycorhizienne
arbuculaire naturelle de Medicago sativa L. provenant d’un site localisé dans une zone aride
de I’Ouest Algérien (Nadma) et pour isoler les spores des champignons mycorhiziens a
arbuscules indigenes du sol rhizosphérique de Medicago sativa en essayant de les identifier
morphologiquement.

Dans la premiére partie de 1’étude, trois plantes de Medicago sativa L. récoltées pour
chaque stade ; (stade sans floraison, stade de floraison, stade de formation de gousse) ont été
estimées selon un baréme de notations de la colonisation endomycorhizienne. Les examens
microscopiques de ses racines ont revele la présence des champignons mycorhiziens a
arbuscules, des taux de colonisation élevés pour tous les stades.

Dans la deuxié¢me partie de 1’étude, des plantes de mais ont eté utilisées comme plante-
piege pour obtenir des spores de champignon mycorhizien a arbuscules sain pour
I’identification morphologique. Les résultats ont montré que la plupart des racines observees
ont éte fortement mycorhizés par les champignons mycorhiziens a arbuscules a des taux
élevé 90% comparée aux racines des plantes témoins qui ne présentent aucune colonisation
fongique. Ainsi que I’isolement des spores révelent différents morphotypes avec une densité
trés réduite.

Mots clés : biofertilisants, mycorhize, Medicago sativa L., zone aride, champignon

mycorhizien a arbuscules, rhizosphérique, endomycorhizienne, mais.



Abstract

For the purpose of applying biofertilizers based on mycorrhiza for sustainable
development.

Our study was conducted to estimate the natural colonization rate of Medicago sativa L.
from a site located in an arid zone of western Algeria (Nadma) and to isolate spores of native
arbuscular mycorrhiza fungi from the rhizosphere soil of Medicago sativa L. by trying to
identify them morphologically.

In the first part of the study, three Medicago sativa L. plants harvested for each stage;
(stage without flowering, stage of flowering, stage of formation of pod) were estimated
according to a scale of notations of the colonization endomycorhizal. Microscopic
examination of its roots revealed the presence of arbuscular mycorrhiza fungi, high
colonization rates for all stages.

In the second part of the study, maize plants were used as a trap plant to obtain
arbuscular mycorrhiza fungi spores for morphological identification. The results showed that
most of the observed roots were strongly mycorrhized by the arbuscular mycorrhiza fungi at
high levels 90% compared to the roots of the control plants which showed no fungal
colonization. As well as the isolation of the spores reveal different morphotypes with a much
reduced density.

Keywords: biofertilizers, mycorrhiza , Medicago sativa L., arid zone, arbuscular mycorrhiza

fungi, rhizosphere, endomycorrhizal, maize.
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Introduction

Introduction

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

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

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

Cependant, pour augmenter la croissance et le rendement, les agricultures pratiquent
une agriculture conventionnelle ont souvent recours aux engrais phosphatés (Grant et al.,
2005 ; Hijri et al., 2006).

L’apport de ces engrais ont provoqué une raréfaction, voire une ¢limination de certaines
micro-organismes beénéfiques de la plupart des sols cultiveés ce qui a contribué a la perte de
productivité de ces sols.

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

Parmi ces outils biologiques, l'utilisation des biofertilisants est proposée pour améliorer
les rendements des cultures tout en assurant une meilleure durabilité des systemes de culture
(Ohyama, 2006). Les biofertilisants sont basés sur des interactions biologiques bénéfiques et
des processus naturels: parmi ces interactions, les microorganismes symbiotes du sol, comme
les mycorhizes (du grec mikos, champignon, et rhiza, racine), jouent un réle important sur le

développement de la plante (Lopez, 2005). Décrites pour la premiere fois par Frank en 1885,
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elles font référence, comme leur nom I’indique, a des associations existantes entre
champignons du sol et racines de plantes.

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

Les mycorhizes arbusculaires (MA) jouent un role considérable dans I'amélioration de
la nutrition du végétal, notamment en phosphore. Karagiannidis et Hadjisavva-Zinoviadi,
1998 ont montré que certaines especes de mycorhizes peuvent augmenter la biomasse de
plantes cultivées jusqu’a 11,6 fois et leur rendement 5,4 fois en comparaison avec des plantes
non-inoculées. D’autre part, elles permettent de réduire la contamination environnementale
par leur capacité a capter les nutriments du sol, provocant une diminution de I'usage de
fertilisants chimiques tout en garantissant de bons rendements (Dodd & al., 1987; Joner y
Johansen, 2000).

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

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

De méme en Algérie, le déficit chronique en lait et en viande est di essentiellement a
une mauvaise alimentation du troupeau, tant sur le plan quantitatif que qualitatif (Laouar et

abdelguerfi, 2006). Nous attirons I’attention sur la famille botanique des légumineuses.



Introduction

la plus part des légumineuses herbacées forment des relations symbiotiques avec les
champignons MA (Zaidi et al., 2003).Ainsi que les légumineuses fourragéres représentent
une source d’alimentation riche en protéines, fibres et énergie. Elles sont a la base de la
production de lait et de viande (Russelle, 2001)

la luzerne I'une des plus importantes especes de 1égumineuses utilisées dans
I’agriculture. Sa haute qualité nutritionnelle et son rendement végétatif fait d’elle un fourrage
d’excellences, assurant ainsi une sécurité alimentaire et sanitaire, comme c’est un atout
environnement et écologique considérable (Mauriera, 2004 : Waligora, 2010)

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

De ce fait I’objectif de notre travail est :

> Estimation de taux de colonisation MA naturelle de Medicago sativa L a

différentes stades de leur cycle de vie ; (stade sans floraison, stade floraison, stade de gousse).

> Isolement des spores des CMA indigene du sol rhizosphérique de Medicago

sativa L. en essayant de les identifier morphologiquement.



2y

il
T Chapitre I Synthese
bibliographique




Chapitre | Synthese bibliographique

I.1. Symbiose mycorhizienne

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 systemes racinaires ont établi des relations, avec des
microorganismes telluriques (Simon et al., 1993).

Parmi ces microorganismes, les champignons du sol, les Basidiomycetes,
Ascomycetes et Gloméromyceétes sont les trois seuls groupes de champignons connus qui
ont la possibilité de mettre en place des symbioses via leur association avec les racines des
plantes (Garbaye, 2013).

Plus que 90 % des végétaux vivent de facons symbiotiques (Bonfante et Anca,
2009).Toutefois, il existe des plantes non mycotrophes, c’est le cas des Brassicacées,
des Chénopodiacées, des polygonacées (Garbaye, 2013).

Le terme de symbiose se définit ici comme une relation entre deux organismes
hétérospécifiques qui se traduit par des effets benéfiques aussi bien pour I'un que pour l'autre
(De Barry, 1879 cité par Wipf, 2013). Cette association, ou symbiose, se nomme mycorhize.

Le mycorhize, (du grec ’mukés’ pour champignon et ’rhiza’ pour racine)
association symbiotique d’un champignon mycorhizien avec les racines d’une plante
(Pierart, 2012), c’est-a-dire en association intime, durable et a bénéfice mutuel (Garbaye,
2013).

Le principe fondement physiologique de cette symbiose est un partage bidirectionnel
d’¢léments nutritifs. la plante fournit au champignon des composés carbonés produit par la
photosynthése (Hopkins, 2003 ; Smith et Read, 2008 ; Hodge et al., 2010) en retour, les
champignons aident les plantes a puiser des ¢léments nutritifs dans le sol et a s’adapter au
milieu (Fortin et al., 2011) Outre son apport nutritionnel, les CMA jouent également un réle
crucial dans le développement des propriétés du sol et la santé de I'ensemble de I'écosysteme
(Garg et Chandel, 2010).

I.1.1 Principaux types de la symbiose mycorhizienne

Suivant leurs caracteres écologiques, morphologiques, physiologiques et 1’espece
végetal et fongique (Delian et al., 2011), ces associations symbiotique sont récemment
classées en huit types de mycorhizes : les mycorhizes a arbuscules (MA), les ectomycorhize
(ECM), les ectendomycorhize, les mycorhizes arbutoides, monotropoide, éricoides et

orchidoides, les pseudomycorhizes (Tab. 1) (Garbaye, 2013).
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Tableau 1 : Tableau récapitulatif des caractéristiques morphologiques des huit types de
symbiose mycorhizienne (Garbaye, 2013).

Tableau 3. Tubleuu récupitulatif des caractéristiques morphologiques des huit types de symbiose mycorhizienne déorits dans le texte,

Types de symbiose — Groupes de plantes Groupes Présence Morphologie Présence Colonisation
mycorhizienne concernés dechampignons — d'un mantean u myeélium ('un résean intracellulaire
dominants fongique exlerne de Nartig
Ectomycorhizes  Certaines Ascomyectes Qui Trcs diverse : Oui Non
Gymnospermes ol Basidiomyecles filaments isolds,
et Anglospermes méches, cordons,
thizomorphes
Letendomyeorhizes  Certaines Pinacées — Ascomyctles Facultalif Tilaments isolés O Oui (filaments
{Gymnospermes) ramifiés)
Mycorhizes Ericacées (tribus — Basidiomyedtes  Facultatif Filamentsisolés O Oui (spires)
arbutoides des Arbatotdear ou meches
ct Pyroloideae)
Mycorhizes Ericacées (tribudes Basidiomyedtes —— Qui Filaments isolés Qi Qui (doigts)
monotropoides — Manoimpoideac) ou méches
Myeorhizes Toutes Basidiomyceles —— Nun lilaments isolés —— Non Oui {pelotons)
orchidoides les orchidées
Mycorhizes Autres Bricacces — Ascomyedtes Non Filamentsisolés — Non Oui (pelotons)
(ricaides el certaines
Bryophytes
Pscudomycorhizes  Tous les groupes — Ascomyedtes Non Filaments isolés —— Non Qui
i endophytebrun  de plintes
cloisonné terrestres
Endomycorhizes  Presque tous Gloméromycetes — Non Filamentsisolés —— Non Oui (arbuscules,
arhusculaires les groupes de spires, vésicules)

plantes lerrestres
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Parmi les symbioses mycorhiziennes existantes, les ectomycorhizes et les mycorhizes a
arbuscules sont les plus abondantes les plus répandues.
1.1.1.1 Ectomycorhizes (ECM)

lls existe environ 6000 espéces de plantes a ectomycorhizes (Rinaldi et al., 2008 ;
Brundrett, 2009 ; Tedersoo et al., 2010) ; ces plantes appartiennent aux angiospermes (
enviren 6500 especes), Gymnospermes (285especes) (Smith et Read, 2008 ; Vander Heijden
et al., 2008 ; Matsuda et al., 2009 ; Brundrett, 2009). Les ectomycorhizes, bien qu’elles ne
concernent que 3% des taxons végétaux, revétent une importance particuliere car les
concernées (Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae, Nothofagaceae, Dipterocarpaceae, Myrtaceae,
Sarcolaenaceae, Asteropeiaceae, Salicaceae, Tilliaceae, etc.) composent la plupart des forets
tempérées, mediterranéennes ou boréales ainsi que certaines forets tropicales (Mille et
Louppe, 2015).

La diversité des champignons ectomycorhiziens est estimée entre 20 000 a 25 000
especes (0,5 a 0,7 % de la diversité fongique totale). Ces symbiotes fongiques appartiennent
majoritairement a des Basidiomycetes et Ascomycetes et plus rarement a des
Gloméromycetes (Taylor et Alexander, 2005 ; Tedersoo et al., 2010). La diversité des
champignons ectomycorhiziens serait moins importante dans les régions tropicales que dans
les régions tempérées (Tedersoo et Nara, 2010). Toutefois, ce constat serait sous-estimé, car
les enquétes restent encore relativement rares et de nombreuses espéces fongiques n’ont pas
encore été identifiées dans les régions tropicales (Riviere et al., 2007 ; Peay et al., 2009).

Le degré de spécificité varie; certaines especes de champignons sont spécifiques
a une seule espece d'hote, tandis que d’autres peuvent former des ECM avec une large gamme
de plantes (Allen, 1992).

Chez Les ectomycorhizes (du grec ektos : a I’extérieur), la racine mycorhizée, elle
présente la morphologie d’une racine courte, renflée, ramifiée, ou méme peu prendre la forme
d’un racéme (grappe) (Dexheimer, 1997 ; Fortin et al., 2008). Ou les champignons se
développent essentiellement autour de la racine, en formant un manchon mycélien (le
manteau) a partir duquel se développent des hyphes qui s’insérent entre les cellules corticales
de la racine pour former (le réseau de Hartig) (Fortin et al., 2008). Le réseau s’étend jusqu’au
cylindre central ou reste aux premiéres assises cellulaires (Dexheimer, 1997), dans lequel le
mycélium ne se développe pas dans les cellules hote (Fortin et al., 2008). La plupart des

champignons ectomycorhiziens se reproduisent par voie sexuée lorsque les conditions sont
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favorables, les hyphes dicaryotiques donnent naissance a des fructiféres (carpophores épigés
ou hypogés) (Fig. 1) (Kernaghan, 2005).

Ectomycorhize Endomycorhize
xyleme o IE— & J
N % Chlamydospore —
COTEX b -
1 }
Vil & <o
épiderme — s ) epyienme ]
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Figure 1 : Schéma montrant la différence entre les ectomycorhizes et les endomycorhizes des

racines des plantes (Bonfante et Genre, 2010).

1.1.1.2 Endomycorhizes
Endomycorhize (du grec endon : a I’intérieur) sont caractérisées par 1’absence de
manchon mycélien externe et par la pénétration des hyphes fongiques dans les cellules
corticales. On rencontre : les endomycorhizes éricoides et les endomycorhizes d’orchidées,
qui forment des pelotons d’hyphes intracellulaires, et les endomycorhizes a arbuscules qui
colonisent I’intérieur des cellules sous forme d’arbuscules (Fig. 1) (Smith et Read, 2008).
Une étude détaillée sur MA sera présentée dans la section suivante du fait qu'elles ont
fait I'objet de notre travail.
1.2 Symbiose mycorhizienne a arbuscules
Les mycorhizes a arbuscules sont les plus primitives et les plus répandues dans les
écosystémes naturels et cultivés (Tedersoo et al., 2010), existe probablement depuis 460
millions d’années (Redecker et al., 2000 ; Schubler et al., 2001).

Cette association flt appelée « mycorhize a vésicule et a arbuscule » vu la présence
des vésicules et des arbuscules. Actuellement, il est rapporté que certaines associations avec
les Glomeromycota ne forment pas de vésicules. Récemment, la terminologie « association
mycorhizienne a arbuscule » est utilisée pour décrire la symbiose endomycorhizienne (Delian
etal., 2011).
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Les mycorhizes a arbuscules se caractérisent par I’absence du manteau fongique autour
de la racine. Au contact de la cellule racinaire, I’hyphe forme un appressorium. Le mycélium
pénétre dans les cellules racinaires, franchit les parois et repousse le plasmalemme des
cellules hotes sans le traverser. Les hyphes passent ensuite de cellule a cellule en direction
apicale et progressent également dans les espaces intercellulaires. Dans les cellules
corticales, le champignon développe des arbuscules et dans la plupart des cas, des vésicules
(Fig. 1) (Fortin et al., 2008).

1.2.1 Partenaires de la symbiose mycohizienne a arbuscules

1.2.1.1. Plante hote

La symbiose MA est observée chez 92% des plantes étudiées (Wang et Qiu, 2006 ;
Brundrett, 2009) appartenant aux angiospermes, aux ptéridophytes, certaines gymnospermes
et méme les gamétophytes de certaines plantes inférieures (lycopodes et mousses) (Smith et
Read, 1997).

Zhang et al., (2007) ont rapporté que de nombreuses especes de mousses pouvaient étre
colonisées dans leur partie chlorophyllienne par des CMA. Cependant, en 1’absence de
données fonctionnelles d’échanges de nutriments, Davey et al., (2006) suggérent que le
champignon se comporte plutét comme saprophyte.

En revanche, 18% des plantes ont perdu ou supprime leur faculté symbiotique
probablement a cause des couts de la symbiose qui dépasse leur capacité. Parmi 336 familles
des angiospermes 53 ne sont pas mycorhizés et 40 autres ont un statut mycorhizien variable
(Brundertt, 2009 ; Druva-Lusite et levinsh, 2010). On distingue deux groupes de plantes non
mycorhizées, le premier comprend des plantes des habitats perturbés riche en phosphore, par
exemple : Amarantacées, Brassicacées, Caryophyllacées, Chénopodiacees, Polygonacées et
Urticacées (Harley et Harley, 1987 ; Francis et Read, 1994 ; Olsson et Tyler, 2004). L’autre
groupe comprend les plantes qui dominent les sols pauvres en phosphore et qui ont des
racines spécialisées (racines proteoides, dauciformes). Ce groupe inclut les familles des
Cypéracées, Haémodoracées, Protéacées et Restionacées (Tester et al., 1987 ; Brundrett et
Abbott, 1991 ; Watt et Evans, 1999 ; Shane et Lamber, 2005 ; Shane et al., 2006) . En outre,
des familles non mycorhizées peuvent comprendre certaines especes mycorhizées telles que
Hakea verrucosa de la famille des protéacées et Costularia nervosa de la famille des
cypéracées (Boulte et Lambers, 2005 ; Lagrange et al., 2011). Similairement, certaines
espéces non mycorhizées (Brundrett et Abbott, 1991) ou méme des genres sont inclut des

familles mycorhizées (Lambers et al., 2013b).



Chapitre | Synthese bibliographique

1.2.1.2 Champignon
1.2.1.2.1 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 :

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

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

= La troisiéme est cladistique, a savoir fondée sur la mise en place d’outils
moléculaires alliés aux méthodes morphologiques (1990-2000).

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

uniquement sur des techniques moléculaires et informatiques.

Aprés de nombreux changements de la classification des Glomeromycota ces dernieres
années (Oehl et al., 2008 ; Morton et Msiska, 2010 ; Schil’ler 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 a ce jour,
réparties en quatre ordres, onze familles et vingt-cing genre (Fig. 2) (Redecker etal., 2013).

L’ordre des Paraglomerales (SchiiBler et al., 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 (Redecker et Raab,
2006). Les trois especes de référence décrites a ce jour forment des spores de petites tailles.

L’ordre des Archaecosporales (Walker et al., 2007) comprend trois familles, incluant
chacune un seul genre qui sont nommeés : Archaeaospora, Ambispora et Geosiphon. Au
total, cet ordre présente environ une dizaine d’espéces décrites.

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

L’ordre des Diversisporales (Walker et SchiiBBler, 2004) est peut étre le plus complexe

puisqu’il regroupe cinq familles différentes. Trois d’entre elles, Acaulosporaceae,

10



Chapitre | Synthese bibliographique

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 (Fig. 2) . Parmi les cing genres de la
famille des Diversisporaceae, seuls deux s’appuient sur des données moléculaires : les
Redeckera comptant environ Trois especes et les Diversispora environ une dizaine. La
famille des Gigasporaceae, quant a elle, est composée de sept genres totalisant 35 especes.
Outre, les deux genres qui ont une position incertaine (lignes pointillées dans la Fig. 2) les
cing autres se nomment : les Scutellospora, les Gigaspora, les Dentiscutata, les

Cetraspora et les Racocetra.

Trcispora 1] oehletal., 2011
CfosooNs 2 1| palenzuels et al., 2008
DHversisoors 6 | Walker et SchiRler, 2004
Diversisporacsae ConymiNgiomus * 1| Blaszkowski 2012
Redeckera 3| oehl et al, 2011e
Acawlcsooraceas ArsuosCors 36 | Gerdemann et Trappe, 1974
] = e % 1
SEaccwosporaceas [ |---—-- Sacculosgora Oehl et al,, 2011e
Pacisporacrea= — Facispora 8 Oehl et Sieverding, 2004

— —‘ Scutelospara 15| walker et Sanders, 1986

—— SEseora 9 Gerdemann et Trappe, 1974
*
infracen orl 1 Oehl et al., 2011d
¥ (i) et Faradentiscutate ™ 11 Ochletal, 2011d

Gigasporac=as

Denfscuists 7 | Oehletal., 2008

Cefrazpora 3| Oehletal, 2008

Recoceda 11| Morton et Msiska, 2009
Slaroidec- Crarol=oglomus 6| SchaRler et Walker, 2010
Someracess

1 | Tulasne et Tulasne, 1845
11| SchuBler et Walker, 2010
4| Oehletal, 2011b

Giowmus
Funnedformis

Sepiogoemus

Siomeraceas
. Fhizcohapus 10

Gerdemann et Trappe, 1974

Sceermcysis 11 | Berkeley et Broome, 1873

uncerisin posiion

Walker et al., 2007

AT

Ambisporaceae Ambispora
g 3 Seosiohonac=as Ge=oziphan 1] Von Wettstein, 1915
Archascsooraceas Archaeosgors 3| Morton et Redecker, 2001
Faraglomarsles Pavagiomeracess L Faragiomus 3| Morton et Redecker, 2001
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Figure 2 : Phylogénie actuelle des Glomeromycota, tirée de (Redecker et al., 2013).
Les traits pointillés indiquent une position phylogénétique incertaine. Les astérisques,
quant a eux, soulignent les genres pour lesquels il manque 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 premiére 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 & environ six espéces ; tandis que la deuxieme famille comporte une centaine
d’espéces réparties en au moins six genres (Fig. 2). Ces deux familles ont longtemps été
confondues au sein des Glomeraceae puisque ce n’est que récemment que les
Claroideoglomeraceae ont eté séparés des Glomeraceae (Schuller et Walker, 2010) .

1.2.1.2.2. Ecologie et distribution géographique des CMA

On les trouve dans de nombreux environnements et leur succes écologique reflete
une forte diversité des capacités genétiques et physiologiques des champignons
endophytes (Bonfante et Anca, 2009).

Le champignon mycorhizien étant peu spécifique, il n’existe aucun site naturel ou il y a
absence d’endomycorhizes sauf dans des zones tourbeuses, des dunes récentes et des dépots
morainiques (dépots de sable, de cailloux et d’argile). La diversité et la distribution des CMA
résultent des processus écologique temporaires agissant sur les communautés vegétales et
fongiques, la température, le pH et le niveau de P dans le sol ainsi que le genotype des
plantes constituent des facteurs limitant la distribution des espéces de CMA tels que Glomus
sp. et d’Acaulospora leavis (Johnson et al., 2004).

L’intervention de I’homme peut aussi aboutir a la création de zones dépourvues
d’inoculum endomycorhizien, c’est le cas d’exploitation miniére et des déblais de toutes
sortes. Il semblerait également que les landes a callunes soient dépourvues de mycorhizes. (Le
Tacon et al., 1999).

La connaissance de 1’écologie des CMA est fondamentale pour comprendre la
coexistence des différentes especes, I’exploration par ces champignons des ressources
disponibles en nutriments et leur reproduction ( Pringle et Bever, 2002 ; Hart et Klironomos,
2002)

Les gloméromycetes (anciennement appelées Glomales) et ne peuvent étre cultivés
axéniguement. Ce sont des mycosymbiotes obligatoires dont le cycle biologique dans le sol

repose entierement sur la présence de racines vivantes de la plante héte (Fortin et al., 2008),

12
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qui leur fournit les éléments carbonés indispensables a leur développement (Smith et Read,
2008). A ce jour, aucune forme de reproduction sexuée n’a encore été décrite. Ils se
propagent d’une facon végétative principalement via la formation de grosses spores
généralement sphériques de 40 a 500 um de diamétre comportant quelques milliers de noyaux
(Fortin et al., 2008). Par conséquent les spores sont considérées comme asexuées (Smith et
Read, 2008)

1.2.1.2.3. Structure des champignons mycorhizens 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) (Fig. 3). Ces structures possédent chacune une fonction plus ou moins propre.

'y~ Poll absorbant

1
Cylindre

Arbuscule
vasculaire

/
Méristéme

Extra-radicale

Figure 3 : Représentation schématique d’une MA (Fortin et al., 2008).
1.2.1.2.3.1 Spores

Les spores constituent la principale structure anatomique qui sert a la détermination
morphologique des especes de CMA (Koffi et al., 2009).

Les spores des gloméromycetes sont en nombre variable dans le sol. Elles sont produites
dans le sol sur le mycélium externe des endomycorhize arbusculaires, a ’extrémité des
hyphes, et sont dispersée par les mouvements de particules de terre dus au vent et au
ruissellement, mais elles sont aussi activement transportées par les petits animaux du sol

(surtout les invertébrés comme les vers de terre ou les larves d’insectes). Par conséquent, La

13
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spore sert d’organes de dispersion et conservation dans le sol (Garbaye, 2013) qui peut rester
en dormance durant de longues périodes (Smith et Read, 2008).

Elles Atteignent des dimensions imposantes de 40 a plus de 500 um. Ces spores
possedent également des parois ou enveloppes extrémement épaisse (2-35 pum) qui les
protégent contre les stress environnementaux (Fig. 4) (Garbaye, 2013).

Figure 4 : Un mélange des spores mycorhiziennes arbusculaires sous la loupe.
(http://invam.wvu.edu/the-fungi/classification/gigasporaceae/gigaspora/decipiens)
1.2.1.2.3.2 Arbuscules

L’arbuscule c'est une ramification latérale des hyphes fongiques dans les cellules du
cortex racinaire (Guissou, 2001), leur taille varie de 2 um a 6 um (Dexheimer, 1997),
jusqu’au moins d’un micro de diamétre (Fig. 5) (Brundrett, 1999).

L’arbuscule est intracellulaire mais pas intra-cytoplasmique puisqu’il se met en place
entre la membrane plasmique et la paroi de la cellule végétale sans altérer 1’intégrité de cette
derniere. Cette structure, reliée aux hyphes, est donc un indicateur de I’activité symbiotique.
La forme exacte des arbuscules varie selon le genre du CMA (Smith et Read, 2008).

L’arbuscule augmente la surface de contact entre les symbiose, cette interface
abrusculaire représente le site d’échange des nutriments (Guether et al., 2009). Leur début de
formation est approximativement 2 jours aprés pénétration du champignon dans la racine et
leur moyenne de vie peut atteindre quelque jours (2 a 15 jours) (Harley, 1986 ; Brundrett et
al., 1999).

14
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Figure 5 : Arbuscule fongique de Glomus.
(De Mark Brundrett : http://mycorrhizas.info/resource.html)
1.2.1.2.3.. Vésicules

Ce sont des petits sacs a paroi épaisse, intra- ou intercellulaires, de forme variable
(sphérique, allongées, lobées ou épousant la forme interne d’une cellule) et contenant un
grande nombre de noyaux et gouttes de lipides (Fig. 6). La fonction de ces vésicules n’est pas
en connue, mais 1’accumulation de réserve en carbone sous forme de lipide suggere fortement
un rble de conservation et dissémination du champignon aprés la mort de la racine.
Cependant, les espéces de Gloméromycetes appartenant aux genres Gigaspora et
Scutellospora ne forment jamais de vésicules elles portent a la place des cellules auxiliaires
sur le mycélium extra-racinaire (Garbaye, 2013).

Dailleurs, ce sont des propagules infectives (Declerck et al., 1998) car elles possédent
une des propriétés analogue a celles des spores c’est pour quoi on utilise le terme « propagule
» pour désigner a la fois les spores, les vésicules, les fragments de racine contenant des

vésicules puisque toutes ces structures servent a propager ’espéce (Garbaye, 2013).

Figure 6 : vésicules (en bas a droite de la photo) et un arbuscule (en haut a gauche) ; on
voit aussi des hyphes longitudinaux (photo reproduite avec 1’aimable autorisation de Mark

Brundrett) citée dans (Garbaye, 2013).


http://mycorrhizas.info/resource.html
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1.2.1.2.3.4 Hyphes

D’un point de vue morphologique, les hyphes des CMA sont coenocytiques (hyphes
dépourvus de septa) (Reinhardt, 2007). La plupart des noyaux bougent ainsi librement dans
les hyphes bien que certains situés en positon latérale semblent immobiles (Bago et
al., 1999). Les hyphes intra-radiculaires sont reliés aux arbuscules et se prolongent de
facon extra-radiculaire dans le sol. Elles se propagent dans le sol créant ainsi un réseau
mycélien qui peut atteindre des longueurs importantes allant jusqu’a plusieurs dizaines de
meétres 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, 1’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 éléments nutritifs du sol (azote, phosphore notamment) agissant comme
une extension du systeme racinaire des plantes dans le sol (Fig. 7) (Newman et Reddell,
1987). En fonction de leur activité principale, on peut distinguer plusieurs types d’hyphes
extra-racinaires :

- Les hyphes d’absorption, trés ramifiées et minces, elles prélévent les molécules du sol.

- Les hyphes conductrices ayant un diametre plus important et un cytoplasme peu
abondant.

- Les hyphes d’infection qui peuvent coloniser de nouvelles racines.

- Les hyphes sporogénes qui donneront naissances aux spore (Gavériaux, 2012).

Figure 7 : Racine endomycorhizées environnées de mycélium portant des spores (photo
de Yolande Dalpé) citée dans (Garbaye, 2013).

D
ﬁ“



Chapitre | Synthese bibliographique

1.2.1.2.3.5 Cellules auxiliaires

Chez les Gigaspora, Pcispora et Scutellospora (Blaszkowski et al., 2006), le mycélium
extra-matriciel forme des cellules auxiliaires (AC) (formes globulaires regroupées en grappe,
attachées aux hyphes extra-matriciels et souvent ornementées) (Fig. 8). En culture
monoxénique, les jeunes cellules contiennent des gouttelettes lipidique tandis que les vieilles
apparaissent vides (de Souza et Declerck, 2004). Gerdemann et Trappe (1974) ont suggéré
que ces cellules étaient des organes de stockage temporaire.

Les cellules auxiliaires sont formées lors des ramifications d’hyphes extra-matriciels ;
chaque ramification génere plusieurs branches qui forment & leur tour des structures
sphériques regroupées en masses dont chacune contient 2 a 20 spheres mesurant 12 a 39 um
de diamétre.

Les cellules auxiliaires sont riches en noyaux, en organites et en lipides (Bonfante et
Perotto, 1995) ; leur surface est lisse chez Scutellospora sp. Et rugueuse chez Gigaspora sp.

Derlerck et al., (2004) ont observé en culture monoxénique, une croissance des hyphes
a partire des cellulres auxiliaires chez S. reticulata, ils ont suggeré que les longs fragments de

mycélium intacts portant plusieurs cellules auxiliaires peuvent induire une symbiose.

Figure 8 : 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).
1.2.1.2.4. Morphologie des champignons mycorhiziens a arbuscules
Les mycorhizes a arbuscules développent deux types morphologiques de colonisation
décrits pour la premiere fois par Gallaud en 1905, qu’il a nommé type Arum et type Paris
(Garbaye, 2013). Cependant elles sont abandonnées et considérées beaucoup plus tard par
d’autres auteurs.
L’expression de type morphologie de la symbiose est controlée par le génome de la

plante hote (Smith et Smith, 1997) et le génome fongique (Cavagnaro et al., 2001).
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Dans le type Arum, le filament mycélien de ramifie et s’¢tend rapidement dans la
direction longitudinale de la racine en progressant entre les assises cellulaires. Il émet des
branches latérales qui pénétrent dans les cellules en traversant la paroi cellulosique et s’y
ramifient trés densément, en repoussant et invaginant la membrane. C’est le résultat de cette
hyper-ramification, qui ressemble a un petit arbre (arduscule) (Fig. 9).

Dans le type paris, filament mycélien ne chemine pas entre les cellules : il passe de
I’une a ’autre en traversant les parois et s’enroule sur lui-méme en faisant plusieurs spires a
I’intérieur de chaque cellule (Fig. 9) (Garbaye.2013 ; Declerck, 2014).

Ces deux formes peuvent coexister dans une méme plante et des formes intermédiaires
entre ces deux formes sont également observées (Dickson, 2005 ; revue de Dickson et al.,
2007).

Type Paris Type imbermédinire

1) o o
e BT &
T

Figure 9 : Représentation schématique des trois principaux types de la colonisation du cortex
racinaire par les Gloméromycetes formant des endomycorhize arbusculaire (Garbaye, 2013).
1.2.1.3 Spécificité d’hote

La symbiose mycorhizienne a arbuscules ne présente pas, au contraire d’autres
endosymbioses, une spécificité d’hote nette. Une plante donnée peut étre mycorhizée par
différentes especes de champignons n’appartenant pas obligatoirement au méme genre. De la
méme facon, une espece de champignon est généralement capable de mycorhizer une grande
variété de plantes n’appartenant pas au méme taxon. De plus, il a été montré qu’un méme
individu fongique est capable de mycorhizer simultanément deux plantes adjacentes d’espéces
différentes (Newman et al., 1994).

L’absence de spécificité stricte peut s’expliquer par le caractére obligatoire de la
symbiose pour ces champignons. Pour assurer sa multiplication, I’individu est contraint
d’établir une relation symbiotique avec les plantes de son environnement immédiat, ce qui
favorise un large spectre d’hote. Il a été suggéré que I’hétérogénéité des matériels génétiques

des champignons mycorhiziens soit I'un des facteurs assurant le large spectre d’hote a ces
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organismes, en permettant une diversité dans les systémes de reconnaissance et de
signalisation entre partenaires (Reinhardt, 2007).

D’autre part, la spécificité entre les partenaires de la symbiose est déterminée par
plusieurs facteurs. En effet, les especes végétales différent dans la dépendance a la symbiose
MA, certaines plantes ont des mycotrophes facultatives, tendis que d’autre sont des
mycotrophes obligatoire. Récemment, le statut mycorhizien a été lié a la distribution et a la
productivité des plantes (Van der Heijden et al., 2008 ; Hempel et al., 2013). Hausmann et al.,
2009 ont rapporté que les CMA peuvent étre influencés a petite échelle par la communauté
végétale locale et la plante voisine de la plante focale peut altérer les communautés CMA.

1.2.1.4 Etablissement de la symbiose mycohizienne a arbuscules

La mise en place de la symbiose MA peut étre envisagée comme une sequence
programmée de changements phénotypiques, correspondant a des événements de
reconnaissance distincts qui conduisent les deux partenaires, plante hote et symbiote fongique,
a un degre élevé d'intégration morphologique et physiologique (Garg et Chandel, 2010).

e Les étapes de la formation du mycorhize a arbuscules

L’¢établissement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules commence par la
colonisation d’une racine compatible avec les hyphes germinatives produites par les
propagules de CMA (spores asexuées, racines déja mycorhizées, ou des vesicules) (Strullu et
al., 1997 ; Genre et al., 2005 ; Requena et al., 2007).

1.2.1.4.1 Phase a-symbiotique

1.2.1.4.1.1 Germination de la spore et ramification de I’hyphe germinative

Les spores de CMA persistent dans le sol et peuvent germer spontanément,
indépendamment des signaux d'origine végétale (Garg et Chandel, 2010) sous I’effet de
facteurs environnementaux (Genre et al., 2005), mais leur développement est limité
(Akiyama et al., 2005). En effet, les CMA ont perdu cette capacité de produire des mycélia
extensifs et a compléter leur cycle de vie, sans établir une symbiose fonctionnelle avec une
plante hote (Fig. 10) (Giovannetti et al., 2002 ; Requena et al., 2007).

Les spores des CMA germent dans des conditions appropriées durant 2 a 3 semaines,
pendant lesquelles les hyphes germinatifs se développent. De nombreux facteurs influent sur
la germination de la spore: la teneur en CO2, le pH dont 'optimum de germination va
dépendre d’une espece a I’autre; la température du sol qui doit étre comprise entre environ 10

et 30°C pour un optimum de germination; ’humidité du sol; les nutriments plus ou moins
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présents et assimilables; la présence de plantes hétes/non hdtes et/ou de microorganismes
pouvant activer ou inhiber la germination (revue de Giovannetti et al., 2010).

Si I’hyphe ne rencontre pas de racine aprés 2 a 4 semaines de croissance le
champignon ne peut pas se développer et compléter son cycle de vie. Dans ce cas, les
spores peuvent se remettre en dormance apres rétractation du protoplasme et réallocation
des ressources en attendant de meilleures conditions (Logi et al., 1998).

L’arrét de la germination avant 1’épuisement complet des ressources serait une stratégie
pour augmenter les chances de rencontre avec une racine hdte appropriée et la coloniser
(Bago et al., 2000). Cependant, les spores des CMA sont capables de germer a nouveau et
entrer a nouveau en dormance de nombreuses fois si des signaux racinaires ne sont pas percus
par le CMA. Par exemple, les spores de Gigaspora margarita sont capables d’alterner
dormance et germination jusqu’a plus de 10 fois (Koske, 1981).

1.2.1.4.3 Phase pré-symbiotique

Au contraire, si le CMA pergoit une racine hote a proximité, I’hyphe germinative se
ramifie de maniere importante dans le sol, des signaux seront envoyés par les deux
organismes et le champignon passe alors au stade pré-symbiotique (Buée et al., 2000).

La phase dite pré-symbiotique, est la reconnaissance et la rencontre entre un
champignon et une racine compatible c’est a dire susceptibles de contacter I’association
(Garbaye, 2013).

Cette phase est caractérisée par la croissance fongique, l'augmentation de l'activité
physiologique et une ramification abondante dhyphes, qui joue un rdle dans le
développement des appressoria dans la symbiose MA (Fig. 10) (Garg et Chandel, 2010).

La symbiose est initiée par la communication a travers des signaux diffus dans le sol
entre les deux partenaires, leur permettant d’étre informé de leur présence respective avant
contact physique entre les symbiotes (revue de Bonfante et Genre, 2010).

Il a été démontré que le champignon et la plante commencent a se reconnaitre
mutuellement longtemps avant que les premieres structures de colonisation sur I'épiderme
racinaire apparaissent (Requena et al., 2007).

C’est le champignon qui réagit le premier de fagon visible au niveau de son
développement.(Garbaye, 2013). Cette réaction est déclenchée par la perception d’un signal
émis en permanence par la racine sous la forme de molécules spécifiques a la plante comme
des strigolactones, des hormones végétales et leurs précurseurs, des bétaines ou encore et

surtout des flavonoides. (Gavériaux, 2012 ; Garbaye, 2013). Toutes ces substances activent
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chez le CMA I’expression du géne Myc puis de facteurs Myc (facteurs mycorhiziens). Ces
facteurs Myc qui activent la voie de signalisation symbiotique dans la racine (Kosuta et al.,
2003), dénommée SYM (symbiosis pathway) allant de la paroi cellulaire jusqu’au noyau
(Oldroyd et Downie, 2006 ; revue de Genre, 2012). Cette voie semble étre impliquée dans le
contréle de I’établissement de la symbiose, en particulier juste avant le contact entre les deux
symbiotes et les premicres étapes de la colonisation. D’ailleurs, la mutation d’un de ces génes
bloque la colonisation fongique au niveau des cellules épidermiques et sous épidermiques
(Fig. 10) (revue de Bonfante et Genre, 2010).

Les CMA sont capables de générer un nombre de molécules activant différentes voies
de signalisation (revue de Bonfante et Genre, 2010) induisant différentes réponses chez la
plante.

La localisation nucléaire de tous les éléments en aval de la « SYM pathway » suggére
que le signal est rapidement traduit dans le noyau. Ces deux génes sont connus pour leur
propriété régulatrice de la symbiose mycorhizienne (Saito et al., 2007). MtDMI1 et MtDMI2
chez Medicago sativa, sont tous deux essentiels pour le debut des oscillations calciques dans
le noyau et le cytoplasme périnucléaire via les tunnels et les transporteurs de Ca?* (Oldroyd et
Downie, 2006 ; Kosuta et al., 2008) dont Ca?* pourrait jouer le rdle de 2nd messager (Fig.
10) (Requena et al., 2007).

La transduction du signale conduit a I’activation d’une réponse transcriptionnelle et
cellulaire conduisant des déformations dans les cellules de 1’héte pour I’établissement de
la symbiose, ainsi que la croissance des hyphes colonisant les racines (Stevenin, 2011 ;
Garbaye, 2013) et provoque I’accumulation des glucides dans les cellules corticales des
racines serait une préparation essentielle a la colonisation future. En effet, ces glucides seront

ensuite apportés au CMA (revue de Genre, 2012).
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Figure 10 : Réesumé schématique du processus de la colonisation MA des racines
(Bonfante et Genre, 2010).

Le dialogue moléculaire entre la plante et le champignon active une réponse cellulaire et transcriptionnelle

(cellules et noyaux verts).L’adhésion d’hyphopodium sur la surface racinaire induit la formation d’APP (en
Jjaune) dans la cellule épidermique adjacente a I’hyphopodium. A travers ce tube, I’hyphe colonise les cellules
Jjusqu’au cortex interne. Ici, des hyphes intercellulaires peuvent se dévlopper. Du méme mécanisme, les hyphes

colonisent les cellules corticales ou ils se différencient en arbuscules.

1.2.1.4.3 Phase symbiotique

1.2.1.4.3.1 Développement d’appressorium ou hyphopodium

Suite aux échanges intenses réalisés par les deux symbiotes (revue de Genre et al.,
2005). Une spore de champignon germe, le mycélium croit en direction de la racine,
et lorsque le champignon percoit la présence d’une plante hote, il manifeste une réaction
typique de ramification intense des hyphes appelée « branching » (Gavériaux, 2012). Les
hyphes adhérent ensuite aux parois externes des cellules de la racine, formant un
hyphopodium (Gavériaux, 2012 ; Garbaye, 2013). Il s’agit d’un renflement de ’hyphe qui
permet un contact étroit entre la cellule fongique et les cellules épidermiques de la racine.
(Genre, et al., 2005), qui se forme environ 36h aprés le contact avec les cellules épidermiques
(Dalpé et al., 2005b). Par la suite, la croissance fongique s’arréte environ 4 a 6h durant
lesquelles les cellules végétales et fongiques se préparent a la colonisation (Fig. 10) (revue de
Genre et al., 2005).
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Il est probable que d'autres signaux tels que des signaux thigmotrophiques de la surface
de la plante ou des métabolites secondaires produits dans des plantes apres la perception du
champignon, soient nécessaires pour la formation de I’appressorium et la progression de la
symbiose (Requena et al., 2007).

1.2.1.4.3.2 Pénétration du champignon mycorhizen a arbuscules

L’appressorium est le site de la pénétration fongique dans la racine de I'hdte (Garg et
Chandel, 2010). cette pénétration ce fait par une pression mécanique mais aussi par
production des enzymes hydrolytiques qui dégradent la paroi cellulaire de la plante héte
(Gollotte et al., 2009) (comme les hémicelluloses et les pectines qui vont détruire la
cellulose le constituants ces derniéres) (Gavériaux, 2012 ; Garbaye, 2013). La production
d’exo et d’endoglucanases, xyloglucanases et enzymes pectolytiques y compris poly
galacturonases a été demontrée dans divers travaux (Garcia-Garrido et Ocampo, 2002). A ce
stade Les cellules de la plante vont produire un appareil de pré-pénétration (APP) qui conduit
la pénétration de I’hyphe a travers la cellule, jusqu’au cortex ou cylindre central (Parniske,
2008). Lors de la formation de cet APP, les noyaux des cellules épidermiques migrent tout
d’abord trés prés de I'appressorium et en se déplacant, laissent derriere eux un agrégat de
microtubules, de microfilaments d’actines et de réticulum endoplasmique qui croit dans la
cellule et permet de contréler I’entrée du CMA dans la cellule (Fig. 10) (revue de Song et
Kong, 2012).

1.2.1.4.3.3 Développement intra-racinaire

Une fois le CMA pénetre dans la racine, les hyphes vont ensuite progresser de maniere
intra- et intercellulaire jusqu’aux cellules du cortex racinaire (Reinhardt, 2007). A I’intérieur
de la cellule, les hyphes se ramifient par dichotomie en donnant des hyphes ayant un
diamétre de plus en plus petit ; a partir d’un hyphe initial de 10 um de diamétre, les derniéres
ramifications peuvent atteindre moins de Ilum de diameétre. 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), suite a la colonisation de la cellule hote par les arbuscules, I'architecture de la cellule
hote subit des changements remarquables (Fig. 10) (Garg et Chandel, 2010).

Au bout de deux jours I’arbuscule est bien développé dans le compartiment apoplastique
de la cellule cortical (Smith and Read, 2008). La duré de vie des arbuscules est de quelques
jours ; aprés quoi ils dégénerent, sans léser la cellule hote. L’initiation, le développement et la

disparition de D’arbuscule dure de quatre a quinze jours (Smith et Read, 2008). Le
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développement des arbuscules est au moins partiellement sous le contréle du programme
génétique de I'ndte (Garg et Chandel, 2010).

Certaines especes de CMA forment des vésicules apres la résorption des arbuscules.
(Smith and Read, 2008). Ou les hyphes commencent a se renfler a certains endroits de leur
parcours ou a leur extrémité pour donner des espaces de stockage qui permettront la mise en
réserve de diverses substances : lipides (corps gras), tri-acylglycérol (TAG)... et de
glycolipides (Dodd et al., 2000) et des organites qui leur permettent d’avoir une croissance
autonome (Timonen et al., 2001). Par conséquent, elles constituent une structure de stockage
et de reproduction (Declerck, 2014, Peterson et al, 2004).

En revanche Certaines especes de CMA forment des cellules auxiliaires, Ces structures
ne se rencontrent que dans le sous-ordre des Gigasporinaeleur surface est epineuse dans le
genre Gigaspora, presque lisse dans le genre Scutellospora ; elles se forment sur les hyphes
extra-racinaires sporogenes au moment de la sporulation, parfois sur les hyphes germinatives
avant I’entrée dans les racines. Leur durée de vie est courte et leur role n’est pas encore connu
avec précision mais on pense qu’elles fourniraient des molécules carbonées (Gavériaux,
2012).

1.3.2.1.3.4 Développement extra-radiculaire

A partir de mycorhize les hyphes de développent tres rapidement et intensivement dans
le sol, constituant la phase extra-matricielle (Bécard et Fortin, 2008).

Cette phase qui constitue la mycorhizosphére joue un réle primordial dans la symbiose.
En effet, en se propageant et en colonisant un grand volume de sol, le mycélium extra
racinaire acquiert des nutriment inaccessibles aux racines et les transfere vers les cellules
hotes (Fortin et al., 2008). Cette phase permet aussi une colonisation de nouvelles racines de
la méme plante hdtes ou d’autres plantes voisines. Dans certaines conditions, chez la plupart
des especes de CMA de nouvelles spores sont formées ce qui boucle le cycle de leur
développement. Cependant chez quelque espece les spores formées sont intra-radiculaires.

La phase extra-matricielle contribue aussi a la stabilité du sol en agglomérant les
particules du sol, probablement par I’intermédiaire de glycoprotéines telle que la glomaline
secrétée par les hyphes fongique. Cette protéine contribue directement au pool de la matiére
organique du sol (Purin et Rillig, 2007).

1.2.1.5 Importance de la symbiose mycohizienne a arbuscules

La multitude des services bénéfiques directs et indirects qu’ils rendent peut étre classée

en deux catégories : un réle nutritif et un réle protecteur.
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1.2.1.5.1 Réle nutritif des CMA vis a vis des plantes

La symbiose MA améliore principalement la nutrition des plantes hdtes (Miller et al.,
1986 ; Arafat et Chaoxingb, 2011 ; Smith et Smith, 2012 ; Habibzadeh, 2015). Les hyphes
extra-racinaires des CMA peuvent fournir a la plante hote jusqu’a 80% du phosphate, 25%
d’azote 10% du potassium, 25% du zinc et 60% du cuivre, en échange, ils regoivent 20% du
carbone de plante hote (Marschnner et Dell, 1994 ; Parniske, 2008). L’échange des nutriments
est réalis¢ dans des sites spécifiques dans I’interface de la plante et du champignon grace a
des systéemes H*-ATPase de la membrane plasmique de la plante et du champignon, des
transporteurs du phosphate et des canaux ioniques (Fig. 11). Les systemes H™-ATPase de la
membrane (de la plante et du champignon) extrudent des protons dans [D’interface
plante/champignon, créant un gradient électrochimique qui dynamise le transport secondaire
de phosphate inorganique, d’ammonium (NH4"), de nitrate (NOs’), de potassium (k*), de
plusieurs anions, de saccharose, de glucose (Glu) et de fructose (Fru) (Ramos et al., 2011). De
plus, 1’oscillation du ca* et les changements du pH induisent une dépolarisation membranaire
durant I’échange des ions (Fig. 11).

1.2.1.5.1.1 Apport en phosphore

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
plastigue de la matiére 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 matiére
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
(POs*, HPOs*, H.POys), 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
l'ordre de 0.2 mg de P/L (UNIFA, 2016).

Durant la symbiose, le mouvement du P commence par son absorption a partir de la
solution du sol par des transporteurs situé dans le mycélium extra-racinaire (Guether et al.,
2009 ; Smith et al., 2010) sous forme de phosphate inorganique est polymérisé sous forme de

polyphosphate et transporté via la vacuole jusqu’au mycélium intra-racinaire ou il est dégradé
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par des phosphatases spécifiques du CMA en libérant le phosphate inorganique interface
plante/champignon (Fig. 11). L absorption de ce phosphate par la plante implique également
des transporteurs spécifiques de la famille de Pht 1 (Karandashov et Bucher, 2005 ; Javot et
al., 2007b ; Guether et al., 2009 ; Ramos et al., 2011).

1.2.1.5.1.2 Apport en Azote

Ainsi, le champignon joue t-il un r6le important dans la nutrition azotée des plantes
(Smith etal., 2010). Alors que les plantes absorbent préférentiellement 1’azote du sol sous la
forme de nitrate (NO3") et plus faiblement sous forme d’ammonium (NHs"), ¢’est sous sa
forme inorganique, (NH4"), que I’azote est préférentiellement puisé du sol par le CMA. Ce
phénomeéne serait partiellement expliqué par le colt énergétique important pour la
transformation de nitrate en ammonium par le CMA (cf. Marzluf, 1997 dans Casieri
et al., 2013).

L’azote est absorbé par mycélium extra-racinaire sous forme de nitrate (NOz) ou
d’ions ammonium (NH4") et incorporé aux composés organiques par le glutamine synthétase
(Cruz et al., 2009).

L’arginine synthétisée a partir de la glutamine produite et chargée dans des vacuoles,
transportée a travers le mycélium intra-racinaire et dégradée pour augmenter la concentration
de I'urée. En présence d’uréase active, I'urée est transformé en NH4" et en CO; (Cruz et al.,
2009). Enfin, I’azote est transféré a de la racine sous forme de NH4* (Fig. 11) (Bago et al.,
2001 ; Govindarajulu et al., 2005 ; Cruz et al., 2007).

le squelette carboné issu de I’hydrolyse de I’arginine soit réintégré dans le pool de
carbone du CMA (Govindarajulu et al., 2005 ; Cruz et al., 2007).

1.2.1.5.1.3 Apport en d’oligo-éléments

Le transfert des oligo-éléments a la plante par le CMA est beaucoup moins étudié que le
transfert du P ou de I’N. Ces oligo-éléments jouent cependant des roles dans des activités
enzymatiques intervenant dans la photosyntheése, la respiration oxydative, la protection contre
les radicaux libres ou encore la biosynthése des lipides (Fradstro Da Silva et Williams, 2001).
Il est connu que le CMA permet une meilleure absorption d’oligo-éléments peu mobiles dans
les sols, tels que le cuivre (Cu), le Zn, le Fe, le manganése (Mn) et le cobalt (Co). D’autres
élements tels que, le calcium, potassium (Li et al., 1991), le soufre (Casieri et al., 2013), le
zinc ou encore le fer, sont mieux assimilés par la plante grace au champignon (Smith et Read,

2008). Cependant, les mécanismes d’absorption par les CMA restent méconnus bien que
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leurs transferts vers la plante aient été prouvés, comme c’est le cas du potassium

(Marschner et Dell, 1994).

1.2.1.5.1.4 Apport en eau

I’amélioration de la nutrition hydrique des plantes est prouvée via cette matrice
extracellules qui explore un plus grand volume de sol (Smith et Read, 1997 ; Augé, 2001) .En
effet, le fin mycélium des champignons peut aller puiser I’eau dans de petit interstices et
agrégats du sol qui ne sont pas accessibles aux racines (Fortin et al., 2008).

les CMA jouent un role direct dans I’acquisition de I’eau chez les plantes
puisque des genes codant pour des aquaporines, protéines membranaires des cellules
formant des canaux permeéables aux molécules d’eau, ont été récemment détectés dans le
génome de I’espéce fongique Rhizophagus irregularis (Tisserant et al., 2013). De plus, il a
été prouvé que I’expression de génes de certaines aquaporines de plantes est modific¢e
lorsque la symbiose mycorhizienne a arbuscules est en place (Krajinski et al., 2000; Li et al.,
2013).

1.2.1.5.2 ROle nutritif des plantes vis a vis des CMA

1.2.1.5.2.1 Apport en carbone

Le champignon, biotrophe obligatoire (Smith et Read, 2008), profite des ressources
carbonées synthétisées par la plante via la photosynthése qui sont indispensables a son
métabolisme, a son cycle de développement et a sa fructification (Bolan, 1991 ; Finlay,
2008).

Les composés carbonés secrétés par la plante sont fortement majoritaires et peuvent
représenter entre 5 et 20% des photosynthétats produits par celle-ci. lls peuvent étre dérives
du métabolisme primaire (acides aminés, acides organiques, carbohydrates, CO2) et du
métabolisme secondaire (plus de 100 000 molécules ont été décrites dans la littérature) (Bais
et al., 2004).

La carbone synthétisé par la plante et libéré dans I’interface plante/champignon sous
forme de saccharose qui est hydrolysé, probablement par invertase (Schaarschmidt et al.,
2006), en fructose et glucose qui sont transportés vers les cellules fongique a travers des

transporteurs de monosaccharides (Fig. 11) (Ramos et al., 2011).
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Figure 11 : Représentation schématique des mécanismes impliqués dans I’échange des
principaux nutriments entre le CMA et sa plante hote (Romas et al., 2011).

1.2.1.5.3 ROéle protecteur des CMA vis a vis des plantes

1.2.1.5.3.1 Résistance aux stress biotiques et abiotiques

Le CMA contribuent au maintien et au fonctionnement de 1’écosystéme en effet, la
mycorhize arbusculaire augmente la production et la survie des plantes dans des conditions de
stress biotiques et abiotique (Ruiz-Lozano, 2003 ; Augé, 2001 ; Cho et al., 2006 ; Cornet et
Diem, 1982 ; Sturmer, 1998 ; Tao et Zhiwei, 2005).

Le stress abiotique tel que la sécheresse, les extrémes températures, la salinité partagent
un composant osmotique commun le déficit en eau pour les plantes (Porcel et al., 2006).

1.2.1.5.3.1.1 Protection des agents pathogenes

Un autre avantage conféré aux plantes hdtes par la mycorhization est une protection
contre les pathogenes, principalement contre les champignons et les nématodes qui attaquent
les racines des plantes (Dalpé, 2005 ; Dalpé, 2006 ; Fortin et autres, 2008 ; Helgason et Fitter,
2005).

Plusieurs mécanismes expliquent ce phénomeéne. Premiérement, les avantages
nutritionnels qu’offre la mycorhization permettent aux plantes hotes d’étre plus vigoureuses et
de mieux résister aux attaques des pathogénes (Dalpé, 2006). Deuxiemement, il été démontré

que linfection des racines de la plante hdtes par les champignons mycorhiziens
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préconditionne la plante a faire face aux attaques de pathogénes et d’autres organismes
nuisibles comme les brouteurs. En effet, la mycorhization entraine la plante dans un état actif
d’immunisation qui lui permet d’étre plus efficace dans ses réponses aux attaque des
pathogeénes (Ismail et Hijri, 2012 ; Jung et al., 2012). Finalement, il a aussi €&té montré que
certaine champignon mycorhiziens, comme Glomus irregulare, peuvent controler la
croissance des champignons pathogénes et réduire leur production de mycotoxine (Ismail et
al., 2013).

Il semblerait aussi que les champignons mycorhiziens protegent la plante hétes contre
les pathogénes. En entrainant une compétition directe avec ces derniers pour les ressources
énergétiques et pour les pour les sites d’infection. A eux seuls, les hyphes du champignon
mycorhizien peuvent constituer jusqu’a 80% de la biomasse microbienne du sol. Ainsi, les
hyphes qui colonisent les racines satureraient le milieu et laisseraient peu de sites potentiels
pour I’infection par des pathogénes (Daplé, 2006 ; Helgason et fitter, 2005). Toutefois, ce
dernier élement reste toujours une hypothese qui ne fait pas consensus au sein de la
communauté scientifique.

Il est a noter que le pouvoir protecteur de la mycorhize contre les pathogenes a ses
limites et dépend de plusieurs facteurs comme la plante, le champignon mycorhizien et la
virulence du pathogene. Les conditions environnementales (sol, humidité, température, etc .)
influencent aussi la capacité de la mycorhize a protéger la plante hdte contre les pathogénes
(Daplé, 2006).

1.2.1.5.3.1.2 Stress hydrique

En effet, le mycélium pouvant explorer un volume de sol beaucoup plus important que
les racines et ayant acces a un réservoir hydrique plus important, il peut ainsi aider au
maintien de 1’équilibre hydrique et minéral de la plante. La tolérance des plantes mycorhizées
a la sécheresse serait donc attribuée a un ensemble de processus physiologiques dont une
meilleure nutrition minérale (en particulier P et N) et hydrique, ce qui améliore la
photosynthése, la transpiration et accroit le développement de la plante (Ruiz-Lozano et al.,
1995 ; revue de Augé, 2001). La colonisation mycorhizienne induit également I’augmentation
de la conductivité hydraulique de la plante hote dans des conditions de stress osmotique et une
meilleure régulation des niveaux de ’acide abscissique et par conséquent un meilleur taux de
transpiration (Sanchez-Blanco et al., 2004 ; Aroca et al., 2007, 2008). Ces améliorations
semblent étre liées a D’atténuation du stress oxydant, se traduisant par la production

d’enzymes anti-oxydantes (superoxyde dismutase, catalase et guaiacolperoxydase) et d’anti-
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oxydants non enzymatiques (ascorbate et glutathion) (Wu et Zou, 2008 ; Ruiz-S&nchez et al.,
2010).

La plante hote résisterait semble-t-il au stress hydrique, par un signal déclenché par le
champignon symbiotique permettant une fermeture plus rapide des stomates de sa partie
aérienne (Fortin et al., 2008).

1.2.1.5.3.1.3 Stress salin

La salinité élevée (en NaCl, NaCO*, NaSO4* ou sels de magnésium) dans les sols
peut affecter I’établissement, la croissance et le développement des plantes ainsi que
d’importants métabolismes, tels que les métabolismes lipidiques et énergétiques. Il en résulte
des effets déléteres provoquant d’énormes pertes au niveau de la productivité (Ramoliya et
al., 2004 ; Evelin et al., 2009). D’aprés la revue de Porcel et al., (2012), les plantes se
développant  sur un sol salin sont sujettes a trois stress physiologiques distincts.
Premierement, les ions Na* et CI° perturbent la structure des enzymes et d’autres
macromolécules, induisent des dommages sur les organites cellulaires, perturbent la
photosynthése et la respiration, inhibent la synthése protéique et induisent des déficiences
ioniques (Juniper et Abbott, 1993 ; Apse et Blumwald, 2002 ; Pitman et Lduchli, 2002).
Deuxiémement, les plantes exposées a de fortes concentrations salines peuvent subir un stress
hydrique puisque 1’eau assimilable par les plantes diminue du fait des fortes concentrations en
sel dans les sols (Augé, 2001). D’autre part, les plantes doivent maintenir un potentiel
osmotique interne bas afin d’éviter que 1’eau ne parte dans le sol par les racines. Enfin, la
salinité produit également un déséquilibre nutritif dans la plante causé par des chutes dans
I’absorption et/ou le transport des nutriments jusqu’aux parties aériennes (Marschner, 1995 ;
Adiku et al., 2001).

La protection apportée par la colonisation mycorhizienne a la plante contre le stress
induit par le NaCl proviendrait de la combinaison d’une meilleure nutrition de la plante
résultant d’une augmentation et/ou d’une meilleure sélection dans le prélevement des
nutriments, 1’accumulation de composés osmorégulateurs, une importante conductance
stomatique, une meilleure transpiration, une augmentation de 1’activité photosynthétique ou
encore une limitation de la déshydratation des feuilles (Cantrell et Linderman, 2001 ; Feng et
al., 2002 ; Aroca et al., 2006 ; Porcel et al., 2006 ; Sheng et al., 2008). Cependant, 1’effet
positif sur le développement de la plante dépend des espéces de CMA étudiés (Marulanda et
al., 2003, 2007 ; Wu et al., 2007 ; revue de Porcel et al., 2012).
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Par ailleurs, en condition de stress salin, il semble que I’accumulation de K* par les
plantes mycorhizées (Hanway et Heidel, 1952 ; Ojala et al., 1983; Mohammad et al., 2003 ;
Giri et al., 2007) aide au maintien d’un ratio K/Na élevé, prévenant ainsi la perturbation de
nombreux processus enzymatiques et I’inhibition de la synthese protéique (revue de Porcel et
al., 2012).

De plus, en cas de salinité élevée, il a été démontré que les plantes mycorhizées
accumulaient plus de proline (molécule d’ajustement osmotique), de bétaine et des sucres
solubles que les plantes non-mycorhizées (Jindal et al., 1993 ; Porcel et Ruiz-Lozano, 2004 ;
Al-Garni, 2006; Sharifi et al., 2007). Ces molécules sont connues pour protéger les structures
subcellulaires, pour maintenir les activités enzymatiques et limiter les dommages oxydants
induits par les radicaux libres en cas de stress salin (Yokoi et al., 2002). Enfin, il a été suggére
que la symbiose mycorhizienne a arbuscules diminuerait le stress salin chez les plantes en
augmentant D’activité des enzymes anti-oxydantes telles que la superoxyde dismutase,
I’ascorbate-peroxydase et les activités peroxydasiques. Ces enzymes permettent la
dégradation des ERO et par conséquent, limitent I’induction de dommages membranaires
(Alguacil et al., 2003 ; He et al., 2007 ; Zhong et al., 2007).

1.2.1.5.3.1.4 Pollution

La contamination des sols en divers polluants, dont les ETM, constitue un autre stress
abiotique qui peut étre atténué par la symbiose MA. Les mycorhizes a arbuscules favorisent
en effet la croissance des plantes sur des sols contaminés par les métaux lourds (Leyval,
2005).

Eléments traces métalliques (ETM) peuvent résulter des activités humaines
(Schachtschabel et al., 1992) ou étre présents de facon naturelle (gisements miniers) (Jung et
Thornton, 1996 ; Rodriguez et al., 2009). Certains métaux sont nécessaires aux organismes et
considérés comme des micronutriments, comme le Zn, le Cu ou le Co, Se, Mo, a de faibles
concentrations. En revanche, I’accumulation de fortes concentrations de ces composés est tres
toxique puisqu’ils peuvent altérer le niveau d’autres nutriments et induire la production de
radicaux libres (Gutteridge et Halliwell, 1989). De plus, d’autres métaux sont toxiques méme
a de faibles concentrations. que sont Cd, Pb, Hg, As, Ni, Cr, Se, le mercure et I’arsenic
(Bourrelier et Berthelin, 1998)

Les mécanismes intervenant dans la survie des organismes symbiotiques mycorhiziens
se développant sur des milieux contaminés par les ETM et la protection apportée par la

colonisation symbiotique ont été répertoriés par Hildebrandt (2007), Gonzalez-Guerrero et al.,
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(2009) et Ferrol et al., (2009). Tout d’abord, un meilleur apport nutritif apporté par le CMA
pourrait aider a la croissance des plantes parallelement & une diminution de la concentration
en métaux dans les parties aériennes (Heggo et al., 1990 ; Lee et George, 2005). D’autre part,
dans les racines mycorhizées, il a été démontré que les métaux étaient préférentiellement
accumulés dans les structures fongiques, préservant ainsi les tissus végétaux (Weiersbye et
al., 1999 ; Rivera-Beccerril et al., 2002). En effet, le Zn, le Cu et le Cd sont accumulés dans la
paroi et dans des granules dans le cytoplasme des champignons alors que leur cytoplasme lui
méme contient peu de métaux (Gonzalez-Guerrero et al., 2008). De plus, les vacuoles et les
parois fongiques pourraient servir de compartiment de séquestration pour ces ETM (Turnau,
1998 ; Weiershye et al., 1999; Gonzalez-Guerrero et al., 2008).

Les associations de plantes avec des CMA sont proposées comme une solution
biologique potentielle pour améliorer la résistance des plantes a la toxicité des métaux et
restaurer la fertilité des sols pollués par les métaux lourds (Vivas et al., 2005).

1.2.1.5.4 Autres beneéfices apportés par des CMA

1.2.1.5.4 .1 Effet sur la structure du sol

Les mycéliums ont la propriété d’excréter une glycoprotéine, la glomaline. Les
champignons mycorhiziens qui sont tres abondants dans certains sols peuvent en produire des
quantités importantes, dont plusieurs études ont montré le réle dans la stabilité structurale du
sol. La glomaline agit comme une colle qui assemble les particules les plus fines du sol pour
en faire des agrégats dont on connait le réle fondamental pour la fertilité des sols, en retenant
I’eau et les éléments minéraux et en favorisant les échanges gazeux et I’aération (Fortin et al.,
2008).

La formation d'agrégats stables dans le sol peut étre aussi attribuée au mycélium
extra-racinaire des champignons produit par les racines mycorhizées et qui constitue un
réseau tridimensionnel qui relie la plante au sol environnant (Roldan et al., 1994 ; Jeffries et
Barea, 2000). Cette stabilité du sol ainsi produite permet de lutter contre 1’érosion, la perte de
nutriments et de la matiére organique par lixiviation, qui entrainent un baisse de productivité
en agriculture (Schreiner et Bethlenfalvay, 1995).

1.2.1.5.4 .2 Production d’hormones

Les racines colonisées par des CMA sont souvent plus épaisses et contiennent moins de
poils absorbants. De tels changements dans la morphologie sont censés étre sous le contréle
phytohormonal (Selvaraj, 2006). Le taux dacide abscissigue (ABA) augmente

considérablement dans les racines des plantes mycorhizeés (Danneberg et al., 1992). En outre,
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des composés phénoliques et des phytoalexines, qui sont supposés jouer un role dans la
résistance aux maladies, se sont révélés étre formée apres colonisation mycorhizienne (Sylvia
et Sinclair, 1983). Johansson et al., (2004) ont montré I'influence des CMA sur l'augmentation
et la stimulation du niveau des hormones de croissance.

1.2.1.6 Technologies de production d’inoculum mycorhizien

Une production végétale de qualité sous-entend des produits finis de haute gamme et
’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
qualite des sols merite d'étre exploitée (Smith et Read 1997).

Une multitude de travaux ont clairement démontré 1’intérét scientifique et pratique des
biofertilisants pour faire face a ces différentes contraintes. Les biofertilisants sont
généralement préparés comme inoculants a base de support contenant des micro-organismes
(Senoo et Narumi, 2006), telle que les champignons mycorhiziens de type arbusculaire (MA).

L’application d’inoculants mycorhiziens commerciaux dans 1’agriculture vise a
entrainer une meilleure mycorhization des cultures par introduction d’une ou plusieurs
souches étrangeres de CMA qui ont été sélectionnées pour leur capacité a produire des effets
bénéfiques sur les plantes (augmentation de la nutrition, réduction des maladies, etc.). Les
especes qui sont couramment utilisees pour les inoculums commerciaux sont du genre des
Glomus. Ces especes sont naturellement trés répandues dans les ecosystemes et ont comme
avantage de coloniser une grande variété de plantes hotes (Dalpé et Monreal, 2004 ; Fortin et
al., 2008).

1.2.1.6.1 Inoculum mycorhizien :

L’inoculum sous forme solide (granuleux ou poudreux) ou en suspension liquide pourra
se composer de différents types de propagules : spores, mycélium fongique, fragments de
racines mycorhizées. Un ou plusieurs types de propagules peuvent étre formulés dans un
méme inoculum endomycorhizien. De plus, les inoculums de champignons ectomycorhiziens
ou endomycorhiziens peuvent contenir une ou plusieurs espéces fongiques melangées. Les
produits multi-especes sont plus proches des conditions naturelles car dans les écosystemes il
est rare de ne rencontrer qu’une seule espéce de champignon mycorhizien. La présence de
plusieurs especes fongiques permet a I’inoculum de répondre a une plus grande diversité de
conditions de culture (Haimet, 2013).

1.2.1.6.2 Méthodes de production
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Le mode de production differe selon la famille de champignons, mais il s’agit
d’inoculants endomycorhiziens pour la plupart.

e Les champignons endomycorhiziens : sont des symbiotes obligatoires strictes
c’est a dire dépendants de la présence d’une plante hote pour se développer et se
multiplier. Le producteur d’inoculum est alors tenu de co-cultiver le complexe «
champignon-plante hote ».

elLes champignons ectomycorhiziens: la production d’inoculums de
champignons ectomycorhiziens se fait généralement en conditions axéniques, sans

plante hote, en culture liquide ou sur support solide

A ce jour, les deux technologies de production les plus utilisées sont :
=La méthode dite conventionnelle consistant a multiplier les champignons
endomycorhiziens sur les racines d’une plante-hOte entiere, cultivee en conditions
controlées en serre ou en chambre de culture.
sLa méthode « in vitro » consistant a multiplier le champignon
endomycorhizien sur des racines cultivées sur milieu synthétique en conditions stériles
(Haimet, 2013).

1.2.1.6.3 Etapes de production d’inoculum mycorhizien
Depuis, plusieurs techniques de mycorhization ont été développées et celle utilisant des
champignons mycorhiziens seuls repose dorénavant sur les étapes suivantes :
(1) isolement et purification de souches fongiques.
(i) selection, en conditions contrlées de souches fongiques performantes pour un
parametre donné (par exemple : effet de la souche sur la croissance de la plante hote).
(iii) multiplication de la souche en conditions axéniques et production d'inocula
fongique (Duponnois et al., 2013).
1.2.1.6.4 Qualité des inoculums
Concernant la qualité des inoculums disponibles, plusieurs criteres mentionnés sur
I’emballage doivent étre pris en compte :
=la dose d’utilisation qui informe sur la dose minimale d’inoculum nécessaire
pour garantir la mycorhization d’un plant ou d’une surface végétalisée.
= le nombre de propagules / unité de poids ou de volume du produit qui indique

la richesse minimale de I’inoculum garantie par le fabricant.
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La dose d’utilisation préconisée et la richesse en propagules sont liées. Le
dénombrement de propagules par unité d’inoculum ne suffit toutefois pas pour évaluer la
qualité d’un inoculum. Le critére de qualité le plus précis repose sur le dénombrement des
propagules effectivement viables et infectieuses. Dans ce cas, une méthode utilisant un test
biologique sur plante c’est a dire un test type MPN doit étre réalisé. La durée de conservation
(DLUO) ainsi que les conditions optimales de conservation de I’inoculum sont mentionnées
sur I’emballage. La durée de conservation aura été définie en prenant en compte le nombre de
propagules viables et infectieuses présentes dans I’inoculum en fin de vie. Ainsi, il est
essentiel que l'utilisateur garde a I’esprit qu’un inoculum est un produit composé de
microorganismes vivants et qu’il respecte les conditions d’utilisation et de stockage prescrites
par le fournisseur (Haimet, 2013).

1.2.1.6.5 Production industrielle d’inoculant mycorhizien

Premier Tech Biotechnologies commercialise des produits avec mycorhizes sous la
marque de commerce MY KE® PRO. Congus pour les marchés horticole et agricole

Le procédé de production de mycorhizes développé par Premier Tech requiert un
environnement strictement controlé et utilise des standards industriels de haute technologie.
Ce qui résulte en des spores mycorhiziennes en suspension, exemptes de contaminant, qui
sont utilisées pour formuler des produits de tres haute qualité.

Les produits MYKE® PRO sont des inoculants mycorhiziens qui augmentent la
croissance vegeétale, la résistance des plantes aux maladies et le rendement des productions
agricoles et horticoles, tout en protégeant I'environnement. Chaque produit posséde sa propre
formulation adaptée aux applications spéecifiques des différents types de cultures (annexe 1).

1.3 Présentation de la plante d’intérét

1.3.1 Medicago sativa L.

Selon Fournier (1961), Le nom scientifique du genre Medicago n’est pas lié a ses
propriétés medicinales, mais au fait que la luzerne serait originaire de Médie (région allant du
Nord-Ouest de I’Iran a I’Azerbaidjan). Le nom anglais et espagnol ‘alfalfa’ proviendrait du
nom arabe « al-fac-fagah », qui signifie « le pere des aliments » car il servait de fourrage
aux chevaux. Quant au nom vernaculaire (Luzerne), il est emprunté a ’occitan « luserna »,
qui désigne aussi une partie lumiére ou le ver luisant, en raison de ’aspect brillant des graines

de la plante. Alors que le terme sativa signifié cultivée (Marinoff et al., 2005).
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La luzerne (Medicago sativa L) est une espéce fourragére pérenne, considérée comme
une espece adaptée a la sécheresse (Lemaire, 2006). Cette plante est 1’'une des plus cultivées

au monde, constitue un précieux aliment pour le bétail (Fig. 12) (Schoutteten, 2004).

TR A Ty

Figure 12 : Aspect de Medicago sativa L. A : Plante de M. sativa. B : Fleurs de
M. sativa. C : Feuilles de M. sativa. D : Gousses de M. sativa.

1.3.2 Origine et répartition

Selon Waligora (2010) et Mauriés (2003), la culture de la luzerne est trés ancienne, elle
remonterait a plus de 9000 ans. Elle est originaire du sud-ouest de 1’Asie dans les hauts
plateaux des Caucase, Iran, Afghanistan et la Turquie d’ou elle se serait répandue dans le
monde entier.

Pour Lapeyronie (1982), les luzernes s’accommodent des sécheresses périodiques,
elles sont adaptées a tous les types de sols qui ne sont pas trop humides. Elles sont distribuées
dans le bassin méditerranéen (le sud de I’Europe, I’ Afrique du Nord, le proche Orient). Elles
ont ensuite envahi d’autres parties du monde, en particulier les continents américaines et
australiens a 1’occasion des différents courants de la colonisation humaine (Delalande et al.,
2007).

1.3.3 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).
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Medicago sativa, provient des zones séches des hauts plateaux iraniens. A 1’inverse,
Medicago falcata vient de la Sibérie, elle résiste au froid (Prosperi et al., 1993 ;
Mauries,1994).
Selon Small et Jomphe, 1989, la position systématique du genre Medicago est la

suivante :

eRégne : Plantae

eEmbranchement : Spermatophytes

e Sous- embranchement : Angiospermes

eClasse : Dicotylédones

e Sous- classe : Rosidées

¢Ordre : Fabales

eFamille : Fabaceae

e Sous-famille : Faboideae

e Tribus : Trifolieae

eGenre : Medicago

eEspéce : Medicago sativa L.

1.3.4 Description morphologique

La luzerne cultivée (Medicago sativa) est une plante de taille variant de 30 a 120 cm.
Elle posséde des tiges couchées, ascendantes a dressees, partant de la couronne. Les
parties végetatives sont couvertes, a des différents degrés, avec de simples poils (Lesins et
Lesins, 1979). Les feuilles sont trifoliées, pétiolées, dentées et mucronnées au sommet,
ordinairement glabre (Baameur, 1998). Inflorescence en grappes de 10 a 30 fleurs violettes,
par fois bleuatre plus ou moins bigarrées. Le fruit est une gousse spiralée, contenant de 5 a 15
graines. La graine est de 2 a 2.5 mm de long de couleur jaune-or ou jaune-olive a brun suivant
I’age et les conditions de récolte. La racine pivotante descend jusqu’a 2 m ; plus ou moins
fasciculée. Dans le type sativa le développement des racines secondaires des surfaces méme
en cas d’accident freinant le développement du pivot, reste trés faible. Les nodosités en
grappe sur les racines, ce sont des minuscules boules roses pales qui fixent 1’azote de
air (Fig. 13) (ITDAS, 1993).
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Figure 13 : Morphologie de la luzerne Medicago sativa L.(Childers, 2008).
1. Fleur, 2. Fleur épanouie, 3. Fleur ouverte, 4 et 5.Une pétale, 6. Une inflorescence en
stade fructification, 7.Une gousse, 8.Une graine, 9.Coupe longitudinale d’une gaine.

1.3.5 Cycle de développement

La luzerne est une dicotylédone, a la levée, émergent deux cotylédons. La premiere
feuille est unifoliée, les suivantes sont trifoliées composées de trois folioles rattachées a la
tige par un pétiole. Lors de son développement, la premiere tige grandit en produisant
des feuilles alternées. Ensuite, une tige secondaire se développe au niveau du premier
bourgeon axillaire de la premiére feuille unifoliee. Par la suite et au niveau des
cotylédons, deux autres tiges secondaires démarrent. L’émergence des tiges suit un ordre
précis (Fig. 14), on distingue les tiges primaires, secondaires et tertiaires. Des grappes
longuement pédonculées de fleurs poussent aux aisselles des feuilles et sont initiées entre le
6eme et le 14éme entre-nceud en fonction des conditions du milieu et de leur déterminisme
génétiqgue En méme temps, les racines se développent a partir du méristeme apical de
la radicule. A partir d’une racine pivotante principale, émergent les racines secondaires
(Teuber et Brick, 1988).
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Figure 14 : (A) Seéquence de germination des graines, développement des
plantules et développement des tiges secondaires chez la luzerne. (B) Séquence des
ramifications des tiges secondaires et tertiaires de la luzerne. (C) Schéma illustrant le
développement des tiges (Teuber et Brick, 1988).

En bonne conditions, la luzerne germe et leve parfaitement en 8 a 12 jours. Par ailleurs,
le développement des parties aériennes de la plantes est plus important que celui des racines
pendant la période qui suit la germination, puis la croissance s’équilibre a 1’époque de la
floraison tandis qu’a la maturité, se sont les racines qui I’emportent.

Toutefois, on sait que la proportion entre parties aériennes et racines est liée au facteur
sol: dans un sol pauvre (sable), le développement des racines est toujours
proportionnellement plus fort que dans un sol fertile (Villax, 1963).

1.3.6 Intérét et utilisation

1.3.6.1 R6le agronomique

Parmi les légumineuses, la luzerne a vraiment bien mérité ’appellation de « reine des
cultures fourrageres », car elle fournit un fourrage riche en éléments nutritifs, en protéines, en
matiéres azotées digestibles et en vitamines (Benabderrahim et al., 2008).

Elle permet, non seulement d’économiser 1’azote, mais encore elle en restitue a la

culture suivante. Ainsi, selon Thiebeau et al., (2001), la moyenne de production de deux ans
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de luzerne est de 689 kg d’N/ha, que I’agriculture n’aura pas a apporter sous forme d’engrais
minéral.

Cet azote est soustrait a I’environnement pour étre transféré a 1’alimentation animale par
le bais de la culture de luzerne. Waligora (2010) rapport qu’une luzerne peut suffire, a elle
seule a fertiliser tout un systéme cultural sans apport d’azote.

Cette particularité de pouvoir utiliser 1’azote atmosphérique en plus de ses racines
descendant a deux ou trois metres de profondeur, assure ’amélioration des qualités physiquo-
chimiques du sol (Thiebeau et al., 2003). Elle mobilise fortement les nitrates du sol, limitant
leur lessivage (Hnatyszyn et Guais, 1988) et empéche ainsi les mauvaises herbes de se
développer (Abdelguerfi et Chebouti, 2012). Ainsi, d’aprés Robert et al., (2010), la culture de
la luzerne va laisser a la culture suivante un sol dont le stock de graines de mauvaises herbes
sera réduit, limitant, ainsi, 1’utilisation de produits phytosanitaires.

1.3.6.2 Role écologique

D’apres Thiebeau et al., (2001), le total de carbone fixé par la culture aprés deux années
d’exploitation est de 16.0 t C/ha. Cette fixation de carbone et d’azote, permet de placer la
luzerne comme une culture « dépolluante ».

Restant en place 26 a 38 mois la luzerne diminue fortement I’exposition des sols
cultivés qu’elle occupe aux phénomeénes d’érosion dus aux écoulements de surface des pluies
ou aux vents (Robert et al., 2010).

1.3.6.3 R6le économique

La luzerne est qualifiée de plante « nitratophage », a cause de 1’azote qu’elle préléve
dans le sol, et dans I’atmosphére (Thiebeau et al., 2001). Ces mémes auteurs, rapportent que
la luzerne exporte 2 a 3 t/ha/an de protéines, sans aucun apport d’engrais azoté de la part de
I’agriculteur.

La luzerne affiche une plus grande régularité de rendement que ses partenaires et permet
ainsi de sécuriser le rendement fourrager de 1’exploitation. Sa production est assez bien étalée
sur toute ’année, cette répartition présente 1’avantage d’avoir du fourrage vert pendant 1’été et
de pouvoir réaliser moins de stocks dans certaines situations (Renault, 2003).

1.3.6.4 Role nutritionnelle

D’aprés Bourgeois Bach (2005), ce sont les Arabes, maitres incontestés en matiére
d’¢élevage chevalin qui, les premiers, ont utilisé la luzerne pour augmenter la valeur nutritive

de I’alimentation destinée a leur bétes.
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Des travaux réalisés par plusieurs auteurs ont mis en évidence un effet positif de la
luzerne déshydratée sur la qualité des acides gras du lait. Ainsi, Mauriés (2001) a montré que
Iincorporation de 3.6 Kg de luzerne déshydratée dans un ensilage de mais améliore
I’ingestion des animaux, le taux butyreux et la digestibilit¢ de la ration totale. L’auteur a
constaté une augmentation de I’ingestion de la matiére séche de 8 points sans pour autant
aucun probleme de météorisation ou autre trouble.

Dewhurst et Coulmier (2004) ont également montré que 1’ajout a la ration d’extraits de
luzerne permet une augmentation de 1’ingéré total et de la production laitiére et par ailleurs
modifie le profil en acides gras du lait en favorisant la présence de produits bénéfiques pour la
santé notamment 1’acide oléique (C 18 :1), ’acide I’inoléique (C 18 :2) et ’acide linolénique
(C 18 :3). De méme, en étudiant ’influence de I’introduction de luzerne sur les performances
zootechniques, Peyraud et al., (1998), ainsi que Ballard (2009a) ; ont constaté une
augmentation du taux butyreux et des teneurs en acides gras du lait.

1.3.6.5 Intérét et utilisation industriel et biotechnologique

Concernant I’utilisation de plantes génétiquement modifi¢es, destinées a la recherche en
laboratoire, la luzerne a une place privilégiée puisqu’il s’agit d’'un modele de choix dans
I’obtention de molécules précises (domaine de la moléculture). Industrie : La rubisco peut étre
favorablement utilisée dans la fabrication de cosmétiques, mais aussi de détergents. Medicago
sativa est I'une des cultures lignocellulosiques sous études pour la production d’énergie
renouvelable tel que le bioéthanol (Godin et al., 2010). Alfalfa présente un potentiel élevé
pour la production de bioéthanol en particulier pour son faible lien avec la fertilsation azotée
et surtout sa grande diversité génétique par les enzymes impliquées dans la libération du

glucose (Duceppe et al., 2012).
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Chapitre 11 : Mateériel et méthodes
1.1 Matériel

Nous avons choisi un site localisé dans une zone aride de ’Ouest Algérien (Nadma).

11.1.1 Matériel végétal

La plante hote utilisée est Medicago sativa L. (Luzerne) ; Le choix de cette plante a 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.
1.1.2 Sol

Les echantillons de sol ont eté collectés de la rhizosphére de la plante Medicago sativa L ; Les
prélevements ont eté réalises sur une profondeur de 0-20 cm dans le sol et qui ont était
conserves jusqu'a leur utilisation dans le protocole de piégeage. Parallelement au sol

rhizosphérique nous avons ramenés le sable pour la réalisation du méme protocole.
11.2 Méthodologie suivie pour I’étude des mycorhizes

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

mycorhizes

Les différentes méthodologies utilisées pour observer les structures formés par les MA sont

réalisées selon les étapes suivantes :
11.2.1.1 Echantillonnage

Comme les racines peuvent étre récoltées a tout moment de I'année pour l'estimation de la
colonisation endomycorhizienne (Schenck, 1982), nous avons réalisé notre échantillonnage le
mois de Mai en 2017. Afin de procéder a la récolte des racines ; les plantes de Medicago
sative L. ont été déterrées avec leur systeme racinaires, avec une béche enfoncé profondément
pour obtenir la plupart des parties basales des racines, puis les racines prélevées ont été
conservées dans des sachets pour étre transportées au laboratoire pour estimation de la

colonisation MA naturelle des racines a différentes stade au cours de leur cycle de vie.

Le nombre de plantes prélevées : 3 plantes pour chaque stades ; (stade sans floraison, stade

de floraison, stade de formation des gousses).
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11.2.1.2 Lavage

Pour déloger facilement la terre des racines, celles-ci ont été trempées dans des bassines d’eau
pendant 24h, puis elles ont été lavées sous un léger filet de 1’eau de robinet et trés
délicatement frottées avec les doigts parce que les racines fines qui seule nous intéressent sont
extrémement fragiles.

A Taide 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 quelques minutes, afin de

les débarrasser de toute particule de terre.

Les racines fines doivent étre maintenues en permanence dans ’eau ; en effet, ces derniéres se
desséchent rapidement a I’aire libre et elles doivent étre conservés au réfrigérateur a + 4°C

avant d’étre observés directement ou traités ultérieurement.

Figure 15 : Ringage des racines.

11.2.1.3 Eclaircissement et coloration des racines

Pour mettre en évidence la présence de structures endomycorhiziennes, les racines fines ont
été éclaircies et colorées selon la technique de Phillips et Hayman (1970) modifiée. Ainsi,
elles ont été placées dans des tubes a essai contenant la solution fixatrice FAA durant 30
minutes qui sert a la conservation des racines. Apres plusieurs ringages a 1’eau courante. Elles
ont été plongees dans une solution d’hydroxyde de potassium KOH & 10 % et chauffer au
bain-marie & 90°C pendant 1h afin de les vider de leur contenu cytoplasmique. Ensuite les
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racines ont été transférées dans wune solution de peroxyde d’hydrogéne H202 & 10 % et
chauffer au bain-marie a 90°C pendant 20 minutes pour les blanchir. Aprés plusieurs ringages
a ’eau courante, les fragments racinaires éclaircies ont été submergés d’acide lactique a 10 %
durant 10 minutes qui permet de neutraliser I’hydroxyde de potassium KOH restant. Enfin,
les racines ont été transférées dans une solution de bleu de Trypan de 1 % et chauffer au bain-
marie & 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 ’eau courante, puis conservées dans des boites

de pétri contenant de glycérol 60 %.

: } Bleu de Trypan
FAA KOH(10%)  H:02(10%) Ac"zfolff;’“‘" o

les mettre : 3 - o . e
———+  Rincageileap les ransférées  Rincagealeay  les tramsférées les placées
de robmet i de robmet T i \ . ' /
N a
i

-/ ./ ('8 Glycérol

"
30 mm Chauﬂ’agc a Chauffag@ a 10 mm Chauﬂ‘agc a
90°C pendant 1h 90 °C pendant 90°C pendant 1h
20 min

Figure 16 : Protocole d’éclaircissement et coloration des racines de Medicago sativa L.

11.2.1.4 Montage et observation des racines

Apreés la coloration, les racines de chaque plante (Medicago sativa L.) ont été découpées en
fragments de 1 cm de longueur environ, et monté parallelement a raison de 10 fragments par
lame dans de glycérol, ce qui fait un total de 30 fragments par 3 lames, puis observees au

microscope photonique a différents grossissements (Fig. 17).

Fragment de racine
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11.2.1.5 Estimation de la colonisation MA naturelle des racines

Le pourcentage de colonisation des racines est calculé selon la méthode de Trouvelot et al.,
(1986). Cette méthode refléte autant que possible le potentiel et I’état d’activité de la

symbiose.

Les fragments racinaires de Medicago sativa L. observés ont été notés dans un tableau
(annexe 2), selon un bareme de notations (Fig. 18), ce baréme permet d’estimer rapidement le

degré de colonisation mycorhizienne et la richesse en arbuscules.
Avec cette méthode cinq parameétres de la colonisation ont été calculés, a savoir :

»  Fréquence de la colonisation mycorhizienne (F%o): qui reflete le degré de la

colonisation du systéme racinaire.

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

» Intensité de la colonisation mycorhizienne : qui exprime la portion du cortex colonisée par

apport a ’ensemble du systéme racinaire.

M% : intensité de mycorhization relative

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

m % : intensité de mycorhization absolue

m% = M% * (nombre des fragments totaux / nombre des fragments

Avec n5, n4, n3, n2, n1 son les nombres de fragments respectivement notés dans les cing

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

5 = plus de 95% ; 4 = de 50% a 95% ; 3 = de 30% a 50% ; 2 =de 1% a 30% et 1 = 1% du

cortex.
> Intensité arbusculaire :

a % : Abondance en arbuscules dans les parties mycorhizées des fragments racinaires.

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

Ou mA3, mA2, mAl = % de m, classés A3, A2, Al, respectivement.
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Avec :

mMA3 = ((95n5A3 + 70n4A3 + 30n3A3 + 5n2A3+n1A3)/ nombre des fragments mycorhizés) * 100/ m

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

A%: Abondance en arbuscules dans le systéme racinaire.

A% =a * (M% /100)

L ESTIMATION DE LA COLONISATION MYCORHIZIENNES J
Racine non _ s
mycorhizée v I — .\ Y-
— .
& ~
o 1 2 3 4 s
oY <l% < ] O < S0% >50% RO

( ESTIMATION DE L'ABONDANCE ARBUSCULAIRE )

Neant : A0 H % & B 7
Quelques asbuscules 7 AJ — .* .
Fréquente & A2 ﬂ %
abondant : A3 e X
AT A2

Al

Figure 18 : Baréme de notations de la colonisation endomycorhizienne et de la richesse en

arbuscules (Trouvelot et al., 1986).

Selon Fischer et al., (1994), une racine est considéré comme infectée par les CMA si au moins
une des trois caracteristiques suivantes sont diagnostiquées : présence de vésicules, présence

d’arbuscules, présence de mycélium a septé pénétrant dans la racine.
11.2.2 Protocole d’isolement des spores des CMA
11.2.2.1Piégeage des endomycorhizes

La méthode adoptée pour le piégeage de MA est celle de Morton (1992) et Walker (1992),
elle consiste a piéger les complexes endomycorhizes contenus dans 1’échantillon de sol

provenant de site d’étude, pour la mise en évidence de la diversité de CMA.

Il s’agit de cultiver une plante-piége mycotrophe en pot contenant de substrat et d’inoculum.
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L’inoculum utilisé est constitué du sol rhizosphérique de la plantes d’intérét (Medicago
sativa) contenant des racines de la méme plantes coupées en petits fragments et

soigneusement mélangées avec ce sol.
Le substrat est constitué du sable autoclavé 3 fois & 120°C pendant une heure.

La variété de mais HYBRIDE PICO a été utilisée comme plante piege. Les graines de mais
ont été désinfectées avec hypochlorite du sodium (12°Chl) pendant 15 minutes puis rincées
abondamment avec I’eau distillée stérile. Ensuite elles ont été transférées dans des boites de
Pétri contenant de I’eau gélosée a 1 % (annexe 3), puis placées dans un incubateur a

I’obscurité a 25°C pendant 3 jours.

Des pots en plastique de 1 L de volume, préalablement lavés et désinfectés avec de I'eau de
javel (12° Chl), ont été remplis a moitié avec le substrat sableux sur lequel 200 g de
I'inoculum y ont été déposés. Les pots ont été ensuite recouverts du substrat sableux autoclavé
afin de limiter les risques de contamination. Les graines pré-germées de mais ont été semeées a
raison de trois plantules par pot. Dans les mémes conditions expérimentales, Deux répétition
ont été réalisées et un témoin aussi a été réalisés avec seulement du substrat autoclave afin de

vérifier que les conditions de culture sont exemptes de contaminants (Fig. 19).

Figure 19 : Dispositif expérimental de la méthode de piégeage Morton (1992) et walker
(1992).

A : plantules de mais aprés trois jours de germination. B : plantules de mais

transplantées.

Les pots ont été déposés en chambre de culture contr6lée (une température de 25°C et
une photopériode de 16 heures) et arroses quotidiennement a 1’cau distillée stérile. Lorsque




Chapitre I Résultats et discussion

les plantes montrent des signes de carence en phosphore ou en azote, elles ont été irriguées a
la solution nutritive de Hoagland et Arnon (1938) (annexe 4). Aprés 42 jours de culture, les
plantes de mais ont été dépotées, leur hauteur a été mesurée, leur systéme racinaires a été
utilisée pour I’estimation du taux de colonisation MA et le substrat de sol séché a température
ambiante pour I’extraction et caractérisation phénotypique des spores, suivant les protocoles

déja décrits précédemment.
11.2.2.2 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 selon la méthode décrite par
(Daniels et Skipper, 1982).

100g de sol rhizosphérique seche issus de la culture de mais en pot a eté déposé sur une
série de tamis superposes a mailles décroissantes (500-250-125-63-45um de diamétre) et
soumis a un jet d’eau de robinet jusqu’a ce que I’eau qui en ressorte devienne claire et

limpide.

Pour optimiser le rendement, cette étape de mise en suspension suivie de tamisage a eté
répétée au moins trois fois. Les particules retenues dans le tamis de 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 premiere centrifugation a 1 750 tr/mn pendant 5
minutes. A D’issue de la premiére centrifugation, le surnageant et les particules flottantes ont
été éliminés. Les spores et les autres particules sédimentées au fond des tubes ont été reprises
dans une solution de saccharose a 60% (p/v). Le mélange seédiments-saccharose a été de
nouveau centrifugé a 1 750 tr/mn pendant 15 secondes. Le surnagent a été filtré a travers un
tamis de 45um de diametre afin de récupérer les spores, puis rincées avec 1’eau distillée pour
éliminer le saccharose. Les suspensions sporales obtenus ont €té conservées a 4°C pour

I’observation, le comptage et I’identification morphologique (Fig. 20).

49



Chapitre I Résultats et discussion
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Figure 20 : Protocole d’extraction des spores de CMA.
11.2.2.3 Dénombrement des spores

Les suspensions sporales de CMA récupérées par tamisage humide ont €té mis en agitation et
5 ml ont été déposés dans une boite de Peétri dont la surface est quadrillée pour faciliter le

comptage des spores sous la loupe binoculaire.

Le nombre moyen de spores est exprimé par 100g de sol sec. L’abondance relative des spores

(ARS) est déterminée (Johnson et al., 1991) comme suit :

ARS= [(le nombre total des spores observées d’une espece / nombre

total des spores observés dans le site concerné) x 100]

11.2.2.4 Caractérisation morphologique des spores

Les spores de CMA ont été isolées 1’aide d’une pipette pasteur et montés entre lame et lamelle
dans le glycérol afin d’étre examinées au microscope photonique sur la base de leur caracteres
phénotypiques (Fig. 21), 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 la base des parametres systématiques des spores et

des hyphes suspenseurs (annexe 5).
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Figure 21 : Caractéristiques morphologiques d’un grand nombre de Glomeromycota des

classes jusqu’aux genres (Oehl et al., 2011).
Pour identifier les différentes spores, nous avons utilisé le manuel de Schenck et Perez
(1990) et le site de Blaszkowski (2006)

http://www.agro.ar.szczecin.pl/jblaszkowski/Speciesdescriptionsof AMF.html.

Ainsi que les descriptions fournies sur les sites internet de 'INVAM (West Virginia

University, Morgantown, USA) http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/speciesID.htm.


http://www.agro.ar.szczecin.pl/jblaszkowski/SpeciesdescriptionsofAMF.html
http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/speciesID.htm

Chapitre I Résultats et discussion

11.3 Traitement des données

Les variables de réponse telles « fréquence de colonisation, intensité de la colonisation,

intensité arbusculaire, mesure de la hauteur » ont été représentées via Microsoft Excel

2007.
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Conclusion générale et perspectives

Les biofertilisants a base de mycorhizes 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.

Les différentes résultats enregistre dans ce mémoire ont permis d’atteindre 1’objectif fixé
au départ. D’un point de vue méthodologique, la technique de coloration par la méthode de
Philipe Haymann 1970 a été efficace pour I’étude de la mycorhization.

L’examen microscopique des racines de Medicago sativa L. ont révélé la présence de
différentes structures caractéristique de MA a I’exception des arbuscules. La colonisation
par les CMA atteindre 93% pendant le stade sans floraison, 99% pendant le stade de
floraison 72% pendant le stade de formation des gousses.

En parallele I’examen microscopique des racines de mais a révélé la présence, dans la
plupart des racines, des structures caractéristiques des mycorhizes a arbuscules : arbuscules,
vesicules, spores, cellules auxiliaires, mycélium septé. Ce résultat est spectaculaire car les
deux types de colonisation endomycorhizienne arbusculaire « Arum » et « Paris » ont été
observées.

Le taux de colonisation des racines par les CMA est trés éleve 90% indiquant que cette
plante est hautement mycotrophe. Les résultats révelent que les complexes mycorhiziens
indigenes de sol de Medicago sativa L. favorisent la croissance aérienne des plantes de mais
mycozhiés par apport aux plantes témoin non mycozhies.

Par ailleurs, la technique d’extraction des spores a partir de la mycorhizosphére de mais,
nous a permis de conclure que la mycorhizosphére contient une différente variété des spores
ce qui avantage de faire des recherches pour la sélection des champignons mycorhizes les plus
performants.

Les perspectives envisagées pour compléter 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.

v Installation des unités de production de biofertilisants a base de micro-

organismes autochtones.
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Conclusion générale et perspectives

v’ Mise au point des techniques de biologie moléculaire.

v" Envisager de la production d’inoculum mixte (rhizobium, mycorhize) a
I’échelle pilote dans premier temps puis généralisé a I’échelle industrielle.

v' Valorisation des ressources végétales naturelles en Algérie pour contribuer au
développement, a I’amélioration de sécurité alimentaire et de I’environnement par le
biais de I’accroissement de la production végétale en respectant la stabilité

environnementale pour le développement d’une agriculture biologique durable.
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