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Introduction générale

La biodiversité est soumise a des changements draconiens suite aux conditions
environnementales et activités humaines. Sa restauratiapeiservation est une voie vers un
développement durable car elle participe sous différentes formes au bien-étre de la biosphére €
en parttulier de ’homme. Cependant il est nécessaire de préserver les ressources naturelles et
de les gérer avec précaution et intelligence dans la mesure ou il faut les valoriser sans les

perdre.

Parmi les composantes de la biosphere, les formations végétales sont particulierement sensible
a ces changements. Leur dégradation engendre des dysfonctionnements dans e
biofonctionnement et la stabilité des écosystemes terrestres (Tilman et Downing 1994 ; Tilman
et al., 1996). Ce dysfonctionnement écologique ne pephstau couvert végétal d’assurer sa
pérennisation et son développement. La capatité écosystéme a supporter diverses
perturbations et a adopter différentes stratégies pour recouvrir certaines de ses propriété:
originelles (fonctions, structure, composition, etc.) a été nommée « capacité de résilience
(Petersoret al., 1998).Cette capacité est fortement dépendante du degré d’établissement et de

fonctionnement des symbioses mycorhiziennes (Bsirah, 1997).

Les symbioses mycorhiziennes constituent un élément clé dans la dynamique et la productivité
de I’écosystéme mais également les processus assurant la coexistence des plantes (Janos, 1980 ;
van der Heijderet al., 1998). Les champignons mycorhiziens exercent également une pression
sélective sur les microorganismes saprophytes du sol tant au niveau de leur diversité génétique
que de leur diversité fonctionnelle (Marschner et Timonen 2005; @ffral, 2007 et
constituent ainsi un complexe trophique associant le symbiote, la microflore
mycorhizosphérique et la plante. Ils ont aussi un rdle significatif dans 1’organisation spatiale et
temporelle de 1’évolution et de I’écosysteme. En conséquence, les champignons mycorhiziens,
peuvent étre considérés comme des composantes clés dans les mécanismes biologiques assur
la capacité de résilience d’un écosystéme et doivent étre considérés au méme titre que le choix

de la plante dans les stratégies de réhabilitation des sols dégradés (Dugoain@810).

Les écosystemes naturels subissent de fortes contraintes lorsqu’ils sont le théatre d’activités
industrielles C’est le cas en Algérie des carriéres dont les ressources naturelles sont
intensivement exploitées (granulas et sable) ce qui a conduit a des impacts négatifs sur

I’environnement. La sabliere de Tergahoisi comme site d’étude, est située au nord-ouest
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algérien. Elle représenten cas trés intéressant qui montre 1’impact négatif des carrieres sur
I’environnement. Ces @rnieres années 1’exploitation a dépassé la limite prescrite par le cahier

des chargegui limite I’extraction a 3000 t/j (soit 2140 m?3/j). Parmi les impacts négatifs de
I’extraction du sable, la suppression du couvert végétal naturel et la dégradation des propriétés
physicochimiques et biologiques du sol est aggravée du fait que la zone cotiere de Terga est ul
écosysteme méditerranéen semi-aride soumis a des perturbations climatiques (faibles

précipitations, longues périodes de séchergsses

Apres toute exploitation de carriére, la remise en état est obligatoire et celle-ci comprend
nécessairement la mise en place d’une couverture végétale. La fragilité de 1’écosystéme de la
zone cotiere de Terga limite la régénérationadeigétation d’ou la nécessité de 1’intervention

de I’homme par une stratégie de revégétalisatians le cadre d’un développement durable.

Les plantes des dunes de sable des zones semi-arides sont des especes qui sont adaptées :
milieu inhospitalier, caractérisé par un substrat sablonneux et pauvre en nutriments et qui son!
tolérantes aux conditions de stress spécifiques tels les températures élevées durant la journé
des vents forts salés générant un mitraillage par des grains de sable et les embruns salé
(Rodriguez-Echevarria et Freitas, 2006). Ces plantes indigénes sont les mieux adaptées a ce
conditions qui limitent la survie d’autres especes végétales et sont par excellence les outils a
utiliser dans la réhabilitation de ces sols. De plus, la plupart des espéces végétales du miliet
méditerranéen (Requerd al., 1996, 1997) et des sols maritimes (Nicolson et Johnston 1979 ;
Giovannetti et Nicolson 1983 ; Koske et Gemma 1997) sont mycorhizées ce qui contribue
efficacement a l'établissement et au maintien des especes végétales dans des condition
écologiques tres contraignantes (Le Taeoral., 1987), en particulier dans les écosystemes

semi-arides (Carpenter et Allen, 1988).

Pour réhabiliter les sols dégradés et installer un couvert végétal permanent, une action serai
d’augmenter le potentiel mycorhizien des sols par l'introduction de plantes natives et
mycotrophes. Pour contribuer a restaurer la végétation de ces dunes littorales, des prospection
édaphique, botanique et microbiologique de deswmls sont néssaires. En effet, 1’étude
microbiologique permet de comprendre la répartition de la flore microbienne, en particulier les
champignons mycorhiziens arbusculaires. Par conséquent, I'objectif principal de ce travail est
de comprendre les associations mycorhiziennes arbusculaires chez une végétation d
écosysteme littoral, méditerranéen semi-aride « sabliére de sTetgeur répartition dans le

sol afin d’aboutir a une gestion durable de ces habitats.
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Ce travail de thése comprend trois parties :

e Chapitre 1 : Synthése bibliographique inhérente au sujet.

e Chapitre 2 : Statut mycorhizien naturades espéces végkes de I’écosystéme
de Terga: Acacia saligna, Lotus creticus, Pistacia lentiscus, Retama
monospermat Juniperus oxycedrus.

e Chapitre 3 Influence des plantes d’intérét sur la croissance et la mycorhization

d’A. saligna.
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1. Symbiose mycorhizienne
1.1.Définitions et concepts

Le termemycorhize a été créé par Frank en 1885, pour désigner les relatiortsotiques entre
les plantes et les champignons. Par la suite des définitions plus larges ont été donriées a ce
union (par exemple Hawkswortt al., 1995), maisont de peu de valeur car ils n’excluent pas

les associations pathogénes.

Les mycorhizes sont désormais considérées différer principalement des autres associatiol
plantes-champignons parce qu'elles sont des associations intimes avec une inteitds®aspéc

ou les échanges des matiéres se produisent entre les cellules vivantest(bllet801; Pfeffer

et al., 2001). Une nouvelle définition plus large, de mycorhizes qui embrasse toute la diversité
des mycorhizes tout en excluant toutes les autres associations plantes-champignons est publi
par Brundrett (2004) : Wne mycorhize est une association symbiotique entre un champignon et
une racine d'une plante vivante, essentielle pduin ou les deux partenaires. Les mycorhizes
sont principalement responsables du transfert d'éléments nutritifs. Elles se produisent dans ut
organe végétal spécialisé ou le contact intime résulte du développement synchronisé des plante

champignons ».

Les mycorhizes constituent des partenaires essentiels dans la relatigglanses
microorganismes. En effet, certaines espéces végétales ne peuvent croitre normalement sans |
symbiote fongique dont elles sont fortement dépendantes et avec qui elles ont co-évolué (Janc
1980 ; Brundrett, 1991 ; Gobet al.,2003).

Toute plante contenant un champignon peut étre désignée comme un «hdte», indépendamme
du fait que l'association est bénéfique ou pas. De nombreux tesymaisiote, associé,
mycobionte, habitant... peuvent étre utilisés pour désigner des champignons mycorhiziens dans
les plantes etfin d’éviter toute confusion, le terme endophyte n’est pas employé pour ces
derniers (Brundrett, 2004). Par ailleurs le terme neutrecdéonisation» pour décrire 'activité

de champignon mycorhizien, est préférable a l'infection (ce qui implique la maladie) (Brundrett
et al., 1996;. Smithet Read, 1997). De méme, selon Baker (19¢@ptentiel d'inoculum»
devrait étre utilisé pour désigner l'activité fongique dans le sol, plutdt que l'infectiosité, comme

c'est le cas avec d'autres champignons du sol.

La présence des mycorhizes entraine I’apparition de nouveaux compartiments biologiques dans

la rhizosphere. En modifiant la physiologie de la plante et donc la sécrétion des exsudat:
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racinaires, les mycorhizes induisent des modifications significatives dans la structure des
communautés bactériennes au voisinage de ces racines: lentgomehizospherea été utilisé

pour désigner ce volume de sol sous influence des mycowstizéyphosphéredésigne le sol
conditionné pardréseau d’hyphes mycéliens des champignons mycorhiziens (Fig. 1) (Rambelli,

1973 ; Linderman, 1988).

rhizosphere

mycorhizosphére

A
/

Figure 1: Les différents compartiments de la mycorhizospli@avériaux, 2012).

1.2.Historique

Les premiéres observations microscopiqdiesnycorhizes de différentes espéces d’arbres sont
décrites des 1840 par Theodor Hartig qui ne reconnait pas la nature fongique des structure
observées. En 1874, Bruchmann renouvelle sur des racines de pin ces premieres obsgrvations
reconnait la nature fongique du réseau qui enserre toutes les cellules des tissus externes de
racine. En 1883, Gibellin Garbaye (2013) décrit et illustre avec précision cette association
fongique chez le chataignier, le chéne, le noisetier et le charme. Il considére que cessstructure

mixtes sont des associations parasitiques mais bénignes car ubiquistes.

Albert Bernard Frank était le premier a synthétiser toutes les observations de cette association ¢
prenant d’abord acte de la présence systématique de filaments fongiques a la surface et a
I’intérieur des racines des arbres observés, duanss ce fait a I’expérience, a démontré de fagon
causale le caractére obligatoire et bénéfique pour la plante de la présence des chamjlignons et
conclut que I’association était nécessaire au bon développement des jeunes arbres. Ensuite en

1885, Frank a introduit le terme deycorhize(du Grecsmukes: champignon ethiza : racing

pour désigner les organes mixtes racines-champigtiodenna a cette association le statut de

symbiose« une mycorhize est le siege d’'une symbiose mutualiste entre une plante et un
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champignon »et décrivt les différents stades de la colonisation des racines des arbres par les
champignons et du développement des mycorhizes.

En 1886, Robert Hartig approuve et défend la nouvelle théorie et fait définitivement adopter le
nom deRéseau de Hartigen I’honneur de son pere Theodor Hartig qui avait le premier décrit
cette structures dés 1840. Par la suite, tout au long du XXe siecle, plusieurs chercheurs étudiére

d’autres types de mycorhizes (Garbaye, 2013).

1.3.Le partenaire fongique

Les champignons mycorhiziens, éléments de la population de microorganismes de e
rhizosphere, sont hétérotrophes pour les substances carbonéggade kqu’ils colonisent. Ils
fournissent en retour de 1’azote, du phosphore et d’autres substances minérales qu’ils sont
capables de mobiliser grace a leurs connexions hyphales avec le sol. Ces microorganisme
symbiotiquesvivent a I’intérieur des racines en formant des structures bien différenciées et en
méme temps présentent des prolongements mycéliens extra-racinaires qui se propagent dans
sol (Diemet al.,1998).

Les champignons mycorhiziens sont des champignons qui appartiennent aux phylums
Ascomycota, Basidiomycott Glomeromycotadu régne Mycota (Schul3let al.,2001; Taylor
et Alexander, 2005)Tab. 1).

Tableau 1:Principales divisions actuelles du regne fongique (Gavériaux, 2012).

Descendants actuels des plus anciens Myapgearus sur terre ; ils o

Chytridiomycota des cellules mobiles munies d’un flagelle postérieur.

Parasites (pf. saprophytes), présence de zoospores uniflagellées, a

Entomophtoromycotina alternance de génération haploide et diploide.

Paradies de champignons ou d’amibes (autrefois dans les

Zoopagomycotina zygomycetes (quelques dizaines d’especes).

Les hyphes possédent au niveau de leurs cloisons des pores

Kickxellomycotina . : .
y lenticulaires (ce sont des parasites ou des commensaux)

Correspondent a la plupart des espéces autrefois placées dc

Mucormycotina 2ygomycetes.

Organismes anaérobies (dépourvus de mitochondries), vivant dz

Neocallimastigomycota systeme digestif des grands mammiféres herbivores.

Plus de 1100 especes, des parasites intracellulaires des anim

Microsporidia . \ ,
P compris ’homme), posant de nombreux problémes aux éleveurs.

Hyphes non cloisorés pas de reproduction sexuée, format

Glomeromycota . L. .
y d’endomycorhizes vésiculo-arbusculaires.

Hyphes septés, corps 8oronin au niveau des cloisons, présence d’une

Ascomycota dicaryophase, production d’endospores dans des asques.

Hyphes septe dolipores au niveau des cloisons, présence d’une
dicaryophase, production d’exospores sur des basides

Basidiomycota
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1.4. Le partenaire végeétal

La quasi-totalité des végétaux terrestres actuels présente des associations avec des champignc
Les racines de plus de 80% des espéces de plantes vasculaires présentent ou sont susceptible
présenter des partenaires fongiques non pathogénes. La symbiose mycorhizienne est donc
phénomeéne général chez les plantes a I’exception de quelques familles comme les Brassicaceae,

les Caryophyllaceae, les Cyperaceae, les Juncaceae, les Chenopodiaceae et les Amaranthac

qui présentent trés peu d’associations mycorhiziennes (Strullu, 1991 ; Normanhal.,1995).
1.5. Les différents Typegle symbioses mycorhizienes

En 1885, Le Teon considéra cing types d’associations mycorhiziennes selon les caractéristiques
morphologiques. Smith et Read (1997), sur la base de leurs caractéristiques morphologiques
sur les partenaires fongiques et végétaux impliqgués dans la symbiose, ont décrit sept types : |
endomycorhizes a arbuscules, les ectomycorhiless,ectendomycorhizes, les mycorhizes
arbutoides, monotropoides, éricoides et orchidoides. Ces associations symbiotiques so
récemment classées en huit types de mycorhiges 2) (Garbaye, 2013). Les symbioses
mycorhiziennes arbusculaires et ectomycorhiziennes sont les plus abondantes et les plt

répanduesFig. 3).
1.5.1. Symbiose ectomycorhizienne

Les ectomycorhizes (du grectoqui signifie a I’extérieur) sont ainsi nommées du fait de deux
traits morphologiques caractéristiques. D’une part, les filaments du champignon forment un
manchon feutré plus ou moins dense mais continu, appelé manteau, qui recouvre la surface de
racine; d’autre part, le champignon ne franchit pas les parois des cellules et ne les pénétre pa
Le symbiote fongique edien développé a I’extérieur de la racine et reste extérieur aux cellules
de la plante hote. Cette symbiose se caractérise donc par la présence d'un manteau fongiq
autour de chaque racine courte ainsi que d'un réseau d’hyphes intercellulaires pénétrant entre les

cellules épidermiques et corticakeséseau de Hartig ».

Pas moins de 10 000 espéeces de champignons, principalement des Basidiomycota et Ascomyct
et de 8000 especes de plantes peuvent étre impliqués globalement dans cette symbiose (Taylot
Alexander, 2005). Bien que cela ne représente qu'une petite fraction du nombre total des plant
terrestres, ces espéces sont souvent des composantes dominantes des écosystémes forestiers

especes végétales impliquées sont généralement des arbres ou des arbustes des foréts
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montagne, froides, tempérées ou boréales, mais aussi elles comprennent les communautés
arbustes nain arctique-alpine, la végétation méditerranéenne et de nombreuses espéces dans

Dipterocarpaceae et les légumineuses (Caesalpinoideae) dans les foréts tropicales (Finlay, 200¢
1.5.2. Symbiose Mycorhizienne Arbusculaire (MA)

La symbiose mycorhizienne arbusculaire (MA) est une association symbiotique entre deux
eucaryotes ; les Gloméromycétes et la plupart des espéces végétales. Des controverses divis
encore aujourd’hui certains auteurs sur [’appellation universelle de cette association
mycorhizienne. Pour certains auteurs (Smith et Smi®97) I’appellation mycorhize a
arbuscule n’est pas trés appropriée car il est difficile d’observer les arbuscules a 1’intérieur des

racines colonisées par ces champignons alors que 80 % des champignons forment des vésicul
C’est pourquoi ils retiennent I’appellation de mycorhizes a vésicules et arbuscules (MVA). Mais

pour d’autres Morton et Benny (1990) et Allen (1996), les Gigasporineae ne forment pas de
vésiculeset presque tous les champignons de 1’ordre des Glomales forment des arbuscules. Dans

ce document, 1’appellation mycorhizes a arbuscules (MA) sera retenue.

Enfin, nous nous intéressons plus particulierement aux endomycorhizes a arbuscules qt
constituent le type de mycorhizes le plus répandu et le plus ancien, qui auraient coévolué ave
les plantes terrestres depuis au moins 460 millions d’années (Redeckeret al.,2000) et qui sont
maintenant incapables de survivre sans pladted’ou le qualificatif de symbiontes obligatoires
(Brundrett, 2004
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Figure 2: Représentation schématique des sections transversales des huit types des mycorhize
(Garbaye, 2013).
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Figure 3: Schéma montrant la différence entre les ectomycorhizes et les endomycorhizes des
racines des plantes (BonfamteGenre, 2010).
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1.5.2.1.’histoire évolutive des endomycorhizes arbusculaires

En 1975, Pirozynski et Malloch ont proposé qu'une symbiose mutuellement bénéfique entre le
champignons et les plantes, avait aidé l'invasion initiale des plantes dans un environnemer
terrestre dur notamment aprisdécouverte d’anciens fossiles en Rhynie (Ecosse) dans des
roches d’un écosystéme fossilisé datant du Dévonien (345395 millions d’années) qui abritait

une flore avec des associations symbiotiques. Ces fossiles ont fourni beaucoup d'information
non seulement sur les plantes terrestres du Dévonien, mais aussi sur les champignons o
habitaient ce paleoecosystem (Taybml.,1995; Krings et al.,2007). Des hyphes aseptés, des
vésicules et des spores ont été détectés dans les tissus du rhizdatkial@phylla une plante
vasculaire (Kringset al., 2007), suggérant que les endophytes pourraient étre liées aux
champignons MA d’aujourd’hui qui existaient déjal y a 400 millions d’années (Remyet al.,

1994).

Lorsque les premiers organismes photosynthétiques ont commencé a coloniser les terre
émergées, les végétaux ont dd résoudre des problémes posés par leur alimentation hydrique
minérale. lls ont d( aussi faire face aux contraintes imposées par la lumiere atmosphérique, plt
riche en rayons ultraviolets que le milieu marin et aux écarts thermiques accrus en milieu
terrestre. Les végétaux aquatiques ont été dans l'impossibilité de s'adapter simultanément a tou
ces contraintes par leur propre évolution (Le Tacon et Selosse, 1997). L'établissement d
symbiose a permis d'apporter des solutions et d'effectuer umaatdévolutif. Le plus grave

probléme rencontré par les plantes était I'acquisition des ions phosphates connus pour étre tr
peu mobiles et forment des composés insolubles avec la plupart des cations dominants dans |
sols (Fitter et Moyersoen, 1996). Par conséquent, la symbiose um d&eteur clé dans la

colonisation des terres par les plantes (Pirozynski et Malloch, 1975).

Au cours de I’évolution, les végétaux vasculaires ont développé plusieurs types de mycorhizes
impliquant différents champignons et différentes especes végétales par rapport a la symbios

MA ancestrale.

Apres la découverte des fossiles de I'Ordoviciendesl spores et des hyphes ressemblant
fortement aux champignons MA d'aujourd’hui ont été trouvés, Redetckle(2000) ont affirmeé

gue les premiers Gloméromyceétes datent de 460 millions d'afireéde<?).

10
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1.5.2.2.Les plantes a endomycorhizes arbusculaires

Les endomycorhizesarbusculaires concernent I’immense majorité des especes végétales
terrestres, non seulement actuelles mais dés la colonisation des continents par les végétaux il \
plus de 400 millions d’années (Tab. 2). En effet, des endomycorhizes arbusculaires typiques,

ainsi que des spores de Gloméromycetes représentant presque toute la gamme de divers

morphologique actuelle, ont été trouvées dés le Dévonien dans dés idasicétres de preles

et de fourragéres, puis de Cordaites, Gymnospermes ancestrales (Garbaye, 2013).

Tableau 2 Chronologie des principales étapes de 1’évolution des organismes pluricellulaires
dans la biosphére terrestre (Garbaye, 2013).

Temps
avant
présent et
(durée) en
millions
d’années

Périodes ou
systemes
géologiques

Plantes

Champignons

Symbioses
plantes-
champignons

Autres événements
reperes

P a présent (2|

Quaternaire

Développement de
’agriculture par
I’homme

Sixiéme extinction massive
(en cours actuellement)
Homme moderne

Diversification des

Principaux genres actuels d

terrestres

65 a2 (63) Tertiaire  |Angiospermes (plantg lichens
a fleurs) Premiers hominidés
. o A_sc_omycgtes et'_r Premieres Cinquieéme extinction
140 a 65 (75) Crétacé Basidiomycétes déj3 . massive, dont la disparition
. . o ectomycorhizes .
bien diversifiés des dinosaures
Apparition des Premiers mammiféres
200 a 140 (60 Jurassique |Angiospermes (plantq (marsupiaux) et premiers
a fleurs) oiseaux
Principaux genres
250 & 200 (5¢ Trias actuels de Premiers dinosaures
Gloméromycetes
2904250 (40|  Permien Q“a‘“rf]rgsesf\jg'”c“"”
Premiéres
N - Gymnospermes . .
360 a 290 (3¢ Carbonifere (cordaites, cycas, Premiers replies
coniferes)
Premieres
N e Ptéridophytes  [Premiers champignol Premiers vertébreés terrestre
410 a 360 (5% BaRnen (fourrageéres et prele|afilaments cloisonné Troisieme extinction massivi
géantes)
d Premieres Premiéres mycorhize Premiers insectes
4402410 (3 Silurien (hésezrt]izzjy;sphn);t:jsse arbusculaires Premiers lichens
Premiéres plantes Premiers Explosion de la biodiversité
510 a 440 (7q Ordovicien terrestres Gloméromycétes puis deuxieme extinction
massive
Premiers champiano Diversification des formes d
550 4510 (40 Cambrien Pig vie, puis premiére extinction

massive

Avant (550)

Précambrien

Algues vertes dans le
océans et les eaux
douces depuis au

moins 500 millions

Champignons
aquatiques dans les
océans et les eaux
douces

d’années

La vie évolue dans les océa

et les eaux douces depuis

déja deux ou trois milliard
d’années
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Vu la longue histoire de I'évolution des champignons MAeet faible spécificité avec 1’hdte
(Bever et al., 1996 Helgasonet al., 2007), il n’est pas surprenant que les Gloméromycétes
vivent en association permanente avec les racines de la majorité des plantes (Angipsperme

Gymnospermes, Ptéridophytes et quelques Bryophytes) (Smith et Read, 1997).

La symbiose MA concernBimmense majorité des plantes des zones arides et semi-arides, en
particulier, toutes les plantes connues pour résister a la sécheresse, portent des endomycorhiz
acacias (Dienet al.,1981), thuya de Berbérie (Diaz et Honrubia, 1993), arganier (iMataal.,

1991), oléastre, caroubier, palmier datti®i-{Vhaibi, 2009).

1.5.2.3.Le partenaire fongique de la symbiose MA

Les champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA) sont les champignons les plus abondant
dans les sold|s constituent 5 & 50% de la biomasse microbienne des sols (@tsabyi1999).

La biomasse des hyphes mycorhiziens peut varier de 54 a 900 kg par hectare (Zhu,et Millet
2003).

Ces champignons du sol appartiennent & un nouveau phylum, Glomeromycota, qui a une origin
ancestrale supposée au moins de #@lons d’années (Redecket al.,2000;. Schulileet al.,

2001). En raison de cette ancienne association avec les plantes, les champignons MA ont pel
étre perdu leur capacité a vivre et a compléter leur cycle de vie en I'absencerthirparégétal
(Brundrett, 2004). Cette symbiose a des conséquences importantes pour les échanges c
éléments nutritifs dans le sol, étant donné que les champignons MA fournissent aux plantes hote
des nutriments essentiels, tels que le phosphate, quand il est eamaetaible mobilité dans la
solution du sol. A son tour, le carbone photosynthétique est transporté dans le sol pa
I'intermédiaire du transfert de sucre a partir de la racine a leurs champignons symbiotiques, qt
transloquent plus tard ce carbone sous forme de lipides et de sucres dans le mycélium externe
se propage dans le sol (Bagial.,2003). En échange des nutriments, la plante peut fournir au
champignonusqu’a 20% du produit de sa photosyntheése sous forme de carbohydrate{Bago
al., 2000; Bageet al.,2003; Harrison, 2005).

Les Gloméromycetes sont des biotrophes obligatoires, incapables de compléter leur cycle de v
sans symbiose (Bonfante et Bianciotto, 1995). Les spores fongique$iglAd) sont b seule

phase ode mycobionte est indépendant de la plante. Leur taille varie entre 20 guhdde
diamétre (Brundretiet al., 1996). Elles sont généralement de forme sphériqgue, mais chez

certaines especes elles peuvent présenter une antaealleou étre accompagnées d’une sorte

12
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de sac annexe (Morton, 1988 ; Garbaye, 20a2¢c une paroi chitineuse épaisse a plusieurs
couches et contiennent des réserves nutritives lipidiques sous forme de gouttes huileuses et

tres grand nombre de noyaux, jusqu'a 2000 par spécaid et Pfeffer, 1993).

Figure 4: Un mélange des spores mycorhiziennes arbusculaires sous la loupe

(http://invam.wvu.edu/the-fungi/classification/gigasporaceae/gigaspora/degipiens

La classification classique des Gloméromycetes repose presque entierement sur les caractel
morphologiques des spores et la structure de leurs p@ksispores constituent 1’organe de

reproduction et de dissémination typique des champignons MA.

Les Gloméromyceétes ont également un caractere tres particulier qui les différencie des autre
phylums du regne des Mycetes en particulier des Ascomyceétes et des Basidismyegte
hyphes ne sont pas cloisonnés, ils possedent de trés nombreux noyaux et la structure est d
siphonnée(c’esta dire uneforme de tuyau) ou ceenocytique (formé de plusieurs cellules
fusionnées). Un Gloméromyceéte est donc fondamentalement un réseau de filaments constitua
une seule grande cellule, dans latpieirculent les ressources nutritives et renferme des noyaux

haploides contenant des informations génétiques différentes €éBafd 999; Garbaye, 2013).

Le mycélium extra-racinaire des Gloméromycétes colonise le sol et sécréte en abondance ur
glycoprotéineappeléeglomaline Cette substance joue un rdle important dans la stabilité et la
fertilité des sols grace a son caractere a la fois hydrophobe;.stable, collant et complexant le

métaux. A I’extrémité -de 1’hyphe du mycélium extra-racinaire, les spores sont produites dans le

13
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sol en nombre variable, de quelques dizaines a 10.000 spores par 100 g de s@it (&rid9i99
; Li et Zhaq 2005; Abbast al.,2006;Camprubét al.,2010). La richesse spécifique des spores
peut atteindre une cinquantaine d’espéces de Gloméromycétes dans un site donné, mais elle est

plus fréquemment de 1’ordre de la dizaine (Garbaye, 2013).

1.5.2.41’établissement de la symbiose MA

L'établissement de la symbioMA commence par la colonisation d'une racine compatible par
des hyphes produits par les propagules fongiques MA du sol, les spores asexuées ou les racir
mycorhizées. Méme les racines mortes de plantes annuelles pourraient étepuure
d'inoculum, car elles protegent le champignon contre les risques environnementaux jusqu'a
moment ou de nouveaux hyphes peuvent se développer sur les racines et coloniser d'autr
plantes (Requenet al.,1996).

Les spores MA germent sous des conditions appropriées d'eau et de température et les hyphes
développent apres environ 2-3 semaines. Plusieurs noyaux de spores se déplacent dans
mycélium et certains d'entre eux subissent une mitose (Bianebtah, 1995). Pendant ce

temps, les colonies fongique®tendent a quelques centimetres, montrant une caractéristique de

croissance a dominance apicale marquée avec peu de ramifichtphes.

En absence d'une racine de I'héte, la croissance des hyphes cesse aprés envinairag se

des hyphes de cloisonnement se produisent a partir du sommet (Mosse, 1988). Le cloisonneme
est apical accompagné d'une vaste vacuolisation et la rétraction du protoplasme, y compris |
plupart des noyaux, en direction de la spore (lLedgal., 1998). La coissance de I’hyphe est

limitée a quelques millimetres ce qui confirme le caractére strictement symbiotique des
Gloméromycétes. Pendant cettghase a-symbiotique (Fig. 5) le champignon vit
essentiellement de ses réserves de triglycérides. La présence dans le milieu de germinatio
croissance de différentes sources de carbone et d'azote a peu d'effet sur la longueur ou I'extens

de ce développement (Hepper, 1979).

En présence d’une racine, des signaux moléculaires s’établissent entre 1’hyphe et la racine pour

gue chacun deuXécele la présence de ’autre et rentre en contact. Cette phase est appeldease
pré-symbiotique (Fig. 5) ou les deux partenaires se préparent a 1’association symbiotique.
Pendant cette phase des molécules actives sont produites par les deux partenaires capables
modifier I’expression des genes nécessaired’étblissement des structures symbiotiques
(Bécardet al.,2004).

14
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Etant donné que dans de nombreuses interactions plantes-microorganismes, le dialogue entre
partenaires est déclenché par la présence de substances phénoliques des végétaux, en partic
les flavonoides, considérés jusque la comme des molécules de signaux chez les végétaux pend
la formation de mycorhizes. Cependant, plusieurs travaux ont montré que les flavonoides
exercent seulement un effet positif sur la germination des spores et la croissance des hyphes
cours de la phase a-symbiotique (Bécard et Piché, 1989; Gianinazzi-Rsaasph989; Poulin

et al.,1997; Tsai et Phillips, 1991). Leur réle se limite probablement a un effet stimulant sur la

croissance fongique MA, facilitant ainsi la rencontre avec la racine hote (Rexjuana007).

Akiyamaet al. (2005) ont réussi a isoler les composeés actifs qui déclenchent la ramification des
hyphes sur des spores germeées. Le composé est un strigolactone, un apocaroténoide a trés f
activité biologique capable d’activer en quelques minutes et a des concentrations inferieures au
nano-molaire, le métabolisme mitochondrial du partenaire fongique (Besterdr, 2006;
Bessereet al.,2008; Besseregt al.,2009). L’instabilité des strigolactones fait qu’un gradient de
concentration se forme autour de la racine de telle sorte que leur perception par le champignc

est un indicateur fiable de la proximité d’une plante héte (Parniske, 2005).

Les strigolactones étaient déja connues pour activer la germination des graines de plante
parasites, la striga étorobanche. Ces végétaux sont des biotrophes obligatoires comme les
champignons MA etloivent, pour leur survie, déceler la présence d’une plante hote avec la
meilleure efficacité possible (Bouwmeesetral.,2007). Outre leurs rbles dans la rhizosphere,

les strigolactones jouent aussi dans la plante le role d’hormones végeétales, notamment
impliquées dans le contr6le architectural de la partie aérienne (Gomez-Roblddn2008;
Umehareet al.,2008).
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Figure 5: Les différentes étapes de 1’établissement de la symbiose endomycorhizienne a

arbuscules.

(A) Durant la phase asymbiotique la spore germe et développe quelques lyphaires. (B) La phase pré-
symbiotique voit les deux partenaires échanger des signaux, strigolactones et bpigobiocharides (Myc-
LCOs). En croissance activée le champignon entre alors en contact avec éadada plante et forme un
hyphopode (C), puis s’immisce dans 1’appareil de pré-pénétration (PPA) développé par la plante (D). Enfin le
champignon colonise la racine de fagon intercellulaire (E) et forme des sieusitracellulaires hyper ramifiées
les arbuscules (F). Photographies (B) adaptée de &wede(2000), (D) adaptée de Bonfante et Ge(2610), (E),
adaptée de Pumplet al. (2009), (F) adaptée de Zhaetal. (2010).

Réciproquement, les champignons MA produisent des signaux diffusibles capables de modifie

I’expression des genes de la plante et de provoquer des réponses racinaires comme des variations
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calciques cytosoliques ou la production de racines latérales (Weidrhahr2004; Oléhet al.,

2005; Kosuteet al.,2008; Kuhnet al.,2010). lls affectent également le métabolisme racinaire
des sucres notammeatec un stockage plus important d’amidon dans certaines cellules du
cortex (Gutjahret al., 2009). Récemment, une famille de lipochitooligosaccharides, appelée
Myc- LCOs ou facteur Myc, a été identifiée dans les exsudats du champigné&thMéphagus
irregularis, molécules de méme nature chimique que les facteurs Nod produits par les bactérie
Rhizobiumet connues pour le réladispensable qu’elles jouent dans la symbiosexétrice
d’azote (Maillet et al.,2011). Des études génétiques ont établi que les Myc-LCOs déclenchent
des voies de signalisations symbiotiques induisant les programmes génétiques de mycorhizatic
(Fig. 6). Ces voies Myc partagent avec les voies de signalisation symbiotique rhizobienne at
moins huitprotéines impliquées dans la transduction du signal des facteurs Myc et Nod. C’est la

“common symbiosis pathway* (CSP) (Bonfante et Genre, 2010) (Fig. 6).

MNodulation
factors

DMISHNSP? == I braF:'::::{;'lEn
(PP )7 I :
Myc

factors | | LysM-BLK Mycorrhization

Nod

Figure 6: La voie de signalisation « common symbiosis pathway » (Mailat.,2011)

Les facteurs Nod et Myc sont percus par des récepteurs. La peragidecteurs nod et des facteurs myc active
une voie de signalisation faisant intervenir plusieurs protéines. La « aomymbiosis pathway » (CSP), identifiée
chezMedicago truncatulaest composéé’un récepteur putatif, DMI2, une kinase possédant des domaines riches en
Leutépétées. CSP est composé d’un canal a cations, DMI1. Pendant les remodelages intracellulaires qui précedent
I’infection, des oscillations calciques faibles sont induites dans les cellules corticales. Ces oscillations calciques
deviennent plus importantes lors de ’entrée des deux symbiontes dans 1’apoplasme (Chabaud et al.2011). Cette
oscillation calcique est décodée par une kinase calcium / calmoduline-défgermbdée par DMI3, localisée dans

le noyau des poils absorbantsMédruncatula Le facteur de transcription (NSP2) et d’autres protéines interviennent
ensuite pour mettre en place les programmes symbiotiques. Les fadteliet Myc induisent respectivement la
nodulation et la mycorhization et une ramification racinaire.

Le dialogue moléculaire entre les deux partenaires a pérmischement de I’hyphe surla
surface de la racine. Quand les deux partenaires rentrent physiquementaet) ICboyihe du
champignon MA différencie urappressorium(appelé aussHyph@odium) en formant un

renflement en forme de ventouse (Bonfante et Genre, 2Bi0)7().
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Figure 7: L’adhésion du champignon MA a une racine par I’intermédiaire de sa structure

d’attachement : I’hyphopodium (Bonfante et Genre, 2010).

(a) Photographie d'uhyphopodiumde Gigaspora gigantedormé & la surface d'une racine de carotte. La racine
mycorhizée a été colorée a ’aide de fuchsine acide (barre, 10um). (b) photographie d’un hyphopodiumancré a la
paroi d’une cellule epidermique observé par microscopie électronique a transmission. La paroi du champignon MA
forment des protrusion($léches) permettant ainsi I’adhésiorn(barre, 2um).

L’hyphe perfore la paroi de la cellule épidermique. Cette derniére réorganise son cytoplasme de
maniére a former une structure spécifique et indispensadidatge de 1’hyphe dans la racine,

appelé « prepenetration apparatus » (PPA) (Getnag, 2005). La membrane cytoplasmique de

la cellule épidermique s’invagine créant ainsi un tube dont ’orientation est prédéfinie par le
noyau (Genreet al., 2005; Genreet al., 2008). Le cytosquelette et un ensemble d’organites
comme le reticulumendoplasmique, I’appareil de Golgi et des vésicules interviennent
activement dans la formation de ce tunnel (Getad.,2008)(Fig. 8).
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Figure 8 : Schéma détaillant la formation du « PrePenetration Apparatus » (PPA)
(Parniske, 2008).

L’hyphe traverse le PPAn direction de I’intérieur de la racine et forme une boucle ou une spire

dans une cellule de la deuxiéme assise du cortex. Le filament ressort de cette deuxiéme cellul
toujours vers le centre de la racine et ce n’est qu’a partir de la troisieme assise de cellules
corticales(Fig. 9) que le champignon différencie des structures symbiotiques fonctionnelles et
morphologiquement distincte®es hyphes intert intracellulaires, des spiresdes arbuscules

On peut considérer que la formation des arbuscules dans le cortex racinaire marque le début
la phase symbiotique (Fig. 5)phase pendant laquelle les échanges de nutriments entre les deux
partenaires sont opérationnels (Bonfante et Genre, 2010).

Apres la colonisation de la racine de la plante héte, des filaments mycéliens se développent aus
sur plusieurs centimétres a I’extérieur de la racine, explorant le sol alentour, et pouvant porter

une multitude de spores.
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Figure 9: Schéma résumant le processus de la colonisation racinaire par les

Gloméromycétes (Bonfante et Genre, 2010).

Les arbuscules (du latiarbusculum: arbuste) sont des hyphes spécialidég. 10); le site
principal d’échanges d’éléments entre les deux partenaires. Ces structures caractéristiques ont
une durée de vie trés limitée (1 a 4 jours) (Brundtedd.,; 1996 ;Strullu, 1991). Chez les genres
Glomus, Acaulosporat Entrophosporales arbuscules ont un aspect clair avec le bleu trypan ou
le chlorazol E, alors que chez les Gigasporineae, les arbuscules sont de couleur foncée. Grac
ces structures mycorhiziennes, Galllaud (1905) a pu différencier les mycorhizes deuype
(présence des arbuscules) et le tipaeis (absence des arbuscules). Cependant, il ya beaucoup

de mycorhizes de typgearis ou les arbuscules sont complétement abg&idsl ).

Figure 10: Arbuscule fongique d&lomus
(De Mark Brundrett http://mycorrhizas.info/resource.htil
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Dans le typeArum le filament mycélien se ramifie et s’étend rapidement dans la direction
longitudinale de la racine en progressant entre les assises cellffaged]). Il émet des
branches latérales qui pénetrefahs les cellules en traversant la paroi cellulosique et s’y
ramifient tres densémendn repoussant et invaginant la membrane. C’est le résultat de cette
hyper-ramification, qui ressemble a un petit arbtaebifscul®, qui donne son nom a cette
structure. Dans le typearis, le filament mycélien ne chemine pas entre les cellules : il passe de
I’une a I’autre en traversant les parois et s’enroule sur lui-méme en faisant plusieurs spires a

I’intérieur de chaque cellule (Fig. 11).

Il existe un troisieme type de forme intermédiaire, qui présente la forme de progression du
champignon de cellule en cellule comme dans le Bgoes, sans hyphes intercellulaires et avec
des spires intracellulaires, mais certaines de ces spires portent de petits arl{BgRrulEl)
(Garbaye, 2013).

Type Arum Type Paris Type intermédiaire

Figure 11: Représentation schématique des trois principaux types de la colonisation du

cortex racinaire par les Gloméromyceétes formant des endomycorhizes arbusculaires.
(Garbaye, 2013)

En plus des spires et des arbuscules, la plupart des Gloméromycetes forment aussi des vésicu
(Fig. 12) a l’intérieur du cortex racinaire. Ce sont des renflements des hyphes de taille trés
variable (de 10 & 100m de diametre). Elles peuvent étre intra- ou intercellulaires. Ces structures
sont tresvariables d’aprés leur taille et leur forme (Morton, 1985, 1988). Elles ont des formes
largement globulaires ou ellipsoides ch&mus des formes irrégulieres ou lobées chez
Acaulosporaet EntrophosporaLes vésicules de forme lobée (Gerdemann et Trappe, 1974) ou
saucisse (Mc Gee, 1986) ont été decrites dheaulospora laevisGlomus arborense et G.
waarcupii. Les fortes concentrations en lipides et glycolipides présents dans ces structures

suggerent qu’elles jouent un réle de stockage des nutriments (Mosse, 1981).
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Figure 12: Vésicule fongique d&lomus intraradicegracine colorée au bleu de Trypan)
(http://biology.kenyon.edu/fennessy/SrexMarx/fonland Jatm

Les especes de Gloméromycétes appartenant aux g&igeesporaet Scutellosporane forment

pas de vésicules, elles portent a la place des cellules auxiliaires sur le mycélium extra-racinair
(Fig. 13). Elles ont été considérées pendant longtemps comme des vésicules. Gerdemann
Trappe (1974) ont suggéré que ces cellules étaient des organes de stockage temporaire. Elles s
formées de groupes de 2 a 12 cellules situées a D’extrémité des hyphes externes chez les
Gigasporineae La forme et les types d’ornementations des cellules auxiliairesformées par
Gigasporaet Scutellosporasont tres importants en matiere de différentiation a cause de la forte

variabilité interspécifique existante (Koske et Walker, 1985; Morton et Benny, 1990).

Figure 13: Cellules auxiliaires che3cutellospora pellucida
(http://invam.wvu.edu/the-fungi/classification/gigasporaceae/cetraspora/pellucida
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1.5.2.5.Taxonomie des CMA

L’histoire de la taxonomie fongique des champign®h& a commencé par les travaux des fréres
Tulsane en 1945. Durant les 40 dernieres années, la classification de ce groupe de champignon
subi des transformations considérables. Elle fut descriptive, basée sur des caractéristique
phénotypiques (Gerdemann et Trappe, 1974 ; Morton et Benny, 1990)supuianalyse
génétiques (Schullet al.,2001 ; SchuRler et Walker , 2010) et enfin sur une analyse combinée
entre les caractéristiques génétiques et phénotypiquesdCehi201]).

L’analyse des petites sous unités (SSU) ARNr par Schilileret al. (2001) a montré que les
champignons MA peuvent étre séparés dans un clade monophylétique, qui partage probableme
un ancétre commun avec le clade Ascomycota-Basidiomycota. Alors les CMA ont été retirés dt
phylum polyphylétique Zygomycota et placés dans leur propre phylum Glomeromycota
Actuellement la classification de Oedi al. (2011) divise le phylum de Glomeromycata 3
classes, 5 ordres, 14 familles et 29 genres pour environ 230 efpigcdst). Le genreGlomus

est généralement le plus représenté en tefespéces, probablement a cause de sa capacité

d’adaptation aux sols dégradés (Ba et al.,1996).
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Figure 14 Arbre représentatif du phylum Glomeromycota sur la base moléculaire (SSU, la
région ITS , partiel du LSU de gémédRNTr, et le géne partiel B-tubuline) et des
analyses morphologiques (Oetlal.,2011).
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1.5.2.6.La spécificité des associations MA

On appellespécificitéd’une interaction entre deux organismes, la possibilité ou non qu’ont deux
especes données de contracter cette interaction. Dans le cas de la symbiose mycorhizienr
toutes les plantes ne s’associent pas avec n’importe quel champignon. Dans certains cas, des
groupes bierlimités de plantes ne forment des mycorhizes qu’avec un groupe également bien
limité de champignons, comme par exemple les Ericales avec quelques genres seuleme
d’Ascomycétes. A l’inverse, la plupart des espéces de champignons endomycorhiziens
arbusculaires semblent pouvoir coloniser les racines de pratiguement toutes les plante

susceptibles d’héberger des Gloméromycétes (Garbaye, 2013).

Dans le cas des mycorhizes arbusculaires, la classification classique basée sur la morpholog
des spres a révélé un nombre limité d’especes de Gloméromycétes, responsable de ce type trés

dominant de mycorhizes. Cependant, les travaux plus récents utilisant des marqueur:
moléculaires, appliqués a de nombreux échantillons provenant de sites naturels variés ¢
confrontés aux résultats de culture en pot, ont révélé que la diversité spécifique des symbiote
fongiques est en fait relativement grande et leur répartition entre les diverses espéces végétal
riches en espéces, comme une prairie ou une forét tropicale, méme si toutes les especes
plantes partagent de fait un petit nombre d’espeéces de champignons endomycorhiziens, les

intensités relatives de colonisation des racines sont extrémement variables selon la combinaist

d’especes.

L'hypothése selon laquelle probablement 200 000 espéces de plantes sont des hbétes potenti
d'environ 230 espécesMA (Oehl et al., 2011) indique une faible spécificité champignon-
plante, en d'autres termes chaque espéce de champignons doit avoir de nombreux hétes (Smitt
Read 2008). En effet, les engs moléculaires ont révélé qu’une seule plante peut étre
colonisée par pas moins de 20 especes différentes de CMA (Fitter, 2005). Les premiére
conclusions qu'aucerspécificité absolue d'espeagexiste en MA (Gerdemann, 1955) ont été
soutenues par des études récentes (SehRead, 2008), cependant, il ne peut étreweyelune
certaine spécificité existe dans les associations fongiques / végétales. Beaucoup de conclusio
sur la spécificité ont été tirées des expériences de serre, représentant un systeme artificiel g
pourraient soutenir la plupart des especes de CMA adaptées conditions. En conclusion,
jusqu'a présent, aucune spécificité d'hote stricte de GMAté observée en association avec les
plantes vertes (Smitlt Read, 2008 ; Garbaye, 2013).
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Enfin, le statut symbiotique d’un individu végétal donné est toujours le résultat de la
combinaison de quatre catégories de facteurs : la diversité des champignons potentiellemel
symbiotiques présents localement, leur compatibilité éventuelle avec la plante, leurs avantage
respectifs dans la concurrenp€ils se livrent ou les affinités qu’ils ont entre eux et les facteurs
environnementaux favorables ou non a I’établissement de telle ou telle association particuliere.

Tout cela change naturellement sans cesse dans le temps en fonction des fluctuations d
conditions environnementales. Le déterminisme de I’état mycorhizien réalisé est vraiment tres

complexe et difficile a prévoir (Garbaye, 2013).

1.5.2.7.Le roledes champignons mycorhiziens arbusculaire CMA
Rdéle nutritionnel

Le réle de la symbiose mycorhizienne dans la croissance et la nutrition des plantes a été bie
démontré (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Gianinazzi-Pearson, 1982 ; Strullu, 1991
Landeweertt al.,2001).Dans la plupart des cas, 1’effet bénéfique des mycorhizes est di a une
amélioration de la nutrition minérale de la plahsee. L’efficacité de systémes racinaires
mycorhizés est due principalement a une extension de la surface d’absorption et du volume de

sol prospecté grace aux hyphes fongiq@dvia (1986) a mesuré une moyenne de 12 metres
d’hyphes de champignons MA par gramme de sol dans une dune sub-tropicale et a estimé que la
longueur d’hyphes qui se développent autour de la racine peut atteindre 200 & 1000 metres pour

un centimétre de racine.

Le réle majeur des mycorhizes se situe au niveau de la mobilisation pour la plante d'élément
nutritifs trés peu mobiles dans le sol tels que P, Zn et Cu (Larbalt, 1979; Georgeet al.,

1994; Georget al.,1996; Ortast al.,1996; Liuet al.,2002) mais principalement le phosphore
(Lamberset al.,2008). En fonction du pH du sol, cet élément se retrouve majoritairement piégé
par le fer, I'aluminium ou le calcium sous des formes difficilement mobilisables pour les plantes
(Hinsinger, 2001). L’amélioration de la nutrition phosphatée est essentiellement due a une
absorption plus efficace des minéraux primaires grace a une grande exploration du milieu par le
hyphes extra-racinaires (Landewestrtil.,2001). Les hyphes fongiques grace a la production de
diveres enzymes extracellulaires (phosphatase, phytase) sont susceptibles de libérer di
phosphore a partir de composés complexes organiques et inorganiques du sole{Gdbat
2003.
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Comme pour le phosphore, il est probable que des racines mycorhizées puissent avoir acces
des sources importanteSazote peu accessibles a des racines non mycorhizées (Nouaim et
Chaussod, 1996 ; Het al., 2003 ; Govindarajulu et al., 2005). Les CMA accélerent la
décomposition et ’acquisition de I’azote directement a partir de mati¢re organique (Hodge et al.,

2001) et sont fortement impliqués dans le transfert de I'azote d'une plante a une aetral.(He
2003). Par ailleurs, de nombreux travauxmais en évidence 1’interaction entre la symbiose MA

et la fixation symbiotique de 1’azote chez les légumineuses (Dianda, 1991 ; Salahedinet al.,

2013). la symbiose MA a un role indirect dans la fixation d’azote chez les Iégumineuses qui
demande une nutrition phosphatée satisfaisante de la plante (assurée par les CMA) pour ét
pleinement efficace (Bares al.,1988.

Il a également été démontré que les associations mycorhiziennes pouvaient jouer un rol
significatif dans la décomposition et la minéralisation des matiéres organiques végétales e

mobiliser les nutriments au bénéfice de la plante hote (&bladht 2003 ; Lamberet al.,2008).

L'amélioration de la nutrition hydrique des plantes associées a des champignons mycahiziens
aussi été observée (Augé, 2001 .sécheresse dsun des facteurs limitant de la croissance et la
productivité végétale dans 1’écosystéme semi-aride. Dans cette symbiose mutualiste, les plantes
profitent, non seulement d’une nutrition minérale, mais aussi d’une résistance accrue a la
sécheresse et les températures extrémes (Smith et Read, 897plantes mycorrhizées
montrent une forte résistance au stress hydrique et sont capables de se développer sur des ¢
pauvres en nutriments et notamment en phosphate (Parniske, 2008). Les CMA peuven
également tolérer le stress salin (Ruiz-Lozanal.,1996). Il a été reconnu que les mycorhizes
peuvent étre utilisées pour aider les plantes a survivre dans des milieux salins (Hildettandt
2001 ; Wanget Liu, 2001). Selon certaines estimations, environ 50% des plantes vivant pres des
rivages possedent des associations mycorhiziennes dans leurs systémes racinairest (Cooke
Lefor, 1998). De mémeplusieurs espéces MA établissent une association avec des plantes de:s
marécages salés (SenguetaChaudhuri, 1990; Hoefnagett al, 1993; Hildebrandet al.,

2001).

Des interactions synergiques ont été signalées entre les symbiotes mycorhiziéastres d
microorganismes importants du sol appelé PGPIRn{ Growth-Promoting Rhizobactejizels
que ceux impliqués dans les processus de cycle des éléments nutritifs (bactéries fixatrice

d’azote,Pseudomonas fluorescensactéries solubilisatrices de phosphate(Requeneet al.,
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1997; Founouneet al.,2002 ; Johansscet al.,2004 ; Arturssomt al.,2006), améliorant ainsi la

croissance des plantes et le maintien de la productivité
Role protecteur

Les mycorhizes arbusculaires font partie des écosystemes complexes et ainsi les effets potentie
sur les interactions de CMA avec les facteurs biotiques par exemple les herbivores ou les agen
pathogenes ont fait I'objet de nombreuses études (Graham, 2001 ; BenaletP006). Les

CMA tendent a réduire I’incidence des maladies racinaires et protegent les plantes hotes de
certains agents pathogénes (lgu al., 2007 ; Smith et Read, 2008) comme les nématodes
phytoparasites du genkdeloidogynechez 1’ Acacia (Duponnois et Cadet, 1994). La synthése de
Pozo et Azcon-Aguilar (2007) résume les données bibliographiques sur la protection induite pa
les mycorhizes arbusculaires contre le stress biotique et les mécanismes possibles impliqué
avec un accent particulier sur le réle des réponses de défense des plantes et ils expliquent

spectre d'efficacité de la résistance induite par les mycorhizes.

Les CMA améliorent aussi la protection des plantes contre les polluants et les protegent contr
les métaux lourds et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (Leyval et Joner, 2001; Jone
et Leyval, 2003).

Réle écologique

L'établissement de la symbiose permet de favoriser la formation d'agrégats et améliorer ainsi |
structure du sqalFig. 15).La colonisation du sol par le mycélium extra-racinaire et la production
par les hyphes mycorhiziens d'une glycoprotéinegltamaline engendrent une meilleure
structuration du sol par la formation d'agrégats beaucoup plus stables (Logtlaick2004;

Rillig et Mummey, 2006). Alguaciét al. (2005) ont montré que la vie microbienne activée par

les CMA influence fortement la stabilité des agrégats dans une zone dégradée semi-aride.

Les associations mycorhiziennes jouent également un réle clef dans le fonctionnement et |
stabilité des éecosystemes terrestres en intervenant fortement dans les relations plante-plan
améliorant ainsi la productivité et la biodiversité végétales (van der Hejdan 1998; Gobat

et al.,2003 ; Hartet al.,2003 ; Silvertown, 2004 ; Sanan al., 2006 ; Kisaet al.,2007). Selon

van der Heijdenet al. (1998), la composition de la communauté des plantes ainsi que la
biomasse totale dépend fortement de la composition et de la diversité de la communauté ©

champignons mycorhiziens.

28



Chapitrel-Synthese bibliographique

lIs favorisent la coexistence entre plusieurs espéces végétales, grace a la formation des liel
myceéliens, par lequel le carbgrie phosphore et I’azote sont partagés entre différentes especes
de plantes (Simard et Durall, 2004). Des auteurs ont méme suggéré une translocation d
métabolitesvia un pont mycélien créé par téseau d’hyphes connectant plusieurs plantes de la
méme et d’espéces différentes (Smith et Read, 1997 ; Robinsoet Fitter, 1999 ; Gobagt al.,

2003 ; Yacet al.,2003 ; Simaraet Durall, 2004).

L’existence d’arbres adultes supportant déja des structures mycorhiziennes a été décrite comme

un moyen trés efficace dans 1’établissement des jeunes plants en favorisant notamment leur
colonisation par les champignons mycorhiziens et donc leur survie (Newman, 1988 ; &imard
Durall, 2004). Par ailleurs, les associations mycorhiziennes sont fortement impliquées dans le
successions veégeétales. Ainsir certains sols pauvres aussi bien en éléments nutritifs qu’en
propagules mycorhiziennes, les especes végétales dépendant peu de cette symbiose V¢
s’installer. Par la suite, avec 1’enrichissement du sol en structures mycorhiziennes, les especes

plus mycotrophes prennent la reléve avec une forte corrélation positive entre les biodiversité:
fongique et végétale (van der Heijdenal., 1998, Hartet al.,2003). En revanche, il faut aussi
noter que certaines especes pionniéres trés mycotrophes s’installent en début de succession
végétale sur des sols dégradés et favorisent par la suite le développement d’autres especes

végétalewia un effet « plante nurse » (Azcon-Aguiktral.,2003 ; Duponnoist al.,2013.
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Mycarrhizal fungi influence microbial
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Release of mycelium products
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Figure 15: Divers mécanismes influencant la formation ou la stabilisation dea sols
I'échelle de macroagrégasmicroagrégatsKillig et Mummey, 2006)
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Figure 16 : Représentation schématique des différentes fonctions jouées par les
champignons mycorhiziens arbusculaires @NJansaet al.,2013).

(1) dans la physiologie et I'écologie de leurs plantes hbtes (2). Lesshgpftorhiziens interconnectent les racines
avec les particules de sol (3), fournissent des connexions directgstdmes racinaires des différents individus
végétaux (2), et d'interagir avec un certain nombre de microbes (4).sbés lignes pleines représentent les effets
directs et les lignes pointillées représentent les effets indirects des champdhosie les plantes, le sol et les
microorganismes de sol.

2. Réhabilitation des sols dégradés au sein de I’écosystéme méditerranéen semi-aride
g Y

La réhabilitation vise a réparer, aussi rapidement que possible, les fonctions (résilience e
productivité), endommageées ou tout simplement bloquées, d'un écosysteme en le repositionna
sur une trajectoire favorable (la trajectoire naturelle ou une autre trajectoire a définir) (Aronson
et al., 1995). Plusieurs moyens peuvent étre employés dans la réhabilitation d'un écosystem
dégradé dont la réintroduction de matériel végétal et des micro-organismes associés et le reto

vers son état originel avant la dégradation.
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La réintroduction de matériel végétal peut étre limitée a la mise en place d'un écosystem:
simplifié "synthétique"”, comportant un nombre réduit d'espéces et constituant une étape
intermédiaire entre ['état dégradé et 1'écosystéme de référence. L’objectif majeur de la

réhabilitation est de recréer des écosystemes durables caractérisés par une succes$son dans
communautés animales et végétales et par la capacité de réparer eux-mémes les méfaits dus a
perturbations modérées naturelles ou anthropiques. De méme, la réhabilitation admet un reto
au précedent niveau de flux d'énergie et cycles de nutriments ainsi que le rétablissement de
conditions nécessaires a un bon fonctionnement hydrique du sol au niveau de la rhizosphere ¢

I'écosysteme (Aronsoet al.,1995).

Différentes stratégies de réhabilitation des sols dégradés ont été adoptées dans les zon
méditerranéennes semi-arides, parmi ellagilisation des plantes nurses pour faciliter
’installation des espéces végétales introduites (Castro et al., 2002 ; Gomez-Apariciet al.,

2004). Plusieurs recherches ont montré le réle des symbioses mycorhiziennes dans |
réhabilitation des sols dégradés dans les zones semi-arides (Retaleri®96 ; Azcon-Aguilar

et al., 2003 ; Duponnoigt al., 2007). Caravacat al. (2003) ont montré que l'utilisation du
potentiel mycorhizien natif comme useurce d’inoculum MA peut étre considérée comme une
stratégie d'inoculation préférentepour garantir le rétablissement réussi des especes d'arbustes
indigenes Qlea europaeasubsp.sylvestrisL., Pistacia lentiscud.., Retama sphaerocarpk.
(Boissier)et Rhamnus lycioidek.) dans un sol dégradé semi-aride. Duponebal. (2007) ont
restauré des foréts au Maroc par la mycorhization control€upeessus atlanticat aussi par
I’association cyprés-arbustes. Herreet al. (1993) ont réhabilité un écosysteme dégradé dans le
sud d’Espagne par des légumineuses ligneuses inoculées par les CMA et les Rhizobia. Apres un

essai de quatre ans, ils ont pu conclure que seules les légumineuses napuesiosthller,

sous les conditions environnementales localegue I’inoculation par les micro-organismes
symbiotiques sélectionnés a yweformance sur 1’établissement des plantes hotes, leur survie et
leur croissance. Grace a un essai de revégétalisation de quatorzel’wmmoisite dégrade
méditerranéen semi-aride @aphedra fragilis, Rhamnus lycioides, Pistacia lentiselRetama
sphaerocarpa Aguacil et al. (2011) ont montré qu’il faut augmenter le nombre d’espéces
végétales dans les stratégies de revégétalisation ce qui augmenterait la diversité des CMA

donc la stabilité et le bon fonctionnement de 1’écosystéme.
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3. Réhabilitation des sols dégradés par la gestion du Potentiel Infectieux
Mycorhizogene (PIM) du sol

Le Potentiel Infectieux Mycorhizogene(PIM) d’un sol représente sa richesse en propagules
mycorhiziennes sous forme de spores, de mycélium et de fragments de racines portant de
structures mycorhiziennesisceptibles d’initier chez les plantes, la formation d’associations

mycorhiziennes (Plenchetét al., 1989).

Deux principales stratégies sont proposées pausthuration d’un PIM acceptable dans un sol :
(i) la gestion du potentiel mycorhizien endogéne au travers d’espéces végétales trés
mycotrophesl’établissement d’espéces végétales natives, capables d’accroitre le stock endogene
de propagules mycorhiziennes (Duponretial.,2001; Azcon-Aguilaet al.,2003). En effet, il a
¢été préalablement établi que le réseau d’hyphes en particulier, mis en place entre plantes
constitue une source potentielle et efficace d’inoculum mycorhizien dans les systémes sol -
plantes (Requenat al., 1996 ; 2001 ; Azcon-Aguilaet al., 2003) et dans le cas des sols
fortement perturbés et dégradés caractérisés par des PIM trég) bagodulation préalable des
plants par des symbiotes fongiques sélectionnés avant leur mise en {Broeulation
controlée) cette technique permeétaméliorer la survie et la croissance des plantes par une
meilleure nutrition hydrique et minérale, de reconstituer le PIM du sol, etc. (Heti@ral 993 ;
Estauret al., 1997 ; Duponnoigt al.,2005.

Cependantla réponse d’une plante a la mycorhization dépendra d’un certain nombre de facteurs

dont, la souche fongique présente (Plenchedttd., 1982 ; Milleret al., 1985 ; van der Heijden

et al., 1998) et le niveau de dépendance mycorhizienne de la plante héte fortement lié a I
fertilité du sol (Janos, 1980 ; Plenchetteal., 1983 ; Brundrett, 1991 ; Smittt Read, 1997).
Méme si la relation plante-champignon mycorhizien semble peu spécifique, de fortes variabilités
existeraient dans la réponse a cette association en regard de la diversité des symbiotes (Douds
Millner, 1999 ; Daniellet al.,2001 ; Vandenkoornhuys al.,2002 ; Hartet al.,2003). Certains
auteurs pensent a une ‘spécialisation’ des souches fongiques dans les diverses fonctions des
mycorhizes (Beveet al.,1996 ; Hartet al.,2003). Certaines especes CMA sont plus bénéfiques
pour une plante hote que d’autres, en raisond’incompatibilité génétiqueet’ou physiologique

entre une espéce CMA et son héte (van der Heggderh, 1998 ; Hartet al.,2003). A cet effet,

la réponse a la mycorhization peut étre variable entre cultivars ou écotypes de la méme espé:

végeétale (Beveet al.,1996).

33



Chapitrel-Synthese bibliographique

4. Les espéces végétales d’intérét
4.1 Acacia saligna

Acacia salignaest classé selon le taxon suivant (APG 11, 2009)

Regne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Sous famille Mimosoidae

Genre Acacia

Espece salignal . ou cyanophylla

Acacia salignal. ou Acacia cyanophyllaLind. (Maslin, 1974) est un arbre ou arbuste a
croissance rapide et usages multipl&est une espéce originaire de la région tempérée du sud-

ouest d’Australie (Hopper et Maslin, 1978). Cet arbuste a été introduit dans de nombreux pays
hors de son aire naturelle, notamment en Afrique du nord depuis plus d’un siecle pour servir,

tout d’abord, a I’ornementation. Actuellement, il est utilisé a des fins diverses, telles que la lutte

contre I’ensablement et I’érosion particulierement dans les régions semi-arides.

Acacia salignaest utilisé avec succes pour la fixation des dunes dans différentes régions semi:
arides notamment du littoral oili constitue des brise-vent efficaces. De plus sa propriété
envahissante des zones littorales est due a une excellente adaptation au climat, une fructificatic
abondante et une grande aptitudérazeonner. Il faut noter aussi qu’il présente de trés faibles

exigences nutritionnelles et un bon potentiel fixatBazote (Witkowski, 1991a, b).

Acacia salignan’a pas d’exigences édaphiques particulieres. Il se développe bien, sur les sols
sablonneux profonds. Il tolere les sols salés et alcalins et a la réputation de bien résister at
embruns marins salés (Sheha, 1984gxige des précipitations annuelles de 300-1000ahm

peut méme survivre a des précipitations annuelles inferieur a 200 mm (El Lakany, 1987). La
température moyenne du mois le plus chaud est de 23 a 36 °C et la température du mois le pl
froid est de 4 a 9 °CAcacia salignasupporte des gelées trés légeres, mais non des températures
inférieures a -4°C (Crompton, 1992).
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C’ed une légumineuse appartenant a la sous-famille des Mimosoideae, rustique, compétitive
(Maslin, 1974; Hopper et Maslin 1978), fixatricge 1’azote atmosphérique (Nasr et Diem, 1987)
et pouvant établir une symbiose avec un tres grand nombre de souches de rhizobium (Thompst

et al.,1985) a croissance aussi bien lente que rapide (Nasr, 1985).

Boukhatemet d. (2012) ont montré quA. salignaest la plante hote la plus prometteuse entre
toutes les especes d'Acacia étudiées vu sa capacité a noduler avec la plus grandeddiversit
taxons rhizobiens : a croissance rapRl@zobium, Ensifeet Mesorhizobiumet a croissance
lente Bradyrhizobium avec une prédominance de ceux a croissance lente (Matsaidi999)

ou dans des proportions égales (Ametral.,2010),

Ducousso et Thoen (19Pbnt étudié le statut mycorhizien de 48 espéces d’Acacia dont A.
salignaqui présente une association symbiotique mycorhizienne arbusculaire. Plusieurs travau:
ont montré que les champignons MA peuvent stimuler la croissance de certaines espece
d'Acacia (Johnson et Michelini, 1975 ; Cornet et Diem, 1982) particulieremesdligna. Nasr

et Diem (1987) ont montré ausgi’4. salignarépond positivement Binoculation par Glomus
mosseaedans un sol déficient en phosphore. Les interactions entre le rhizobium et les
champignons endomycorhiziens (Nasr et Diem 198& Ia Cruzet al., 1988) ainsi que ’apport

de phosphore (Vadex al.,1995) et de fer (Lesueur et Diem, 1997) stimulent la prolifération des

nodules et la fixation ded\¢hez certaines espéces d’Acacia

Figure 17: Acacia salignaespéce végétale présente dans I’écosystéme de Terga (a),

inflorescences et phyllodes (b).
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4,21 otus creticus

Lotus creticusest classé selon le taxon suivant (APG lll, 2009)

Regne Plantae

Clade Angiospermes

Clade Dicotylédones vraies
Clade Rosidées

Clade Fabidées

Ordre Fabales

Famille Fabaceae
Sous-famille Papilionoideaeou Faboideas
Tribu Loteae

Genre Lotus

Espéce creticus

Lotus creticus(L.) est une légumineuse herbacée, fourragére, past@ale une espéce
candidate pour la revégétalisation des zones restaurées sous des conditions méditerranéen
arides et semi-arides (Rejiit al, 2009). Cest une plante vivace qui montre une tolérance
considérable a la sécheresse, salinité et des conditions de vents abrasifsefBan@d04;

Striker et al., 2005). Pour ces raisons, il est considéré comme une bonne alternative pour la
revégétalisation des sols dans les environnementeseabns (Belesky ,1999 ; Vignoliet al.,

2005; Escaragt al.,2010). Cette espece a été utilisée pour fixer les dunes cotieres espagnoles
dans le Parc Naturel de la Devesa de Valence de la Albufera (Estalay010) ou elle joue

un réle important comme espéce pionniére en améliorant la structure du sol et fournir de:
symbiotes, inoculum pour plus de successions végétales. En outre, vu son pabrtaetiéus
diminue les effets des vents violents méditerranéens, remplissant ainsi une fonction primordial

dans la protection des écosystémes et leur préservation (Estatag010).

Mesorhizobium, Rhizobium, SinorhizobietBradyrhizobiumsont des symbiotes detusspp
tels queL. creticus L. argenteuset L. roudairei identifiés dans une région aride du sud de la
Tunisie (Zakhiaet al.,2004) et représentent une source potentielle de la diversité des souches de

rhizobiums bien adaptées aux sols secs.
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La plupart des légumineuses herbacées forment des relations symbiotiques avec les champigna
AM (Zaidi et al., 2003). Une forte colonisation MA a été observée dhezreticus espece
dominante en Espagne, dans des dunes revégétalisées du littoral méditerranéen espagt
(Escarayet al.,2010 ; Escaragt al.,2012 ;Camprubiet al.,2010. Ces résultats constituent un
indice de la pertinence que la symbiose MA aurait sur le potentiel de certaines espéites de
comme des plantes pionniéres ou plantes nurses pour la restauration des plantes dans

eécosystemes indigénes.

Figure 18: Lotus creticusespece végétale de 1’écosystéme de Terga.
4.3Retama monosperma

Retama monospernast classé selon le taxon suivant (APG l11, 2009) :

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Sous-régne Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Fabales
Famille Fabaceae
Sous-famille Faboidead Papilionoideae
Tribu Genisteae
Genre Retama
Espece monosperma
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Les rétames sont des plantes pérennes, ce sont des arbustes monoiques, pouvant atteindre jusqu’a
3 metres de long, caractérisées par un tronc trapu et court, portant de nombreux rameaux den:
arqués, flexibles et retombants, fortement sillonnés et peallutgules jeunes arbustes sont

soyeux d’un vert argenté a gris argenté (Ozenda, 1958Beniston, 198%n Ighilhariz, 1990).

En Algérie, les rétames sont représentés par trois espRetmma monosperngui domine les
dunes de littoral eéR.retametR. sphaerocarpdans les zones arides et semi-arides.

Les rétames sont caractérisés par une large distribution géographique, originaires du nord-oue
Africain et probablement des iles Canaries (Zohary, 1859ghilhariz, 1990Q. Retama
monospermae localise au sud de I’Europe, sur les pourtours du bassin méditerranéen, et le long

de lacéte de I’Espagne (Andalousie), Portugal, Italie et dans le désert sud asiatique (Zohary,
1959 ; Beniston, 1985 ; Quezel et Santa, 1B62ghilhariz, 1990. En Algérie les rétames
occupent une surface considérable du nord vers le sud (Thomas, 1968 ; StockeRdtang.
monospermast un arbuste de 2 a 4m a fleurs blanches qui colonise de larges étendues sur |

littoral oranais, le littoral algérois, et le long du littoral de la région de Jijel.

Figure 19: Retama monospermaspece végétale de 1’écosysteme de Terga (a),
inflorescences (b).

Les rétames sont des espéces fixatrices de dunes, grace a leur systeme rasidaiveltppé et
leurs associations symbiotiques mycorhiziennes. Hatimi et Tahrouch (2007) ont mon&é que

monosperma’associe avec les CMA et les Rhizobuims Par ailleurs, leRapilionoideae (dorR.
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monospermdait partie) sont généralement colonisées par des CMA (Vascoreteths1984;
Grove et Le Tacon, 1993).

4.4 Juniperus oxycedrus

Juniperus oxycedrusst classé selon le taxon suivant (APG III, 2009) :

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Pinophyta
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Cupressaceae
Genre Juniperus
Espece oxycedrus

Le genreJuniperusL. de la famille des Cupressaceae comprend environ 50 especes avec une
large distribution dans I'hémispheére nord’étend jusqu'a I'Afrique tropicale.l est un important

genre de plantes gymnospermes avec une présence remargquable dans la région médéerranéer
Juniperus oxycedru&. est une espéce typique de cette région ou il représente un élément
pionnier trées dynamique, surtout en milieu forestier dégradé. Son aspect rappelleviergené
commun mais il s’en distingue facilement par ses fruits brun rougeatres et non bleuatres. Comme

le genévrier de Phénicie, il colonise également les dunes littorales ou il est représenté par un tyy

particulier a gros fruit§J. macrocarpa).

Juniperus oxycedrugest un arbuste dressé de 1-8 meétres, persistant des climats chauds
parfaitement adapté a la sécheresse, il toléere tous les sols bien drainés méme calcaires. (

arbuste a croissance lente ne nécessite aucun entretien et se montre tolérant a la pollutic
(Quezel et Gast, 1998).

Il fournit I'huile de cade par distillation de son bois et de ses racines, abondamment utilisées pot
ses propriétés médicinales en dermatologie et cosmétologie, son huile essentielle est stimulan

et vermifuge. Le bois a longtemps été utilisé en ébénisterie fine (Quezel et Gast, 1998).

Peu de travaux ont été réalisés sur le statut mycorhizieh da&ycedrus Cette espéce est
associée symbiotiquement aux champignons MA (Carasiaah, 2006 ; Alguacilet al., 2006;
Sanguiret al.,2013).
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Figure 20: Juniperus oxycedrusspéce végétale de 1’écosystéme de Terga (), fruits et
feuilles (b).
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4 5Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscugst classé selon le taxon suivant (APG llI, 2009) :

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espece lentiscus

Pistacia lentiscugst une espéce appartenant a la famille des Anacardiaceae (syn. Pigfaciacea
En Algérie, le genr®istaciaest représenté par quatre espéces, en l'occuriPesteeia lentiscus

Pistacia terebinthusPistacia veraet Pistacia atlantica(Quezel. et Santa., 1962).

Parmi les especes du gerRestacig Pistacia lentiscus Lou lentisque est un arbrisseau tres
commun dans notre pays (Mitcheh, 1986 ; Baudatral., 2002). Il est tres commun dans le
bassin méditerranéen, il se trouve a |'état sauvage, dans les maquis et les garrigues dans tout t
de sols, bien qu’il préfére les terrains siliceux. En Algérie, le lentisque se trouve tout le long du

tell et dans les zones forestieres (More et White, 2005).

Plusieurs études ont montré qie lentiscuforme une association symbiotique MA (Caravaca
et al., 2003 ; Ferrolet al., 2004 ; Alguacilet al.,2011) et forme des endomycorhizes de type
Paris (Ferrol et al., 2004). Ce type est communément trouvé dans les écosystéemes

méditerranéens (Bediet al.,2000).
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Figure 21: Pistacia lentiscusespece végétale de 1’écosystéme de Terga (a), fruits (b).
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Chapitre 2-Statut mycorhizien des espéeces végétales de I'écosysteme de Terga

1. Introduction

Les écosystémes semi-arides comme les zones c6tieres méditerranéennes, sont fréquemme
soumis a des perturbations d’origine naturelle et anthropique (Grove et Rackham, 2001). Ils
subissent de fortesntraintes lorsqu’ils sont le théatre d’activités industrielles comme dans les
dunes littorales de Terga en Algérie aprés exploitation massive de sable. Ces contraintes
aggravées par de faibles précipitations, de longues périodes de sécheresse et des vents violer
provoquent la perte du couvert végétal ainsi qu’une dégradation des caractéristiques physiques,
chimiques et biologiques des sols (Albaladstj@l., 1998 ; Requenat al, 2001 ; Duponnoist

al., 2013).

Parmi les stratégies de revégétalisation réussies dans ces écosystemes, celles basées sur
valorisation des symbioses mycorhiziennes sont largement adoptées (Retjatna996;
Azcon-Aguilar et al., 2003 ; Duponnoiset al., 2007). Deux stratégies sont généralement
proposées en fonction du niveau de dégradation du milieu (Dupaetradis2013) : (i) gestion

du potentiel infectieux mycorhizogeni la mise en place des especes végétales autochtones et
mycotrophes (Azcon-Aguilaet al., 2003 ; Ouahmanet al., 2006a) et/ou (ii) I’inoculation
préalable des plantda des souches fongiques performantes sélectionnées (Estaluri997;
Caravacat al.,2003).

Les champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA) peuvent améliorer l'efficacité de
I'absorption des nutriments par les plantes dans les sols a faible fertilité en augmentant la
surface d'absorption et la mobilisation des sources d'éléments nutritifs (Smith et Read, 2008).
IIs aident les plantes a tolérer le stress d’origine biotique (Yano-Melo et al.,2003) ou abiotique
(Mathur et Vyas, 2000 ; Declerat al., 2002). IIs influent sur la structure et ’activité des
communités microbiennes dans la mycorhizosphéere (Marshener et Timonem, 2005 gDabire
al., 2007) et favorisent également la coexistence entre les especes vegétalesalHaa03).

Dans un environnement pauvre en nutriments tels que les dunes de sable, les CMA contribuen
non seulement a I’établissement des plantes mais aussi a la fixation des dunes en formant des

agrégats de grains de sable (Koske et Polson, 1984 ; Caeiadc2002).

Bien que les CMA soient importants pour la persistance de la végétation dans 1’écosysteme
méditerranéen semi-aride (Caravatal.,2003, Duponnoigt al.,2007), la compréhension des
associations mycorhiziennes chez les plantes dans ces dunes et leur répartition dans le sol e

nécessaire pour la gestion durable de ces habitats (Requexia 1996). Par conséequent,
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I’objectif de ce travail est de sélectionner des espéces végétales susceptibles d’assurer le

maintien de la symbiose mycorhizienne arbusculaire au sein de 1’écosystéme de Terga.
Il s’agit de :

= Déterminer le statut mycorhizien de quelques espéces végétales autochtonesiichoisies

natura

= Etablir un lien entre ces espéces végeétales, les teneurs en éléments nutritifs du sol et le

pouvoir infectieux mycorhizogene du sol.

2. Matériels et Méthodes

2.1Site d’étude et échantillonnage

L’étude est menée dans de la zone cotiere de Terga ; c’est un complexe dunaire a I’embouchure

de I’Oued Maleh, dans la partie centrale du littoral Témouchentois]’auest d’Oran environ 90

km (Fig. 22). Sa situation géographique lui confére un climat méditerranéen de type semi-aride
caractérisé par des précipitations pluviométriques irrégulieres allant de 300 a 350 mm d’eau par

an. Cette zone fait I’objet d’extraction de sable depuis 1941 a nos jours.

Plusieurs sorties sur terrain sont réalisées afin d’effectuer un inventaire floristique des espéces
végétales présentes sur le site. Cette prospection botanique a permis de sélectionner les espéc
végétales qui présentent un intérét pour notre étude. Il s’agit de cingq espéces végétaleAcacia

saligna Retama monosperma, Lotus creticus, Juniperus oxycetlRistacia lentiscus

La zone d’échantillonnage correspond a une zone préservée dans deux localisations a coté de la

zone exploitégFig. 23): (Une) sur une masse sableuse élevé et face a la mer (N40° 37' EO°
44", et (Deux) al’arriére de la dune (une) ou s’allonge un plateau, caractérisé par une
végétation naturelle plus dense (N41° 16' E2° 05'). Le premier échantillonnage a lieu au

printemps (2011) et le deuxieme en hiver (2012).

Pour chaque espece végétale, dix individus sont choisis au hasard. Autour du pied de chaqu
plante sélectionnée un préléevement de sol rhizosphérique est réalisé. Ces échantillons de sc
sont tamisés (maille de 2mm), homogénéisés, séchés par étalement a température ambiante 2
3 jours puis conservés dans des sachets en plastique au réfrigérateur a 4 °C. Le control

correspond a un sol nu non végeétalisé.
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Un échantillonnage de racines fines des différentes especes est également réalisé dans le
mémes points d’échantillonnage. Les racines sont lavées et séchées a température ambiante

rapidement apres leur récolte et conservées éventuellement a I'abri de I'humidité.

Google

Figure 23 : Localisation des site¥ échantillonnage ; zone 1 (N40° 37' EO° 44') et zone 2
(N41° 16' E2° 05") dans la forét native de Terga.
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2.2.Analyse physicochimique des sols

Chaque type de sol est soumis a des analyses physico-chimiques (granulométrie, pH, matiére
organique, azote total et phosphore total).

Analyse granulométrique

L’analyse granulométrique du sol consiste a classer les ¢léments du sol d’apres leur grosseur et
a déterminer le pourcentage de chaque fraction (sable, limon et argile) afin de dédixturia

d’un sol.

Dans cette analyg@nnexe 1)le sol est tamisé (2 mm). La matiére organique est éliminée par
un oxydant énergique @B>). Les particules minérales sont ensuite dispersées a ’aide d’un
dispersant alcalin (hexametaphosphate de sodium). Les particules grossieres de diamétr
supérieur a 2 mm sont séparées par tamisage, les particules moyennes et fines sont obtenues f
la mesure de la vitesse de sédimentation (Routlet., 1994). La texture des sols prélevés est

déterminée en se référant au triangle des tex(dmasexe 1).

Mesure du pH

Le pH d'une suspension du sol dans l'eau est déterminé (Callot et Dupuis, 1980). Au 20 g de
terre fine (séchée a 1’air) y sont ajoutés 50 ml d’eau distillée (pour mesurer le pHeay. Le
contenu est agité pendant quelques minutes, puis laissé a reposer 2 heures. Le pH est ensui

mesuré a I’aide d’un pH-metre apres une bréve agitation.
Dosage de l'azote total

L’azote total est mesuré par la méthode de Kjeldahl qui consisteen une digestion acide suivie

d’une distillation. Le sol est traité par I’acide sulfurique (HSQs) dans un rapport sol/solution

1/20 en présence d’un comprimé de catalyseur de sélénium. La distillation est faite par
entrainement de la vapeur en présence de 40 ml de NaOH 1 N. Le distillat est recuellli dans un
erlenmeyer qui contient 20 ndlacide borique et 4 gouttes d’indicateur a base de rouge de

méthyle. Le titrage est fait avec I’acide sulfurique (H2SQy) 10/N.
Dosage du phosphore total

Plusieurs méthodes permettent de doser le phosphore du sol. La méthode de Olsen (1954) e
recommandée (Anderson et Ingram, 1993). Le phosphore est extrait par agitation avec une

solution d’hydrogénocarbonate de sodium a pH 8,5. La solution alcaline d’hydrogénocarbonate
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peut abaisser la concentration des ions calcium par précipitation sous forme de carbonate d
calcium et celle des ions aluminium et ferrigque précipitation sous forme d’hydroxydes. La
concentration des ions phosphate augmente en conséquence et le phosphore peut étre extrait
I’échantillon de terre par la solution d’hydrogénocarbonate de sodium et par filtration (Lewiset

al., 1984).

Cette saltion d’extraction a tendance a dissoudre les matiéres organiques, elle donne parfois
des extraits colorés. Aussi avant de procéder a la formation du bleu de molybdene, on utilise du

charbon actif pour adsorber les matieres organiques solubles.
Dosage de la matiére organique

La maticre organique est dosée par la méthode d’Anne (1945) (Annexe 1) La teneur en matiére
organique (MO) totale du sol s’obtient généralement en dosant la teneur en carbone (C). On

estime que le rapport matiere organique/carbone (MO/C) est a peu prés constant et égal a 1,72.

Le carbone de la matiére organique est oxydé par un mélange de bichromate de potassium e
d’acide sulfurique (H2SQ4). On admet que 1’oxygene consommé est proportionnel au carbone

que I’on veut doser. L’exces de bichromate inutilisé dans la réaction est dosé par le sel de mohr.

2.3.0Observation et évaluation de la colonisation racinaire MA

Les CMA ne font pas provoquer des changements morphologiques évidents aux racines;
Cependant, ils produisent des arbuscules et des vésicules dans les racines. La mise en éviden
des champignons MA dans les racines est réalisée grace a une adaptation de la technique ¢
Phillips et Hayman (1970). Cette technique d’éclaircissement et de coloration est souvent

utilisée lorsqu’on a affaire a des endomycorhizes arbusculaires.

Les racines échantillonnées sditbord coupées en morceaux d’environ 1 cm, placées dans un

bain de KOH (10%) afin d'éliminer les constituants intracellulaires. La durée dans le bain marie
varie d’'une espece a l’autre ; 45 min pourRetama monospema, Lotus creti@isAcacia
saligna 2h 30 min pouduniperus oxycedrust Pistacia lentiscusApreés ringage a ’eau, les

racines sont plongées 5 min dans du HCI 3 % dans le but de blanchir et d'acidifier le matériel.
Aprés un second ringcagel’eau, les racines sont colorées par le bleu de Trypan a%9,0&ns

le lacto-glycérol & 90 °C pendant 15 min. Ce colorant est composé d'acide lactique, de glycérol,
d'eau et de bleu de Trypan dans une proportion volumique de 50, 25, 25 et 0,05 %. Un tres lége

rincage a suivi cette étape dans le but d'‘éliminer le surplus de colorant sans affecter la
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coloration du champignon. Cette série de bains permet d'obtenir des racines pratiquement
transparentes ou seulement le mycélium du champignon et les parois des cellules de la racin:

qui possédent une paroi secondaire se colorent en bleu.

Les racines sont ensuite conservées dans des boites de Pétri recouvertes de lacto-gBfcérol (25
acide lactique, 25 % glyceérol, 50 % eau) de maniere a diluer le colorant non-fixé et erfgpécher
desséchement. Les structures mycorhiziennes sont observées au microscope optique (Olympt
SZ H10).

L'évaluation du pourcentage de racines colonisées par le champignon MA est réalisée selon I
méthode de Trouveloet al. (1986). Pour chaque fragment racinaire, on note 1’infection
mycorhizienneffig. 24).Les parameétres F %, M %, m %, a % eYofsont calculés d’apres les
formules suivantes:

Fréquence des mycorhizes dans le systeme racinaire (F)

F % = (nb de fragments mycorhizés/ nb total de fragments)*]

Intensité de la colonisation mycorhizienne dans le systéme racinaire (M)

M % = (95n5+70n4+30n3+5n2+n1)/(nb total

ol n5 = nombre de fragments classés 5 ; n4 = nombre de fragments classés 4 ; etc.

Intensité de la colonisation mycorhizienne dans les fragments mycorhizés (m)

m % = M %*(nb total)/(nb mycorhizés)

Abondance en arbuscules dans les parties mycorhizées des fragments racinaires (a)

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

ol mA3, mA2, mAl = % de m, classés A3, A2, Al, respectivement, avec
MA3=((95n5A3+70n4A3+30n3A3+5n2A3+n1A3)/misyco)*100/m ;etc...

Abondance en arbuscules dans le systeme racinaire (A)

A % = a*(M %/100)
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SCORIMGT MY COREEEZAL COLCHMTZATIORN
IN CLASSESFROM 0 TO 5

0 1 2 3 4 5
0% <1% <10% <50% =50% >00%
( SCORING AREUSCULE ABUNDANCE )
None @ AD @
Few arbus cules @ Al
Frequent : A2 E
Abumdant : A3 A
Al A2 A3

Figure 24 : Notations de la colonisation mycorhizienne et de la richesse en arbuscules
(Trouvelotet al.,1986).

2.4.Détermination du Potentiel Infectieux Mycorhizogéene (PIM)

Le Potentiel Infectieux Mycorhizogéne ou PIM d’un sol représente sa capacit¢ a initier la
formation d’associations mycorhiziennes a partir d’une quantité d’inoculum présent dans ce sol

sous forme de spores, de mycélium et de débris de racines portant des vésicules (Ré¢nchette
al., 1989).

La méthode utilisée pour évaluer le PIM a été décrite par Plenehettg1989). Elle consiste

a cultiver de jeunes plants mycotrophes sur une série de concentrations de sol naturel dilué ave
le méme sol stérilis€Tab. 3). Pour cela, le sol utilisé est celui échantillonné sous les especes
d’intérét et le sol nu du site d’étude. Six dilutions sont réalisées en triplicata. Les graines de
sorgho Sorghum sudanenseplante mycotrophe, sont mises a germer pendant deux jours dans
des boites de Pétri sur papier filtre humide et transplantées dans des petits pots en plastiqu
contenant 100 g de chacune des dilutions de sol a raison de dix graines par pot. La culture es
menée pendant 2 semaines sous 16h de photopériode et 25 °C + 1 et les plants sont arroseés to

les jours avec de l'eau distillée stérile.
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Tableau 3 :Différentes quantités de sol non stérilisé et stérilisé utilisées lors des dilutions.

Les dilutions de sol 1 2 3 4 5 6

quantité de sol naturel (non
3 6 12 24 48 100

stérilisé) (g)

quantité de sol stérilise (g) 97 | 94 | 88 76 52 0

A la récolte, le systéme racinaire entier de chadaieie est soigneusement rincé a 1’eau, puis
préparépour 1’observation des structures mycorhiziennes selon la technique de Phillips et
Haymann (1970).Chaque systéme racinaire montrant au moins un point d’infection

(pénétration d’hyphes dans la racine) est considéré comme mycorhizé.

Ces résultats sont exprimés par le pourcentage de plantes mycorhizées par pot. Des régressiol
linéaires (Y= aX + b) sont calculées a partir de la relation pourcentage de plantes mygorhizée
en fonction du logarithme de la quantité de sol non stérilisé (Dupoehak, 2001). Les
résultats sont exprimés en Unités de Potentiel Infectieux Mycorhizogene (UPIM)/100g de sol.
Une valeur indicatrice du PIM est donnée par le nombre d’unités de PIM (quantité de sol non
stérilisé) requis pour mycorhizer 89 d’une population de plantes (PIMso) dans les conditions

du test biologique.
2.5. Estimation de la densité des spores

Les spores du sol sont extraites par la méthode du tamisage humide décrite par Gerdermann ¢
Nicolson (1963)suivie d’une centrifugation dans un milieu biphasique eau / saccharose
(Daniels et Skipper, 1982). Pour chaque espéce vegétale et sol nu, un échantillon composite de
dix prélevements est réalisé puis soumis a cing extractions répétées. 100 g de chaque
échantillon de sol sec est mis en suspension dans 500 ml d’eau de robinet, agité pendant 1

minute puis laissé a décanter pendant 30 s. Le surnageant est versé sur trois tamis superposes
mailles de diamétre décroissants (500 pm, 200 um, 50 um). L’opération est répétée trois fois.

Les spores retenues par les tamis de 200 um et 50 um sont mélangées et mises en suspensi

dans de ’eau distillée.

La suspension sporale est centrifugée sur un gradient de saccharose afin de concentrer le
spores et de réduire la présence des particules de sol et des fragments racinaires (Daniels

Skipper, 1982). Un gradient de densité est créé en injectant soigneusement au fond de chaqu
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tube a centrifuger, a 1’aide d’une seringue, d’abord 1/4 d’une solution de saccharose a 20% puis
1/4 d’une solution de 60 % et enfin 1/2 de la suspension sporale. Les tubes sont centrifugés
pendant 5min a 1400 rpm. Le surnagent est filtré a travers un tamism{5din de récupérer
les spores. Pour éliminer le saccharose, les spores sont enguite avec de ’cau distillée

(refroidie a 4°C) et mises en suspension dans 1’cau distillée.

Le mélange de spores obtenues apres extraction est observé a la loupe binoculaire. Les spor:
sont comptéed.e nombre moyen de spores est exprimé pour 100 g de sol sec. L’abondance

relative des spores est déterminée comme suit :

[(Nombre total de spores observées d’une espéce dans tout les sites/nombre total de
spores observées dans les sites) x100]. (Joheisadn1991)

2.6. ldentification morphologique des spores MA

Les spores isolées a partir des échantillons de sol sont triées manuellement sous la loup
binoculaire suivant les caracteres morphologiques comme la couleur, la forme et la taille. Dans
chaque lot homogeéne, quelques spores sont montées entre lame et lamelle dans di
polyvinylalcohollacto-glycerol (PVLG) et réactif de MelzéAnnexe 2) et observées au
microscope photonique (Olympus SZ H10). A I'extrémité droite de la lame, quelques gouttes

de solvant PVLG sont déposées pubservation de la morphologie externe des spores et a
I’extrémité gauche, les spores déposées dans le PVLG + le réactif de Melzer vont servir a

I’étude des couches membranaires. Sous le microscope, une pression est délicatement appliquée
au-dessus de la lamelle contenant le solvant PWLIG réactif de Melzer a 1’aide de la pince,

Jusqu’a éclatement des spores. Cet €clatement est suivi de la rupture des membranes internes

des spores qui émergent. L’éclatement des spores est plus rapide lorsqu’elles sont montées dans

ce solvant (http://invam.wvu.edu/methods/vouchers/permanent)slides

L’identification est faite grace aux caractéristiques des spores et des sporocarpes décrites sur le
site officiel d’INVAM (http://invam.wvu.edu/the-fungi/species-descriptions), en se basant sur

la taille des spores, la couleur, la structure de la paroi et I'attachement des hyphes.
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2.7.1dentification génotypiques des CMA
2.7.1. Extraction de PADN a partir des racines

Les racines des plantes d’intérét sont nettoyéesavec de 1I’eau de robinet et séchées a I’air libre.
Les fragments racinaires sont broyés dans ’azote liquide. Les broyats racinaires obtenus sont

conditionnés dans des tubes eppendorff a -20°C.

L’ADN est extrait a partir des broyats racinaires en utilisant le kit de centrifugation « FastDNA
SPIN Kit » et en suivant les instructions du marfdainexe 3).

La qualité de I’ADN extrait est controlée par électrophorése sur un gel d’agarose a 0.8%. Le gel
est visualisé sous la lumiere UV (320nmyADN est repéré par coloration au BET (un

intercalant de L’ ADN), ce qui permet de visualiser les bandes d’ADN sous les UV.
2.7.2. Dosage et dilution de PADN

Les extraits d’ADN obtenus sont dosés par fluorométrie en utilisant le kit PicoGreen « Kit
Quant-iT PicoGreen dsDNA (Invitrogen) ». Le principe de cette méthode repose sur

I’utilisation d’une molécule fluorescente se fixant spécifiquement sur I’ADN double brin.

Des dilutions en tampon TE sont effectuées pour obtenir une gamme de concentration en ADN
phage (ADN phage lambda a 2 pg/ml) comprise entre 0 et 1000 (ibaml 4). 100ulde

chaque dilution de standard d’ADN et 100 ul d’ADN de chaque échantillon sont distribués dans

une plaque de 96 puits en plastique (Nunclon 96 flat transparent). Un volume (dedO0
sdution de PicoGreen dilué est additiornBADN.

La mesure de la fluorescence des échantillons est effectuée par spectorofluométrie. Aprés une
excitation a 480 nm, le maximum de fluorescence est lu & 520 nm. Une courbe étalon est
réaliséea I’aide de ’ADN phage lambda de concentration connue. La concentration de
I’échantillon d’ADN est alors déterminée par comparaison de la valeur de fluorescence obtenue

avec les valeurs de fluorescence de la courbe étalon.
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Tableau 4: La gamme de concentration de I’ADN phage.

[ADN]/puits ADN phage (ul) | TE1x
(ng/ml) (sol. diluée 2 pg/ml)| (ul)
1000 100 0
700 70 30
500 50 50
350 35 65
200 20 80
150 15 85
100 10 90
50 5 95
10 1 99
5 0.5 99.5
0 0 100

Les échantillons d’ADN dosés sont ensuite dilués avec 1’eau ultra pure « Mili Q » afin d’obtenir
un échantillon représentatif de chaque traitement dg/|8. Les extraits d’ADN dilués sont

destinés a la PCR.
2.7.3. Amplification de L’ADN racinaire par la nested-PCR

La technique utilisée est la « nes®dR » qui permet une meilleure spécificité. C’est une
méthode d’amplification au cours de laquelle, le produit issu d’une premiére amplification est

de nouveau amplifié au cours d’une deuxieme fois a 1’aide d’un second couple d’amorces

(Douhanet al.,2005).

Dans cette technique, 2 couples d'amorces différents sont successivement utilisés:

e un couple d'amorces externes : Ce couple d'amorces permet tout d' abord d'obtenir un
premier fragment d'ADN amplifié, selon une PCR classique. Les amorces sont donc
spécifigues des deux séquences bornant I'ADN a amplifier. Les fragments d'ADN
obtenus servent alors de matrice pour une seconde PCR.

e un couple d'amorces internes : Ce couple d'amorces s’hybride a une partie située a
I’intérieur (ou nichée) du fragment nucléotidique obtenu avec le ler couple d'amorces et

donnera des fragments de taille inférieure a ceux obtenus avec la 1&(Eif.CIB).
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1) Premiére PCR avec le couple d’amorces A/B
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(Bogard M., Lamoril J. ¢t al, 1998)

Figure 25: Schéma expliquant la technique de nested-PCR.

Chaqgue extrait d'ADN est soumis a des réactions PCR nichées pour améliorer I'efficacité de
I'amplification afin d'augmenter la quantité d'ADN disponible pour le clanRyssieurs
couples d’amorces sont testées. En 1’occurrence, I’amplification va concerner le géne ADNr
18S et le gene ADNTr 25S (la petite sous unité SSU et la grande sous unité LSU). lls sont utilisés

comme des marqueurs moléculaires pour 1’identification des champignons MA.

Un fragment de la petite sous unité (18S ADNr) est amplifié via une premiere PCR (step 1) en
utilisant le couple d’amorces NS1/NS4 (Tab. 5) spécifique aux eucaryotes. Dans la PCR (step
2), deux couples d’amorces spécifiques aux Gloméromycetes sont testés AML1/AML2 et
NS31/AML2 (Tab. 5). Les réactions d’amplification de I’ADN sont réalisées avec 2 uL
d’extrait d’ADN pour un volume réactionnel de 25ul dont la composition est présentée en
Tableau 6 Un controle négatif sans ADN pour s’assurer de la non contamination de I’ADN

amplifié est inclue dans chaque réaction de PCR.

Le couple d'amorces LR1 et NDLZPab. 5), ciblant les eucaryotes, est utilisé pour la premiéere
amplification PCR nichée (PCR step 1) d’un fragment de la grande sous unité (25S ADNr). Le
couple d'amorces 28G1/28G2ab. 5), ciblant les CAM, est utilisé pour la PCR step 2. Le
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couple d’amorces LR1/FLR4 (Tab. 5), est également utilisé dans la PCR step 2. L'amorce
FLR4 (Gollotteet al., 2004) est situé dans le domaine D2 de la LSU ADNr des CMA. Les
conditions d’amplification sont résumées dans le tableau 7.Un contrble négatif sans ADN pour

s’assurer de la non contamination de I’ADN amplifié est inclu dans chaque réaction de PCR.

Les produits d’amplification sont mis en évidence par électrophorése sur gel d’agarose a 1 %
(Annexe 4).Un marqueur de poids moléculaire 200 bp (Smart Ladder) a servi de contréle de
poids moléculaire. Le gel est observé sous lumiere UV (B20ct photographié a 1’aide du

logiciel Infinity-Capt.

Tableau 5 :Liste des amorces utilisées dans les Nested PCR

Amorce Séquence (5’ a 3') Spécificité Référence
NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC Eucaryote | White et al. (1990).
NS4 CTTCCGTCAATTCCTTTAAG Eucaryote | White et al.(1990).
AML1 | ATCAACTTT CGATGGTAGGATAGA | CMA Leeet al.(2008)
AML2 | GAACCC AAACACTTTGGT TTCC | CMA Leeet al.(2008)

NS31 | TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC Eucaryote | Simonet al.(1992)

LR1 GCATATCAATAAGCGGAGGA Eucaryote | van Tuineretal. (1998)
NDL22 | TGGTCCGTGTTTCAAGACG Eucaryote | van Tuineretal. (1998)
28G1 CATGGAGGGTGAGAATCCCG CMA Da Silvaet al.(2006)
28G2 CCATTACGTCAACATCCTTAACG CMA Da Silvaet al.(2006)
FLR4 TACGTCAACATCCTTAACGAA CMA Gollotteetal. (2004)
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Tableau 6: Les conditions d’amplification du fragment 18S ADNr

Couplesd’amorces | Taille Mix. PCR Cycles
(25 ul)
tampon 5X 5 MgCl> 1,5 mM 94° /3
mix dNTPs 2,5mM 2 200 uM chaque
amorce 1 (20 pM) 0,625 0,5 uM 94° / 30"
NS1/NS4 1150pb | amorce 2 (20 uM) 0,625 0,5 uM 40°/1'"  |x35
BSA (10 mg/ml) 1,5 600 ng/pl 72° /1
Taq 0,3 1,5 U total
H,O 72°/10'
ADN racine 2 pl
(25 ul)
tampon 5X 5 MgCl; 1,5 mM 94°/3'
mix dNTPs 2,5mM 2 200 pM chaque
amorce 1 (20 pM) 0,625 0,5 puM 94° /1"
AML1/AML2 800pb amorce 2 (20 uM) 0,625 0,5 uM 50°/1' X 25
BSA (10 mg/ml) 1,5 600 ng/pl 72° /1
Taq 0,2 1,5 U total
H,O 72° /10
PCR stepl 2 pl
(25 pl)
tampon 5X 5 MgCl; 1,5 mM 94°/3'
mix dNTPs 2,5mM 2 200 pM chaque
amorce 1 (20 pM) 0,625 0,5 puM 94°/1°
NS31/AML2. 550pb amorce 2 (20 uM) 0,625 0,5 uM 50°/ 1 X 25
BSA (10 mg/ml) 1,5 600 ng/pl 72° /1
Taq 0,2 1,5 U total
H,O 72° /10
PCR stepl 2 ul
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Tableau 7: Les conditions d’amplification du fragment 25S ADNT.

Couples Taille Mix. PCR Cycles
d’amorces
(25 ul)
tampon 5X 5 MgCI2 - 1.5 mM e
mix dNTPs 2.5 mM 2 200 uM chaque 9375
amorce 1 (20 uM) 0,625 0,5 uM 93°/ 1
LR1/NDL22 780pb | amorce 2 (20 uM) 0,625 0,5 uM 580/ 1'|x 35
BSA (10 mg/ml) 1,5 600 ng/pl -
Taq 0,3 1,5 U total
H20 72° /10
ADN racine 2 pl
(25 pl)
tampon 5X 5 MgCl, 1.5 mM 94° / 5
mix dNTPs 2.5mM 2 200 pM chaque
amorce 1 (20 uM) 0,625 0,5 uM 94° | 45"
28G1/28G2 580pb | amorce 2 (20 uM) 0,625 0,5 uM 55°/ 1' x 25
BSA (10 mg/ml) 1,5 600 ng/ul 7920/ 1"
Taq 0,2 1,5 U total
H20 72° 110
PCR stepl 2 pl
(25 pl)
tampon 5X 5 MgCl, 1.5 mM
mix AINTPS 25mM 2 200 uM chaque 93°/%
amorce 1 (20 uM) 0,625 0,5 uM
LR1/FLR4 | 750pb | amorce2(20uM) 0,625 0,5 uM 93/ T
BSA (10 mg/ml) 15 600 ng/yl 58°/11x 25
Taq 0.2 1,5 U total 2°/r
H-0
PCR stepl 2 pl 72° /10
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2.7.4. Clonage de I’ADN fongique

Purification des produits PCR

Aprés amplification, les fragments d’ADN fongique sont purifiés avant d’étre clonés. Les
purifications sont effectuées a 1’aide du kit QIAquick gel extraction de Qiagen. Selon les
résultats, les produits PCR step 2 du Fragment ADNr 25S amplifiés par les amorces
28G1/28G2 (580 pb) sont choisis pour le clonage.

Ligation

La ligation dans le plasmide pGEM{Fig. 26) est effectuée selon le Kit « pPGEM®-T easy
Vector Systems » (Promega).

Le mélange de geéne d’intérét (max de 3 pl de 1 produit PCR) et le vecteur pGEM-T easy vector
(1 pl) est incubé en présence de 5 pl de tampon (2X rapid ligation buffer) et 1 ul de T4 DNA
ligase. Le volume final est a 10 ajusté par I’eau ultrapure autoclavé. La ligation s’effectue a 4

°C pendant 1 nuit.

Pour un produit PCR de 400 pb, 20 ng purs contenus au maximum dans 3 pl sont incorporés al
mélange. Le volume de produit PCR est calculé aprés le dosage des teneurs d'’ADN au

Nanodrop a A =260nm.

Insert comple
|~ - =

' Ligation de I'insert
dans le vecteur
v
S\
/7 wmeT\\
| | easy +Insert | |

Figure 26: La ligation de I’insert dans le plasmide pGEM-T.
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Transformation par choc thermique des cellules ultracompétentes XL2-Blue

Trois tubes de 100 pl de cellules compétentes sont nécessaires pour cloner les neuf échantillon
de produits PCR step 2. Deux microlitdes3-mercaptoéthanol sont ajoutés a 100 ul de cellules
compétentes (une fois les cellules décongelées) et mélangé lentement toutes les 2 minutes e

laissant sur glace pendant 10 min.

Une suspension de 30 de cellules compétentes d Escherichia coli XL2 Blue est additionnéa

3ul de produits de ligation, sur glace, puis mélangées doucement avec précaution avant d’étre

incubées 30 min sur glace. L’intégration du vecteur plasmidique dans les bactéries compétentes

est effectuée par choc thermique : le mélange est incubé 35s a 42°C, puis remis 2 min dans I:
glace sans mélanger. Sous hotte a flux laminaire, 300 ul de milieu nutritif &®Exe 5)a
température ambiante est incorporé et laissé incuber sans agitation a 37 °C pendant au moin
1h.

L’¢étalement des bactéries est fait sur milieu LB additionné d’une solution d’ Ampicilline, IPTG

et X-gal (LBamp / xgal / IPT (Annexe §. L’ampicilline est incorporée (100 mg/l de LB final, soit

2 ml solution mere/l de LB) da les flacons apres ’autoclavage, avant de couler dans les boites
de Pétri. L’incorporation du X-gal et I'IPTG dans le milieu est réalisée par étalement. 40 pl de
chacune de ces 2 solutions meres sont étalés sur 30 mlage E&lidifie en commencant par
I’IPTG, séchage 5 min puis ajout de X-gal. Les cellules peuvent étre étalées sur ces boites

« imprégnées des qu’elles sont seches.

I’IPTG, est un activateur de la transcription de I’opéron lactose et plus spécialement le gene de

synthése de la f-galactosidase et X-gal est un agent colorant qui devient blptésence de -
galactosidase. Cela nous permettra alors de voir si le gene a bien été inséré dans la bactérie ¢
dans ce cas, |#-galactosidasen’est pas synthétisée et les colonies seront blanches. Au
contraire, si l’insert n’a pas été inséré dans la bactérie, il y aura alors synthése de [3-

galactosidase et les colonies seront bleues avec la présexXgal (€ig. 27).

Les étalements sur milieu WBp / xga / PTG SONt effectués en trois répétions et a trois
concentrations (100 pl de cellules pures, 100 pl de cellules pures dilué®s, A0 pl de
cellules pures diluées 1/10Y). Les boites sont incubées une nuit a 37 °C.
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pPGEM-T easy vector Produit PCR purifié

Cf\/\/

ngatlon

Plasmide reconstitué ‘ @

P|asm|de recombing ADN urculanre

Colonies bleues Colonies ' blanches Aucune colonie

Figure 27: Schéma de I’expérience du Clonage moléculairehftp://therapie-genique-aragon-
1s5.webnode.fr/la-therapie-genigue/a3%29-clonage-du-g%C3%)A8ne/

Les colonies blanches sont ensemencées (les clones positifs) sur une microplaque de 96 puits
PCR (conique) remplis avec de 1’eau ultrapure autoclavée (30 pl par puits) (Fig. 28). Les

plagues contenant les suspensions bactériennes sont fermées avec film aluminium adhésif.

Figure 28: Suspensions bactériennes avec les colonies blanches.

60


http://therapie-genique-aragon-1s5.webnode.fr/la-therapie-genique/a3%29-clonage-du-g%C3%A8ne/
http://therapie-genique-aragon-1s5.webnode.fr/la-therapie-genique/a3%29-clonage-du-g%C3%A8ne/

Chapitre 2-Statut mycorhizien des espéeces végétales de I'écosysteme de Terga

Extraction d’ADN du plasmide bactérien

L’extraction d’ADN plasmidique a partir de ces bactéries est effectuée par la lyse thermique sur
thermocycleur (96 °C-2 min initiale puis 7 fois : 96 °C-1 min et 4 °C-10 sec). Les plaques sont
ensuite centrifugées 10 min a 10 @@5 pl de surnageant de chaque puits sont transférés dans

une nouvelle microplaque PCR. L’ ADN est conservé a -20 °C.
Amplification du fragment "insert"

L’amplification de I’ADN plasmidique est effectuée par PCR en utilisant les amorces M13
forward (M13F) (5-GTAAAACGACGGCCAG-3) et M13 reverse (M13R) (5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3"), portées sur le plasmide et flanquant 1’insert (Fig. 29).

Les PCR sont effectuées dans un volume final deu2bontenant 0.06 ul de Taq-ADN
polymérase (0,3 U total), @ de tampon 5X (MgCl - 1.5 mM), 2ul de dNTPs (2.5 mM), 0,625

ul d’amorces (20 puM), 15,69 pl d’eau milliQ stérile et 1 pl d’ADN clone. Le cycle
d’amplification est le suivant : 5 min a 94 °C, puis 30 cycles composés de : 1mina 94 °C, 30 s a
55°C et 1 min a 72 °C puis terminé a 10 min a 72 °C.

Cing microlitresd’amplicons sont ensuite déposés sur gel d’agarose puis visualisés aux UV
(320 nm) de facon a distinguer les vrais positifs (amplification de taille attendue) qui sont

envoyes au séquencage.

F1i1."r'||l ‘,'r.h.'l-'-'.

Figure 29: Les amorces M13F et M13R portées sur le plasmide.
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2.7.5. Séquencage d’ADN et analyse

Le séquengage est réalisé sur les deux brins d’ADN d’intérét a partir des amorces universelles

M13R et M13F du plasmide héte par la technique de Sanger (Setrerl977) (Genoscreen

Lille, France). Les séquences obtenues sont corrigées manuellement avec le logiciel Chroma:
pro® puis comparées par la méthode Rlast N avec les séquences de la banque d’ADN
Genbankvia le site Internet <«http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/» pour connaitre les
séquences présentant les plus fortes homologies avec nos échantillons. La séguence ayant

plus forte homologie est ensuite mentionnée dans les résultats.

2.8. Analyses statistiques

Les données sont traitées avec une analyse de la variance (ANOVA) alesgii(p < 0.05)
en utilisant le logiciel XL stat. La comparaison des moyennes est faite a ’aide du test de Tukey.
Les coefficients de corrélation de Spearman sont calculés entre toutes les variables.

L’abondance relative des spores est calculée (Johnson et al.,1991).

La diversité spécifique est appréhendée a 1’aide des indices de diversité de Shannon et Weiner

(1949) :

H= -3 Ni/N log2 (Ni/ N)

Ni= effectif des individus du genre i dans une catégorie donnée.
N= effectif total des individus de tous les genres dans une catégorie donnée.
H=indice de diversité de Shannon en bit.

Et d'équitabilité de Piélou (1966)

E=H/log2 S

H= Indice de diversité de Shannon.
S= nombre total des especes.
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3. Résultats

3.1 Caractéristiques botaniques du site d’étude

La zone préservée de la sabliere de Terga est caractérisée par une biodiggetdée
importante(Fig. 30) composée d’arbres, d’arbustes et d’herbacées (Tab. 8) dont les espéeces
sélectionnées Acacia saligna, Lotus creticus, Pistacia lentiscus, Retama monospetma,

Juniperus oxycedrusa zone exploitée est totalement r{key. 31)

Figure 30: La zone non exploitée de la sabliére de Terga (2013).

Figure 31: La zone exploitée de la sabliere de Terga (2013).
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Tableau 8: La flore des dunes de Terga.

Arbres Arbustes

Herbacées

Juniperus phoenicea Calycotome villosa intermedia
Juniperus oxycedrus Chamaerops humilis
Acacia saligna Cistus salviifolius
Tamarix sp Cistus sericeus
Ephedra altissima
Erica multiflora
Genista cephalanta
Halimium halimifolium
Helianthemum origanifolium
Helianthemum racemosum
Lonicera implexa
Lycium intricatum
Osyris lanceollata
Phillyrea angustifolia media
Pistacia lentiscus
Quercurs coccifera
Retama monosperma bovei
Rosmarinus officinalis

Ammophila arenaria
Asparagus acutifolius
Bellis sylvestris
Brassica fruticulosa glabberina
Calendula tomentosa
Centaurea fragilis
Centaurium umbellatum
Clematis cirrhosa
Crucianella maritima
Cyperus Kalli

Daphne gnidium
Echinops spinosus
Lagurus ovatus
Lavandula dentata
Limonium densiflorum
Lobularia maritima
Lotus creticus
Malcolmia arenaria
Matthiola tricuspidata
Medicago littoralis
Micromeria inodora
Ononis antennata
Ononis variegata
Orlaya maritime
Pancratium maritimum
Paronychia argentea
Prasium majus
Reicharedia tingitana
Rubia peregrine
Rumex bucephaloflorus
Senecio leucanthemifolic
crassifolius

Silene ramosissima
Stipa tenacisssima
Serratula mucronata
Urginea maritimum
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3.2.Analyse physicochimique

La lecture des résultats de la granuloméffiab( 9) et leur extrapolation sur le triangle des
textures(Annexe 1)ont permis de conférer la texture sablonneuse aux cing sols analysés. Les
résultats de 1’analyse chimique sont représentés dans le tableau 9.Le pH des échantillons de

sol varie entre 8,13 et 8,87. Ces résultats montrent que tous les sols ont un pH alcalin. Quant :
la matiére organique, elle varie respectivement de 0,10 a 0,40 % dans leslsaisetieuset

R. monospermat de 6,39 a 6,49 % dans les solsldexycedrus, P. lentisce$A. saligna.Les

teneurs des cing sols en azote total sont de 0,01 a 0,07 %. Ces pourcentages sont considér
faibles. La méme chose pour le phosphore total qui varie de 0,031 a 0,037 %. Ces donnée:
physico-chimiques montrent que les sols de la sabliere de Terga sont des sols sablonneux

alcalins et pauvres en éléments nutritifs.

Tableau 9: Caractéristiques physico-chimiques des sols rhizosphériques et du sol nu

Matiére Azote Phosphore

Argile | Limon | Sable pH orgao/nlque t(g/tal total %
0 0

Acacia saligna 3 5 92 8,87 6,49 0,05 0,037
Lotus creticus 2 4 94 8,13 0,40 0,01 0,031
Retama monospern, 2 4 94 8,37 0,10 0,03 0,033
Pistacia lentiscus 5 3 92 8,45 6,47 0,07 0,035
Juniperus oxycedruy 4 5 91 8,39 6,39 0,05 0,035

3.3.Colonisation racinaires MA

3.3.1. Mise en évidence de la colonisation racinaire MA

Les examens microscopiques des fragments de racines traitées selon la méthode de Phillips ¢
Hayman (1970) et colorées au bleu Trypan révélent la présence de différentes structures
caractéristiques des CMA (des hyphes et des vésicules...) (Fig. 32, 33)chez toutes les espéces

végétales prospectées. Les vésicules sont abondamment observées chez toutes les espé

comparees aux structures arbusculaires observées seulemeht sakgnaetP. lentiscus
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Figure 32: Structures mycorhiziennes arbusculaires observées dans les racir

plantes d’intérét colorées au bleu de Trypan: Racines d’A. saligna(a,b), racines dé.
lentiscus(c,d), racines dé. creticus(e, f).
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Figure 33: Structures mycorhiziennes arbusculaires observées dan

racines des plantes d’intérét colorées au bleu de Trypan : racines deR.
monospermda, b, c, d), racines de oxycedruge, f).

3.3.2. Estimation du taux de colonisation racinaire MA

La plupart des racines des plantes du site d'étude sont colonisées par des champignons MA ave
un pourcentage variant de 54 % a 82,5 % selon les espéces vé@ethleR0). L’analyse de
variance indique que les especes végétales ont une influence hautement significative sur le
colonisation MA (F=9.904; P< 0,0001). La plus faible valeur de la frégu&ni¢infection F%

est observée chek oxycedrug54 %), alors qu’elle ne différe pas significativement pour les

autres especes (72 % a 82.5 %). Quant a l'intensité de la colonisation endomycorhizienne dan.
le systeme racinaire (%), elle varie significativement de 14.8 % a 37.26 % alors que celle de

la colonisation endomycorhizienne dans les fragments mycorhizés (m %) est supérieure a la
précédente et varie significativement de 27.40 % a #6.57
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Tableau 10 :Les différents paramétres d'estimation du degré de colonisation des racines.

Espéce F % M % m % a% A%

A. saligna 82,5¢ 36,22 44,17 24,86 9,00

R .monospermg  80,0( 27,30 34,12 0,00 0,00
L. creticus 72,00 28,40 39,44 0,00 0,00
P. lentiscus 80,00 37,268 46,57 5,09 1,90
J. oxycedrus 54,00 14,80 27,406 0,00 0,00

Pour chaque colonne, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas signifcatdiéférentes &
<0,05

F%: Fréquence des mycorhizes dans le systeme racinaire.

M%: Intensité de la colonisation mycorhizienne dans le systeme racinaire.

m% : Intensité de la colonisation mycorhizienne dans les fragments mycorhizés.

a%: Abondance en arbuscules dans les parties mycorhizées des fragments racinaires
A% : Abondance en arbuscules dans le systeme racinaire.

3.4.Potentiel infectieux mycorhizogéne des sols (PIM)

Aprés deux semaines de culture du sor@hig. 34) dans les dilutions de sol, le systeme
racinaire entier de chaque plantule est coloré au bleu de Trypan et observé au microscope
optique (Fig. 35. Les pourcentages des plantules mycorhizées enregistréesledaest
biologique pour déterminer le potentiel infectieux mycorhizogene des sols sont donnks dans

tableau 11 Tous les traitements atteignent le niveau de %0@e mycorhization dans la

dilution de 100 % sauf pour le traitement de sol nu (2%)33

Figure 34: Des culturesle sorgho agées de 15 jours (108 pots =6 solsx 6 dilutionsx 3 répétitions).
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/arbuscule
vésicules \ &

j

Figure 35: Observation microscopique des systémes racinaires de sorgho colorés au bleu de Trypan.

Tableau 11 Les pourcentages de plantules mycorhizées du sorgho cultivées sur une gamme de

dilutions de sol rhizosphérique

aitement
Sol Sol de R. Sol de Sol de Sol de
d’A. sali mon rma| L. creti P. lenti J dr Sol nu
Dilution 9% . saligna) monosperma| L. creticus . lentiscus| J. oxycedru

3 26,66 16,66 30 33,33 23,33 0
6 30 26,66 30 33,33 23,33 0
12 36,66 26,66 26,66 40 36,66 0
24 53,33 23,33 53,33 50 56,66 0
48 83,33 50 80 83,33 80 0
100 100 100 100 100 100 23,33

Ces résultats sont traités par le logiciel « XL stat » qui a donné pour chaque type de sol trois
modeles de régression linéaire (Y= aX + (Bnhnexe 7) calculées a partir de la relation
pourcentage de plantes mycorhizées en fonction du logarithme de la quantité de sol non
stérilisé. Le PIMp est I’exponentiel de X a un Y égale a 0,5 dans les régressions linéaires

(Annexe §.

Le PIMso caractérise la quantité de sol nécessaire pour mycodierd’une population de

plantes dans les conditions du test biologique. Il varie significativement en fonction du sol
(F=10,277, P<0,001). Le test de Tukey a permis de distinguer trois groupes de sols par rappor
au niveau de I’infectivité (Tab. 12). Une faible valeur de PIM correspond a un potentiel
infectieux élevé. Pour le sol prélevé soMis saligna il faut seulement 16,22 g de sol
rhizospherique pour mycorhizer 50 % des plantes. Cette quantité de sol passe a 29,50 g pour |

sol prélevé souR. monospermandis qu’il faut plus que 100 g de sol nu non stérilisé pour
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mycorhizer 50 % des plantes. Cette quantité est supérieure a la quantité de sol testégsoit 100
Cela signifie qu'il n'y a pas assez de propagules de champignons mycorhiziens dans 100 g d

sol nu pour obtenir 50 % des plantules mycorhiziennes.

Le nombre des unités de Pddpar 100 g de sol est calculé en divisant 100 par la valeur du
PIMso. Plus le nombre des unités de BiMest élevé plus le sol est riche en propagules
mycorhizogenes. Ces valeurs appuient celles dusdPLe potentiel infectieux mycorhizogéene
est important dans les sal%A. saligna, L. creticus et P. lentiscust J. oxycedruset moins

important dans le sol d@. monosperma.

Tableau 12: Le potentiel infectieuxnycorhizogeéne chez les espéces végétales d’intérét et dans

le sol nu

Origine du sol R? PIM so0 Nb des unités de PIMo
Acacia saligna 0,94 16,22 6,17

Retama monosperma 0,68 29,5¢ 3,3%

Lotus creticus 0,88 18,1% 55P
Pistachia lentiscus 0,88 18,09 553
Juniperus oxycedrus 0,94 19,74 5,07

Sol nu - >10C <]

Pour chaque colonne, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas signiécdtiliéférentes &
<0,05.

3.5. Estimation de la densité des spores MA

La densité moyenne des spores dans |€Tsad). 13) varietres significativement d’une espece
végétale a une autre (F=34,98; P< 0,0001) avec un nombre total de spores important dans le ce
deR. monospermél23,6 spores/100 g de sol)Jetoxycedrugl11,6 spores/100 g de sol). Pour

A. saligna, L. creticuset P. lentiscus les valeurs respectives sont proches 65,5 ; 80,8 ; 76,6
spores/100 g de sdle sol nu est tres pauvre en spores 12,16 spores/100 g de sol.

Les prélevements effectués en hiver et au printe(ijpb. 13) montrent une corrélation
négative (r=-0,623 a= 0,05) et une variation tres significative entre les deux saisons (F=33,42
P< 0,0001). Ainsi le nombre maximal de spores enregistré au printemps dans le sol

rhizosphérique d&. monospermast de 123,6 spores/100 g de sol, puis diminue pour atteindre
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en hiver seulement 44,8 spores/100 g de sol. Les mémes tendances sont également observé
pour les autres espéces végétales.

Tableau 13 Densité de spores MA en fonction des saisons (nombre de spores/100 g de sol).

Nombre de spore/100g de sol

Origines des sols Hiver Printemps

Acacia saligna 36,33+4,16 67,33+8,02
Lotus creticus 32,33+11,0% 76,33114,38
Retama monosperma 45,00+11,53 123,33+27,53

Pistacia lentiscus 32,00+8,88 80,33+4,50
Juniperus oxycedrus 41,33+5,56 110,00+18,02

sol nu 12,00+1.08 12,33+3,08

Pour chaque colonne, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significatifénentes & <0,05

3.6.Diversité spécifique et répartition des espéces MA dans les formations végétales
3.6.1. Abondance relative des différents types de spores

Les différents types de spores sont différenciés sur la base de leurs caractéristiques
morphologiques a savoir la couleur et la taille ce qui a permis de distinguer treize
morphotypes de spores dans des rhizosphériques et nBig. 36, 37, 38, 39, 40Il varie

de 4 dans le sol nu a 11dans le sol rhizosphérique. Il s'agit de spores de couleur noire, marron,
marron foncé, orange, blanche et jaunatre, de forme globuleuse, ovale ou irréguliere et de
taille variable(Tab. 14). La plupart des morphotypes sont communs dans tous les sols et
guelques-uns sont spécifiques. L'abondance relative des différents types de spores rencontrées
dans les sols rhizosphériqués différentes espéces végétales d’intérét est représentée dans

le tableau 14.
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Tableau 14: Caractéristiques morphologiques et abondance relative des spores

Caractéristiques

Diamétre des

Abondance relative des morphotypes de spores dans les sols rhizospheriques (9

morphotypes

des morphotypes de spores (un A. saligna| L. creticug R. monospermq P. lentiscus| J. oxycedrus| Sol nu
Noir 60-100 19 14 9 4 8 32
Noir 250-400 3 5 11 - 4 16
Marron clair 40-100 10 11 10 10 10 -
Marron C|air 240-450 23 4 11 6 8 -
Marron foncé | 40-100 8 7 13 4 16 3
Marron foncé | 160-450 10 1 13 2 12 -
Créme a jaunat| 240-400 6 - 6 - 2 -
Hyaline a 40-80 12 9 15 9 17 49
jaune pé&
Marron paroi | g0-120 7 19 12 3 23 ]
foncée
Orange 60-80 2 4 - - - }
Marron ovale | 20-30 - - - 29 _ -
_Marron 200-360 - 15 - 26 - -
irrégulier
Jaune brun | 200-360 - 11 - 7 - -
irrégulier
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Figure 36: Diversité des spores des CMA isolées a partir du

rhizospheéique d’Acacia saligna un mélange sporale (a), des spores no
(b), des spores jaunatres @gaspora margaritgc), des spores marron clair (d), d
spores marron foncées (e).
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by

Figure 37: Diversité des spores des CMA isolées a partir du

rhizospherique déistacia lentiscus un mélange sporale (a,b), des spo
noires (c), des spores marrons clairs et hyalines (d), des spores marrons &ncée
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Figure 38: Diversité des spores des CMA isolées a partir du

rhizospherique déotus creticus un mélange sporale (a,b), une spore ora
(c), des spores marrons claires et foncées (d), une spore noir (e).
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¥

Figure 39: Structures morphologiques des spores des CMA isolées a partir d
rhizospherique dRetama monospernmbservées au microscope optique.
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Figure 40: Structures morphologiques des spores des CMA isolées a partir du so
rhizospherique déuniperus oxycedrusbservées au microscope optique.
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3.6.2. Diversité spécifique des spores MA

L’observation des spores traitées par le PVLG et le réactif de Melzer permet d’examiner des
structures caractéristiquésyphes suspenseurs, saccule, membrdras)41, 42, 43, 4445).
La présence de ces détails structuraux sur certaines spores permet de lesrotgsger et
méme en espéce. |l est alors probable que ces spores appartiennent aux quatre genres
(Glomus, Scutellospora, Gigasporat Acaulospora) et trois familles (Glomaceae,
Gigasporaceae, Acaulosporaceae).

e Glomus« Tulasne and Tulasne (1845) »
Les spores du gen@lomussont le plus souvent en grappes (sporocarpe) et quelquefois
solitaires. La présence de I'hyphe suspenseur qui relie la spore au mycélium est un élément
caractéristique de ce genfeig. 41). C’est le genre le plus dominant chez toutes les espéces
végétales étudiéesslomusest observé parmi les spores de couleur noire, marron clair et
foncé, hyaline et orange.

e Gigaspora «Gerdemann et Trappe (1973) »

Les spores du geni@igaspora dites « giant spore » selon I'étymologie du mot, sont des
spores de grand diametre. Ce sont des spores solitaires et I'nyphe suspenseur présente la
morphologie de bulbe. Dans ce genre, les spores ne comportent aucune membrane interne
flexible. Les tubes de germination formés sur la couche germinale sont rarement séparés de la
membrane laminée. Toutes les espéces produisent des spores sans ornementation. Ce genre a
été observé chez les spores de couleur creme a jadoatréespéceGigaspora margarita
(Fig.41).

» Gigaspora margaritaBecker et Hall (1976)
Spores solitaires, sphériques (240-40Q), hyalines a 1’état jeunes, d’apparence laiteuse et
lisse au microscope stéréoscopique, jaunatres avec la maturité, au contenu d’apparence
granuleuse, formé de gouttelettes lipidiques, paroi @ald’épaisseur, unique, hyaline, lisse.
Hyphe suspenseur unique, bulbeux, généralement persistant, plus foncé que la spore de 23-34
um de diameétre, souvent fermé d’une cloison a 20-30 um de bulbe.

e ScutellosporawWalker et Sanders (1986)
Les spores produites par les champignons appartenant a ce genre renferment toujours deux ou
plusieurs membranes internes flexibles. Ces spores montrent une diversification en nombre et
en type de membranes internes. La spore peut renfermer des couches membranaires de

différentes épaisseurs: une couche coriace et une couche amorphe. La membrane interne
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produit souvent une réaction de couleur rouge pourpre foncé en présence du Melzer. La
germination des spores prend naissance sur le tube de germination a partir de la boucle de
germination, de forme variable. Les cellules auxiliaires sont de types ‘Knobby’ et ont une
surface lisse. Le genszutellosporaest observé parmi les spores grosses de couleur marron
clair (Fig. 41).

e AcaulosporaGerdemann et Trappe (1973) emend. Berch (19€5)
Ce sont des spores solitaires, sessiles ou quelques fois reliées a leurs saccules sporiféeres qui
est une structure a paroi mince formée par le gonflement apical d'un hyphe. Les spores se
différencient latéralement a I'hyphe porteur de saccule.speses de couleur marron et
marron a contour foncé caractérisées par le saccule correspondent aticgeifosporaFig.
41).

30 um T 20 um

Figure 41 Structures Morphologiques des spol
isolées a partir des sols rhizosphériques(a)
Scutellosporasp. dans PVLG, (b)Scutellosporasp. dans
Melzer’s, (c) Gigaspora margarita, (d) Glomussp. , (e)

Glomussp. , ()Glomussp. , (g)Acaulosporasp.
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L’indice de diversité de Shannon H et I’indice d’équitabilité E de Piélou sont des parametres
qui nous renseignent sur la diversité des CMAb. 15). L’indice de diversité varie de 2,02 a
2,28 et suit le gradient. Creticus> R. monosperma > A. saligna > P. lentiscus > J.
oxycedrus L’indice de 1’équitabilité varie de 0,43 & 0,53 et suit le gradientcreticus> A.

saligna > P. lentiscus > R. monosperma > J. oxycedrus

Tableau 15 Indice de diversité de Shannon et Wiener et Indice d’équitabilité de Pielou des

différentes especes végétales sur la base du comptage des spores.

Espéces H (SHANNON) | E (PIELOU)
Acacia saligna 2,10 0,50
Retama monospern] 2,17 0,45
Lotus creticus 2,28 0,53
Pistacia lentiscus 2,05 0,47
Juniperus oxycedru; 2,02 0,43

80



Chapitre 2-Statut mycorhizien des especes végétales de I'écosystéme de Terga

@
'

100 pm 100 um

30 um 100 um

20 um 20um

20 um

) 30 pum
100 pm I 30 BLm

50 um

ZOum

Figure 42 Structures morphologiques des spodes CMA isolées a partir du s

rhizosphérique d’Acacia saligna observées au microscope optigue dans
Polyvinillacto-glycerol (PVLG).
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100 um

Figure 43 Structures morphologiques des spodes CMA isolées a partir du s
rhizosphérique d’Acacia saligna observées au microscope optique dans du PVL
Melzer.

10pm 10 pm 10pm

Figure 44: Structures morphologiques des spodes
CMA isolées a partir du sol rhizosphériqueRistacia
lentiscus observées au microscope optique dans
PVLG + Melzer.

B
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A ; s e .
Figure 45. Structures morphologiques des spodes CMA isolées a partir du s
rhizosphérique dePistacia lentiscusobservées au microscope optique dans
Polyvinillacto-glycerol (PVLG)

100 pm
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3.7. Corrélation entre la densité des spores, colonisation racinaire et la fertilité des sols

Le tableau 16présente les corrélations entre la densité des spores, 1’intensité de mycorhization

(M %) et la fertilité des sols en azote total (N), phosphore total (P) et la matiére organique

(MO). Le coefficient de corrélation de Pearson est noté

Il existe une corrélation négative entre la densité des spores et la teneur en P etlensigla

des spores et 9.

Tableau 18 Coefficient de corrélation de Pearsaoh dntre la densité des spores et I’intensité

de mycorhization et la fertilité des sols.

Coefficient de Matiére Intensité de Nombre des
- . Azote Phosphore o o
corrélation de Pearson | organigue total % total % mycorhization (M | unités de
() % ° ° %) PIM 5o
Nombre de spore -0,281 -0,091 -0,551 -0,570 -0,566
Intensité de
mycorhization (M %) 0,107 0,261 0,262 1 0,290

Les valeurs en gras sont différentes de 0 & un niveau de signification alpha=0,05

3.8.ldentification génotypique
3.8.1. Extraction et dosage de ’ADN

La qualité d'ADN est controlée sur gel agarose. La visualisation des gels sous la lumiére UV a
permisd’observer des bandes d’ADN chez tous les échantilloiiBig. 46). Les échantillons de
I’ ADN dosés (Tab. 17)sont dilués asc I’eau ultra pure « Mili Q » afin d’obtenir un échantillon

représentatif de chaque traitement de 3 ng/ul.

Tableau 17 : Les concentrations des échantillons d’ADN racinaire des espéces végétales

d’intérét.
ADN racinaire | A. saligna| R. monosperma P. lentiscus| L. creticus | J. oxycedrus
Concentration 27,3 72,5 59,6 55 81,8
(ng/ul)
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1: Acacia saligna

2: Retama monosperma
3: Pistacia lentiscus

4: Lotus creticus

5: Juniperus oxycedrus

Agarose 1 %
Dépot [
10 ul ADN+5 ul |

bleu de charge

Figure 46: Electrophorése d’ADN des racines des espéces végétales in Situ
3.8.2. Amplification « PCR-nested » du fragment ADNr 18S

La PCR step 1 réalisée avec les amorces NS1/NS4 a pBamidifier un fragment d’environ
1150 pb seulement a partir des trois €échantillons d’ADN racinaires qui correspondent aux
especes végeétales. saligna L. creticuset J. oxycedrus(Fig. 47). En supposant que ces
résultats sondus a la faible concentration d’ADN des échantillons non amplifiés. Alors dans la
PCR step 2amplatePCR step Est dilué 20 fois pour les échantillons qui ont été bien amplifié
et templatePCR step 1 est laiss#ute pour les échantillorgii n’ont pas été amplifié. Deux

amplifications step 2 sont réaliséesc deux couples d’amorces différents.

La Premicre PCR step 2 réalisée avec le couple d’amorces AML1/AML2 seulement a partir des
trois e&hantillons d’ADN racinaires correspondant auxspéces végétales d’A. saligna L.
creticuset J. oxycedrugFig. 47). La deuxieme PCR step 2 réalisée avec le couples amorces
NS31/AML2 a permistgalement d’amplifier un fragment d’environ 550 pb a partir de tout les
échantillons des produits PCR stefFig. 48).
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PCR step1l
NS1/NS4 (1150 pb)

1 a5 espéces in situ : 1 2 3 4 5 6

1: A.saligna

2: R.monosperma

3: Plentiscus ‘

4: L.creticus ~———

5: J.oxycedrus

6: Témoin stepl

7: Témoin

Agarose 1 % S =N
Dépbt 5 pl — P “
Template ADN: 2 pl (6ng)
Figure 47: Amplification du Fragment ADNr 18S (PCR stepl).
AML1/AML2 (800 pb
PCR step2 / (800 pb)
1 2 3 q 5 6 7
1 a5 especesinsitu :
1: A.saligna
2: R.monosperma ——
! L T
3: Plentiscus P— -— -
4: L.creticus
5: J.oxycedrus
6: Témoin stepl Template PCR: 2uL PCR1 brute pour 2,3 et 6
7: Témoin Template PCR: 2ul PCR1 diluée 20 fois pour 1,4,5
NS31/AML2(550pb)
1 2 3 4 5 6 7

Agarose 1 %
Dépot 5 pl

W e v — —

Template PCR: 2uL PCR1 brute pour 2,3 et 6
Template PCR: 2ul PCR1 diluée 20 fois pour 1,4,5

Figure 48 Amplification du Fragment ADNr 18S (PCR step?2).
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3.8.3. Amplification « PCR-nested » du fragment ADNr 25S

La PCR step 1 réalisée avec le couple d’amorces LR1/NDL22 a permis d’amplifier un fragment
d’environ 780 pba partir de tous les échantillons d’ADN racinaires des espéces végétales (Fig.

49)

En I’occurrence tous les produits PCR step 1 sont dilués 20 fois pour les utiliser comme
templatedans les deux PCR st@pLa Premiére PCR step 2 réalisée avec le couple d’amorces
28G1/28G2a amplifié un fragment d’environ 580 pb a partir de tout les échantillons de PCR
step 1 dilué, sauf pour un échantillon, ou I’amplification a révélé deux bandes. La premicre

bande se situe a environ de 580 pb et la deuxiéme un peu moins de cettédabi@).

La deuxiéme PCRtep 2 réalisée avec le couple d’amorces LR1/FLR4 a permis également
d’amplifier un fragment d’environ 750 pb a partir de quatre échantillons du produit PCR step 1
qui correspond aux espéces végétales d’A. salignag L. creticus, R. monosperngP. lentiscuset

elle a permis d’amplifier deux fragments d’environ 750 pba partir de 1’échantillon qui

correspond a I’espéce végétale J. oxycedrugFig. 50).

PCR stepl LR1/NDL22 (780pb)

135 espeécesinsitu:
1: A. saligha

2: R. monosperma

3: P. lentiscus

4: L. creticus

5: J. oxycedrus

6: Témoin stepl

7: Témoin

1 2 3 a4 5 6

Agarose 1% W e e T e
Dépot 5 pl

Template ADN: 2 pl (6ng)

Figure 49: Amplification du Fragment ADNr 25S (PCR stepl).
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28G1/28G2 (580 pb)

1 2 3 4 5 6 7
PCR step2

1 a5 espéces in situ :
1: A. saligna ; R— e
vy 600p - . , ¥
2: R. monosperma - . , . .

3: P. lentiscus — —
4. L. creticus
5: J. oxycedrus

6: Témoin stepl Template PCR: 2yl PCR1 diluée 20 fois
7: Témoin
LR1/FLR4 (750)
1 2 3 4 5 6 7

s A L

Foeiits

Agarose 1% - “ ”
Dépot S pl i S — W .

Template PCR: 2ul PCR1 diluée 20 fois

Figure 50: Amplification du Fragment ADNr 25S (PCR step2).

3.8.4. Clonage de I’ADN fongique

Apres une analyse des résultats des nested PCR, les produits PCR step 2 du fragment ADN
25S amplifies par les amorces 28G1/28G2 (580pb) sont choisis pour le clonage. Ces produits
PCR sont purifiés pour obteniedfragments d’ADN fongique qui sont par la suite insérés dans

des plasmides bactériens grace a la technique de ligation et ensuite la transformation

bactérienne qui permet d’insérer les plasmides dans des bactéries thermo-compétentes.
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Aprés I’incubation des boites de Pétri (une nuit a 37 °C), des colonies blanches, lisses et
brillantes dues au clonage et des colonies bleues appar#éisgestl) En effet, les colonies se
développent etésistent a I’antibiotique ce qui signifie que le géne de résistance a bien été
intégré par les bactérieBe plus, les colonies blanches signifient qu’il n’y a pas eu synthése de
B-galactosidase pour réagir avec legd-: ’insert s’est bien fixé au niveau de 1’opéron lactose,

ce qui empéche la lecture du géne codant pour la f-galactosidase. En revanche, les colonies

bleues signifient quBinsert n’a pas été inséré dans la bactérie.

Les colonies blanches (clones positifBig. 51) sont ensemencées sur une microplaque de 96
puitsPCR (conique) remplis avec de I’eau ultra pure autoclavéé.’ ADN plasmidique extrait a
partir de ces bactéries est amplifié par PCR en utilisant les amorces M13 forward et M13

reverse. Les amplicons posit{fsig. 52, 53)sont envoyés au séquencage.

Figure 51: Des colonies blanches et des colonies bleues sur le mBighh / xgal / PTG
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Figure 52: Amplification du fragment « insert » par les amorces (M13f/M13r) chez les espéces
végeétalesn situ: (a) Acacia saligna(b,c) Retama monosperma.
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Figure 53: Amplification du fragment « insert » par les amorces (M13f/M13r) chez les espéces
végeétalesn situ: (d) Pistacia lentiscus(e) Lotus creicus(f) Juniperus oxycedrus.
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4. Discussion

La surexploitation des sables cétiers comme le cas de la sabliere de Terga bouleverse
I’écosystéme cotier et renforce la dégradation du sol. Les sols des sites perturbés sont souvent
faibles en nutriments et pauvres en bactéries fixatrices d'azoteampignons mycorhiziens
habituellement associés aux racines rhizospheriques (Cetokefor, 1990). Les especes
végétales méditerranéennes ont développé différentes stratégies afin de se développer sur de

sols peu évolués avec une faible disponibilité en nutriments et en eau.

Les symbioses mycorhiziennes sont un outil prometteur pour améliorer le succés de la
restauration dans les zones dégradées semi-arides (Dupehm@bis2001; Azcdn-Aguilaret

al., 2003 ; Ouahmanet al., 2006 a,b). Il est universellement reconnu que les champignons
mycorhiziens contribuent efficacement a I'établissement et au maintien des espéces végétale
dans des conditions écologiques tres contraignantes (Le €aahnl987), en particulier dans

les écosystémes semi-arides (Carpenter et Allen, 1988).

Peu de pays disposent d’inventaires forestiers nationaux. En Algérie, le seul inventaire remonte

a 1982, les enquétes plus récentet commencé|a ’actualiser. La région méditerranéenne

représente un des réservoirs essentiels a la biodiversité de la planéete. Ainsi la flore
méditerranéenne renferme 25 000 espéces de végétaux supérieurs, soit 10 % des espeéc
connues sur terre (la région meéditeranéenne représentant 1,6 % des continents émergeés
Boydaket al. (1997) ont cité les principaux types de végétation et quelques espéces ligneuses
importantes du paysage méditerranéen. Les especes végétales recencées daese ldesabli

Terga font partie des éléments importants du maquis présents spontanément dans les régior

forestieres méditerranéennes.

Les spécificités géographiques de la région en font I'une des régions biogéographiques les plus
originales du monde du point de vue de la biodiversités aussi 1’'une des plus menacées.

D’une maniére générale, et en raison des contraintes hydriques, les espéces sempervirentes (a
feuilles persistantes) y sont plus abondantes que les especes décidues (a feuilles caduques),
les formations végétales sont caractérisées par la dominance d’arbres et de buissons ligneux

avec de petites feuilles sclérophylles. La sempervirence et la sclérophyllie sont des attributs qui
favorisent I’installation et le développement des espéces végétales dans les milieux arides, en
limitant lesprocessus d’évapotranspiration et en optimisant les processus de conservation de

I’eau. Néanmoins, la sclérophyllie ne serait pas une adaptation propre.aux especes végétales
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méditerranéennes, mais serait un héritage phylogénétique antérieur a la mise en place du clime
méditerranéen au Pliocéne (Herrera, 1992), qui se retrouve chez certaines formations végétale
non méditerranéennes (Specht, 1979 ; Killick 1979 ; Vetdl.,2003).

Les caractéristiques physiologiques et fonctionnelles de la végétation des écosystemes forestier
méditerranéens sont indissociables des contraintes climatiques. Les impacts directs du clima
méditerranéen sur la végétation résultent essentiellement d’un double stress hydrique et
thermique : d’une part, les sécheresses estivales limitent la disponibilité en eau, et d’autre part,

les conditions hivernales freinent la croissance lorsque les disponibilités en eau ne sont plus
limitantes (Rundel, 1995). La conjonction de ces deux situations limite la saison la plus
favorable pour le fonctionnement et la croissance de la végétation a de courtes périodes at
printemps et en automne, lorsque les précipitations sont les plus intenses. Le principal facteur
de contrble de ces écosystemes est ainsi la disponibilité en eau, qui varie grandement dans |

temps et I’espace (Joffre et al.,2007).

Les sols sablonneux, comme le sont les solsitdul’étude, présentent une tres faible capacité
de rétention d’eau et une tres forte perméabilité, ce qui ne favqriden faible développement
du couvert épigé (Kooijmast al, 2005). A I’opposé, ’accroissement des concentrations de
matiere organique favorise la formation d’agrégats stables qui limitent I’érosion des sols et

augmentent leur capacité de rétention en eau (Barthes et Roose, 2002).

Les sols des régions méditerranéennes sont en général peu profonds et manifestent un rappc
étroit avec la roche mere dont ils proviennent (Zinke, 1973). Les sols du bassin méditerranéen,
reposant principalement sur des substrats calcaires, ont un développement principalemen
contraint par le climat et les périodes de sécheresse estivale (Sardans et Penuelas, 2013). |
sont caractérisés par une fertilité relativement faible en comparaison des sols des autres
écosystemediée a leur pauvreté en nutriments, a leur faible degré d’évolution, ainsi qu’a leur

faible ressource en eau (Yaalon, 1997).

Les sols méditerranéens présentent en outre des index d’humification relativement faibles par

rapport a des sols continentaux ou alpins (Simoal, 1994), en raison des faibles activités
microbiennes et de la faible productivité végétale en saison esfivatete et le phosphore

sont en général limitants pour le fonctionnement des écosystémes (Mayor et Roda, 1994 ;
Sardans et Penuelas, 2013), en particulier dans les sols calcaires. lls immobilisent en effet le:
phosphates en raison de leur précipitation avec & (Carreira et Latjha, 1997), ce qui accroit
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le déficit en phosphore. Les faibles teneur et disponibilité en nutriments des sols méditerranéens
se surimposent ainsi a leur xéricité (Specht, 1973 ; Cagealg 1991).

Les champignons mycorhiziens a arbuscules ont une distribution géographique trés large (Opik
et al., 2006) et une présence quasi générale dans le regne végétal (Trappe, 1987). Les CMA
sont présents dans la couche superficielle du sol ou ils existent sous forme de spores et
d’hyphes associés a la matrice du sol (Allen, 1991; Dalpé, 1992). Leur nombre diminue
remarquablement au-dela de cette profondeur du fait de la raréfaction des Bamesy|,

1991; Smith et Smith, 1997).

Les CMA sont rencontrés chez les plantes terrestres des régions tropicales, tempérées, arctique
(Hayman, 1982), dans des milieux désertiques, humides, salés, arides et semi-arides (Strullu
1991 ; Tao etzZhiwei, 2005) ou métalliferes et méme chez certaines plantes aquatiques
(Bagyaraj, 1991). Différents travaux ont montré que la plupart des especes végétales du milieu
méditerranéen semi-aride (Requenal.,1996 ; Ferrokt al.,2004; Maremmangt al.,2003) et

des sols maritimes (Nicolson et Johnston, 1979 ; Koske et Gemma, 1997) sont mygorhizée
Dans I’écosystéme de Terga, La présence de champignons endomycorhiziens arbusculaires est
détectée dans les racines de toutes les espéeces végétales éfudidgdign@, L. creticus, R.
monosperma, P. lentiscus et J. oxycedr@8s associations symbiotiques sont affirmées par
d’autres recherches (Reddell et Warren 1987 ; Ducousso et Thoen, 199Ferrol et al, 2004,
Caravacat al. 2006 ; Alguacilet al, 2006 Hatimi et Tahrouch, 2007 ;Escareyal, 2010).

La plupart des légumineuses herbacées forment des relations symbiotiques avec les
champignons MA (Zaidet al.,2003).L. creticus,une légumineuse herbacée dominante dans la
dune de Terga, présente des racines fortement mycorhizées. Une forte colonisation MA a été
observée chez cette espece dominante en Espagne, dans une dune revégélafieés du
méditerranéen espagnol (Escaetyal.,2010 ; Escaragt al.,2012) et a Valence (Camprut

al., 2010). Il en est de méme po&R. monospermacaractérisée comme une légumineuse
mycotrophe (Hatimi et Tahrouch2007). Par ailleurs, lefapilionoideae sont généralement
colonisées par des CMA (Vasconcelet al., 1984; Grove et Le Tacon, 1993) et les
Mimosoideae sont soit endomycorhiziennes arbusculaires (MA) ou ectomycorhiziennes (Grove
et Le Tacon, 1993).

Les racines d’A. salignaprélevées de Terga sont également mycorhizées avec un taux de
colonisation endomycorhizienne élevBucousso et Thoen (1991) ont étudié le statut

mycorhizien de 48 espéces d’AcaciadontA. salignaqui présente une association symbiotique
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endomycorhizienneln vitro, des plants &. saligna inoculés par deCMA ont un effet
bénéfique sur la croissance (Reddell et Warren, 1987 ; Nasr et Diem, 1987).

Les mémes observations pder lentiscusprovenant de Terga dont les racines sont fortement
mycorhizées. Ce phénomeéne est rapporté dans le daslelgiscugpar Caravacat al. (2003)

et Ferrolet al. (2004) et forme des endomycorhizistype Paris(Ferrolet al.,2004) Cetype

est communément trouvé dans les écosystémes meéditerranéens @edini 2000). J.
oxycedruscomme les autres especes étudiées est également associée au CMA (Eashyaca
2006 ; Alguacilet al.,2006).

L’intensit¢é de mycorhization MA est importante et variable chez les espéces végétales
analysées. Ces résultats sont similaires avec ceux rapportés par Reqale(E996) dans le

sud d’Espagne. L'efficience de la colonisation AM dépend des caractéristiques chimiques du sol
(Pons et Gianinazzi-Pearson, 1984) concernant suetglibsphore, le potassium, 1’azote et le

pH. Selon ces auteurs, les fortes concentrations de phosphore et le pH acide inhibent la
germination de certaines espéeces de spores alors que l'azote sous la forme da KNEun

effet inhibiteur. Comparativement aux résultats de ces auteurs, les teneurs en phosphore de
sols étudiés restent généralement faibles et le pH alcalin, ce qui pourrait étre ld'caese

relative forte intensité de mycorhization.

Les différences notées dans la colonisation des racines indiquent que les espéces végétale
étudiées dans les dunes de sable du littoral méditerranéen de Terga sont mycorhizée:
indépendamment du niveau de perturbation de leur substrat. Selon Diagne et Ingleby (2003), La
colonisation ne dépend ni du climat, ni des formations végétales mais diminue avec les

perturbations du sol.

Li et Zhao (2005) ont montré que la colonisation par des champignons mycorhiziens a
arbuscules ainsi que 1’abondance mycorhizienne de spores fongiques dans une région aride du
sud-ouest de la Chine sont importantes. Sur 62 plantes représentant 33 familles, 100% de:
plantes étudiées étaient mycorhizées. Des situations similaires ont été observées dans d'autre
écosystemes influencés par la sécheresse (Mukerji et Kapoor, 1986eSaif2000). En
revanche, dans la forét tropicale humide de Xishuangbanna, sud-ouest de la Chine, des CMA
sont détectés chez seulement 56% des plantes étudiéesegzabp2001). Tawarayaet al.
(2003) ont egalement constaté que 77 % des arbres cultivés en foréts de marécages tourbeux ¢

Kalimantan centrale, en Indonésie sont mycorhizés. La comparaison des taux de colonisation
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MA et l'intensité de l'infection dans les racines de ces différents écosystémes suggere que le:
plantes cultivées dans les habitats semi-arides et arides seraient plus dépendantes au CMA.

Malgré les conditions défavorables, les sols dunaires peuvent abriter une microflore bactérienne
et fongique riche et variée (Hatimi et Tahrouch 20013lgré I’absence totale de végétation

dans le site exploité de Terga, pauvre en éléments nutritifs et en eau, des spores sont détectée
La densité de spores est connue pour sa variation considérable dans les différents écosystéme
Les valeurs vont de quelques dizaines a 10.000 spores par 100 g de sole(Faigri999;

Zhao et Li, 2005; Abbast al.,2006; Camprubét al.,2010).

Les densités des spores estimées dans les sols rhizosphériques a Terga peuvent étre considér
relativement élevée comparées aux densités enregistrées dans des dunes littorales semi-arid
(Hatimi et Tahrouch 2007; Campruit al., 2010), mais restent relativement faibles comparées

a celles enregistrées dans d’autres sols semi-arides (Ouahmanet al., 2006b; Abbaset al.,

2006).

Les sols sablonneux sont pauvres en spores par rapport aux autres textures de sol. Cett
diminution est liée en grande partie a la faible teuneur en matiére organique (Cash@iubi
2010)et parce qu’ils sont peu favorables a la formation des endomycorhizes, tandis que les sols

riches en colloides la favorisent (Brundrett, 1991).

La densité de spores dafles sols rhizosphériques d&. monosperma et J. oxycedrest
nettement supérieure a la densité des spores dans les sols rhizosphiAqeadigna, L.
creticus et P. lentiscudNicolson (1960) rapporte que les facteurs qui affectent la distribution
des champignons MA dans les dunes de sable sont: I'espéce végétale, le degré de stabilité de

dunes, la quantité de matiere organique dans le sable et I'activité microbiologique.

La perturbation du sol semble affecter la production des spores dans ces dunes. En effet
monosperma et J. oxycedrsss situent dans une dune fixée protégée du vent et caractérisée par
la présence d’un couvert végétal plus dense alors que les autres espéces colonisent des dunes
soumises a de fortes perturbations climatiques et ou le couvert végétal est moins important. Les
résultats obtenus montrent que le comportement des CMA est différent dans les systemes
dunaires de Terga et que le nombre de sporeféea la perturbation ou non du site. Ces
observations sont rapportées par Koske (1975) qui montre que la densité des spores MA es

plus élevée dans les vieilles dunes que dans les jeunes situées prés de la mer et dans les dur

96



Chapitre 2-Statut mycorhizien des espéeces végétales de I'écosysteme de Terga

mobiles. La perturbation des sols affecte gravement la communauté de champignons MA et leur

capacité a se reproduire dans les systemes de dunes de sablee{Bke2@00).

La variation saisonniére de l'abondance des spores a été rapportée par plusieurs auteur
(Hayman, 1970; Sutton et Barron, 1972; Giovanetti, 1985; Hatimi et Tahrouch 2007). La

densité de spores MA observée en fonction des saisons serait attribuée aux processus de
formation des spores, a leur germination et & leur dégradation (Smith, 1980). Nos résultats
montrent qu’il y a une dynamique saisonniere avec une augmentation de la densité des spores

au printemps observée également par Smith (1980).

Dans 1’écosystéme de Terga, la densité des spores est négativement corrélée aux taux de
colonisation racinaire MA chez les fifentes espéces végétales d’intérét. Ceci peut étre di au

fait que les spores ne sont pas les seules a pouvoir réinfecter les plantes; il y'a aussi les racine
mycorhizées présentes dans le sol et les mycéliums extra-racinaires (Klironomos et Hart, 2002).
Dans les zones arides, il se produit peu ou pas de sporulation mais les racines sonésolonisé
(Morton et al., 1993). Plusieurs travaux ont montré qu’il n’existe pas de corrélation entre le

nombre de spores et l'intensité d'infection des racines (Mukerji et Kapoor, 1986,eCklpp

1995; Merryweather et Fitter, 1998). Cette corrélation entre la population de spores et
l'infection des racines est positive dans des conditions souvent controlées (Jensen et Jakobse
1980). La faible relation entre la formation d'endomycorhizes et la densité des spores peut étre
due a la non viabilité, la dormance des spores (Jasped, 1991) et a la sporulation

discontinue de certains membres des Glomeromycota (Scleti@le2001).

Cette étude confirme l'existence d'une riche diversité des champignons MA dans le sol
sablonneux des dunes du littoral de Terga. Treize morphotypes de spores endomycorhiziene:
appartenant a quatre geni@omus, Acaulospora, Scutellospoet Gigaspora,sont trouves

dans le sol sablonneux des dunes du littoral de Terga.

Le gradient observé dans les valeurs de I’indice de diversité de Shannon indique que certaines
espéces présentent de grands effectifs d’individus au détriment des autreBlus 1’indice H
augmente, plus I’espéce végétale est favorable a toutes les espéces fongiques et qu'elle leur
offre les mémes chances de survie. Le solLdereticusest le plus riche en especes MA
confirmé déja par Camprulet al. (2010 qui ont noté une riche diversité des CMA chez

creticusdans des dunes méditerranéennes espagnoles.
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Les valeurs dé&indice d’équitabilité qui sont au milieu de I’intervalle] 0 ,1[, signifierait qu'il y

a une distribution variable des especes. Une valeur élevée de cet indice (tend vers 1)
témoignerait d'une distribution équitable des espéces. A I'opposé, Une faible valeur c'est-a-dire
proche de 0, signifierait qu'il y a dans le milieu plusieurs espéces rares et qu'il existe une
disproportionnalité au niveau de la répartition des especes ce qui traduit donc des formations
végétales trés sélectives.

Les champignons appartenant au ge@®mus sont prédominants dans les conditions
d’échantillonnage et présentent également le plus grand nombre de morphotypes. Le genre
Glomusest généralement le plus représenté en termes d’espéces dans les sols des écosystemes
semiarides, probablement a cause de sa capacité d’adaptation aux sols dégradés (Ba et al,

1996). Selon Turriniet al. (2008), la diversité des champignons nGfomus, dans les
écosystemes fortement perturbés, est faible. Ceci peut étre expliqué par la capacité des espéec
de Glomusa initier un processus de colonisation a partir des spores, des racines infectées et de:
hyphes contrairement aux genfggjasporaet Scutellosporajui ne sont capables d’initier de

nouvelles infetions racinaires qu’a partir de spores (Biermann et Linderman 1983).

Parmi les especes @&eutellosporarouvées dans nos sols, queds| unes sont supposées étre
Scutellospora persicaCette espéce a été retrouvée récemment sur des dunes de sable cotieres
méditerranéenne espagnole (Campretbal, 2010) et aussi sur la cote nord-ouest de I'ltalie
(Turrini et al.,2008) et avait été précédemment décrite dans d'autres dunes de sablees{Koske
Walker, 1985; Blaszkowskiet Tadych, 1997; Selvanmet Mahadevan, 2002; Rodriguez-
Echevarriaet Freitas, 2006).

Les valeurs de PIb§ dans les sols rhizospériques de Terga sont proches de celles trouvées dans
des sols cultivés en France (Plenchette, 1989) et supérieures a celles des sols de jacheres
Sénégal (Duponnoist al., 2001). Le sol d&R. monospermarésente le potentiel infectieux
mycorhizogéne le plus faible, bien qu’il soit le plus riche en spores. Les sols dans les
écosystemes perturbés contiennent trées peu de spores YRiolest al., 1994) ce qui peut
expliquer la corrélation négative trouvée entre les unités deoleliMa densité des spores dans

les sols de Terga. Les autres sols rhizosphériques ont un potentiel infectieux mycorhizogéne
important comparé au potentiel infectieux estimé dans les sols rhizosphériques des dunes

méditerranéennes espagnoles (Campethl.,2010)
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La densité des spores dans les sols rhizosphériques est corrélée négativement a la teneur
phosphore. Frionét al. (1999) ont trouvé une corrélation négative entre la colonisation MA et
la teneur en P. Les mycorhizes ont un réle important dans la survie et la croissance des plante

dans les sols pauvres en nutriment notamment le phosphore (Smith et Read, 1997).

L’identification des CMA basée sur la morphologie des spores ne reflétent pas suffisamment la
structure des communautés réellement actives dans les racines. C’est 1’une des contraintes, car
la sporulation est influencée par plusieurs facteurs physiologiques et environnementaux. En

raison de ces difficultés, il y a un recours accru aux méthodes moléculaires.

Aussi, plusieurs couples d'amorces ont été essayées. Apres une analyse des résultats des nes
PCR, notre choix des amorces s’est porté sur le couple LR1/NDL22 pour step 1 et le couple
d’amorces 28G1/28G2, amplifiants le fragment ADNr 25S. Le choix des amorces déterminera
les résultats d’une étude de communauté et les conclusions qui pourront en étre faites. Pour les

sols cultivés, Hijriet al. (2006) ont trouvé une diversité de champignons MA plus élevée que
celle trouvée précédemment par Helgasbml. (1998) et Danielket al. (2001). Ces derniers
utilisaient la paire d’amorce AM1-NS31, qui est réputée ne détecter que certains groupes de
champignons MA comme la famille des Glongrsupe (A) (Redeckest al.,2000. Hijri et d.

(2006) avaient utilisé le « cocktail » d’amorces développées par Redecker et al. (2000) qui

détecte une tres large proportion de champignons MA.

Les colonies blanches et les colonies bleues apparaissant sur les boites de Pétri ont prouveé |
réussite du clonage. Le clonag@ermisd’isoler le fragment d’ADN (ADNr 25S limité par
28G1/28G2 du mélange puis de travailler sur celui-ci de maniéere plus aisée et réaliser son

séquencage.

L’ensemble des résultats obtenus (fertilit¢ des sols, colonisation racinaire, PIM, diversité et la

densité des spores) suggere quereticus, A. salignat P. lentiscussont les espéces les plus
adaptées a la réhabilitation des sols dégradés de Terga. Plusieurs études ont suggéré que |
léegumineuses ayant une dépendance mycorhizienne peuvent améliorer la restauration de I:
fertilité des sols perturbés et la biodiversité des CMA (Duponeioal., 2001). Ferrolet al.

(2004) ont suggéré que le réseau mycélien MA du sol rhizosphérigReleetiscuspourrait

étre une source principadéinoculum MA.
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5. Conclusion

La zone préservée de la sabliere de Terga est caractérisée par une biodiggetdée
importante dont les espéces sélectionné&esacia saligna, Lotus creticus, Pistacia lentiscus,

Retama monosperng Juniperus oxycedrus.

La présence de champignons mycorhiziens arbusculaires est détectée dans les racines de tout
les espéces végétal@sntérét. L’intensité de mycorhization MA est importante et variable chez

les espéces veégétales. La densité de spores dans le sol rhizosphéRjuaotesperma et
J.oxycedrugst nettement supérieure a la densité des spores dans ceux d’A. saligna, L. creticus

et P. lentiscusUne dynamique saisonniere avec une augmentation de la densité des spores al
printemps est affirmée. La densité des spores est négativement corrélée aux taux de colonisatio
racinaireMA chez les différentes especes végétales d’intérét dans 1’écosysteéme de Terga. Les

sols rhizosphériques ont un potentiel infectieux mycorhizogene important. Le sBL de
monospermarésente le potentiel infectieux mycorhizogéne le plus faible, bien qu’il soit le plus

riche en spores.

Cette étude révele l'existence d'une riche diversité de champignons AM dans les sols
rhizospheriques de la végétation des dunes cotiéres méditerranéennes algériennes. Treiz
morphotypes de spores endomycorhiziennes appartenant a quatreGjenmes, Acaulospora,
Scutellosporaet Gigaspora,sont trouvés dans le sol sablonneux des dunes du littoral de Terga

avec la prédominance du ge@®musdans nos condition¥échantillonnage.

L’ensemble de ces résultats nous offre un élément de conclusion trés important : La gestion du
potentiel mycorhizien du sol par I’introduction d’A. saligna, L. creticugtP. lentiscusconstitue

une bonne stratégie de réhabilitation de I’écosysteme de Terga. Ce sont des especes végétales
autochtones qui ont la capacité de promouvoir la symbiose mycorhizienne arbusculaire laguelle
joue un role clé dans la productivité et la stabilité’debystéme. Elles peuvent étre aussi une

source importante d’inoculum MA pour la mycorhization contrdlée dans les écosystémes semi-

arides.
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Chapitre 3- Influence des plantes d’intérét sur la croissance et la mycorhization d’A. saligna

1. Introduction

La symbiose mycorhizienne joue un réle important dans le fonctionnement et la stabilité des
eécosystemes intervenant significativement dans les interactions entre les plantes, amélioral
ainsi la productivité et la biodiversité végétales (van der Heideal., 1998; Gobatt al.,

2003 ; Hartet al., 2003 ; Silvertown, 2004 ; Sanat al., 2006 ; Kisaet al., 2007). Elle
favorise la coexistence entre plusieurs espéces végétales grace a la formation des liel
mycéliens par lesquels le carboiephosphore et 1’azote sont partagés entre les différentes
especes de plantes (Simard et Durall, 20®l)usieurs auteurs ont méme suggéré une
translocation de métabolitaga un pont mycélien créé par Iéseau d’hyphes connectant
plusieurs plantes de la méme especd’especes différentes (Smithet Read, 1997 ; Robinson

et Fitter, 1999 ; Gobatt al.,2003 ; Yacet al.,2003 ; Simaraet Durall, 2004).

Les Iégumineuses sont des plantes qui présentent un intérét remarquable dans la réhabilitati
des sols dégradés et la fixation des dunes du littoral grace a la profondeur de leur system
racinaire, a leur croissance rapide et surtout a leur capacité a s’associer avec des bactéries du

sol du genreRhizobiumfixateur dazote atmosphérique (Thompsonet al., 1985) et des

champignons mycorhiziens (Strullu, 1991 ; Norreaal.,1995).

Comme espéce candidafcacia salignalabill.-Wendl appelée encorkcacia cyanophylla

Lindl (Maslin, 1974), Mimosaceae arbustive originaire du sugt de 1’ Australie (Hopper et

Maslin, 1978), a été introduite en Algérie depuis 1870 (El-Lakany, )198i#ace aux
multiples usages de cette espece (fertilisation des sols, fixation des dunes littorales
consolidation des ouvrages de conservation des eaux et du sol, brise-vent et plantatior
pastorales) et a sa capacité de pousser sur différents types dé\.seldigna compte
aujourd’hui parmi les essences forestiéres les plus employées dans les reboisements des zones

arides et semi-arides.

Acacia salignaqui tolére la salinité et la sécheresse (Sheha, 1984 ; El Lakany, 1987) est
utilisée en Algérie, principalement dans les zones cdétiéres, pour la stabilisation destiunes (
Lakany, 1987 Boukhatemet al, 2012) et dans les projets devégétalisation (Sekkour,
2008). De plus cette espéce qui a un pouvoir de régénération important, stabilise et fertilise
les sols grace a sa capacité de s’associer avec des microorganismes symbiotiques (rhizobium,
champignons- mycorhiziens - arbusculaires) (Nasr et Diem;-198#rani et al, 2010;
Boukhatenet al, 2012).
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C’est une espece choisie pour réhabiliter les sols dégradés de la sablicre de Terga apres
exploitation massive et anarchiq@@hodbani, 2008 ; Mansouri, 201 Cette sabliere a un
climat méditerranéen avec des perturbations climatiques et édaphiques qui rendent difficile
une restauration rapide de cet écosysteme et nécessite ainsi une stratégie de revégétalisat

performante.

Vu I’importance des symbioses mycorhiziennes dans la restauration dees écosystemesal
stratégie derevégétalisation adoptée est basée sur une meilleure exploitation du couple
symbiotiqueAcacia saligna€MA par I’utilisation d’autres espéces végétales adaptées aux
conditions locales. Des espéces végétales endémiques subsistant dans ces sols dégradés,
associées @A. saligna pour favoriser sa mycorhization naturelle et stimuler certaines
communautés bactériennes liées aux cycles C-P-N, afin de les exploiter dans les scénarios
reboisement comme plantes compagiés saligna.Dans ce contexte 1’objectif de ce travail

est dedéterminer les principaux effets des espéces végétales d’intérét (Acacia saligna,
Retama monosperma, Lotus creticus, Pistacia lentistuduniperus oxycedryssur la

croissance et la mycorhizatidd. saligna dans des conditions expérimentales.

2. Matériels et Méthodes

2.1.Dispositif expérimental

Les échantillons de sols rhizosphériqdesplantes d’intérét (Acacia saligna, Lotus creticus,
Retama monosperma, Pistacia lentisetiduniperus oxycedry€t le sol nu sont conditionnés
dans des sachets noir en plastiqgue de 1 des graines ‘d\. salignasont lavées: 1’eau
courante puis sont scarifié@gec de 1’acide sulfurique (H2SQs @ 96 %) pendant 30 min. Elles
sont ensuite rincées une dizaine de fois a I’eau distillée stérile afin d’¢liminer les traces
d’acide sulfurique puis mises a germer dans des boites de Bétie I’eau gélosée (0.8 %) a
22 °C.

Apres la germination, les plantules sont repiquées sur les différents sols préalablemen
préparés puis placées sous serre ensbboenplets randomisés, avec i€pétitions par
traitement(Fig. 54) L’arrosage est effectué avec 1’eau de robinet pendant les sept mois de

croissance.
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Figure 54: Culture d’Acacia salignasous dférents traitements.

2.2.Parametres mesurés

2.2.1. Etude de la croissance d’A. saligna

La longueur des plantes est mesurée chaque deux semaines pendant les sept mois de cultt
Aprées la récolte les plantes sont mises a sécher dans 1’étuve a une température de 60 °C

pendant une semaine pour déterminer le poids sec des tiges et des racines.
2.2.2. Estimation des taux de colonisations racinaire

Des racines fraiches sont recueillies le long du systeme racinaire de chaque plante pol
évaluer la colonisation mycorhizienne. Les racines sont éclaircies avec du KOH a 10%
pendant 30 mi, rincées a 1’eau distillée et colorées au bleu Trypan dans du lactophénol
(Philips et Hayman, 1970). Les structures mycorhiziennes sont observées au microscop
optique (Olympus SZ H10). Le taux de mycorhization est exprimé par la fréquence des
mycorhizes dans le systeme racinaire [F % = (nb de fragments mycorhizés/ nb total de
fragments)*10] (Trouvelotet al, 1986).

2.2.3. Détermination de la diversité catabolique des communautés bactériennes

La diversité catabolique microbienne du sol est déterminée d'apres la méthode décrite pe
Campbellet al. (2003). Elle est basée sur une série de mesure de dégagement dke <03
amendés par différents substrats organigues. Les caractéristiques physiologiques de

microorganismes en regard de ces divers substrats permettent de décrire une diversil
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fonctionnelle microbienne en temps réel car elle est basée sur des mesures directes

catabolisme des substrats par les communautés microbiennes.
2.2.3.1Détermination de la capacité de rétention d’eau du sol (CRE)

Un échantillon composite est constitué¢ avec I’ensemble des six échantillons provenant des
cultures d’A. salignasous les différents traitements (10 g de chaque sol). Chaque 20 g de ce
sol composite est mis dans un pot trogé, se trouve dans un récipient remplis d’eau,
pendant la nuit. Le matin, les pots contenant le sol humecté sont pesés. Des calculs sol
réalisés pour obtenir la quantité d’eau retenue par le sol et qui présente CRE 100 % qui
permet par la suite delculer la quantité d’eau pour avoir 30 % de la capacité de rétention
d'eau (CRE 30%0) (Annexe 9).

2.2.3.2.Mesure du dioxyde de carbone (C{pabsorbé

Le systeme de microrespirométrie utilisé ici, dénommée MicroResp se compose de dew
microplaques placées face a face, I'une de ces plaques dotée de 86duits capacité de

1,2 ml, détient des échantillons de sol avec des sources de carbone supplémentaires et I'au
plague est un systéme pour détecter le dioxyde de carbone libéré. Les deux plagues so
scellées ensemble avec un joint en silicone avec des trous d'interconnexion entre les det
plaques qui permettent deisser un volume d’air suffisant dans les puits gélosés et donc
faciliter I’entrée de CO2. L'ensemble est maintenu fermement avec collier en itiétal55).

Ce systeme est incubé pendant six heures a 28 °C puis sont tout de suite mesuré par

spectrophotometre a plaqugs permet une lecture d’absorbance a 572 nm.

Figure 55: Le systéme de microrespirométrie MicroResp

Les valeurs données par le lecteur de microplaques sont traitées par Excel et le logiciel Xl
stat pour estimer les profils cataboliques SIR (Substrate- Induced Respiration).
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2.2.3.3. Préparation des plaques du systeme de microrespirométrie MicroResp
Microplaque 96 puits a fond rond 1.2 ml

Chaque puits de la microplaque est rempli avec un échantillon de sol. Les plaques sont pesé
sans et avec le sol afin de déterminer la quantité moyenne de sol dans un puits qui nou
permet par la suite de calculéRE 30% de sol d’un seul puits. Les plaques sont humectées

avec ’eau distillée stérile a CRE 30%, centrifugées a 800 tr/1 min et incebd& 28 °C
pendant trois jours. Les plaques sont pesées a nouveau chaque jour. Une gamme de subst

organique est alors additionnée au sol en respectant I’ordre (Tab. 18).

Microplaques 96 puits a fond plat 200

Une solution de gélose colorée est préparée a partir de deux solutions : un dlgine
Noble dissoust deux volumes de solution d’indicateur coloré rouge crésol. La solution est
chauffée a 65 °C puis remplie dans les microplagues. Chaque puits de la microplague es
rempli par 20 ml de gélose colorée. Apres refroidissement, les microplagues stockées dan
une boiteen plastique fermées de fagon hermétique en présence de chaux sodée séche et d’un

flacon d’eau ouvert afin d’absorber le CO2 ambiant et de freiner 1’évaporation des puits

gélosés et leur fendillement. Aprés deux a trois jours de stockage, une lecture d’absorbance a

572 nm est effectuée pour chaque plaque gélosée avec le spectrophotométre a plaques.
2.2.4. L’identification génotypique des CMA

L’identification des CMA dans les racines est réalisée par clonage-séquengage comme
précédemment décrit (chapitre. 2es mémes techniques utilisées pour 1’étude moléculaire
des CMA dans lescines des plantes d’intérét (extraction d’ADN a partir des racines, dosage
de d’ADN, nested PCR, clonage et séquencage) sont utilisées pour les racines d’A4. saligna
cultivé sous serre. Les mémes conditions d’amplification, les mémes amorces et le plasmide

pPpGEM-T sont adoptés.
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Tableau 18: Plan de microplaque des substrats organiques

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Mannose Mannose Mannose Mannitol Mannitol Mannitol D-Tréhalose| D-Tréhalose| D-Tréhalose| L-Arabinose | L-Arabinose | L-Arabinose

D-Xylose D-Xylose D-Xylose D- D- D- D-Galactose| D-Galactose| D-Galactose| Inositol Inositol Inositol
Saccharose | Saccharose | Saccharose

D-Sorbitol D-Sorbitol D-Sorbitol L- L- L- Arabitol Arabitol Arabitol mesoErythri | mesoErythri | mesoErythri
Rhamnose | Rhamnose | Rhamnose tol tol tol

Glucose Glucose glucose Citrate Citrate Citrate Maléate Maléate Maléate Malate Malate Malate

Na Na Na H20 H20 H20 Oxalate Oxalate Oxalate Kétoglutarat | Kétoglutarat| Kétoglutarat

Gluconate Gluconate Gluconate e e e

Ascorbate Ascorbate Ascorbate N- N- N- Glutamate | Glutamate | Glutamate L- L- L-
acetylGluco | acetylGluco | acetylGluco Asparagine | Asparagine | Asparagine
samine samine samine

D,L Valine D,L Valine D,L Valine L- L- L- L- L- L- L-Alanine L-Alanine L-Alanine
Méthionine | Méthionine | Méthionine | Glutamine Glutamine Glutamine

L-Sérine L-Sérine L-Sérine L-Histidine | L-Histidine | L-Histidine | L-Proline L-Proline L-Proline L-leucine L-leucine L-leucine
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1.1.1. Analyse statistique
Les données sont traitées avec une analyse de la variance (ANOVA) au seuil de 5% (p < 0.0¢
en utilisant le logiciel XL stat. La comparaison des moyennesagsta 1’aide du test de
Tukey. Les coefficients de corrélation de Spearman sont calculés entre toutes les variables. L
diversité spécifique est appréhendée a I’aide des indices de diversité de Shannon et Weiner

(1949) Et d'équitabilité de Piélou (1966) comme déja décrit en chapitre2.

2. Résultats

2.1. Etude de la croissancd’A. saligna
Sous les mémes conditions de cultesalignaprésente un développement différent selon
le substrat utilis¢Fig. 56). L’analyse de variance indique que lessols rhizosphériques ont une
influence hautement significative slar croissance des plantes d’A. saligna: sur la hauteur
(F=12,105; P< 0,0001), sur la biomasse seche racinaire (F=13,540; < 0,0001) et sech
aérienne (F=14,618 ; < 0,0001).

2.1.1. Hauteur des plantesd’A. saligna
Comparé au témoin, un développement important d’A. salignaest obtenu sur les substrats
provenant de la rhizosphére Be lentiscusd’A. salignaet L. creticusavec respectivement
des hauteur moyennes de 25,64 +3¢4Q 24,57 +2,51 cnet 22,28 +5,65cm. Les sols
provenant de la rhizosphére de oxycedruset R. monosperma’ont pas permis un bon
développement des plantes d’A. salignaavec des hauteurs moyennes respectives de 16,6
+3,67cmet 8,14 +7,7&m (Fig. 57).

2.1.2. Biomasse aérienne et racinaire
Les plantes d’A. salignacultivées sures sols d’A. salignaet P. lentiscusprésentent une
biomasse aérienne importante avec respectivement 1606 +562,07 mg et 1508,60m14¢15,91
etaun degrés moindre lorsqée salignaest cultivé sur le sol provenant de la rhizosphere de
L. creticus (1017,20 +545,81 mgjFig. 58). Ces valeurs different significativement avec
celles enregistrées dans le cas des substrats rhizospheriquasxgeedrug714,33+ 443,33
mg) et deR. monosperm@l13,20 £93,98ngQ)
Les biomasses racinairébig. 59) les plus importantes sont notées chwzplantes d’A.
saligna cultivées sur les sols d& lentiscus(1955,30+ 541,79 mg)d’A. saligna(1730,40
+702,41 mg) et de.. creticus(1336,90 +977,71 mg). Comme précédemment, ces valeurs
différent significativement avec les hauteurs d’A. saligna cultivée dans les sols dd.
oxycedrug689,33 £522,92ng) et deR. monospermgl57,10 +91,59nQ).
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Figure 56: Les plantes d’Acacia salignaaprés sept mois de culture sur différents substrats de
sol: (a) Acacia saligna(b) Pistacia lentiscus(c):Lotus creticus(d): Juniperus oxycedruge):
Retama monospermet (f): sol nu).
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Origine du substrat de culture

Les moyennes représentées par la méme lettre ne sont significativement difféser@ed5iselon le test Tukey.

Figure 57 La hauteur (cm) des plantes d’Acacia salignaapres 7 mois de culture sous serre

dans les différents sols rhizospheriquesedpéces d’intérét.
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Les moyennes représentées par la méme lettre ne sont significativement différer@853selon le test Tukey.

Figure 58 La biomasse seche aérienne (rhg)plantes d’Acacia salignaapres 7 mois de
culture sous serre dans kess rhizospheériques des espéces d’intérét.
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Les moyennes représentées par la méme lettre ne sont significativement différert@85selon le test Tukey.

Figure 59 La biomasse séche racinaire (mg) des plantes d’Acacia salignaapres 7 mois de
culture sous serréans les sols rhizosphériques des especes d’intérét.
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2.2. Colonisation mycorhizienne racinairal’A. saligna

L’observation microscopique des racines d’A. salignaa montré que tout les sols abritent des
champignons MA et des taux de colonisation MA racinaires diffé(€irgs 60). Comparé au

sol nu (43 %), un taux de colonisation racinaire MA élevé est observeé lorsque les plantes sor
cultivées sur le sol rhizospherique Be lentiscus(90 %) suivi du sol rhizospheriqugA.
saligna(83,33 %), celui dé&. creticus(63,33 %) etl. oxycedrug56,66 %). Un faible taux de

colonisation est observé dans le cas du sol rhizosphérigrerdenospermé30 %).

L’origine du sol influe significativement sur les taux de colonisation racinaire MA chez les
plantes d’A. saligna(F=4,590; P< 0,017Néanmoins le potentiel mycorhizogéne des sols est
négativement corrélé au taux de colonisation -0,326) ceci suggére que d’autres acteurs

microbiologiques du sol interagissent d’ou I’intérét de mesurer 1’activité catabolique des sols.

100%
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o s0% ab ab
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§ o |
2 70%
B ab
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u_ 0
‘0
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A. saligna L. creticus  R. monosperma  P. Lentiscus J. oxycedrus sol nu

Origine du substrat de culture

Les moyennes représentées par la méme lettre ne sont significativement différert5selon le test Tukey.

Figure 60: Taux de Mycorhization dgslantes d’Acacia salignacultivées durant 7 mois en
serre sur les sols rhizospheérig des espéces d’intérét.
2.3. Diversité catabolique microbienne

Les plaques remplies avec les échantillons desmlhumectées avec I’cau distillée stérile a
CRE 30 % qui correspond a 549 d’eau par puits et 27 ul pour la quantité moyenne de

substrat organiqu@nnexe 9.
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Aprés I’incubation du systéme, les microplaques gélosées sont mesurées par le
spectrophotometre a plaques. Les valeurs données par le lecteur de microplaques sont traité

et analysées pour estimer les profils cataboliques SIR (Substrate- Induced Respiration)

Lesvaleurs de I’indice de diversité de Shannon (H) indiquent que certains substrats carbonés
sont plus consommeés au détriment des auRles.l’indice H augmente plus le hombre de
substrats consommeés est augmenté. Cependant ce nombre reste faible vu que la riches
catabolique qui reflete le nombre des substrats catabolisés par la communauté microbienne ¢
chaque sohe dépasse pas la valeur 15 sur 32 substrats utilisées ce qui reste généraleme
faible (Tab. 19)

Les valeurs d&indiced’équitabilité (E) sont comprises daisntervalle ] 0 ,1[.L’équitabilité
catabolique dans tous les traitements est élevée Ytend) ce qui indique qu’il y a une trés

faible variabilité dans la consommation des subs{iiatb. 19).

Tableau 19: Indice de Shannon (HRichesse (R) et diversité cataboliques (E) de chaque

type de sol.
Parametres Indice de . , , o .
Espéces Shannon H Richesse catabolique R| Diversité catabolique E
A. saligna 2,09 11 0,87
P. lentiscus 1,05 4 0,76
J. oxycedrus 1,80 7 0,92
R. monosperma 1,39 5 0,86
L. creticus 1,90 9 0,86
Sol nu 2,27 15 0,84

2.4.1dentification génotypique
2.4.1. Extraction et dosage de ’ADN

L’étude génotypique n’a concerné que trois échantillonks racines d’A. salignasous le sol
d’A. saligna sous le sol dP. lentiscuset sous le sol nu. La qualité de I'ADN est contrdlée sur
gel d’agarose. La visualisation des gels sous la lumiere UV a pdiabiserver des bandes
d’ADN chez tous les échantilloifBig. 61) Les échantillons de I’ADN dosés (Tab. 20) sont
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dilués a¥c I’eau ultra pure « Mili Q » afin d’obtenir un échantillon représentatif de chaque

traitement de 3 ng/pl.

Tableau 20:Lesconcentrations des échantillons d’ADN racinaire d’A. salignacultivée

dans les sols d’A. saligna,P. lentiscuset sol nu.

salignadans les sols

ADN racinaire d’A. Acacia saligna | Pistacia lentiscus Sol nu

Concentration (ng/ul) 23 37

45

1 234 56 7809 10111213 141516

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

13 10: sol d'A.saligna
11318,29et30:so0lnu
19 a 28: sol de P. lentiscus

Agarose 1 %
Dépot 10 pul ADN+5 pl bleu de charge

Figure 61: Electrophorése d’ADN des racines d’A. salignacultivée dans les sols d’A. saligna,

P. lentiscuset sol nu
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2.4.2. Amplification « PCR-nested » du fragment ADNr 18s

La PCR step 1 réalisée avec les amorces NS1/NS4 a pérmiplifier un fragment

d’environ 1150 pb chezds trois échantillons d’ADN racinaires d’A. salignasous les sold’A.

saligna L. creticuset sol nu(Fig. 62) Dans la PCR step 2 on a diltenplatePCR step 1

vingt fois. La deuxiéme PCR step 2 réalisée avec le couples amorces NS31/AML2 a permis
également d’amplifier un fragment d’environ 550 pb a partir de tout les échantillons du

produits PCR step (Fig. 63).

Template ADN: 7 pl (21ng)
Agarose 1 %
Dépbt 5 ul

1 a5 espéces in situ :
1: A.saligna

2: R.monosperma
3: Plentiscus

4: L.creticus

5: J.oxycedrus

6,7,8 sous serre :
6: A.saligna

7: Plentiscus

8: sol nu

9: Témoin

Figure 62: Amplification du Fragment ADNr 18S (PCR step 1) par les amorces NS1/NS4

e L ™

Agarose 1 %
Dépot 5 pl

10

1 a5 espéces in situ

6,7,8 sous serre
6: A.saligna

7: Plentiscus
8:sol nu

9: Témoin stepl
10: Témoin

Template PCR: 2uL PCR1 brute pourl,2,3,4,5 et 9 (PCR1 faite sur 21 ng ADN racine)
Template PCR: 2ul PCR1 diluée 20 fois pour 6,7 et 8 (PCR1 faite sur 21 ng ADN racine)

Figure 63 Amplification du Fragment ADNr 18S (PCR step 2) par les amorces NS31/AML2
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2.4.3. Amplification « PCR-nested » du fragment ADNr 25s

La PCR step 1 réalisée avec le couple d’amorces LR1/NDL22 a permisd’amplifier un
fragment d’environ 780 pbchez les trois échantillons d’ADN racinaires d’A. salignasous les

sols d’A. salighg deL. creticuset du sol nFig. 64)

Tous les produits PCR step 1 sont dilués 20 fois pour les utiliser coempdatedans les
deux PCR step 2. La Premiére PCR step 2 réalisé le couple d’amorces 28G1/28G2a
amplifié un fragment d’environ 580 pb a partir de tout les échantillons de PCR step 1 dilué
(Fig. 65)

2.4.4. Clonage de I’ADN fongique

Apres une analyse des résultats des nested PCR, les produits PCR step 2 du fragment ADI
25S amplifiés par les amorces 28G1/28G2 (580pb) sont choisis pour le clonage. Les

amplicons positif§Fig. 66) sont envoyés au séguencage.

1 [ 3 4 5 6 7 8 9 135 espéces in situ :

1:As

2
3
4
5: J.oxycedrus

6,7,8 sous serre :

Template ADN: 2pl (6ng) 6: A.saligna

7: Plentiscus
8:s0lnu
1 2 3 4 5 6 7 8 & 9: Témoin

‘ Agarose 1 %
Dépot 5 ul

Template ADN: 7 pl (21ng)

Figure 64: Amplification du Fragment ADNr 25S
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1 a5 espéces in situ
1: A.saligna
2: R.monosperma
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 3: Plentiscus
4: L.creticus
5: J.oxycedrus

e g
P - —— ‘ i, e, - 6,7,8 sous serre

6: A.saligna
Template PCR: 2ul PCR1 diluée 20 fois (PCR1 faite sur 6ng ADN racine pour 2,3, 12ng ; f 'c:f:fj’““s
pour 5 et 21 ng pour 1,4,6,7,8) 9 Témoin step1
10: Témoin

Figure 65: Amplification du Fragment ADNr 25S
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Figure 66. Amplification du fragment « insert » par les amorces (M13f/M13r) ¢hez
salignasous serre(a) sol d’A. saligna (b) sol deP. lentiscus(c) sol nu.
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3. Discussion

Dans la sabliere de Terga comme tous les écosystemes méditerranéens semi-arides, |
actions anthropiquetlle I’extraction du sable provoque des dégradations au niveau de la
strate végétale en modifiant sa structure, sa dynamique et sa diversité spécifique (Grove ¢
Rackham, 2001)Danscet environnement hostile, certaines plantes pionniéres ou rudérales
peuventfaciliter le développement’autres espéces vegétales (Bellingharat al., 2001 ;.Holl,

2002). Les interactions positives entre les plantes, ou la facilitation, se produisent quand un
espece végétale améliore la survie, la croissance d'une autre espece. La facilitation a é
examinée et discutée en détail par plusieurs auteurs (De Amgedis, 1986;. Hunter et
Aarssen 1988; Wilson et Agnew 1992; Bertness et Callaway 1994; Callawgy 1995

Les plantes ont différents types d'effets positifs sur d'autres plantes. Dans une revue de |
facilitation plante-plante, Callaway (1995) décrit des mécanismes positifs directs tels que
I'altération favorable de la lumiere, la température, I'humidité du sol, les nutriments du sol,
l'oxygénation du sol, ole substrat et des mécanismes indirects tels que la protection contre
les herbivores, les greffes racinaires, et les interactions avec les communautés microbienne

de la rhizosphére comme la symbiose mycorhizienne.

Le terme‘coexistence’ a été utilisé par les écologistes pour décrire une association équilibrée
d’espéces dans une communauté biotique (Hart et al, 2003). Les interactions entre les
espéeces végeétales peuvent étre soit positives (facilitation de la régénération et de la croissan
d’une plante par une autre (Ouahmaeteal, 2006ab ; Brookeret al, 2008)), soit négatives
comme la compétition pour la lumiére et les nutriments, la production de substances
allélopathiques (Donald, 1958 ; Stevens, 1986 ; Chesson, 2000etB&j2002).

Dans les conditions expérimentales, les parametres de croiséancel/igna ont montré

I’effet de chaque sol rhizosphériqdes especes végétales d’intérét (Acacia saligna, Retama
monosperma, Lotus creticus, Pistacia lentis@isJuniperus oxycedr)s La hauteur, la
biomasse séche aérienne et racinaire ont permis de conclure que la meilleure croissance d
plantesd’A. saligna est obtenuéans les sols d’A. salignaetP. lentiscusBrunoet al. (2003)

ont montré que les arbustives pionniéres facilitent la germination et la croissance juvénile de:
essences forestieres, plus particulierement dans les écosystémes de type méditBansé

les écosystémes arides et semi-arides, Ouahetaale(2006 a,b) ont observé que certaines

espees végétales pouvaient favoriser la survie et la croissance d’autres espéces en créant des
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‘Ilots de fertilité’. Par ailleurdes plantes d’A. salignaprésentent un bon développement dans
le sol nu, la hauteur, la biomasse seche aérienne et racinaire sont plus importants que cel

provenant du sol rhizosphérique Remonosperma

Les mémes observations sont faites concernant les taux de colonisation mycorhizienne de
racines d’A. saligna.Selon van der Heijdeat al. (1998), la composition de la communauté
des plantes ainsi que la biomasse totale dépend fortement de la composition et de la diversi
de la communauté de champignons mycorhiziens. Les associations mycorhiziennes jouent u
réle clef dans le fonctionnement et la stabilité des écosystemes terrestres en intervenar
fortement dans les relations plante - plante, améliorant ainsi la productivité et la biodiversité
végétales (van der Heijdest al., 1998; Gobatt al., 2003 ; Hartet al., 2003 ; Silvertown,

2004 ; Sanomet al.,2006 ; Kisaet al.,2007).

Les CMA favorisent la coexistence entre plusieurs especes végétales, grace a la formation d
liens mycéliens, par lequel le carboiwephosphore et ’azote sont partagés entre différentes
especes de plantes (Simard et Durall, 2004). Des auteurs ont méme suggéré une translocati
de métabolitesia un pont mycélien créé par téseau d’hyphes connectant plusieurs plantes

de la méme espece diespeces différentes (Smithet Read, 1997 ; Robinsaat Fitter, 1999 ;
Gobatet al.,2003 ; Yacet al.,2003 ; Simarckt Durall, 2004).

La technique MicroRespTM (Campbadt al., 2003) est utilisée pour étudier les activités
cataboliques des micro-organismes contenus dans ledesalsltures d’A. saligna L’intérét

de cette méthode est la miniaturisatien techniques de respirométrie, permettant d’obtenir

pour un méme bioessai des informations sur la respiration basale, la biomasse microbienne
la diversité catabolique (SIR : Substrat-Induced Respiration). Cette technique se rapproche d
la technique BIOLOG(mesure de diversité fonctionnelle d’un extrait bactérien), mais a
I’avantage de permettre 1’étude de la diversité fonctionnelle d'un sol (Tliét al.,2011) dans sa
globalité et non pas celle d'un extrait bactérien cultivé sur plusieurs jours avec les

phénomenes de sélection comme dans les systemes BIOLOG.

La diversité fonctionnelle des communautés microbiennes concerne de nombreuses activité
notamment de transformation, décomposition de composés organiques et minéraux
stimulation de la croissance des plantes et des propriétés chimiques et physiques du s
(Wardle et al, 1999). Elle est évaluée par la définition des profils cataboliques
essentiellement impliquées dans les activités de décomposition (Exgen2000).
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La richesse cataboliquest généralement faible dans tous les sols des différents traitements du
dispositif expérimental. Il y a aussi une tres faible variabilité dans la consommation des
substrats organiques qui montre une faible diversité et activité microblemnéduction de

la diversité et d& activité microbienne est bien démontrée dans les sols dégradés (Kennedy et

Smith, 1995; Garciat al., 1997). La réduction de 1’activité des champignons mycorhiziens

est également souvent détectée dans les sols dégradés (Bethlenfalvay et Schuepp, 1994).

L’existence d’arbres adultes supportant déja des structures mycorhiziennes a été décrite
comme un moyen trés efficace dans 1’établissement des jeunes plants en favorisant
notamment leur colonisation par les champignons mycorhiziens et donc leur survie (Newman
1988 ; Simard et Durall, 2004). Par ailleurs, les associations mycorhiziennes sont fortemen
impliquées dans les successions végétales. Ainsi, sur certains sols pauvres aussi bien 1
¢léments nutritifs qu’en propagules mycorhiziennes, les especes végétales dépendant peu de
cette symbiose vont s’installer. Par la suite, avec I’enrichissement du sol en structures
mycorhiziennes, les especes plus mycotrophes prennent la releve avec une forte corrélatic
positive entre les biodiversités fongique et végétale (van der Hedjdan 1998, Hartet al.,

2003). En revanche, il faut aussi noter que certaines especes pionnieres tres mycotroph
s’installent en début de succession végétale sur des sols dégradés et favorisent par la suite le
développement d’autres especes végétales via un effet « plante nurse » (Azcon-Aguiktral.,

2003 ; Duponnoist al.,2013).

D’autres mécanismes de facilitation de la coexistence entre espéces vegeétabesliquant
pas forcément les microorganismes, ont également été observés (CallawayStB8bket
Mabhall, 2002 ; Hauggaard-NielsehJensen, 2005Brookeret al, 2008). En effet, certaines
especes végétales sont capables de favoriser la survie d’autres espéces via I’amélioration de la
fertilité ou del’humidité du sol, les rhizodépositions, 1’attraction des insectes pollinisateurs, la

création d’abris ou de microclimat, etc. (Callaway, 1995).

L’ensemble des résultats suggérent que le sollentiscusa montré 1’effet le plus favorable et
le plus intéressant sur la croissance et la mycorhization d’A. saligna Par conséquent elle
pourrait étre la meilleure espéce végétale qui peut mieux coexistef asaligna Ces deux

especes végétales sont des candidats prometteurs dans les stratégies de revégétalisation.
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Chapitre 3- Influence des plantes d’intérét sur la croissance et la mycorhization d’A. saligna

4. Conclusion

L’objectif de cette étude était de déterminer les principaux effets des espéces végétale
d’intérét sur la croissance et la mycorhization d’A. saligna dans des conditions
expérimentales. Apres une analyse des résultats obtenus, lePsdédiscus montré ’effet

le plus favorable et Iplus intéressant sur la croissance et la mycorhization d’A. saligna Par
conséquent’espece végétale endémique subsistant dans les sols dégradés de la sabliere de
Terga, qui peut étre associA. salignapour favariser sa mycorhization naturelle et stimuler

certaines communautés bactériennes liees aux cycles C-P-NPsézatiscus.

Vu I’importance des symbioses mycorhiziennes dans la restauration des écosystemes, |
stratégie de revégétalisation suggérée est basee sur une meilleure exploitation du coup
symbiotiqueAcacia saligna€MA par ’utilisation de 1’espece végétale P. lentiscusqui est
adaptée aux conditions locales, afin de les exploiter dans les scénarios de reboisemer
comme plantes compagn@3A. saligna. Cette gestion du couvert végétal, en associant
plusieurs groupes fonctionnels de plantes, peut également étre retenue dans les system

agroforestiers et améliorer ainsi la productivité de la culture associée.
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Conclusion générale et perspectives

En fin de cette thése, il parait important de dresser le bilan des résultats obtenus au cours de ce
travail au regard des objectifs que nous nous étions fixés.

Notre objectif principal était la compréhension des associations mycorhiziennes arbusculaires
chez une végétatiomuh écosystéme littoral, méditerranéen semi-aride « sabliere de»Terga

et leur répartition dans le safin d’aboutir a une gestion durable de ces habitatgres
exploitation.

Pour cela, nous avons effectué deux expérimentations complémentaires. La premiere est

réalisée en milieu naturel et la seconde est réalisée sous serre.

Dans la premiere expérimentation, nous avons réalisé un inventaire floristique des espéces
végétales présentes sur les dunes de Terga. Cette prospection botanique a permis de
sélectionner les espéces végétales qui présentent un intérét pour notre étude. Il s’agit de cinq

especes végétaledcacia salignaRetama monosperma, Lotus creticus, Juniperus oxycedrus

et Pistacia lentiscus

La présence de champignons mycorhiziens arbusculaires est détectée dans les racines de
toutes les espéces végétatBmtérét. L’intensité de mycorhization MA est importante et
varient de 54 % a 82,5 % selon les espéces végétales.

La densité de spores dans le sol rhizosphériqudR.denonosperma et J.oxycedrgst

nettement supérieure a la densité des spores dans ceux d’A. saligna, L. creticus et P. lentiscus.

Une dynamique saisonniere avec une augmentation de la densité des spores au printemps est
affirmée.Dans I’écosystéme de Terga la densité des spores est négativement corrélée aux taux

de colonisation racinaifelA chez les différentes espéces végétales d’intérét.

Les sols rhizosphériques ont un potentiel infectieux mycorhizogéne important. Le Rol de
monospermarésente le potentiel infectieux mycorhizogene le plus faible, bien qu’il soit le

plus riche en spores.

L’étude microscopique a permis de déterminer le statut mycorhizien des espéces vegétales
locales choisies et révéler I'existence d'une riche diversité de champignons AM dans les sols
rhizospheriques de la végétation des dunes cétieres de Terga. Treize morphotypes de spores
endomycorhiziennes appartenant-a ' quatre ge@lemus, Acaulospoera, Scutellosposd
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Gigaspora, sont trouvés dans le sol sablonneux des dunes du littoral de Terga avec la

prédominance du genf@lomusdans nos condition® échantillonnage.

L’ensemble de ces résultats nous offre un ¢lément de conclusion tres important : La gestion

du potentiel mycorhizien du sol par I’introduction d’A. saligna, L. creticuset P. lentiscus
constitue une bonne stratégie de réhabilitation de 1’écosystéme de Terga. Ce sont des especes
végétales autochtones qui ont la capacité de promouvoir la symbiose mycorhizienne
arbuscualire qui joue un rdle clé dans la productivité et la stabilit¢ de 1’écosysteme. Elles
peuvent étre aussi une source importante d’inoculum MA pour la mycorhization contrdlée

dans les écosystémes semi-arides.

Les amplifications PCR nested ont prouvé une présence importante de Gloméromycéetes dans
les racines des plantes d'intérét, qui nécessite une identification par I'analyse phylogénétique
qui est en cours de réalisation. Le clonagermisd’isolerle fragment d’ADN (ADNr 25S

limité par 28G1/28GRdu mélange puis de travailler sur celui-ci de maniére plus aisée et

réaliser son séquencage.

Dans la deuxiéme expérimentation, les sols de la rhizosphére recueillis sous les espéces
d’intérét ont été testés pour leur influence sur la croissance et la mycorhiddfioacia
salignaafin de sélectionner des especes végétales adaptées aux conditionsuscaftibles

de promouvoir la croissance et la mycorhizatibd. saligna Les parametres de croissance
(hauteur, biomasse aérienne et racinaire) ainsi que la colonisation racinaire mycorhizienne et
I’activité catabolique des sols indiquent que les sols rhizospheriqgues ont une influence
significative sur la croissance et la mylgaation d’A. saligna.ll se trouve que le sol de.
lentiscusa montré ’effet le plus favorable et le plus intéressant sur la croissance et la
mycorhization d’A. saligna Par conséquent elle pourrait étre la meilleure espéce végétale qui
pourrait le mied coexisté aved. saligna Ces deux especes végétales sont des candidats

prometteurs dans les stratégies de revégétalisation pour la régénération de la strate arbustive.

Vu P'importance des symbioses mycorhiziennes dans la restauration des écosystemes, la
stratégie de revégétalisation suggérée est basée sur une meilleure exploitation du couple
symbiotiqueAcacia saligna€MA par ’utilisation de 1’espéce végétale P. lentiscusqui est
adaptée aux conditions locales, afin de les exploiter dans les scénarios de reboisement, comme

plantes compagnesfa saligna.
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Cette étude a permis d’obtenir des résultats qui nous interpellent davantage sur la nécessité

d’une gestion harmonieuse des ressources naturelles dans les dunes cotieres algériennes.
Comme dans tout travail de recherche, des perspectives de recherche s’ouvrent: (1)
I’identification moléculaire devrait étre complété par une analyse phylogénétique qui est en
cours de réalisation. (2) Le dosage du phosphore assimilable par les plantes est nécessaire vu
I’impact de la mycorhization dansl’assimilation du phosphore et I’amélioration de la qualité
nutritionnelle de la plante. (3) En outre, il est nécessaire de prendre en considération les
symbioses rhizobiennes chez les légumineuses. La symbiose rhizobienne, autant que la
symbiose mycorhizienne, joue un réle déterminant dans la structuration et la dynamique des
écosystemes végétaux (van der Heijéeral, 2006).(4) Il serait intéressant de transférer
I’expérimentation sur site afin de permettre une gestion des écosystémes dégradés notamment
le cas de la sabliere de Terga dont des grandes surfaces exploitées restent a réhabiliter.
L’expérience in natura permettra tttudier le comportement de ces espéces en présence de
tous les acteurde 1’écosystéme qui sont négligés vitro. (5) Il faudrait aussi réfléchia
introduire d’autres especes végétales en associant des essences forestieres a des plantes
herbacées mycotrophasn d’avoir un maximum d’espéces en restant toujours dans un cadre

d’un écosysteme natif aussi prés que possible.
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Annexel

Analyses physicochimiques du sol

1. Analyse granulométrique

La granulométrie a été déterminée par la méthode internationale a la pipette de Robinson.
- Dans un bécher de 600 ml, mettre 159 de terre fine séchée et tamisée.

- Ajouter 50 ml dd’eau oxygénée (H202) a 20 volumes.

- Recouvrir le bécher afin d’éviter les projections pendant la période de I’effervescence.

- Mettre le bécher sur un bain de sable dont la température ne dépasse pas 85°C
Si une ébullition trop forte se manifestaitau oxygénée se décompose treés rapidement.

Si la terre est humifére I’effervescence peut produire une mousse abondante risquant de

déborder, ce phénoméne peut étre évité en ajoutant quelques gouttes d’alcool éthylique.

A la fin défervescence, faucher gant 2 h pour éliminer I’'H202 en excés et terminer par 10
min d’ébullition (on peut accélérer 1’élimination de I’excés d’eau oxygénée en ajoutant
quelques gouttes d’ammoniaque).

- S’assurer que toute I’eau oxygénée a disparu en versant quelques gouttes du liquide chaud
60°C dans une solution de permanganate de potassiumprésimce d’eau oxygénée le
permanganate de potassium se décolore.

- Laisser refroidir puis transvaser a I’aide d’un jet de pissette dans un flacon de sédimentation a
large ouverture et jaugé de 750 ml.

- 15 ml d’hexaméthaphosphate de sodium 50 g/I. Cette solution alcaline a pour réle de disperser
les particules qui ont tendance a s’agglomérer.

- Compléter avec de I’eau déminéralisée jusqu’au trait de jauge 750 ml.

- Agiter le flacon durant une heure sur un agitateur magnétique.

- Porter le flacon a proximité de la pipette de Robinson qui doit étre placée dans une piéece a

température constante.

Pour le mélange des argiles, des limons fins et des limons grossiers :
- Maintenir la température a 20°C, agiter immédiatement par retournement répété de maniere a
mettre en suspension toute la terre.

- Laisser décompter pendant 20 secondes.
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- Prélever au bout de 46 secondes, a 10cm de profondeur 10ml de liquide.

- Porter la capsule dans une étuve a dessiccation a température 105°C.

- Aprés évaporation totale, peser la capsule et son contenu sec.

- Par différence avec le poids de la capsule vide, déterminer le poids P1 de sédiment.

(Argile + limons fins + limons grossiers + hexaméthaphosphate de sodium) contenu dans 10 ml

de suspension.

Pour le mélange des argiles et des limons fins :

- Aprés agitation et retournement du liquide, laisser déposer durant 4 min.

- Effectuer le prélevement de 10 ml & une profondeur de 10 cm aprés la sédimentation.

- Transvaser le prélevement dans une capsule en verre pyrex.

- Faire évaporer puis peser la capsule.

- Par différence avec le poids de la capsule vide, déterminer le poids P2 du sédngint-(A
limon fin + hexaméthaphosphate de sodium) contenu dans

10 ml de suspension.

Pour I’argile :

- Agiter et laisser sédimenter 8h.

- Effectuer le prélevement de 10 ml.

- Peser comme précédemment P3 (Argile + hexaméthaphosphate de sodium) dans 10 ml de
suspension.

- Verser 15 ml d” hexaméthaphosphate de sodium dans un flacon gaugé de

750 ml.

- Agiter puis faire un prélévement a la pipette Robinson comme précédemment.

- Transvaser le prélevement dans une capsule en verre pyrex.

- Faire évaporer puis peser la capsule et son contenu sec.

- Déterminer comme précédemment le poids correspondant a la surcharge en
hexaméthaphosphate de sodium contenu dans 10 ml de suspension.

- D’apreés les pesées P1, P2, P3, calculer les taux des Argiles, limons fins et limons grossiers.

- Tamiser et peser les sables fins et sables grossiers, pour les sables grossiers utiliser un tam

de 200 um et pour les sables fins un tamis de 50um.
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2. Le triangle de texture

L7
D egiewse 1% timoncuse |

texture
équilibrée

texture
sableuse

S : 100 %
100% 90 B0 70 | ¢
sable L : limoneux
A : argileux Ls : limono-sableux
As : argilo-sableux Lfa : limoneux fins argileux
Al : argilo-limoneux Lf : limoneux fins
La : limono-argileux Ltf : limoneux trés fins
Laf : limono-argileux fins Sl : sablo-limoneux
Las : limono-argileux sableux S : sableux

TRIANGLE DES TEXTURES

(d’apreés U.S. département of agriculture)
3. Dosage du carbone total et de la matiére organique
- Utiliser un sol finement broyé et passé au tamis (0.2 mm).
- Peser 0.25 g de sol, introduire la prise dans un ballon pyrex avec réfrigérant ascendant, ajoute
10 ml de solution de bichromate a 8% et 15 ml d’acide sulfurique H2SO4 pure.
- Porter 5 min a 1’ébullition douce.
- Laisser refroidir puis transvaser dans une fiole jaugée de 200 ml, lavefoisois’eau
distillée, verser dans un bécher de 250ml.
- Diluer a 200ml.
- Ajouter 1.5g de fluorure de sodium (FNa) en poudre par ml d’acide sulfurique H2SO4 plus 3
a 4 gouttes de diphénylamine puis titrer I’excés de bichromate avec une solution de Mohr a
0.2N (la couleur passe du bleu foncé au

bleu-vert).

Les calculs
1g de bichromate 0.2N oxyde 0.615mg de carbone (C)
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Effectuer un témoin avec du sable stérile calciné, soit
n : la quantité de sel de Mohr versé

n" : la quantité de sel ddohr correspondant a 1’¢chantillon.
C% = (n-n") x 0.615 x 100/ 1000

Pour obtenir le taux de la matiere organique, multiplier C% par 1.72.

Annexe 2

Les milieux de montage des spores sont le PVLG et le réactif de Melzer. Ces milieux sont

composés de la maniére suivante:

e Le solvant PVLG (Alcool polyvinylique, acide lactique, glycérol)

Alcool polyvinylique............. 1,66 ¢
Eau distillée ........ccccceeeeennn. 10 ml
Acide lactique ...........c......... 10 mi
GlyCerine ......ccccceevviiiiiineeenns 1ml

e Réactif de Melzer

Hydrate chloral ..................... 100 g
[oTo [T [T 159
lodide de potassium................... 59
Eau distillée .......ccovevveveenn. 100 ml
Annexe 3

Extraction de ’ADN a partir des racines

L’ADN est extrait a partir des broyats racinaires en utilisant le kit de centrifugation
« FastDNA SPIN Kit » et en suivant les instructions du manuel
» Ajouter 50 mg de broyats racinaires de chaque échantillon dans les tubes a billes
fournies dans le Kit.
» Ajouter 10 mg de PVP.
Ajouter 800 pl CLS-VF + 200 pl PPS.

v

» Homogénéiser dans 1’appareil a vitesse 6 pendant 40 secondes et laisser agir sur
paillasse 15 min.
» Centrifuger a 14000 g a 10 min.

» Transférer le surnageant (700 pl & 800 ul) dans les tubes de 2 mi.
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YV V V V V V V

>
>

Ajouter le méme volume de Binding Matrix et agiter pendant 5min sur un agitateur plat.
Transférer 800 pl de la solution dans des tubes a filtre et centrifuger a 14000g/1min.
Vider les tubes et répéter la méme chose pour le reste de la solution.

Ajouter 500 pul SEWS-M et mélanger doucement avec la pipette.

Centrifuger 14000g/1min et vider les tubes.

Centrifuger & nouveau les tubes vides a 14000g/2min.

Mettre les filtres dans des nouveau tubes et ajouter 100l de DES et ensuite incuber les
tubes a 55°C pendant 5min.

Centrifuger & 14000g/1min et jeter les filtres.

Conserver les tubes contenant de I’ADN a -20°C.

Annexe 4

Gel d’agarose

1 g d'agarose pour 100 ml de TBE 0.5X.

Tris Borate EDTA (TBE)

Il est recommandé de se procurer cette solution tampon toute préte a la concentration 10 X. Le

TBE est ensuite dilué dans de I'eau osmosée a 0.5 X pour son utilisation pour la préparation des

gels d'électrophorese et du tampon d'électrophorese.

Annexe 5

Composition du milieu SOC :

Bactotryptone 209
Extrait de levure 5g
NaCl 10 mM
Glucose 20 mM
KCI 2,5 mM
MgCl2, 6H20 10 mM
MgS04, 7H20 10 mM
H20 gsp 1l
Annexe 6

e Solution méreAmpicilline : 500 mg/10 mL H20 (permet de faire 5 L de LBy /

Xgal / IPTG)
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Solution merdPTG : 238 mg/10 mL HO (permet de faire 7,5 L de laBp / xga /

IPTG)

Solution mere d&-gal : 40 mg/2 mL dimethylsulfoxide (permet de faire 1,5 L de

LB amp / xgal / IPTQ

Ces 3 solutions sont a stocker a -20°C.

Le X-gal et le IPTG peuvent étre aliquotés par 400 uL en Eppendorf, ce qui permet
de faire 9 boites de PélrB (étalement de 40 pL par boite). Pour ’ampicilline,
aliquoter par 1,8 mL (permet de faire 800 mL de miliewhd.

Composition du milieu LB (Luria Bertani)

10 g NaCl
10 g (bacto)tryptone

5 g yeast extract
Ajuster le pH a 7 avec NaOH-5M

15 g agar-agar
Qsp H20 1 litre
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Annexe 7

Régression de 0,3 par 0,477 121254719662 (R*=0,955)

Régression de 0,3 par 0,477121254719662 (R*=0,951)
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Figure 1 : Modéles de régression linéaire a partir de la relation pourcentage de plantes

mycorhizées en fonction du logarithme de la quantité de sol d’A. saligna
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Régression de 0,3 par 0,477121254719662 (R*=0,631)
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Figure 2: Modeles de régressions linéaires a partir de la relation pourcentage de

plantes mycorhizées en fonction du logarithme de la quantité de sol Be monosperma
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0,2

Régression de 0,3 par 0,477121254719662 (R*=0,379)

Régression de 0,3 par 0,477121254719662 (R*=0,579)
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Figure 3: Modéles de régressions linéaires a partir de la relation pourcentage de

plantes mycorhizées en fonction du logarithme de la quantité de sol Hecreticus
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Régression de 0,3 par 0,477121254719662 {R*=0,935) Régressionde 0,3 par 0,477121254719662 (R*0,672)
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Figure 4: Modeéles de régressions linéaires a partir de la relation pourcentage de

plantes mycorhizées en fonction du logarithme de la quantité de sol Belentiscus
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Régression de 0,2 par 0,477121254719662 (R*=1,000) Régressionde 0,2 par 0,477121254719662 (R°=0,383)
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Figure 5 : Modeles de régressions linéaires a partir de la relation pourcentage de

plantes mycorhizées en fonction du logarithme de la quantité de sol deoxycedrus
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Annexe 8

e Calcul PIMsp
Le PIMspest I’exponentiel de X a un Y égale a 0,5 dans les régressions linéaires
Exemple
Equation d’une régression : 0,3 = -0,2187+0,5916*0,4771
On remplace 0,3 par 0,5 (Y=0,5)
0,5=-0,2187+0,5916*x
x=(0,5+0,2187)/0,5916
x=1,2148
L’exponentiel de X égale a 16,4
PIMso= 16,4

Annexe 9

La quantité d’eau pour avoir la capacité de rétention d'eau a30% dans 20g de sol de Terga est
de 1,767m(Tab.1).

Tableau 1: Calculs déterminant QRE 30% du sol

Pots (g) |Sol sec (g|Total 100% (g)|V H20-100% (ml) V H20-30%

8,61 20 34,24 5,63 1,689

8,7 20 34,89 6,19 1,857

8,67 20 34,52 5,85 1,755
Moy=1,767

Les calculs suivants permettent de calculer la capacité de rétentiod 8@4udans le sol de

chaque traitemergTab. 2)

Exemple:
20g sol— 1,767 ml
X=0,44

0,59 sol——» x ml

Alors la CRE a 30% de 500 mg de sol est de 44
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Le sol est humecté avec H9d’eau par puits (Tab. 2). L’ajout des substrats organiques est
de 16 i pour 400 mg sol sec et dans notre cas la quantité moyenne esi de 8udbstrat organique

par puits.

Tableau 2 : Calcules déterminant CRE 30% pour chaque puits.

tare tare+sol sol (g) mg sol sec/ | CRE-30% (ul)
Plaque sol (113,6 175,482 |61,882 645 57
saligna
Plague sol dq 113,642 177,538 | 63,896 666 59
monosperma
Plague sol d¢ 113,811 |177,876 | 64,065 667 59
creticus
Plague sol d¢ 113,56 180,972 |67,412 702 62
lentiscus
Plague sol d¢113,546 |175,02 61,474 640 56
oxycedrus
Plaque sol nu 113,485 |179,639 | 66,154 689 61

Moyenne =59
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ABSTRACT: We examined local arbuscular mycorrhizal fungal (AMF) plant symbioses for their
potential for land rehabilitation after sand industrial exploitation in a study site of the coastal sand
quarry of Terga (NW Algeria, semi-arid climate). We focused on the mycorrhizal status of five
representative plant species (Acacia saligna, Lotus creticus, Retama monosperma, Pistacia lentiscus
and Juniperus oxycedrus) present in the Terga quarry. The arbuscular mycorrhizal (AM) structures
showed significant and contrasting rates of root colonization among plant species. Spores density in
soil was generally high, but variable depending on soil disturbance and local conditions. AMF
diversity study in the rhizospheric soil fraction resulted in the distinction of eleven spore morphotypes
affiliated to four genera (Glomus, Scutellospora, Gigaspora and Acaulospora) with predominance of
Glomus. The mycorrhizal soil infectivity (MSI) level could be considered as significant except in the
rhizosphere of R. monosperma. Our results suggest that A. saligna, L. creticus and P. lentiscus are
well adapted to Terga local conditions and promote arbuscular mycorrhizal symbiosis. Management
of mycorrhizal soil potential by introducing these species is very promising approach to contribute to
degraded ecosystem rehabilitation such as in Terga. They may further constitute an important
source of AM inoculum in semi-arid ecosystems.

KEY WORDS: Glomales biodiversity; Mycorrhizal soil infectivity; Revegetation strategies; Semi-arid.

INTRODUCTION

The semi-arid ecosystems such as Mediterranean coastal areas are frequently subjected to natural and
anthropogenic disturbances (Le Houérou, 2000). This is the case of Terga coastal dunes (NW Algeria) after
massive industrial sand mining. Land degradation is further exacerbated by lower rainfall, long periods of
drought and high winds causing loss of vegetation and degradation of physical, chemical and biological soil
properties (Requina et al., 2001). All these climatic and soil disturbance conditions have severe detrimental
effect on the ecosystem restoration, for which a revegetation strategy is needed.

Among successful revegetation strategies widely reported in semi-arid ecosystem, are those including
mycorrhizal symbioses (Requina et al.,, 1996; Azcon-Aguilar et al., 2003; Sanguin et al., 2013). Two strategies
are usually offered based on the level of environmental degradation (Duponnois et al., 2013): (I) management
of the native soil mycorrhizal potential via native, drought tolerant and mycotrophic plant species establishment
(Ouahmane et al., 2006a), and/or (ll) plants inoculation through selected mycosymbiots (Estaun et al., 1997;
Caravaca et al., 2003; Duponnois et al., 2007).

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) can improve plants nutrient uptake efficiency in soils with low
fertility by increasing the absorption surface and nutrient sources mobilization (Smith and Read, 2008). They
help plants to tolerate biotic (Declerck et al., 2002) and abiotic stress (Mathur and Vyas, 2000; Yano-Melo et
al., 2003).They may influence on the structure and activity of microbial Communities in mycorrhizosphere
(Dabire et al., 2007) and promote coexistence between plant species (Hart et al.,, 2003). AMF promote plant
settlement, especially in nutrient-poor environments such as sand dunes and contribute to dune fixation by
forming aggregates of sand grains (Koske and Polson, 1984).

Although the AMF are important for vegetation persistence in semi—arid Mediterranean ecosystem
(Caravaca et al., 2003), understanding the mycorrhizal associations in Terga ecosystem and their distribution in
the soil is needed for sound sustainable restoration and management of the exploited site (Requina et al.,
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1996). Therefore, the objective of this work is to determine the mycorrhizal status of five local plant species and
studied the relationship between plant species, mycorrhizal potential and soil fertility.

MATERIALS AND METHODS

Study site and samples collection

The study was conducted in Terga coastal sand dunes, located in Northwestern Algeria submitted to
semi-arid Mediterranean climate with hot dry summers. The average annual rainfall, occurring mainly in
autumn, is 300 mm. A botanical survey was carried out. The study focused on five plant species present in the
quarry; Acacia saligna, Retama monosperma, Lotus creticus, Juniperus oxycedrus and Pistacia lentiscus.
Sampling is performed in a preserved area in two locations: (1) on a high dune facing the sea (N40 ° 37 'EQ
44"), and (2) in the back of the dune which stretches a plateau characterized by dense natural vegetation (N41 °
16 E2 ° 05 '). For each target species, ten individual plants were randomly chosen. Roots and soil were
collected from the rhizosphere of each plant. The control sample was taken from the bare soil. The
physicochemical parameters of different soil composites were analyzed.

AM root colonization detection and evaluation

AM infection was observed after root staining according to Philips and Hayman (1970) under an optical
microscope to spot mycorrhizal structures and to estimate the target species AM root infection degree as
described by Trouvelot et al. (1986).

Spores density assessment

Soil samplings were performed in Spring and Winter. AM fungal spores were extracted from
rhizospheric soil of target species and bare soil using the wet sieving method described by Gerdermann and
Nicolson (1963). The spore suspension was centrifuged on a sucrose gradient to concentrate the spores and to
minimize soil particles and root fragments (Daniels and Skipper, 1982). The mixture obtained after spore
extraction was observed under a binocular microscope. The average spore number was expressed as a score
per 100 g of dry soil.

Morphological identification of spores

Spores were sorted out manually under a binocular microscope according to color and size. In each
homogeneous lot, the morphological characteristics of spores were observed under microscope (Olympus SZ
H10 research stereomicroscope, connected to computer digital image analysis software). Slides of each
different spore morphotype were prepared using either polyvinyl-alcohol alone or mixed with Melzer’s solution
(Azcon-Aguilar et al., 2003). Spores identification was mainly based on color, size, wall structure and hyphal
attachment, according to the descriptions provided by the International Culture Collection of Arbuscular
mycorrhizal Fungi (http:// www.Invam.caf.wvu.edu).

Mycorrhizal soil infectivity (MSI) determination

The method used for MSI determination was described by Plenchette et al. (1989). Young mycotrophic
plants are cultivated on a series of concentrations of rhirospheric soils and bare soil, diluted with the same
sterilized soil. Six dilutions (100, 48, 24, 12, 6 and 3%) were performed in triplicate. The seeds of sorghum
(Sorghum sudanense) were germinated for two days in Petri dishes on humid filter paper and transplanted into
small plastic pots containing 100g of each dilution with ten seeds per pot. Culture was carried out for two weeks
with 16h light and 25 + 1 ° C. The plants were watered daily with sterile distilled water.

At harvest, the whole root system of each seedling was carefully rinsed with water and prepared
according to Phillips and Haymann (1970). Mycorrhizal structures were observed under an optical microscope.
Each root system showing at least one infection point (hyphal penetration in the root) was considered as
mycorrhizal. These results were expressed as the percentage of mycorrhizal plants per pot.

Linear regressions (Y =a X + b) was calculated from the relationship between the percentage of
mycorrhizal plants versus the logarithm of the natural soil quantity. Mycorrhizal Soil Infectivity (MSI) is
expressed as MSlsounits, corresponding to the natural soil quantity required to infect 50% of a plant population
under the biological test conditions.

Statistical Analyses

Data were processed with the variance analysis (ANOVA) at p <0.05 using XL Stat software. Means
were compared by the Tukey’'s HSD (Honestly Significant Difference) test (p < 0.05). Spearman correlation
coefficient was calculated between all variables. The relative abundance of spores was calculated (Johnson et
al., 1991). The Shannon diversity index (H) was calculated according to the following equation: H = =Y (Pi In
[Pi]) where Pi is the relative abundance (the number of individuals of the species i in relation to the total number
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of individuals of all species), and In is the natural log. Pielou’s evenness index (E) was obtained by the following
equation: E = H/log (S) where S is the total number of species.

RESULTS
Study site characteristics
The preserved area in Terga is characterized by a large plant biodiversity of trees, shrubs and
herbaceous plants (Table 1).We chose to further focus our study on Acacia saligna, Juniperus oxycedrus,
Pistacia lentiscus, Retama monosperma, and Lotus creticus. The mined area is totally naked.
The physico-chemical parameter (Table 2) shows that all soils have a sandy soil structure, characterized by an
alkaline pH. Nitrogen, Phosphorus and organic matter are generally low.

AM Root colonization

In all plant species, root fragments microscopic examinations revealed the presence of AMF structures
like arbuscules and vesicles (Figure 1). The vesicles were widely observed compared to arbuscular structures
present only in A. saligna and P. lentiscus.

Variance analysis indicates that AM colonization depends on plant species (F = 9.904, P <0.0001). The
lowest infection frequency value (F %) was observed for J. oxycedrus (54%), while it didn’t differ significantly
among other species (72% to 82.5%). As regards the intensity of AM colonization in the root system (M %) and
in mycorrhizal fragments (m %), the difference among species was significant (Table 3).

Table1. Terga dune floristic survey.

Trees Shrubs Herbaceous

Juniperus phoenicea Calycotome villosa intermedia Ammophila arenaria

Juniperus oxycedrus Chamaerops humilis Asparagus acutifolius

Acacia saligna Cistus salviifolius Bellis sylvestris

Tamarix sp Cistus sericeus Brassica fruticulosaglabberina
Ephedra altissima Calendula tomentosa
Erica multiflora Centaurea fragilis
Genista cephalanta Centaurium umbellatum
Halimium halimifolium Clematis cirrhosa
Helianthemum origanifolium Crucianella maritima
Helianthemum racemosum Cyperus kalli
Lonicera implexa Daphne gnidium
Lycium intricatum Echinops spinosus
Osyris lanceollata Lagurus ovatus
Phillyrea angustifolia media Lavandula dentata
Pistacia lentiscus Limonium densiflorum
Quercurs coccifera Lobularia maritima
Retama monosperma bovei Lotus creticus
Rosmarinus officinalis Malcolmia arenaria

Matthiola tricuspidata
Medicago littoralis
Micromeria inodora
Ononis antennata
Ononis variegata

Orlaya maritime
Pancratium maritimum
Paronychia argentea
Prasium majus
Reicharedia tingitana
Rubia peregrine

Rumex bucephaloflorus
Senecio leucanthemifolius crassifolius
Silene ramosissima
Stipa tenacisssima
Serratula mucronata
Urginea maritimum

Table 2. Physico-chemical analysis of the target species rhizospheric soil and bare soil

Parameters Clay Loam Sand pH Organic matter Total Total
% Nitrogen% Phosphorus %

Soils origins

A. saligna 3 5 92 8.87 6.49 0.05 0.037
L. creticus 2 4 94 8.13 0.40 0.01 0.031
R. monosperma 2 4 94 8.37 0.10 0.03 0.033
P. lentiscus 5 3 92 8.45 6.47 0.07 0.035
J. oxycedrus 4 5 91 8.39 6.39 0.05 0.035
Bare sail 2 4 94 9 0.10 0.10 0.037
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Figure 1. Arbuscular Mycorrhizal Fungi structures in target species roots

Table 3. Arbuscular mycorrhizal colonization in roots.

Species Mycorrhizal Mycorrhizal Mycorrhizal intensity  Arbuscules Arbuscules
frequency (F%) intensity in root in mycorrhizal ~ content in content in root
system (M%) fragment (m%) mycorrhizal system (A%)
fragment (a%)
A. saligna 82.50° 36.25° 44.17° 24.86 9.00
R. monosperma 80.00° 27.30° 34.12¢ 0.00 0.00
L. creticus 72.00° 28.40° 39.44° 0.00 0.00
P. lentiscus 80.00° 37.26" 46.57° 5.09 1.90
J. oxycedrus 54.00° 14.80° 27.40° 0.00 0.00

For each column, values followed by the same letter are not significantly different at P <0.05

Spore density

The average spore density (Table4) varies very significantly among species (F= 34.98, P <0.0001) with
largest spore scores for R. monosperma soil (123.6 spores /100g soil) and J. oxycedrus (111.6 spores/100g
soil) and close scores for A. saligna, P. lentiscus and L. creticus (65.5, 80.8, 76.6 spores/100g soil
respectively). Bare soil had very poor spore score (12.16 spores /100g soil).
Winter and Spring samples (Table 4) showed a negative correlation (r= -0.623, a= 0.05) and a highly significant
variation between seasons (F= 33.42, P <0.0001). Thus the maximum spore score was recorded in R.
monosperma Spring soil (123.6 spores/100g soil) then decreasing to 44.8 spores /100g soil in winter. Similar
trends were also observed for the four other plant species.

Table 4. Spore densities across seasons
spores number /100g soil

Soils Origins Winter Spring

A. saligna 36.33+4.16° 67.33+8.02°

L. creticus 32.33+11.01° 76.33+14.36"
R. monosperma 45.00+11.53° 123.33+27.53°
P. lentiscus 32.00+8.88° 80.33+4.50"
J. oxycedrus 41.33+5.50° 110.00+18.02°
Bare soil 12.00+1.00°" 12.33+3.05°

For each column, values followed by the same letter are not significantly different at P <0.05

Spores diversity

Spore morphotypes observed according to shape, color and size; vary from 4 in bare soil to 11 in
rhizospheric soil (Table 5). Most of the morphotypes are common in all soils and some are specific. The relative
abundance of the different spore types is shown in Table 5. Presence of characteristic structures (hyphae,
saccule and walls) on some spores observed allows their allocation to a genus. These spores belong to four
genera: Glomus, Scutellospora, Gigaspora and Acaulospora. The genus Glomus is the most frequent in the five
studied plant species. It varies colors among spores (black, dark brown, light brown, hyaline and orange). The
genus Gigaspora spores has yellowish white whose Gigaspora margarita (Figure 2). Brown spores and brown
with dark outline characterized by the saccule, correspond to Acaulospora (Figure 2).
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Table 5. Morphological characteristics and relative abundance of spores

Spore Morphotypes Relative abundance (%) of spores morphotypes
Color diameter (um)

A. saligna L. creticus R. P. lentiscus J. oxycedrus Bare soil

monosperma

Black 60-100 19 14 9 4 8 32
Black 250-400 3 5 11 - 4 16
light brown 40-100 10 11 10 10 10 -
light brown 240-450 23 4 11 6 8 -
dark brown 40-100 8 7 13 4 16 3
dark brown 160-450 10 1 13 2 12 -
Cream to 240-400 6 - 6 - 2 -
yellowish
Hyaline to pale 40-80 12 9 15 9 17 49
yellow
Brown dark wall ~ 80-120 7 19 12 3 23 -
orange 60-80 2 4 - - - -
oval brown 20-30 - - - 29 - -
irregular brown 200-360 - 15 - 26 - -
Irregular brown 200-360 - 11 - 7 - -
yellow

©

Figure 2.Morphological Structures of AMF spores isaldtem the target
species: (a) Scutellospora sp. in PVLG, (b) Scutellospora sp. in Melzer’s,
(c) Gigaspora margarita , (d) Glomus sp. , (e) Glorpug(8Glomus sp. ,

(g) Acaulospora sp.

The Shannon diversity index (H) and the Pielou's evenness index (E), are parameters that express
AMF diversity (Table 6). H index ranged from 2.02 to 2.28 and follow the gradient L. creticus>R. monosperma>
A. saligna> P. lentiscus>J. oxycedrus. E index vary from 0.43 to 0.53 following the gradient L. creticus> A.
saligna> P. lentiscus> R. monosperma> J. oxycedrus.

Mycorrhizal Soil Infectivity

The MSIsy characterizes the amount of rhizospheric soil required to infect 50% of a plant population
under bioassay conditions. Here it varied significantly depending on the soil (F= 10.277, P < 0.001). Tukey test
showed three groups of rhizospheric soils compared to the level of infectivity (Table 7). A low value of MSlsq
indicates high soil infectivity. Concerning A. saligna soil, only 16.22 g of rhizospheric soil is sufficient to infect
50% of plants. In comparison, the necessary amount of R. monosperma soil is 29.50 g and over to 100 g for
bare soil. This means that there were not enough propagates of mycorrhizal fungi in 100 g of bare soil to obtain
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50% of mycorrhizal seedlings. The number of MSlsounits per 100 g soil is calculated by dividing 100 by MSis
value (g). More the number of units MSlsg is higher, more the soil is rich in mycorrhizal propagates.

Table 6. AMF diversity as reflected by Shannon diversity and Pielou’s evenness indexes

Species H (Shannon) E (Pielou)
A. saligna 2.10 0.50
R. monosperma 2.17 0.45
L. creticus 2.28 0.53
P. lentiscus 2.05 0.47
J. oxycedrus 2.02 0.43

Table 7. Mycorrhizial soil infectivities in target species rhizospheric soil and bare soil

soils origins Regression MSlIsounits g per 100g Nb MSlso units g per 100g
coefficients

A. saligna 0.94 16.22" 6.17°

R. monosperma 0.68 29.50° 3.39°

L. creticus 0.88 18.15" 5.51°

P. lentiscus 0.88 18.09° 5.53

J. oxycedrus 0.94 19.74° 5.07°

Bare soil - >100° <1

Correlation between spore density Root colonization and soil fertility

Table 8 presents the correlations between the density of spores, mycorrhizal intensity (M %) and soil
fertility in total nitrogen (N), total phosphorus (P) and organic matter (OM). The Pearson correlation coefficient
is denoted by r. Negative correlations could be observed between spore density and the content of P and
between spore density and M%.

Table 8. Correlation coefficient (r) between spore density and mycorrhiza intensity and soil fertility

Organic Total Nitrogen %  Total Phosphorus% Mycorrhiza intensity Nb MSlso

matter% (M%) units /100 g
spore density -0.281 -0.091 -0.551 -0.570 -0.566
Mycorrhiza intensity (M%) 0.107 0.261 0.262 1 0.290

Values in blod are different from 0 at signification level alpha=0,05
DISCUSSION

The arbuscular mycorrhizal fungi are geographically widely distributed (Opik et al., 2006) and almost
generally present in the plant kingdom (Trappe, 1987).Many reports showed that most plant species of semi-
arid Mediterranean environments are mycorrhized (Requena et al.,, 1996 Ferrol et al., 2004; Maremmani et al.,
2003).Here we detected the presence of arbuscular mycorrhizal fungi in roots of all target species (A. saligna,
L. creticus, R. monosperma, P. lentiscus and J. oxycedrus). Such symbiotic associations were reported
previously (Ducousso and Thoen, 1991; Escaray et al., 2010; Hatimi and Tahrouch, 2007; Ferrol et al., 2004;
Caravaca et al., 2006). AMF infection rates were high and vary depending on the studied species. Our results
are consistent with those reported by Requina et al., (1996) in South Spain. According to Diagne and Ingleby
(2003) mycorrhizal infection is affected by soil disturbances but not by the climate or the vegetation.

Despite current adverse conditions, dune soils may harbor rich and varied bacterial and fungal
microflora (Hatimi.and Tahrouch 2007). Despite the total absence of vegetation in the Terga exploited area and
poor nutrients and limited water, spores could be detected in soil. The spore density is known to vary
considerably among ecosystems. Values range from a few dozen to 10,000 spores per 100 g soil (Frioni et al.,
1999; Zhao and Li, 2005; Abbas et al., 2006; Camprubi et al., 2010). Spore densities found in this study in
rhizospheric soils can be considered as relatively large compared to densities reported in semi-arid coastal
dunes (Hatimi and Tahrouch 2007; Camprubi et al., 2010), but remain relatively low compared to those
reported in other semi -arid soils (Ouahmane et al., 2006b; Abbas et al., 2006).

The spore densities observed in rhizospheric soils of R. monosperma and J. oxycedrus are
substantially higher than those of A. saligna, L. creticus and P. lentiscus. Nicolson (1960) reported that the
factors affecting the distribution of AM fungi in sand dunes are plant species, degree of dune stability, organic
matter and soil microbiological activity. Soil disturbance affect spore formation in these dunes. Indeed R.
monosperma and J. oxycedrus were found in a fixed dune protected from the wind and surrounded by dense
vegetation ; in comparison the other colonizing species were subjected to severe climatic disturbances and
limited canopy. Spore density is higher in older dunes than in the mobile and the younger dunes located near
the sea (Koske, 1975). Soil disturbance affect the AM fungi community in sand dunes systems (Beena et al.,
2000).

The seasonal variation in spore abundance has been reported by several authors (Hayman, 1970;
Sutton and Barron, 1972; Giovanetti et al., 1985; Hatimi and Tahrouch 2007). It may be attributed to the
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process of spore formation, germination and degradation (Smith, 1980). Our results show that there is a
seasonal dynamics with increase spore density during Spring, consistent with Smith (1980) observation.

In Terga ecosystem, spore density is negatively correlated to the rate of AM root colonization. Thus, the
impact of disturbances on spore production appears to be higher than on root colonization of host plants. In arid
areas, few or no sporulation is observed although roots are clearly colonized (Morton et al., 1993). Several
studies showed that there is no correlation between spore density and intensity of root infection (Mukerji and
Kapoor, 1986; Clapp et al.,, 1995;Merryweather and Fitter, 1998). In controlled conditions correlation between
spore population and root infection is often positive (Jensen and Jakobsen, 1980). The weak relationship
between the formation of endomycorrhizae and density of spores may be due to the mortality, dormant spores
(Jasper et al., 1991) and discontinuous sporulation of some Glomeromycota members (Schifler et al., 2001).
However, the spores don’t seem to be the only ones able to infect plants but also mycorrhizal roots and
extraradical mycelia in the soil (Klironomos and Hart, 2002).

This study evidences the rich diversity of AM fungi in the sandy soil of Terga coastal dunes with eleven
spore morphotypes belonging to four genera Glomus, Acaulospora, Scutellospora, and Gigaspora. The
Shannon diversity index indicates that some fungal species are more frequent than others. Moreover this index
increases; the plant species is favorable to all fungal species, offering same survival opportunities. Therefore L.
creticus rhizospheric soil exhibit high diversity of AM species; previously observed by Camprubi et al. (2010) in
Spanish Mediterranean dunes. The values of the evenness index being in the medium of [0, 1], indicate a
variable species distribution. A high value of this index (tends to 1) would show an equitable distribution of
species. In contrast, a low value (tends to 0) means that there are in the middle several rare species and there
is disproportionate distribution of species, which therefore translates into a very selective vegetation.

Fungi belonging to the genus Glomus were predominant in samples, with the highest number of
morphotypes. According Turrini et al. (2008), the diversity of species other than Glomus in highly disturbed
ecosystems is low. This can be explained by the ability of Glomus species to initiate a colonization process
from spores, infected roots and hyphae unlike genera as Gigaspora and Scutellospora, able to initiate new root
infection only from spores (Biermann and Linderman 1983).

MSilsovalues in rhizospheric Terga soils are similar to those found in cultivated soils in France
(Plenchette et al., 1989b) and higher than those found in the fallows of Senegal (Duponnois et al., 2001). R.
monosperma rhizospheric soil shows the lowest mycorrhizal soil infectivity although it is the richest in spores.
Soils in disturbed ecosystems contain very few viable spores (Diop et al., 1994) which may explain the negative
correlation found between MSIsy units and spore density in Terga soils. Other rhizospheric soils have an
important mycorrhizal soil intensity compared to the infectivity potential estimated in the rhizosphere soil of the
Spanish Mediterranean dunes (Camprubi et al., 2010).

The spore density in the rhizosphere soil is negatively correlated between the phosphorus content.
Frioni et al. (1999) found a negative correlation between AM colonization and P content. Mycorrhizae have an
important role in the survival and growth of plants in soils poor in nutrient particularly phosphorus (Smith and
Read, 1997).

The overall results (soil fertility, root colonization, MSI, spores’ diversity and density) suggest that L.
creticus, A. saligna and P. lentiscus are most suitable for the rehabilitation of Terga degraded soils. Several
studies have suggested that legume with mycorrhizal dependency can improve the fertility restoration of
disturbed soils and AMF biodiversity (Duponnois et al., 2001). Ferrol et al. (2004) suggested that the mycelial
network AM colonized P. lentiscus soil could be a major source of AM inoculum.

CONCLUSION

The management of soil mycorrhizal potential by the introduction of A. saligna, L. creticus and P.
lentiscus is very promising and may validly contribute to Terga ecosystem rehabilitation, since they are adapted
to these ecosystem local conditions and have the ability to promote arbuscular mycorrhizal symbioses which
plays a key role in the ecosystem productivity and stability. They can also be an important source of AM
inoculum in semi-arid ecosystems.
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