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Résumé

Résumé

La symbiose endomycorhizienne est la forme d’association la plus répandue et
présente des anatomies trés variées. L’'une des caractéristiques morphologique de cette
association est la formation des mycorhizes a vésicules et arbuscules (CMA). Et Dans le
but de contribuer a la recherche scientifique qui préconise des stratégies basées sur
['utilisation des engrais biologiques ou biofertilisants a base de champignon

mycorhizien,

Notre étude ont été menée pour estimer le taux de colonisation mycorhizienne
arbuculaire naturelle de Pisum Sativum. provenant d’un site localisé dans une zone
semi-aride de I’Ouest Algérien (saida) et pour isoler les spores des champignons
mycorhiziens a arbuscules indigenes du sol rhizosphérique de Pisum Sativum en

essayant de les identifier morphologiquement.

Dans la premiére partie de I’étude, a pour récapitulé les connaissances acquise de
technologie d’étude de statut mycorhizien ; C’est la raison pour laquelle nous a permis
de présenter dans la premiere partie les composantes de la symbiose mycorhizienne et

démontrer le Cycle de vie des champignons mycorhiziens a vésicules et a arbuscules.

Dans la deuxiéme partie de I’étude, la plante de Pisum Sativum récoltées a été
estimée selon un baréme de notations de la colonisation endomycorhizienne. Les
examens microscopiques de ses racines ont révélé la présence des champignons

mycorhiziens a arbuscules, des taux de colonisation élevés.

De plus des plantes de mais ont été utilisées comme plante- piege pour obtenir des
spores de champignon mycorhizien a arbuscules sain pour [Iidentification
morphologique. Les résultats ont montré que la plupart des racines observées ont été
fortement mycorhizés parles champignons mycorhiziens a arbuscules a des taux élevé
96.6% comparée aux racines des plantes témoins qui ne présentent aucune colonisation
fongique. Ainsi que l'isolement des spores révelent différents morphotypes avec une

densité trés réduite.

Mots Clés : symbiose endomycorhizienne, biofertilisants, mycorhizes a vésicules

et arbuscules, Pisum Sativum, spores, champignon mycorhizien.



Abstract

Abstract

Endomycorrhizal symbiosis is the most common form of association and has a
wide variety of anatomies. One of the morphological characteristics of this association
is the formation of vesicular and shrub mycorrhizae (MAC). And In order to contribute
to scientific research that advocates strategies based on the use of biological fertilizers

or biofertilizers based on mycorrhizal fungus,

Our study was conducted to estimate the rate of natural shrub mycorrhizal
colonization of Pisum Sativum. from a site located in a semi-arid area of western Algeria
(saida) and to isolate the spores of the mycorrhizal shrub fungi native to the

rhizospheric soil of Pisum Sativum by trying to identify them morphologically.

In the first part of the study, summarized the acquired knowledge of technology
of study of mycorrhizal status; This is why we were able to present in the first part the
components of the mycorrhizal symbiosis and demonstrate the life cycle of the

mycorrhizal blister and shrub fungi.

In the second part of the study, the harvested Pisum Sativum plant was estimated
using an endomycorrhizal colonization rating scale. Microscopic root examinations

revealed the presence of arbuscular mycorrhizal fungi with high colonization rates.

In addition, corn plants have been used as a trap plant to obtain spores of fungus
mycorrhizal to healthy shrubs for morphological identification. The results showed that
most of the observed roots were heavily mycorrhized by arbuscular mycorrhizal fungi
at high rates 96.6% compared to the roots of control plants that have no fungal
colonization. As well as spore isolation reveal different morphotypes with very reduced

density.

Keywords: endomycorrhizal symbiosis, biofertilizers, vesicle and shrub

mycorrhizae, Pisum Sativum, spores, mycorrhizal fungus.
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Partie I. Introduction

I.1. Introduction

les mycorhizes sont des associations symbiotiques contractées par les racines des
végétaux avec certains champignons du sol. C'est une relation naturelle entre la plante
et le champignon a bénéfice réciproque. La mycorhization est indispensable pour 80 %
des plantes a racines. Les mycorhizes favorisent I'absorption par les racines des
éléments minéraux de la rhizosphere et du sol, et améliorent ainsi la nutrition de la
plupart des espéces végétales et permettent de mieux absorberI'eau et de résister aussi

au stress hydrique ainsi qu'aux maladies.

Le phosphore est un composé essentiel du vivant. Il se retrouve notamment dans
les acides nucléiques et les protéines (Chapuis, D., Aerts, V., & Bonneville, R. 2021). Par
conséquent, c’est un élément génétique, énergétique et plastique 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 I'azote, le
développement des racines, la rigidité des tissus, la reproduction et la qualité des

produits végétaux.

La contribution des CMA a la fertilité phosphatée des sols vient principalement de
leur capacité a explorer un plus grand volume de sol grace a I’établissement de
nombreux hyphes donnant ainsi accés a une ressource en P supérieure pour la plante.
Secondairement, et de maniére plus faible, les CMA peuvent participer a rendre bio-
disponible le P du sol grace aux phosphatases qu’ils excrétent ; il s’agit d’enzymes qui
dégradent le phosphore organique en ortho phosphates. Les ions phosphates absorbés
par les CMA ont trois allocations possibles : une partie est utilisée par le champignon,
une autre partie est cédée a la plante via I'interface arbusculaire, et le reste est mis en
réserve dans les vacuoles du CMA sous forme de poly phosphates (Gavériaux, 2012). Les

CMA semblent donc potentiellement bénéfiques a la plante héte en augmentant le

prélevement des ions phosphates pour la plante (Calonne, M. 2012,).

2|Page



Partie I. Introduction

La maitrise de ces associations plantes/microorganismes permet d’améliorer
durablement la production des écosystémes et de lutter contre la dégradation de

I'environnement en maintenant et régénérant la fertilité des sols.

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

Pisum Sativum cultivée en zone semi-aride (Saida).
De ce fait I’objectif de notre travail est :

» récapitulé les connaissances acquise sur symbiose mycorhizienne arbusculaire
en décrivons I’établissement de cette symbiose.

» Estimation de taux de colonisation MA naturelle de Pisum Sativum récoltée in-
nature.

» lIsolement des spores des CMA indigéne du sol rhizosphérique de Pisum

Sativum. en essayant de les identifier morphologiquement.

3|Page



Partie II. Synthése bibliographique

PARTIE Il. SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



Partie II. Synthése bibliographique

Il.1. LA SYMBIOSE MYCORHIZIENNE :
Il.1.1 LES COMPOSANTES DE LA SYMBIOSE MYCORHIZIENNE :

Les mycorhizes résultent d’'une union durable basée sur des échanges réciproques
entre les racines des végétaux et certains champignons du sol. Elles constituent des
composantes essentielles dans la relation sol-plantes-microorganismes. En effet,
certaines espéces végétales ne peuvent croitre normalement sans s’associer a un

partenaire fongique (Janos, 1980 ; Gobat et al., 2003).

La diversité végétale est entre 220 000 et 420 000 espéces de plantes terrestres
(Scotland et al., 2003). D’aprés ’examen de plus de 10 000 espéces, en majorité des
angiospermes, des structures mycorhizienne sont été observées chez 86 % d’entre elles
(Brundrett, 2009 ; Tedersoo et al., 2010). Le nouvel organe mixte résulte de I"association
intime de la plante héte et du champignon mycorhizes et chaque partenaire optimise
son développement grace a cette symbiose. Les racines de plus de 80 % des espéces de
plantes vasculaires présentent ou sont susceptibles de présenter des structures
mycorhiziennes au sein de leur systeme racinaire. La présence de mycorhizes est donc
un phénomeéne général chez les plantes a I’exception de quelques familles comme les
Brassicaceae, les Caryophyllaceae, les Cyperaceae, les Juncacée, les Chenopodiaceae et
les Amaranthaceae qui présentent trés peu d’associations mycorhize (Strullu, 1991 ;
Norman et al., 1995). Leur impact est primordial dans tout ou partie du cycle de la plante,
surtout, mais non exclusivement, pour la nutrition. Le champignon profite des
ressources carbonées synthétisées par la plante via la photosynthese et qui sont
indispensables a son métabolisme et a sa fructification. En retour, les hyphes fongiques
améliorent la nutrition hydrique et minérale de la plante héte grace a ’augmentation du
volume de sol prospecté et a la production de divers enzymes extracellulaires
(protéinases, phosphatases, etc.) susceptibles de mobiliser des éléments nutritifs a
partir de composés complexes du sol (Manjunath et al., 1989 ; Leyval et Berthelin, 1993

; Gobat et al., 2003)
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I1.1.3 LES PRINCIPAUX TYPES DE LA SYMBIOSES :

D’aprés la morphologie de I’organe résultant de I’association plante — symbiote
fongique, différents types de mycorhizes sont distingués. Les mycorhizes a arbuscules,
les mycorhizes orchidoides et les ectomycorhizes sont les plus fréquentes et les plus
étudiées. Les mycorhizes a arbuscules sont les plus primitives et les plus répandues dans
les écosystemes naturels et cultivés (Tedersoo et al., 2010). Les mycorhizes a arbuscules
seraient a I’origine des autres types de symbiose mycorhizienne et coincideraient avec

celle des végétaux terrestres il y a 450 millions d’années (Wang et Qiu, 2006).
11.3.1.1. LES ECTOMYCORHIZES :

(du grec ektos : a I’extérieur) 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 (réseau
de Hartig). Ce type d’association est principalement représenté chez les essences
forestiéres des régions tempérées, méditerranéennes et boréales, mais il a été
également décrit chez quelques espéces tropicales de la famille des Dipterocarpaceae,
Euphorbiaceae, Cesalpiniaceae, Myrtaceae et Fagaceae). Les partenaires fongiques
appartiennent aux Basidiomycetes (Boletus, Russula, Laccaria...), mais aussi aux

Ascomycétes (Tuber, Elaphomyces...).
11.3.1.2. LES ENDOMYCORHIZES :

(du grec endon : a Iintérieur) sont caractérisées par I'absence de manchon
mycélien externe et par la pénétration des hyphes fongiques dans les cellules corticales.
On rencontre : - LES ENDOMYCORHIZES DES ORCHIDEES formées par des
Basidiomycetes et LES ENDOMYCORHIZES DES ERICACEES associées aux Ascomycetes
(les Pezizaceae). Dans ces deux cas, le mycélium forme des pelotons a 'intérieur des
cellules du parenchyme cortical. - LES ENDOMYCORHIZES DES CISTACEES ou les
pénétrations endocellulaires ont une forme coralloide. Les champignons symbiotiques
impliqués appartiennent aux Ascomycetes hypogés (les Terfeziaceae). - LES
MYCORHIZES A VESICULES ET ARBUSCULES formées par des champignons inférieurs et

qui concernent environ 80 % des espéces végétales (Barea et Honrubia, 1993). Ces
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associations doivent leur nom aux structures fongiques résultant des hyphes
intracellulaires qui se ramifient intensément a I'intérieur des cellules du cortex racinaire
pour former des structures appelées arbuscules. Ces hyphes peuvent former des

vésicules (Bonfante-Fasolo, 1984).
11.3.1.3. LES ECTENDOMYCORHIZES :

caractérisées a la fois par la présence du manteau mycélien et le développement
d’hyphes inter et intracellulaires. Elles se rencontrent chez les Arbutacées, les
Monotropacéeset sont formées par des Basidiomycétes (Cortinarius, Boletus...)

(Mikola, 1948).

o
oy - ” < oy
Ectomycorhizes = arbuscules

spores
® vésicule
- ~ . hyphes
Ectendomycorhizes Endomycorhizes
a arbuscules
¢+ pelotons

$ peloton digéré

ylindre central

s endoderme

S
\ { ]

WIS ey Cellulles
{ Y~ corticales

manteau mycélien

Endomycorhizes a pelotons
des Orchidaceae

Endomycorhizes a pelotons
des Ericaceae

réseau de Hartig :
mycélium inter-cellulaire

figure 1: principales types de mycorhizes associées aux hotes (selosse et le

tacon,1998)
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Figure 2: Les différents types de symbioses mycorhiziennes : schémas d’une coupe

longitudinale de racines mycorhizées

A, La symbiose mycorhizienne a arbuscules ; B, La symbiose mycorhizienne des
Ericoides ; C, La symbiose ectomycorhizenneap: appressorium ; arb : arbuscule ; hic:

hyphes intercellulaires ; man: manchon fongique ; hps: hyphes pré-symbiotiques ;

mer: mycélium extra-radiculaire ; mir: mycélium intraradiculaire ; pl: peloton ; sp:

spore ; vs: vésicule.
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1.2.3 LES CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS ARBUSCULAIRES (CMA) :

Plus de 95% des plantes terrestres peuvent vivre en symbiose avec les
champignons (Amari, M., & Nakache, C. 2021). Les Basidiomycétes, Ascomycétes et
Gloméromycetes 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 pour former des mycorhizes;(Suty, L. 2015). Du grec « mykés » qui signifie
champignon et « rhiza » qui signifie racine. La symbiose mycorhizienne est donc une
association symbiotique entre une plante et un champignon mycorhizien. Le terme de
symbiose se définit ici comme une relation entre deux organismes hétérospécifiques qui
se traduit par des effets bénéfiques aussi bien pour I'un que pour l'autre (Wipf,et all.
2013). A I’heure actuelle, environ 200 especes de Gloméromycétes sont connus
(Branger, A., Richer, M. M., &Roustel, S. 2007). Les endomycorhizes établies par les CMA
de la classe des Gloméromycetes sont les plus courantes, plus de 80% des plantes
terrestres sont concernées (Djaoui, M. 2016.). Toutefois, il existe des plantes non
mycotrophes, c’est le cas des Brassicacées (choux, navet, colza), des Chénopodiacées
(betterave, épinard), des polygonacées (renouée, oseille, rhubarbe, sarrazin)

(Gotoéchan, O. H. M. 1999).
11.3.2.1. HISTORIQUE :

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

et Scutellospora. Enfin, en 1990, Morton et Benny ont classé les champignons
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symbiotiques appartenant a I'ordre des Glomales dans deux sous-ordres, Glomineae et
Gigasporineae. Redecker et al. (2000) se sont basés sur des données phénotypiques et
moléculaires pour placer Sclerocystiscoremioides dans le genre Glomus, éliminant ainsi
le genre Sclerocystis. Morton et Redecker (2001) en croisant des données
morphologiques, moléculaires et biochimiques, ont décrit deux autres familles,
Archaeosporaceae et Paraglomaceae. La premiére famille héberge le genre
Archaeospora, avec trois espéces et la seconde, le genre Paraglomus, avec aussi deux

especes.
11.3.2.2. Taxonomie et phylogénie des CMA actuelle

Selon I’historique approfondi de la taxonomie et de la systématique des
Glomeromycota (Stiirmer, 2012), "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 troisieme 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
derniéres années (Oehlet al., 2008 ; Morton et Msiska, 2010 ; Schiifler et Walker, 2010 ;
Oehlet al., 2011a ; Oehlet al., 2011b ; Oehlet al., 2011¢), la classification la plus récente
prend en compte les aspects de phylogénie moléculaire et de morphologie (Redeckeret

al., 2013).

Ces symbiotes fongiques sont actuellement classés dans le phylum des
Glomeromycota le phylum des Glomeromycota fait mention d’environ 240 especes
décrites a ce jour, réparties en quatre ordres, onze familles et vingt-cing genre (Fig. 2)

(Redeckeret al., 2013).
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L’ordre des Paraglomerales (Schiiféleret 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 Archaeosporales (Walker et al., 2007) comprend trois familles, incluant
chacune un seul genre qui sont nommés : Archaeaospora, Ambispora et Geosiphon. Au

total, cet ordre présente environ une dizaine d’especes décrites.

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

Glomerales.

L’ordre des Diversisporales (Walker et SchiRler, 2004) est peut-étre le plus
complexe puisqu’il regroupe <cinq familles différentes. Trois d’entre elles,

Acaulosporaceae,

Pacisporaceae et « Sacculosporaceae », ne contiennent qu’un genre chacune
tandis que les deux familles restantes, Diversisporaceae et Gigasporaceae, en
présentent un nombre incertain, comme le montre les astérisques de la (Fig. 2) . Parmi
les cing genres de la famille des Diversisporaceae, seuls deux s’appuient sur des données
moléculaires : les Redeckera comptant environ Trois espéces et les Diversispora environ
une dizaine. La famille des Gigasporaceae, quant a elle, est composée de sept genres
totalisant 35 espéces. Outre, les deux genres qui ont une position incertaine (lignes
pointillées dans la Fig. 3) les cinq autres se nomment : les Scutellospora, les Gigaspora,

les Dentiscutata, les Cetraspora et les Racocetra.
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oispors > 1] oehlet al., 2011e
Olospors * 1| palenzuela et al, 2008
Diersisoors 6 | Walker et SchiRler, 2004
Diversisporaceae Corymbpiomus * 1| Blaszkowski 2012
FEgeckea 3| oehl et al, 2011e
Acawlcsporac=ae Arzulospora 36| Gerdemann et Trappe, 1974
. * o * 1
SacCwiosporacEas | Sacculospora Oehl et al,, 2011e
Pacisporacaps b Facispora 8| Oehlet Sieverding, 2004
— —< Scutellospora 15 Walker et Sanders, 1986
Gigascora 9 Gerdemann et Trappe, 1974
*
------- infracmarcspora 1 Oehl et al,, 2011d
i) ) e Faradertscorata ™ 1] Ol et al, 20114
Gigasporacsas
Denfsciists 7| Oehletal, 2008
Ceiraspora 3| Oehl et al, 2008
Rscocada 11| Morton et Msiska, 2009
Dlgroidec Ciarold=ogiomus 6| SchiRler et Walker, 2010
fomaracess
oS 1] Tulasne et Tulasne, 1845
Eunnefformis 11| SchiRler et Walker, 2010
Septoglomus 4| Oehletal, 2011b
i Fhizophagus 10 | Gerdemann et Trappe, 1974
| Sclercysis 11| Berkeley et Broome, 1873
—  Uuncerisin posiion 75
Ambisporaceae Ambispora 9] Walker et al, 2007
g g B ionac=aE ‘{ Geozphon 1| Von Wettstein, 1915
. et ‘ Achaeasbiis 3| Morton et Redecker, 2001
Faraglomersles Paragiomeraceas Faragiomus 3| Morton et Redecker, 2001

Figure 3 :Phylogénie actuelle des Glomeromycota, tirée de (Redeckeret 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’espéces décrites par genre ainsi que les

auteurs ayant décrit ces genres pour la premiére fois sont indiqués a droite.
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L’ordre des Glomerales (Morton et Benny, 1990) comprend deux familles, les
Claroideoglomeraceae et les Glomeraceae. La premiere présente un seul genre qui
correspond a environ six espéces ; tandis que la deuxieme famille comporte une
centaine d’espéces réparties en au moins six genres (Fig. 3). Ces deux familles ont
longtemps été confondues au sein des Glomeraceae puisque ce n’est que récemment
que les Claroideoglomeraceae ont été séparés des Glomeraceae (Schiiffler et

Walker,2010).
11.3.2.3. LA COLONISATION DES RACINES PAR LES CMA

L’établissement de la symbiose entre la plante et le CMA s’effectue via un échange
de signaux moléculaires. La reconnaissance entre le champignon et la plante-h6te met
en jeu les exsudats racinaires et fongiques (Figure 4.A) : les flavonoides et les
strigolactones, substances chimiques émises par la plante-h6te, vont stimuler I'activité
métabolique du champignon(Jost, J. P., & Jost-Tse, Y. C. 2016). Elles vont induire chez le
CMA P’expression du geéne Mycpuis de facteurs Myc. Ces facteurs Mycvont induire des
déformations dans les cellules de I’h6te pour I’établissement de la symbiose, ainsi que
la croissance des hyphes colonisant les racines.(Rival, P. 2013). Une spore de
champignon germe, le mycélium croft en direction de la racine, et lorsque le champignon
percoit la présence d’une plante héte, il manifeste une réaction typique de ramification

intense des hyphes appelée « branching » (Figure 4.B).
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Figure 4: Schématisation de I’établissement de la symbiose mycorhizienne(A)

(Rival, P.2013). et Cycle de développement des CMA (B) (Akiyama, 2007)
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Les hyphes adhérent ensuite aux parois externes des cellules de la racine, formant
un hyphopodium, avant de les perforer en sécrétant des enzymes qui vont détruire la
cellulose, les hémicelluloses et les pectines constituants ces dernieres. Une fois a
I'intérieur de la cellule, les hyphes se ramifient par dichotomie en donnant des hyphes
ayant un diameétre de plus en plus petit ; a partir d’'un hyphe initial de 10 um de diametre,
les dernieres ramifications peuvent atteindre moins de 1um de diamétre. L’ensemble de
ces ramifications prend une forme de petit arbre : les arbuscules, lieux des échanges
symbiotiques, qui donnent le nom a ces champignons 17.(Pons, S. 2020).. Les arbuscules
sont des structures spécialisées dans le transfert de I’eau et des éléments nutritifs entre
le champignon et la plante ; pour le phosphore le transfert s’effectue sous forme d’ions
ortho phosphates via des transporteurs spécialisés insérés dans les membranes
cellulaires a l'interface entre la plante et le champignon. Les sucres provenant de la
plante sont conduits en sens opposé par des transporteurs d’hexoses qui sont d’autres
canaux spécialisés (Henry, C. 2011). Aprés différentiation des structures intra-racinaires,
le champignon produit des spores a partir de son mycélium extra-(Calonne, M. 2012).
Tous ces mécanismes de communication moléculaires sont encore peu connus mais la
recherche progresse régulierement grace notamment aux progrés de la génomique

(Coussy, F., Bonin, F., Azorin, P., Tariq, Z., & Driouch, K. (2019).
11.3.2.4. Structure des champignons mycorhizes 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
spores21.  (Marleau, J. et al 2011). (Fig.5). Ces structures posseédent chacune une

fonction plus ou moins propre.
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Poil absorbant

/ Cylindre :
Méristéme vasculilie Arbuscule

Extra-radicale I

Figure 5: Représentation schématique d’une MA (Marleau, J. 2011)
a) Spores

Les spores constituent la principale structure anatomique qui sert a la

détermination morphologique des especes de CMA (HAMRIT, H., & DERRI, H. 2020).

Les spores des gloméromycétes sont en nombre variable dans le sol. Elles sont
produites dans le sol sur le mycélium externe des endomycorhizesarbusculaires, 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, Laspore sert d’organes de dispersion et conservation dans le sol

(Garbaye, J. 2013).qui peut rester en dormance durant de longues périodes (Jouvet, M.
1992).

Elles Atteignent des dimensions imposantes de 40 a plus de 500 um. Ces spores
possédent également des parois ou enveloppes extrémement épaisse (2-35 um) qui les

protegent contre les stress environnementaux (Fig. 6) (Garbaye, 2013).
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b) Arbuscules

L’arbuscule c'est une ramification latérale des hyphes fongiques dans les cellules
du cortex racinaire (Bouali, F., Bouras, L., & Bouziane, Z. E. 2016), leur taille varie de 2 um
a 6 um,jusqu’au moins d’un micro de diamétre (Fig. 7) (Baroghel-Bouny, V., Ammouche,

A., &Hornain, H. 2001)

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
I'intégrité de cette derniére. Cette structure, reliée aux hyphes, est donc un indicateur
de I'activité symbiotique. La forme exacte des arbuscules varie selon le genre du CMA

(Peyret-Guzzon, M. 2014).

L’arbuscule augmente la surface de contact entre la symbiose, cette interface
abrusculaire représente le site d’échange des nutriments (Lenoir, 1. 2015). Leur début de
formation est approximativement 2 jours apres pénétration du champignon dans la

racine et leur moyenne de vie peut atteindre quelquejours (2 a 15 jours) (Callot, G. 1999).
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Figure 7 : Arbuscule fongique de Glomus
c) 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.8). La fonction de ces vésicules
n’est pas en connue, mais I’laccumulation de réserve en carbone sous forme de lipide
suggere fortement un réle de conservation et dissémination du champignon aprés la

mort de la racine.

D'ailleurs, ce sont des propagules infectives (Riseéde, J. M. 1994) 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).
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Figure 8: vésicules (en bas a droite de la photo) et un arbuscule (en haut a gauche)
; on voit aussi des hyphes longitudinaux (photo reproduite avec "aimable autorisation

de Mark Brundrett) citée dans (Garbaye, 2013).

d) Hyphes

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 metres par gramme de sol (Peyret-Guzzon, M. 2014).

La capacité des différents CMA a former ces réseaux mycéliens peut différer
(Sanon, A. A. 2005). Les CMA étant des biotrophes obligatoires, I’exploration du sol par
le réseau mycélien participe a la survie du champignon car cela leur permet de
rencontrer d’autres plantes hoétes. De plus, le réseau mycélien absorbe les éléments
nutritifs du sol (azote, phosphore notamment) agissant comme une extension du

systéme racinaire des plantes dans le sol (Fig. 9) (Garbaye, 2013).
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Figure 9: Racine endomycorhizées environnées de mycélium portant des spores

(photo de Yolande Dalpé) citée dans (Garbaye, 2013).
e) 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 génére plusieurs branches qui forment a leur tour des
structures sphériques regroupées en masses dont chacune contient 2 a 20 sphéres

mesurant 12 a 39 um de diametre.

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

Gigaspora sp.

19|Page



Partie II. Synthése bibliographique

Derlerck et al., (2004) ont observé en culture monoxénique, une croissance des
hyphes a partire des cellulres auxiliaires chez S. reticulata, ils ont suggéré que les longs
fragments de mycélium intacts portant plusieurs cellules auxiliaires peuvent induire une

symbiose.

Figure 10: Aspect des cellules auxiliaires (AC) (Bago et Cano, 2005).

A : morphologie des cellules auxiliaires attachées aux hyphes extra-racinaires

(HYER)
1.3.3 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 rdle nutritif et un réle protecteur.
11.3.3.1. R6le nutritif des CMA vis a vis des plantes

La symbiose MA améliore principalement la nutrition des plantes hétes (Miller et al.,
1986 ; Lataf et Chaoxing, 2011 ; Smith et Smith, 2012 ; Habibzadeh, 2015). Les hyphes
extra-racinaires des CMA peuvent fournir a la plante héte jusqu’a 80% du phosphate, 25%
d’azote 10% du potassium, 25% du zinc et 60% du cuivre, en échange, ils recoivent 20% du
carbone de plante hote (Marschnner et Dell, 1994 ; Parniske, 2008). L’échange des
nutriments est réalisé dans des sites spécifiques dans I'interface de la plante et du
champignon grace a des systémes H+ -ATPase de la membrane plasmique de la plante

et du champignon, des transporteurs du phosphate et des canaux ioniques (Fig. 11). Les
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systemes H+-ATPase de la membrane (de la plante et du champignon) extrudent des
protons dans I'interface plante/champignon, créant un gradient électrochimique qui
dynamise le transport secondaire de phosphate inorganique, d’'ammonium (NH4+), de
nitrate (NO3-), de potassium (k+), de plusieurs anions, de saccharose, de glucose (Glu)
et de fructose (Fru) (Ramos et al., 2011). De plus, I'oscillation du ca2+ et les changements

du pH induisent une dépolarisation membranaire durant I’échange des ions (Fig. 11).
11.3.3.1.1. 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 plastique 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 I'azote, le développement des racines, la rigidité des
tissus, la reproduction et la qualité des produits végétaux. Dans le sol, le phosphore est
lié a la matiere organique et a la fraction minérale du sol : les ions phosphates sont
retenus dans les colloides ou souvent immobilisés sous forme de phosphate de fer ou
d’aluminium (Gavériaux, 2012). Seule une infime partie se trouve sous forme d’ions
orthophosphates (PO43-, HPO42-, H2PO4-), unique forme assimilable par les racines des
plantes, dans la solution du sol. La concentration en phosphore de la solution du sol est

faible, de I'ordre de 0.2 mg de P/L (UNIFA, 2016).

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 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).
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11.3.3.1.2. Apport en Azote

Ainsi, le champignon joue t-il un réle important dans la nutrition azotée des plantes
(Smith et al., 2010). Alors que les plantes absorbent préférentiellement I’azote du sol
sous la forme de nitrate (NO3-) et plus faiblement sous forme d’ammonium (NH4+),
c’est sous sa forme inorganique, (NH4+), que I’azote est préférentiellement puisé du sol
par le CMA. Ce phénoméne 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 (NO3-) 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 CO2 (Cruz et al., 2009). Enfin, "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).
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Figure 11: Représentation schématique des mécanismes impliqués dans I’échange

des principaux nutriments entre le CMA et sa plante hote (Ramos et al., 2011).

11.3.3.2. Role nutritif des plantes vis a vis des CMA

11.3.3.2.1. 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 dérivés du métabolisme primaire (acides aminés, acides organiques, carbohydrates,
C0O2) 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
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(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).

1.4.3 Technologie de production d’inoculum mycorhizien

Une production végétale de qualité sous-entend des produits finis de haute
gamme et lutilisation de technologies qui préservent au mieux I'environnement. Toute
approche réaliste visant a réduire I'apport de pesticides et de fertilisants chimiques et a

protéger les cultures et la qualité des sols mérite d'étre exploitée (Smith et Read 1997).

Une multitude de travaux ont clairement démontré l'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.
11.3.4.1. Inoculation mycorhizien

L’application d’inoculants mycorhiziens commerciaux dans I'agriculture vise a
entrainer une meilleure mycorhization des cultures par introduction d’une ou plusieurs
souches étrangeéres de CMA qui ont été sélectionnées pour leur capacité a produire des
effets bénéfiques sur les plantes (augmentation de la nutrition, réduction des maladies,
etc.). Les espéces qui sont couramment utilisées pour les inoculums commerciaux sont
du genre des Glomus. Ces espéces sont naturellement trés répandues dans les
écosystémes et ont comme avantage de coloniser une grande variété de plantes hotes

(Dalpé et Monreal, 2004 ; Fortin et al., 2008).
11.3.4.2. Production d’inoculant mycorhizien

De nombreux inoculums commerciaux, produits en Union Européenne ou hors UE,
sont disponibles sur le marché francais et européen. La majorité d’entre eux sont
homologués en France ou en cours d’homologation, il s’agit d’inoculants
endomycorhiziens pour la plupart. Le mode de production différe selon la famille de
champignons (ectomycorhiziens ou endomycorhiziens) (Garbaye, 1990). La production

d’inoculums de champignons ectomycorhiziens se fait généralement en conditions

24|Page



Partie II. Synthése bibliographique

axéniques, sans plante hote, en culture liquide ou sur support solide. L’inoculum se
compose de mycélium fongique formulé soit sous forme de suspension liquide, soit sous
forme d’inoculum solide granuleux ou poudreux. Les champignons endomycorhiziens
sont des symbiotes obligatoires strictes c’est a dire dépendants de la présence d’une
plante héte pour se développer et se multiplier. Le producteur d’inoculum est alors tenu
de cocultiver le complexe « champignon-plante héte ». A ce jour, les deux technologies

de production les plus utilisées sont (Gianinazzi-Pearson et al., 1985) :
a. laméthode dite conventionnelle

consistant a multiplier les champignons endomycorhiziens sur les racines d’une
plante-h6te entiére, cultivée en conditions contrélées en serre ou en chambre de

culture.
b. la méthode « in vitro »

consistant a multiplier le champignon endomycorhizien sur des racines cultivées

sur milieu synthétique en conditions stériles.

L’inoculum sous forme solide 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 mélangées.
Les produits multi-espéces 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 espéces fongiques permet a l'inoculum de

répondre a une plus grande diversité de conditions de culture (Trouvelot et al., 1986).
11.3.4.3. 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 (Duponnois et al., 2013) :

(i) isolement et purification de souches fongiques.
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(ii) sélection, en conditions contrdlées de souches fongiques performantes
pour un parametre donné (par exemple : effet de la souche sur la
croissance de la plante hote).

(iif) multiplication de la souche en conditions axéniques et production

d'inocula fongique (Duponnois et al., 2013).
11.3.4.4. Qualité d’inoculum mycorhizien

Concernant la qualité des inoculums disponibles, plusieurs critéres mentionnés sur

I’emballage doivent étre pris en compte (Phillips et Haymann, 1970):

a. 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.
b. le nombre de propagules / unité de poids ou de volume du produit qui

indique la richesse minimale de 'inoculum garantie par le fabricant.

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 ’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 I'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).

L'importance et les bénéfices des champignons mycorhiziens ont été largement
démontrés par la recherche. L’offre de produits mycorhiziens est en augmentation
constante en France et ailleurs dans le monde. Les applications pratiques progressent

et montrent des bénéfices réels.

Favoriser le développement des champignons mycorhiziens, qu’ils soient

naturellement présents dans un sol ou introduits par inoculation, nécessite des
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modifications des pratiques culturales (support de culture, fertilisation, traitements
phytosanitaires). En cas d’inoculation, "obtention de bons résultats repose notamment

sur la qualité des inoculums mycorhiziens utilisés.

Comme pour la physique et la chimie de son sol, 'utilisateur peut faire appel aux
outils de diagnostic et d’analyses des champignons mycorhiziens pour suivre leur
évolution. Il peut également s’appuyer sur les conseils donnés par les conseillers
techniques de terrain (producteurs d’inoculums, laboratoires spécialisés, cabinets de

conseils, services agronomiques des chambres d’agriculture...) (Trouvelot et al., 1986).
11.3.4.5. Production industrielle d’inoculant mycorhizien:

Premier Tech Biotechnologies commercialise des produits avec mycorhizes sous la

marque de commerce MYKE®PRO. Concus pour les marchés horticole et agricole.

Le procédé de production de mycorhizes développé par Premier Tech requiert un
environnement strictement contrélé 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 trés haute qualité

(Trouvelot et al., 1986).

MNMTLONEMIZAS

PREMIER TECH

Figure 12 :Les produits MYKE® PRO.

Les produits MYKE® PRO sont des inoculants mycorhiziens qui augmentent la
croissance végétale, la résistance des plantes aux maladies et le rendement des

productions agricoles et horticoles, tout en protégeant l'environnement. Chaque
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produit possede sa propre formulation adaptée aux applications spécifiques des

différents types de cultures.
Il.4. présentation de plante d’étude

Il.1.4 Pisum sativum:

Pisum sativum  le pois de grande culture, est un aliment pour animaux [égumineux
qui gagne en popularité. Les échantillons de pois de grande culture mélangés
commercialement, contenant en moyenne 23 % de protéines et 46 % d’amidon,
présentent un bon équilibre entre protéines brutes et énergie métabolisable pour la

consommation humaine et animale (Cowieson et coll., 2003).
Il.4.1.1. Origine et Historique :

Trois siecles avant notre époque, Théophraste a décrit plusieurs espéces de la
famille actuelle des |égumineuses, dont les pois, dans son livre «recherches sur les
plantes » (Davies et al., 1985). Il a été consommé pendant environ 5000 ans avant la
naissance de Jésus-Christ et était déja tres apprécié dans les civilisations anciennes
(Smartt, 1990). Les origines des pois se trouvent trés probablement dans le sud-ouest
de P’Asie, en Abyssinie en Afghanistan et dans les régions voisines (Zohary et Hopf,

2002).

La région méditerranéenne sert de plaque tournante secondaire. La variole serait

alors dispersée sur le reste de I’Europe et de I’Asie a la suite de ces centres (Kay, 1979).

Cette culture a longtemps été pratiquée dans les Etats américains, et le poin de la
compagne est historiquement I’'une des meilleures cultures commerciales du Wisconsin

(Oelke et al., 1991).

Pisum sativum se trouve également dans tous les pays tempérés et dans la majorité
des hautes terres tropicales (par exemple, "Afrique centrale (Est) et "Afrique de I’Est

(Ethiopie)) (Brink et Belay, 2006).
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Table 1: selon Fondevilla et al,(2011) le pois est un plante Dicotylédones de la
famille les Fabacées et sous famille les Papilionacées :

Régne :

Plantae

Embranchement :

Spermaphytes

Sous-embranchement :

Angiospermes

Class : Dicotylédones
Sous-class : Dialypétales

Ordre : Rosales

Famille : Fabacées (Légumineuses)
Sous-famille : Papilonacées

Genre : Pisum

Espéce: Pisum sativum L

11.4.1.3. Caractéristiques botaniques :

Botaniquement, il est décrit comme une plante herbacée annuelle autofécondée.

La plante a un systeme racinaire principal relativement sous-développé avec des racines

secondaires, tertiaires ou méme tétrades pouvant atteindre une profondeur d'un métre

dans des conditions de sol favorables, mais est encore tres ramifiée, en particulier dans

les couches supérieures du sol. Ses feuilles sont alternes, constituées d'une a quatre

paires de folioles sessiles, opposées, terminées par une vrille simple ou ramifiée. Fleurs

blanches, 3-4 cm de long(Aubineau et al., 2002). Ces dernieres donnent des gousses

allongées et renflées, remplies de graines rondes (Couplan, 2011)
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Figure 13 : les differentes organes de partie aierien de pois, A: fleur, B:grousses,

C:feuilles et tiges
11.4.1.4. Les conditions de cultivés le pois :

Les chercheurs ont préféré cultiver des pois dans un troisieme cycle de plantation
avec du blé et des tomates ou un cycle alternativement plié avec du blé ou avec des

tomates, des pommes de terre, du mais jaune ou I’'un des Le sol est épuisé.

Il préférait également ne pas cultiver de pois aprés une récolte en disant qu’Allen
gardait ses plantes dans le champ pour les cultiver. Les initiatives des pois Afin d’obtenir
un rendement tres élevé de ces résultats, plusieurs exigences doivent étre fournies,

dont les plus importantes sont :
» Lachaleur

Le processus de germination basale nécessite des températures inférieures a5 °C,

et la plante pousse bien lorsque La température est comprise entre 15-20 m°.
» laLumiére:

Les pois affectent la durée de la période de lumiere, en particulier dans la phase de

floraison.
> L’eau:

La plante basale nécessite des acariens allant de (250 mm a 300 mm), ce qui affecte
le manque d’eau dans La plante est surtout en phase de floraison et les cornes se

forment.
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La quantité d’eau en excés a également un effet négatif pendant la période de
croissance de la plante, en particulier dans les terres argileuses. Il conduit a la

suffocation et au flétrissement.
> Terre:

Les pois préferent un sol riche en matiére organique hautement ventilée et un bon

drainage, ils sont cultivés Habituellement dans les territoires:
Silico-argileuse
Argilo-calcaire

limoneuse (bekouche k, 2019)
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Partie Ill. Matériel et méthodes
I1l.1. Matériel et méthodes
lll.1.1 Choix de site et prélévement des échantillons

Dans le but d’étudier le statut mycorhizien d’une Iégumineuse ; Nous avons effectué

une compagne de prospection dans la région de Saida.

Au cours de cette prospection nous avons identifié et prélevé des échantillons de
[égumineuses entiéres (racines et tiges) avec leur sol rhizospherique. Les échantillons de
sol sont collectés de la rhizosphere de la plante Pisum Sativum (pois) ; les préléevements de
sol sont collectés sur une profondeur de 0-20 cm et qui ont était conservés jusqu'a leur
utilisation dans le protocole de piégeage. Parallélement au sol rhizosphérique nous avons

ramenés le sable pour la réalisation du méme protocole.

lll.2.1 Méthodologie suivie pour I’étude des Mycorhizes
111.1.2.1. Protocole d’extraction de racines puis teinte pour observer :

111.1.2.1.1. la colonisation de mycorhizes :

Les différentes méthodologies utilisées pour observer les structures formés par les
MA respectent les étapes suivantes : nettoyages, blanchissement, acidification, teinte et

élimination des exces de colorant.
a- Echantillonnages :

Comme les racines peuvent étre récoltées a tout moment de l'année pour
I'estimation de la colonisation endomycorhizienne (Schenck, 1982), nous avons réalisé
notre échantillonnage de racines le mois de Mars en 2022 au niveau de site précédemment

décrit. Trois plantes de pois ont été récoltées.

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

placés dans sachet en plastique fermés trés serrés pendant le transport.
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Figure 14: les échantillons de Pisum Sativum récoltée in-natura de la ferme agricole de
HASSANA ; Saida.

b- 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 I’eau de robine
et trés délicatement frottées avec les doigts par ce que les racines fines qui seule nous

intéressent sont extrémement fragiles.

A l’aide de ciseaux, les racines fines ont été séparées de racine pivotante et versées
dans un bocal pour moitié remplie d’eau ,puis agiter délicatement pendant quelque

minutes, afin de les débarrasser de toute particule de terre.

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

réfrigérateur avant d’étre observés directement ou traités ultérieurement.
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Figure 15: les racines découper de pois apres le rincage

c- Eclaircissements 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
(annexe 01) durant 30 minutes qui sert a la conservation des racines. Aprés plusieurs
ringages a I’eau courante. Elles ont été plongées dans une solution d’hydroxyde de
potassium KOH a 10 % (annexeo02) et chauffer au bain-marie a 90°C pendant 1 h afin de les
vider de leur contenu cytoplasmique. Ensuite les racines ont été transférées dans une
solution de peroxyde d’hydrogéne H202 a 10 % et chauffer au bain-marie a 90°C pendant 20
minutes pour les blanchir. Aprés plusieurs rincages a I’eau courante, les fragments
racinaires éclaircis ont été submergés d’acide lactique a 10 % (annexe 01) durant 10 minutes

qui permet de neutraliser ’hydroxyde de potassium KOH restant.

Enfin, les racines ont été transférées dans une solution de bleu de trypan de 1 %
(annexe 01) et chauffer au bain-marie a 90°C pendant 1h qui permet la coloration de la
chitine des parois du champignon. Les structures fongiques, tels que les arbuscules, les
vésicules et le mycélium apparaissent en bleu. Les racines ont été a nouveau rincées a I’eau

courante, puis conservées dans des tubes a essai contenant de glycérol 60 %.(annexe 02).
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Figure 16: Schéma représentatif des étapes d’éclaircissement et coloration des racines.

d- Montage et observation des racines

Apreés la coloration les racines de chaque plante ont été découpées en fragments de
1cm de longueur environ et monté parallélement a raison de 10 fragments par lame dans le

glycérol, puis observer au microscope photonique a différentes grossissement.

La plante est jugée mycorhizée lorsque le systéme racinaire présente au moins un
point de colonisation (pénétration d’un hyphe dans la racine ; présence des structure de

colonisation).

——Fragment deracine

Figure 17: Montage des racines entre une lame porte-objet dans du glycérol pour
I’identification microscopique.

I11.1.2.1.2. Estimation de la colonisation MA naturelle des racines

Le pourcentage de colonisation des racines est calcule selon laméthode de Trouvelot

et al. ,(1986). Les fragments racinaires de Pisum Sativum observées ont été notées dans un
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tableau, selon un baréeme de notation (Figure 23) qui permet d’estimer rapidement le degré

de colonisation mycorhizienne et la richesse en arbuscules.

Cette technique calcule 5 parameétres de la colonisation mycorhizienne arbusculaire

quel ‘est réalisée en utilisant les formules de calcul suivantes :

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

colonisation du systeme racinaire.

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

> Intensité de la colonisation développée dans le systéme racinaire (M%) : qui
exprime la portion du cortex colonisée par apport a I’ensemble du systeme

racinaire.

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

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

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

[

— & plusde93%

— de 30%a%3%

de 30%a30%

[2=] Y] =

—» de1%2a30%

|

1% du cortex

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

fragments racinaires.

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

Ou mA3, mA2, mA1=% de m, classés A1, A2, A3respectivement. Avec :

MAS3= ((95n5A3+70n4A3+30n3A3+5n2A3+n1A3)/nombre de fragments

mycorhizes)*100/m
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m%=M%*(nombre de fragments totaux)/nombre de fragments mycorhizeg

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

A%=a*(M%/100)

Ces cing parametres sont fonction de la teneur en spore, vésicule et hyphe de la

racine.

i_,_,_,—r- —
—l-"'l 1 S I -
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Figure 18 :Echelle d’intensité de colonisation du cortex racinaire
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Figure 19: Echelle d’évaluation de la présence des arbuscules
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lll.1.2.2. Protocole d’isolement des spores des CMA
lll.1.2.2.1. Piégeage des endomycorhizes

La méthode de piégeage de Morton et Walker(1992) est utilisée pour la mise en
évidence de la diversité des CMA dans les sites d’études. Elle consiste a cultiver une plante
piége dans un substrat pauvre en éléments nutritifs et utiliser comme inoculum le sol des

sites contenant des propagules viables (spores, hyphe et fragments de mycorhize).

L’inoculum est constitué du sol rhizospherique de la plante d’intérét Pisum Sativum
contenant des racines de la méme plante coupée en petits fragments et soigneusement

mélangée avec ce sol.

Le substrat est constitué du sable autoclavé 3 fois 120°C pendant une heure pour tout

risque de contamination par d’autre champignons.

La variété de mais HYBRIDE PICO a été utilisée comme plante piege. Les graines de
mais sont désinfectées avec de I’hypochlorite du sodium 12°Chl pendant 15 min et rincées
abondamment aves de I’eau distillée stérile. Ensuite elles ont été transférées dans des
boites de pétrie contenant de I'eau gélosée a 1% (annexe 02), puis placées dans un

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

Figure 20 : dispositif expérimental de la méthode de piégeage Morton et Walker(1992).

A : la germination de graine de mais
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B : plantules de Pisum Sativum pour préparation de substrat.

C : plantules de mais transplantés.

Des pots en plastique de 1 L de volume, préalablement lavés et désinfectés aves de
I’eau de javel 12°Chl ,ont été remplis a moitié avec le substrat sableux sur lequel 200g de
inoculum y ont été deposeés. les pots ont été ensuite recouverts du substrat sableux
autoclave afin de limiter les risques de contamination. Les graines pré-germées de mais ont
été semées araison de trois plantules par pot. Deux répétitions sont réalisées pour chaque
sol. Un témoin sans inoculum est réaliser dans les mémes conditions avec seulement du
substrat autoclave afin de vérifier que les conditions de culture soit exemptes de

contamination (Figure24 ).

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

(annexe 03).

Apres 42 jours de culture, les plantes de mais ont été dépotées, leurs systeme
racinaire est utiliser pour I’estimation de taux de colonisation MA (suivant les protocoles
déja décrits précédemment) et le substrat de chaque sol est récolte, séche a température

ambiante pour I’extraction de la caractérisation phénotypique des spores.
lll.1.2.2.2. 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 sur gradient de saccharose selon

la méthode décrite par Giovannetti et al.(1991).

En effet, 100g de sol rhizosphérique séche issus de la culture de mais sont prélevés et
mis dans 100o0ml d’eau, la suspension est ensuite vigoureusement agitée pendant 1min puis
filtrée dans une série de tamis a mailles décroissantes (500 -250- 125 et 45 Um) sous un jet
d’eau de robinet jusqu’a ce que I’eau qui en ressorte devienne claire et limpide. Les tamisat

contenant les spores des CMA sont mélangés et mis en suspension dans de I’eau distillé.
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Les particules retenues dans le tamis des 45um de diamétre ont été récupérées dans
des tubes de centrifugation remplis a 1/3 d’'une solution de saccharose a 60%(P/V). Ces tubes
ont été soumis a une premiere centrifugation a 1750 tr /mn pendant smin pour réduire les
particules de sol et les fragments racinaires, le surnagent et les particules flottantes ont été
éliminés. Les spores et les particules sédimentes au fond des tubes ont été reprises dans
une solution de saccharose a 60%(p/v). le mélange sédiments-saccharose a été de nouveau
centrifugé a 1750tr/mn pendant 15 secondes. Le surnageant est filtré sur un tamis de 45um
puis rincées avec |’eau distille pour éliminer ’exces de saccharose. les suspensions sporales

obtenus ont été conserves a 4°C pour Iobservation et I'identification morphologique

(Figure2s).

Figure 21: Extraction des spores des champignons endomycorhiziens selon la méthode de
Gerdemann et Nicolson (1963).

l11.1.2.2.3. Observation et Caractérisation morphologique des spores :

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

été pré-identifiées sur base des parametres systématiques des spores. (annexeo4)
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l1l.1.2.3. 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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PARTIE IV. RESULTATS ET
DISCUSSION
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IV.1. Etude de la Symbiose mycorhizienne
IV.1.1  Estimation de la colonisation MA naturelle des racines
L'examen microscopique des racines de Pisum Sativum récoltées in-nature

(stade sans floraison), aprés éclaircissement et coloration au bleu de Trypan selon
la technique de Phillips et Hayman (1970), révele une colonisation par les champignons

MA.

La colonisation se manifeste par différentes structures (Fig. 21), a savoir I’existence
d’un nombre élevé de vésicules intra et intercellulaires de forme sphériques, ovoides,
allongés, de taille variable et aussi la présence d’un réseau important d’hyphes intra et

extra- radiculaires.

Comme le confirment Tchameni et al., (2008), le nombre élevé de vésicules reflete
probablement une importante activité symbiotique. Ainsi que leur présence traduit
I’efficacité de la symbiose (Boullard, 1968). En outre, la présence des vésicules est signe
d’une colonisation ancienne (Brundrett et al., 1999), leur paroi est souvent mince mais

peut étre épaisse, dans le cortex des racines agées (Gavériaux, 2012).

Figure 22 : Structures mycorhiziennes arbusculaires observées dans les racines de Pisum Sativum
recoltées in-nature .
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Figure 23: : Comparaison de taux de colonisation MA naturelle de Pisum Sativum.
F% : Fréquence de la colonisation ; M% : intensité de mycorhization relative ; m%:

intensité de mycorhization absolue.

Ces résultats confirment que les plantes cultivées dans les écosystémes semi
arides et arides sont plus dépendantes des champignons endomycorhiziens a
arbuscules (Stutz et al., 2000 ; Wubet et al., 2003 ; Tao et zhiwei, 2005 ; Karaaesaln et
Uyancdz, 2011). En outre, la plus part des [égumineuses herbacées forment des relations
symbiotiques avec les champignons MA (Zaidi et al., 2003). D’apres Teuber et Brick
(1988) ainsi que Barnes et Sheaffer (1995) la luzerne peut aussi avoir une relation
symbiotique avec les champignons produisant le type communs de mycorhizes
arbusculaire ; cette association bénéfique permet également au champignon de former
un réseau mycélien externe, permanent, reliant les plantes entre elles et leur
permettant de mieux exploiter les ressources nutritives surtout en conditions
défavorables (carences en élément nutritif cas des sols dégradés) (Chiarello et al., 1982

; Arvieu et al., 2003).
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IV.2. Piégeage des endomycorhizes

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

plantes témoins cultivées sur le sable stérile qui ne présente aucune colonisation

fongique.

Figure 24 : les plantes de mais apres 42 jours de culture.

> Les hyphes :
Les différents fragments racinaire présente une abondance importante d’hyphes et

surtout les hyphes extra-racinaires qui sont coenocytique, d’aspect et de diametre
differents, fins ou épais et qui portent parfois des spores.ces résultats rejoignent ceux

de Zubek et al.(2008).Fig 24
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>

Figure 25 : Aspetc des hyphes intra-racinaire de CMA du mais. Gr :(x40)

» L’appressorium :
les CMA pénetrent dans les cellules corticales de I'hote a I’aide d’appressoriums ou par

les poils absorbants,comme le décrit Ligrone et al.(2007). ces structures sont considére
comme I’événement le plus décisif dans le deroulement de la mycorhization

endomycorhizienne.

Nous avons constate que la morphologie des appressoriums est variable certain sont
lobes tandis que ’autre portent des ramification, le champignon généralemnt forme une
boucle dans la premiere cellule épitheliale qu’il penetre puis progresse entre les cellules

adjacentes pour coloniser le cortex racinaire graces aux hyphes intra_racinaires.fig 25

Figure 26:Aspet d’appressorium de CMA du mais.Gr : (X40)
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> Les vésicules :
La colonisation se manifeste par diférentes structures tels que les vésicules,nous avons

observé 'existance d’un nombre trés élevée de vésicules intra et intercellulaires de
forme globulaire ou oviides,allogés de taille variable(fig) qui confirme encore la
predominance des Glomus.ces Glomeracées sporulent et développent un réseau
d’hyphes plus rapidement que les autres CMA.ces résultats rejoignent ceux de
Souza,(2006) et de Wubet et al.(2003) qui ont rapporté que les Glomeracées infectent

et colonisent plus rapidement les racines que les Gigasporacées et les Acaulosporacées.

Figure 27::Racine de mais colonisée par les vesicules différents grossissement.

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

al.,2003).

Comme le confirment Tchameni et al.,(2008).le nombre élevé de vésicules reflete
probablement une importante activité symbiotique,ansi que leur présence traduit
I’éfficacité de la symbiose (Boullard,1968). En outre ,la présence des vésicules est signe
d’une colonisation ancienne (Brundrett et al .,1999).leur paroi est souvent mince mais

peut etre épaisse,dans le cortex des racines agées (Gaveriaux,2012).
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> Les arbuscules:
Nous avons observé quasiment dans Ia plus part des systéme racinaires de mais

examinés qui sont caracterisee par des arbusules a tronc cylindrique et des hyphes
intercellulaires plus au moin épais (fig),intensement colorés avec la coloration de Phillips
et Hayman(1970) ,les vésicules sont peu présentes:ce morphotype est domiant il
correspond aux especes appartenant aux Gloméracées.(Dodd et

al.,2000 ;Blaszcowski,2003).

Figure 28:Aspect des arbuscules des CMA a I'interieur des racines de mais.

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

(Allen,1982 ;Davies et al.,1996 ;Auge,2001)

Les structure MA obsevée dans les racines de mais reflete une diversité importante des
CMA dans le sol d’etude (HASSANA Saida). plusieurs auteur ont signalé ’occurrence et
la diversité des CMA dans des sols sablonneux(Stahl,1900 ;Read,1989.Hu et al.,(2010)ont

rapporte que le sol riche en CMA diversifiés est plus bénéfique écologiquement.
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Ces résultats confirment I’éffet majeur des champignon mycorhizien dans I’amelioration
de la croissance des plantes mycorhiées par rapport aux Plantes non mycorhizées

(Karagiannidis,1998 ;Smith et Read,2008).
IV.1.2 Estimation de la colonisation MA du mais

Les examens microscopiques effectués sur des racines de pois de la ferme agricole a
montré la présence de mycorhization chez la majorité des plantes. La fréquence,
I'intensité de mycorhization et la teneur arbusculaire ont été calculées.les résultats
représentés par I’histogramme (fig29) montrent que la plante Pisum Sativum est

mycotrophe.

I.2.2 Fréquence de mycorhization :

La colonisation des MA est traduite par un une forte fréquence de colonisation (F%), elle
est de 96.6% dans la zone d’étude ; mais le degré d’intensité mycorhizienne, que ce soit

dans les systéemes racinaires (M%) ou dans les fragments racinaires (m%) dépassent 50%.

+20 F%o: fréquence de
colonisation.

100 M%: intensité de
mycorhization
relative.

80 mY%: i_n_tengité de
&0 m PLANTEL
W PLANTEZ
40
20
0]
F% M% m% a% A%

Figure 29 : Estimation des parameétres d’infection mycorhizienne de Mais
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» Intensité de mycorhization absolue m% :
L’intensité de mycorhization absolue dépassé 50 pour les deux plantules. L’intensité de

mycorhization est réduite quand le niveau de phosphore augmente dans le sol et
devient ainsi directement disponible pour la plante (Dickson et al ; 1999).
On peut observer trés nettement les arbuscules au sien des cellules corticales de la

racine observée, les hyphes apparaitre coenocétiques et des vésicules gonflées.

IV.2.2.1. Diversité spécifique et répartition des CMA dans le site

d’étude :

La méthode par tamisage humide du substrat de culture de mais pour la zone d’étude
nous a permis d’isoler diverses spores qui se différencient par leur caractéristique
morphologique a savoir la couleur et la taille et la forme, ets.et leur dimension.la
distinction et la description des especes sont réalisés en se référant a la clé
d’identification d’international Culture collection of Arbuscular and Vesicular Mycorrizal

Fungi (INVAM).( Fig).

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

(2006) Affaf et al(2016).
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Figure 30: différents morphotypes des spores isolées de la rhizosphere de mais.

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

présentes chez les Glomus.

Nous avons remarqué que la densité des spores isolées du culture de sol du mais de Ia

plante prélevé est plus importante certains auteurs la densité des spores de CMA
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augmente dans les climats secs (Uhlmann et al., 2006) ;elle est liée a leur adaptation aux

écosystemes chauds secs et arides(Mangan et al.,2004 ;Tao et ZHIWAI,2005).

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

sites montrent que les morphotypes marron et jaune sont communs dans tous les sites.

Ces observation indiquent que la dominance de ces spores constitue une composante
majeure de la flore endomycorhizienne et que la zone et leur condition pédologique
sont favorables et propices au développement de ces morphotype.plusieur auteurs ont
signalé la dominance. Du genre Glomus dans les régions arides et semi arides (Tarafdar
et Kumar, 1996 ; Mathur et al. 2007). Il a été rapporté que certaines espéces telles que
Glomus intraradices se retrouve dans une large gamme de sol. Les différents
morphotypes des spores varient énormément entre les régions, la nature de sols, les
espéces végétales et les différents sites. Ceci est en accord avec plusieurs auteur

(Brundrett, 1991; Mohammad et al. 2003 ;Bouazza Marouf et al .,2015).
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Conclusion

La rédaction de ce rapport nous a appris a synthétiser plusieurs travaux de
recherche en approfondissant nos connaissances. Cette étude permettra de constater
I’intérét de la symbiose mycorhizien assurant la durabilité de la production agricole et la

maitrise de méthodologies d’études de statut mycorhizien.

Les différentes résultats enregistre dans ce mémoire ont permis d’atteindre
I’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 Pisum sativum. Ont révélé la présence de
différentes structures caractéristique de MA. La colonisation par les CMA atteindre 93%;
En paralléle ’examen microscopique des racines de mais a révélé la présence, dans la
plupart des racines, des structures caractéristiques des mycorhizes a arbuscules :

arbuscules, vésicules, spores,.

Le taux de colonisation des racines par les CMA est tres élevé 96.6% indiquant que
cette plante est hautement mycotrophe. Les résultats révelent que les complexes
mycorhiziens indigénes de sol de Pisum sativum . favorisent la croissance aérienne des

plantes de mais mycozhiés par apport aux plantes témoin non mycozhiés.

Par ailleurs, la technique d’extraction des spores a partir de la mycorhizosphere de
mais, nous a permis de conclure que la mycorhizosphere 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 :

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

» Mise au point des techniques de biologie moléculaire.

> 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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VIl.1. Annexe 1
- Fixateur FAA : Mélange éthanol-acide acétique-formol (Phillips et Hayman,
1970).
Formaldehyde 37°C....ccevevveneeenn e 25ml
Acide acétique glacial........................25ml
Ethanol......ccoeeeveiivivenivn e e een e 140ml
Eaudistillée.......c.cceveveiiii i in o 60ml
- KoH10%:
KOH.ou it i e vt e e e e e a2 11,76mI
Eau distillée.......c.covvevvevniiniin s 100ml
- Acide lactique a10%:
Acide lactique.......c.cvvvveinnnee.....83,33ml
Eau distillée.....c.cccvevvvvveiivnvnnnenn . 250ml
- Bleude trypan1%:
Bleudetrypan.......coovevvviiiiiiii i el 18
Eau distillée.......ccvveeenieieninnen e stoo0ml
- Glycérola 60%:
Glycérol...cooveiiiiiiiii i i e .65,2ml

Eau distillée....cccevvevvvvvveninnnvnn. .. 100ml

VIl.2. Annexe 2:
- Eaugélosé 1%:
AZar-agar.......ooeve e iiiveiien e e e e 10l 18
Eau distillée....ccevvevveeevven e eeeen e 100ml

pH 6.8 a 7.stériliser pendant 20 min a120°C.
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VII.3. Annexe 3:

Solution Nutritive Arnold & Hoagland :

Partie VII. Annexes

Solution méres Ingrédients Quantité g/l Solution final ml/I
A Ca(NO3)2 4H20 236,15
B KNO3 101,11
C MgSO4 120,40
D KH2PO4 136,10
E CaCl2 2H20 183,33
F Séquestrant de fer | 25,00
H3BO3 0,572
MnCl2-4H20 0,362
Micro éléments ZnCl2 0,110
CuCl2-2H20 0,050
Na2Mo0O4-2H20 0,025

pH6a6.8

73|Page



Partie VII. Annexes

VIl.4. Annexe 04 :

Caractéristique morphologique d’un grand nombre de Glomeromycota des

classes jusgu’aux genres (Oehl et al ;2011
jusq ’

Classes Famibes Genres Spores  Paroisdes  Structures
ordres spores  mycorhiziennes
D ey T e b bos, Astrasech
[P . O . | VoA B
RGO, N . ! van N
g v . VAR 5
i V . van B8
- w , v.A w 08t
S T wav SR
O———— Y . | ViAo B
fresteme: QB . A v.a e 30
[EEU——— o - o v p | van BD
amtechne 7Y . | VoA W NE
- 2 31 v.an 5%
Ao o -, 0 VA S
-, D ovan &
" > . i VA B
-, Il vaw =2
Ao - - (KN VA SN
S e 5 . Il aw =
D , Il an ==
2 . I .. =
e B . Yl an S8
Ouenes S . i -~ S=
S ® , 1l A =€
oo T N 1S e
. » Q@ 4 | an
AP S SR Ty .
i o n Q:L' A Iﬁ l Vo M
oo lf
- " = i ll Il an ==
ran |
— . 2 Ach P il A _—:ﬁ
Tian
Cooriphormrens  Coovimhon r Avwosatod i
A\l
B LT
ol o F 1 r an =29
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Partie VII. Annexes

VIl.5. Annexe 5

Grilles d’évaluation de la colonisation mycorhizienne des racines

Q 1 = <] 4
83 m2 om0 oAclad B2 om0 sl sl oA o sl sl s osofed s s mo

=] I | = I | ] )

Tot
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