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Introduction

Certains végétaux sont capables de s’installer et de se maintenir dans les sols pauvres
en ¢léments minéraux grace en partie a des champignons mycorhiziens a arbuscules (MA) ;
ces derniers qui appartiennent a I’ordre des Glomales et a la classe des Zygomycétes sont des
micro-organismes du sol trés ubiquistes présents dans la plupart des taxons végétaux et dans

67% des familles végétales (Sieverding, 1991).

Leur réle dans 1’amélioration de la nutrition phosphatée, la résistance et la survie des
plantes au stress hydrique comme la protection contre certains agents pathogénes telluriques a
fait I’objet d’innombrables études aussi bien chez les espéces ligneuses que chez les variétés
horticoles et céréalieres (Strullu et al., 1991). En effet, il est connu que le développement des
plantes dépend des interactions qu’elles entretiennent avec le milieu environnemental,

notamment avec les micro-organismes du sol (Barea et al., 1993 ; Smith et Read, 1997)

Les microorganismes symbiotiques sont considérés comme un groupe microbien
"clés" dans le fonctionnement des écosystémes terrestres en particulier pour leur capacité a
promouvoir le développement des plantes dans des milieux dégradés. Au sein de ce groupe de
champignons existe un type de taille microscopique et a habitat commun de la majorité des
sols, ce sont les champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA). Ces entités fongiques
¢tablissent une symbiose mutualistique avec la majorité des plantes terrestres allant des
Bryophytes jusqu’aux Angiospermes (Boullard, 1990 ; Demars et Broener, 1995).

De nombreuses études se sont intéressées essentiellement aux interactions
ectomycorhiziennes, rares sont les études menées sur les relations a caractére endotrophe.
Elles se sont limitées a quelques especes telles que le Cypres de I’Atlas D’olivier et

I’eucalyptus (Khelfen Goucem, 2000 ; Sidhoum, 2011 ; Benmazari, 2012).

Le merisier (Prunus avium) et un arbre des régions tempérées de la famille des
Rosaceae, c’est une essence disséminée qui se trouve le plus souvent sous la forme de petits
peuplements poussant en bouquets de 10 a 200 arbres au sein de forét constituée
principalement d’autres essences dites sociales (chénes, hétre,..)( Stoekel, 2006).

Cette espece présente un intérét économique pour I’Homme : elle est exploitée en sylviculture
pour son bois de qualité, en arboriculture pour ses fruits, en horticulture pour sa capacité de
porte-greffe des variétés de Prunus ornementaux ou encore comme essence favorable au

développement et a la fixation de « gibiers ». Par ailleurs, au-dela de son utilisation



pragmatique et économique pour I’Homme, cette espece est porteuse de valeurs culturelles et

patrimoniales fortes dans de nombreux pays d’Europe.

Largement présente dans toute I’Europe, elle serait originaire d’Asie mineure. Le
merisier était probablement présent dans les foréts occidentales bien avant que les variétés
fruitiéres ne soient mentionnées dans les écrits. Une partie de 1’espece subit un processus de
domestication et de sélection dirigées a des fins culinaires et ornementales depuis
probablement le premier millénaire avant JC, Ainsi, le merisier « forestier » serait a 1'origine
des variétés domestiques de cerises douces (Bigarreaux a chair ferme et guignes a chair
molle) (Tavaud 2002).

En Algérie, dans la région de Kabylie, cette espéce est aussi bien appréciée pour son
utilisation comme porte-greffe que comme aliment pour le bétail.

Tres peu d’études ont €té consacrée a cette essence, pour cela notre contribution rentre dans le
cadre de la mise en évidence pour la premicre fois de la diversité et la structuration des
communautés de champignon mycorhizien arbusculaire endogénes associés a la rhizospheére
de Prunus avium dans un sol de Beni-Zmenzer en Kabylie dans la wilaya de TiziOuzou.
En effet, le merisier est une essence dont le statut mycorhizien n’est pas largement étudié ,
hormis 1’étude effectuée par Maire (1991) en France.
Cette ¢étude préliminaire est la premiere effectuée en Kabylie sur un peuplement de Prunus
Avium.
Cette étude est scindée en trois parties :

e La premicre est consacrée a une revue bibliographique relative au phénomene de

mycorhization et a la plante hote Prunus avium.

e La deuxiéme partie développe le matériel et méthodes utilisés pour I’étude de

’association mycorhizienne de Prunus avium.

e Dans la troisiéme partie sont présentés les résultats et leur discussion et enfin une

conclusion compléte notre travail.
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Chapitre I La symbiose mycorhizienne

1. Symbiose mycorhizienne

La symbiose mycorhizienne est une relation impliquant un échange bi-directionnel des
ressources entre deux partenaires les racines d’une plantes et un champignon. C'est I’une des
associations biologiques les plus communes et largement étudiées entre des plantes et des
microorganismes. Il a d'ailleurs été suggéré que 80 % des especes de plantes terrestres, 90 %
des espéces de plantes vasculaires et plus de 95 % de I'ensemble des familles de plantes soient
mycorhizées (Smith et Read, 1997).

2. Définition du terme mycorhize

Le terme mycorhize est formé a partir des mots grecs myko, « champignon », et rhiza,
« racine », il apparait en 1885 grace a Franck (Silar et Malagnac, 2013).

Les mycorhizes relévent de l'association d'un organisme photosynthétique, soit une
plante verte, et d'un champignon filamenteux : l'ensemble constitue une autre forme de
symbiose végétale (Fortin et al., 2008). Les mycorhizes sont une symbiose mutualiste de
caractere biotrophes dans laquelle I'hdte autotrophe fournit des composés carbonés, fruits de
la photosyntheése, au symbiote hétérotrophe, le champignon, au sein d'un microhabitat
protégé. En échange, le champignon apporte des nutriments minéraux, principalement le
phosphore, et de l'eau grace a un systetme ramifi¢ d'hyphes extra-racinaires capables
d'explorer le sol au-dela de la zone d'influence de la racine (Barea et al., 1980). Le monde des
champignons est extrémement diversifié : on estime a 1.5 million le nombre d’especes
fongiques existant actuellement sur la planéte mais guere plus de 100 000 (soit a peine 7%)
ont jusqu’alors été décrites et nommées. Cependant, seuls trois groupes de champignons sont
concernés par [|’association symbiotique avec les plantes: les Basidiomycetes, les
Ascomycetes et les Gloméromycetes (Garbaye, 2013).

3. Différents types de mycorhizes

Les structures générées par l'association mycorhizienne mutualiste peuvent étre
classées sur la base de criteres écologiques, morphologiques et physiologiques. Smith et Read,
(1997) décrivent sept types de mycorhizes dont les endomycorhizes a arbuscules, les
ectomycorhizes, les ectendomycorhizes, ainsi que des mycorhizes arbutoides, monotropoides,

éricoides et orchidoides (Fig 1).
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Figure 1: Principaux types mycorhiziens actuels représentés sur une coupe transversale de la

racine (Hallen et Lieutaghi, 2008).

3.1. Ectomycorhizes

Les ectomycorhizes, d’origine évolutive beaucoup plus récente (~250 millions
d’années), forment une symbiose avec un plus petit nombre d’espéces végétales terrestres que
les mycorhizes arbusculaires (Fortin et al., 2008).

Les ectomycorhizes (du grec ectfo qui signifie a I'extérieur) sont ainsi nommées du fait
de deux traits morphologiques caractéristiques qui les classent a part des autres types de
symbioses mycorhiziennes. D'une part, les filaments du champignon forment un manchon
feutré plus ou moins dense mais continu, appelé manteau, qui recouvre la surface de la racine;
d'autre part, s'il est vrai que le champignon s'établit a I'intérieur de la racine, entre les cellules
du cortex, il ne franchit pas les parois des cellules et ne les pénétre pas. Le symbiote fongique
est donc bien développé a l'extérieur de la racine (ce qui rend les ectomycorhizes visibles a
I'ceil nu ou a la loupe) et reste extérieur aux cellules de la plante hote (Fig 2 et 3).

Clest la facilit¢ d'observation due a la présence du manteau qui a fait que les
ectomycorhizes ont été les plus étudiées depuis les descriptions et les dessins tres fideles de

Gibelli (1879) et les travaux expérimentaux fondateurs de Frank (1885).
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Les especes de champignons qui forment des ectomycorhizes sont extrémement
diverses. Elles sont estimées actuellement a plus de 6 000 et de nouvelles sont découvrtes
sans cesse. IIs sont tous des Ascomyceétes et des Basidiomyceétes, qui forment des sporophores
(ou sporocarpes, fructifications portant des spores) complexes et généralement de grande
taille. Cette diversité¢ des symbiotes fongiques s'oppose au petit nombre d'espeéces de plantes
portant des ectomycorhizes.

L'aspect général des ectomycorhizes observées de l'extérieur est extrémement divers,
tant du point de vue de la forme (simple ou ramifiée) que de la couleur, de 1'état de surface du
manteau (lisse, velouté, cotonneux, lache ou dense, etc.) ou de la morphologie des structures
fongiques qui en émanent vers l'extérieur pour explorer et exploiter le sol (filaments isolés ou

agrégés, faisceaux, meches, cordons, etc.) (Garbaye, 2013).

Figure 2 : Ectomycorhizes de Boletus parasiticus produit des ectomycorhizes qui forment ici
des gaines enveloppant les racines du pin rouge (Pinus resinosa). Les minces filaments de
mycélium constituent des extensions des racines (Bouharmount, 2014).

Figure 3 : Ectomycorhizes Coupe a travers les ectomycorhizes trés développées d'une

plantule de pin (Pinus conforta) (Bouharmount, 2014).

3.2. Endomycorhizes
De nos jours, les endomycorhizes sont extrémement courantes et leur diversité a
conduit a les ventiler entre trois catégories :
- Les endomycorhizes a arbuscules ;
- Les endomycorhizes éricoides ;

- Les endomycorhizes des orchidées.
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Dans tous les cas, I’endophyte n’occupe que le cortex racinaire, respectant la stele, et
méme 1’endoderme. Le plus souvent donc une endomycorhize, a I’eeil nu, ne se distingue

guere d’une racine non symbiotique (Boullard, 1990).

3.2.1. Endomycorhizes arbusculaires

C’est le type d’association fongique symbiotique le plus fréquent. Il est présent chez
la plupart des grandes familles botaniques (a 1’exception des Chénopodiacées et des
Cruciféracées) ; elles concernet presque toutes les plantes cultivées et se rencontrent aussi
bien sur des arbres forestiers que sur des plantes herbacées, ce sont les seuls mycorhizes
présentes sur des arbres aussi communs que les frénes, les érables, les merisiers et les

genévriers (Davet, 1996).

Les mycorhizes vésiculo-arbusculaires sont les plus complexes du point de vue de la
morphologie du champignon intra-radiculaire qui est la partie la plus importante du symbiote
fongique. Le champignon extra-radiculaire est représenté par des hyphes qui se ramifient dans
le sol et qui sont reliées a des vésicules extraradiculaires; le champignon intra-radiculaire a
quatre différents types d’organisation : pelotons intracellulaires, hyphes intercellulaires,
arbuscules (hyphes intracellulaires trés ramifiés), vésicules intra ou intercellulaires

(Scannerini et Bonfante-Fasolo, 1982) (Fig 4).
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Figure 4 : Quelques structures formées par I’endomycorhize a vésicules et arbuscules

(a) : Hyphes portant des arbuscules ; chaque arbuscules occupe une cellule du cortex racinaire
(Garbaye, 2013); (b): arbuscules se développent a Dl’intérieur d’une cellule de poireau
(Bouharmount, 2014) ; (c) : Racine endomycorhizée dans laquelle les structures fongiques
symbiotiques ont été colorées en bleu ; on voit des vésicules, de gros hyphes longitudinaux
(surtout en bas de la photo) et des arbuscules sous forme de petits nuages flous ; la bande
striée au centre de la racine est le faisceau des vaisseaux qui conduisent la séve (Garbaye,
2013); (d): Arbuscules (structures fortement ramifiées) et vésicules (structures ovales
foncées) (Bouharmount, 2014).

Les champignons des endomycorhizes MA sont des symbiotes obligatoires et
appartiennet a la famille des Zygomycetes, ordre des Glomales (Glomeromycota), genres :
Glomus, Acaulospora, Scutellospora, Gigaspora, Paraglomus et Archeospora. Ce sont des
symbiotes biotrophes qui ne possédent pas de stade sexué¢ connu (Brundrett, 2002).

» Classification des CMA

Les principales divisions des populations de Glomeromycetes sont synthétisées ci-

dessous conformément aux clés de détermination élaborées par Morton et Benny (1990) et

Schussler et Walker (2010) :
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Classe Glomeromycetes
Ordre Glomerales
Famille Glomeraceae
Genre Glomus

Ordre des Diversisporales

Famille Diversisporaceae
Genre Diversispora
Famille Acaulosporaceae
Genre Entrophospora
Genre Acaulospora
Famille Gigasporaceae
Genre Gigaspora
Genre Scutellospora
Famille Pacisporacea
Genre Pacispora

Ordre des Archaeosporales
Famille Archaeosporaceae
Genre Archaeospora
Ordre des Paraglomerales
Famille Paraglomaceae

Genre Paraglomus
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Les endomycorhize arbusculaires infectent les plantes a partir de propagules, qui sont
des spores (Fig 5) d'origine asexuée, des réseaux de mycélium, ou des fragments de racine

présents dans le sol.

Figure 5 : spores de Gloméromycetes. (a),(c),(e) : différents types de spores attachées a du
mycélium externe ; (c) : spores libres extraites du sol; (d) : spore de Glomus sp. contenant des
globules lipidiques; (f) : grosse spore (plusieurs dixiemes de mm) présentant 1’attache de

I’hyphe en ampoule caractéristique du genre Gigaspora (Garbaye, 2013).

Ces propagules sont capables d'initier la formation de nouvelles mycorhizes : le cycle
de vie du champignon commence avec la germination des spores de résistance, lorsque les
conditions de température et d'humidité le permettent, ou par le contact entre un fragment de
racine colonisé et la racine-hote. Suite a I'émission d'un tube de germination, le mycélium de
champignon croit jusqu'a rencontrer une racine hote, sur laquelle il forme une structure de
précolonisation dite appressorium. Grace a cette structure, le champignon pénétre 1'épiderme
et commence la colonisation du tissu parenchymateux de la racine, mais ne pénétre pas
I'endoderme ni les tissus vasculaires et méristématiques. A l'intérieur du tissu parenchymateux

se forment des structures typiques dénommées bobines issues de circonvolutions d'hyphes

9
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intracellulaires. Par la suite, les hyphes pénétrent dans les cellules plus internes du cortex de la
racine et se ramifient de maniére répétée pour donner des arbuscules, qui présentent une vie
breve, de 7 a 10 jours. L'échange de nutriments a majoritairement lieu dans les cellules du
parenchyme cortical. Les vésicules sont des organes de réserve surtout lipidique, apparaissant
apres les arbuscules, elles sont de forme vari¢e selon les espéces de champignons formateurs
de mycorhizes arbusculaires, et sont généralement produites aux extrémités des hyphes mais
aussi tout le long du parenchyme cortical colonisé.

Le développement des champignons formateurs de mycorhizes arbusculaires est
représenté dans la figure 6. Certaines espéces du genre Gigaspora ou Scutellospora ne forment
pas de vésicules a l'intérieur de la racine, mais dans le mycélium externe ou elles forment des

cellules auxiliaires (Giovannetti, 2008).

Iy

Figure 6 : représentation schématique d’un apex racinaire mycorhiz€ par un champignon
arbusculaire (Fortin et al., 2008).

A partir de ce point d'ancrage dans la racine, le champignon mycorhizien arbusculaire
développe dans le sol une phase dite extra-radicale, qui s'étend en un réseau mycélien et
envahit le sol adjacent, dans toutes les directions. Ce mycélium de trés fine dimension offre
une surface considérable de contact avec le sol. On estime que la surface des mycéliums
arbusculaires, sous un métre carré d'un sol de prairie, est d'environ 90 m?* et que dans un pot
d'un litre ou pousse un seul plant de poireau, le mycélium peut atteindre jusqu'a un kilometre,

envahissant les moindres interstices du substrat (Fortin et al., 2008).

10
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3.2.2. Endomycorhizes éricoides
Ils sont formés par des Ascomycetes de la famille des Pezizaceae ; dans ce cas, le mycélium
forme des pelotons a ’intérieur des cellules du parenchyme cortical.

3.2.3. Endomycorhizes orchidoides

Ce type de champignons endomycorhiziens responsable de [I’infection
endomycorhizienns des orchideés, sont des Basidiomycétes. Elles présentent des pelotons
d’hyphes qui pénétrent dans les cellules de jeunes racines de la famille des Orchidacées.

3.3. Ectendomycorhizes

Les ectendomycorhizes sont des types d'associations intermédiaires entre les
ectomycorhizes et les endomycorhizes (Bellion, 2006). Les ectendomycorhizes présentent une
structure évoquant les ectomycorhizes par la présence d'un manteau et d'un réseau de Hartig,
mais aussi les endomycorhizes par la formation de pelotons intracellulaires ou de
ramifications particuliéres qui augmentent la surface d'échange entre le champignon et les

cellules végétales (Philipe Silar et Fabienne Malagnac, 2013).

4. Pseudomycorhizes a endophytes (Dark Septate Endophyte DSE)

Ce sont des microorganismes abrités a ’intérieur de la plante est spécialement dans les
tiges, feuilles, et racines sans causer de dommages pour la plante héte. Ils forment dans les
racines des végétaux un mycélium stérile septé et pigmenté, c’est ainsi qu’ils sont appelés
endophytes foncé septés (dark septate endophyte ou DSE) pouvant produire des
microsclérotes. Les DSE sont des champignons ascomycetes, ils sont présents aussi bien chez
les Angiospermes et les gymnospermes, que les algues, les mousses et les fougeres

(Benmazari, 2010) (Fig 7).
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Figure 7 : Pseudomycorhizes a endophytes bruns cloisonnés. (a) : hyphe brun cloisonné dans
le cortex d'une racine; (c) : vue de cellules corticales trés allongées contenant des chapelets de
cellules fongiques ; on voit aussi un réseau mycélien en arriere-plan; (e) : épiderme racinaire
dont certaines cellules sont bourrées de petits sclérotes fongiques bruns arrangés de facon tres
compacte; (b),(d),(f) : trois types de sclérotes fongiques remplissant des cellules corticales
racinaires ; la couleur bleue dans I'image du milieu est due a une coloration artificielle (Jean

Garbaye, 2013).

5. Bénéfices de la mycorhization

La symbiose mycorhizienne est répandue dans le monde végétal, car elle est bénéfique
a la plante sous plusieurs aspects (Rougemont, 2007 et Redon, 2009). En effet ces bénéfices
se traduisent par :
* Une augmentation de la capacité d’absorption des éléments minéraux surtout les peu

mobiles dans le sol, et la teneur en matie€re organique par 1’exploitation des débris végétaux.
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* En jouant un réle majeur dans 1’agrégation des particules du sol par la libération de
glomaline dans le sol environnant.

* En augmentant la résistance envers les stress abiotique ou biotique, maladies, sécheresse,
salinité, chocs de transplantations.

* En améliorant la croissance, le rendement, la vigueur et 1’établissement des végétaux.

* En stimulant I’activité macrobienne.

6. Modifications physiologiques dues aux mycorhizes

Selon Fortin (2010), la mycorhize apporte des modifications physiologiques a la plante hote.
Les principales modifications entrainées par ce phénoméne sont :

e Une modification du métabolisme des plantes.
e Des activités hormonales et autorégulation.
e Une relation avec les insectes utiles et ravageurs.

e Du goft des fruits et des parfums des fleurs.
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Chapitre 11 Monographie de la plante héte : le merisier

1. Aspect général de la plante hoéte : le merisier (Prunus avium)

Le merisier (Prunus avium) est un arbre des régions tempérées de la famille des
Rosaceae (Fig 8). C’est une essence disséminée qui se trouve le plus souvent sous la forme
de petits peuplements poussant en bouquets de 10 a 200 arbres au sein de forét constituée

principalement d’autres essences dites sociales (chénes, hétre,...etc) (Stoekel, 2006).

Le merisier peut, dans de bonnes conditions, atteindre vers 1'age de 65 a 70 ans, 20 a
25m d'élévation sur 1,50 a 2m de circonférence. Sa croissance est assez active et, vers 40 a 50
ans, sa tige, a 1'état d'isolement, égale au moins celle du hétre en dimensions et en volume ;
mais sa cime produit moitié moins de bois. L'enracinement est puissant, compos¢ de fortes et

longues racines profondément enfoncées, non drageonnantes (MATHIEU, 1860).

Chaque année, en Avril, il se couvre de fleurs blanches hermaphrodites et
entomophiles (Symétrie radiaire avec 5 pétales) a long pédoncule dont les anthéres produisent
du pollen lourd et collant. Il est souvent le premier arbre entomophile forestier a se couvrir de
fleurs et son pollen riche en acides aminés constitue une ressource indispensable au
développement de nombreux insectes et particulieérement pour les hyménopteres sociaux de
type abeilles ou bourdons qui doivent repeupler leur colonie a la sortie de I’hiver (Pesson &

Louveaux 1984).

\

Le merisier produit des drupes zoochores (fruit a sarcocarpe charnu comestible et a
sclérocarpe lignifié issu de la fécondation d’un ovaire a carpelle unique). (Aranzana et al.
2003 ; Dirlewanger et al. 2004). Elle aurait donné naissance a I’espece Prunus cerasus (le
cerisier acide) en s hybridant avec Prunus fructicosa et pourrait s’hybrider de nouveau en

population avec Prunus cerasus pour donner des descendants Prunus gondouinii (Tavaud et

al. 2004).
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Figure 8 : Morphologie générale d’un jeune arbre de Prunus avium (Beni-Zmenzer, 2015)
2. Description de Prunus avium
Le merisier (merisier des oiseaux ou merisier des bois = Cerasus avium Moench =
Prunus avium Linné = Prunus Cerasus, var. Prunus avium Linné = Cerasus nigra Miller =
Cerasus dulcis Gaertner) est un arbre qui peut atteindre 20 a 25 m de hauteur, ses branches
fortes, plus ou moins dressées, forment une cime pyramidale, ces caractéres sont les
suivants :
e Feuilles grandes, 10 a 15 cm de long sur 5 a 7 cm de large, allongées, ovales,
pubescentes a la face inférieure (Fig 9);
e Un pétiole long, de 4 a 5 cm, parfois légerement coloré de rouge avec 1 a 3 glandes
rougeatres ;
o Les fleurs sont grandes, de 3 a 3,2 cm de diamétre, blanches, généralement en
corymbe ;
e Un fruit ovoide, globuleux, de 1 a 1,5 cm de diamétre, cordiforme, arrondi, dont la
couleur varie du rose-pale au noir (Fig 10); la chair est ferme, douce ou sucrée,

acidulée, parfois ameére, adhérente a la peau et au noyau (Evreinoff, 1956).
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Figure 9 : Feuilles de Prunus avium (Beni- Figure 10 : Jeune fruit de Prunus avium

menzer, eni-Zmenzer,
Z 2015 Beni-Z 2015

Chaque année, au mois d’avril, il se couvre de fleurs blanches hermaphrodites et
entomophiles (Symétrie radiaire avec 5 pétales) a long pédoncule dont les anthéres produisent
du pollen lourd et collant. Il est souvent le premier arbre entomophile forestier a se couvrir de
fleurs et son pollen riche en acides aminés constitue une ressource indispensable au
développement de nombreux insectes et particulierement pour les hyménopteres sociaux de
type abeilles ou bourdons qui doivent repeupler leur colonie a la sortie de I’hiver (Pesson &
Louveaux 1984).

Le merisier produit des drupes zoochores (fruit a sarcocarpe charnu comestible et a
sclérocarpe lignifié issu de la fécondation d’un ovaire a carpelle unique). (Aranzana et al.
2003 ; Dirlewanger et al. 2004). Elle aurait donné naissance a I’espéce Prunus cerasus (le
cerisier acide) en s’hybridant avec Prunus fructicosa et pourrait s’hybrider de nouveau en
population avec Prunus cerasus pour donner des descendants Prunus gondouinii (Tavaud et

al. 2004).

16



Chapitre 11 Monographie de la plante héte : le merisier

3. Classification botanique
Prunus avium appartient a la famille des Rosaceae, sa position systématique

selon Cronquist (1981) est la suivante:

Reégne Plantae

Sous-reégne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Rosales

Famille Rosaceae
Sous-famille Prunoideae
Genre Prunus

Espece Prunus avium

4. Répartition géographique dans le monde

L’aire du merisier sauvage est trés vaste, englobant au nord une partie de la
Scandinavie, et couvrant donc presque toute I’Europe, de I’Asie occidentale aux iles
Britanniques. C’est au XVII® siécle qu’il aurait été introduit en Amérique du nord. On le
trouve presque partout en France jusqu'a 1700 metres d’altitude environ. Il est rare dans les
régions méditerranéennes et dans le massif landais (Boulet-Gercourt 1997).

I est rare en région méditerranéenne, et son caractére pionnier est plus affirmé dans
des conditions marginales : évolution progressive des pelouses héliophiles calcicoles vers les
pré-bois thermophiles d'une part, accrus dans 1'étage montagnard d'autre part.

A T'échelle européenne, il est légérement thermophile (cantonné aux plaines dans le
Nord de 1'Europe), principalement médio-européen et subméditerranéen, avec des extensions
atlantiques, collinéen et sub-montagnard. Par exemple, on le trouve de 200 a 600 m dans les
foréts feuillues mélangées, jusqu'a 1 000 m d'altitude en Forét-Noire, jusqu'a 1 200 m dans les
Alpes du Nord et jusqu'a 1 700 m dans les Alpes centrales, ou il est limité aux lisieres et
broussailles. Mais son faible développement en altitude ne permet pas d'en envisager la
sylviculture. Dans les massifs forestiers des Alpes orientales, il est absent de I'étage subalpin.
Dans I'é¢tage montagnard, on le trouve de fagon sporadique dans les hétraies et éparse dans les
tiliaies mélangées. Dans 1'étage collinéen, il est sporadique dans les chénaies-charmaies, dans
les foréts mélangées claires et dans les ostryaies a Fréne a fleur, et épars dans les chénaies-

bétulaies des piedmonts alpins et dans les chénaies pubescentes (Franc et al., 1992).
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5. Ecologie du merisier
Le merisier présente des exigences marquées a deux niveaux :
- au niveau du sol, il nécessite une bonne richesse minérale alliée a une bonne alimentation
en eau. En milieu forestier, ces conditions s’expriment par la présence d’un humus mince
(signe d’une activité biologique intense) et d’un cortége de plantes indicatrices comme 1’arum
tacheté, la ficaire fausse renoncule, le lamier jaune, la primevere, le fusain, I’anémone des
bois.
- au niveau de D’espace vital, il requiert la pleine lumiére a tous les stades de croissance,
aussi faudra-t-il veiller a ce que son houppier puisse se développer librement sans étre géné
par les arbres voisins, y compris d’autres merisiers du méme bouquet (Pichard et Colombet,
1999).
6. Mode de reproduction du merisier
Le merisier utilise plusieurs modes de reproduction.
6.1. Graines

Ce sont surtout les oiseaux qui se chargent de la dissémination des graines,
consommant (tel le loriot) la chair de la merise sans casser le noyau. Le spectacle offert
certaines années par les merisiers couverts de fruits ne doit cependant pas faire illusion, car la
reproduction par graines est peu efficace, pour plusieurs raisons :
- la graine est fragile : souvent parasitée par des insectes et donc vaine, consommeée par de
nombreux petits animaux, présentant de plus une dormance naturelle ;
- le tout jeune semis est trés apprécié par les cervidés, lapins et lievres. Ils lui laisseront peu
de chances, et la plantule n'aura pas la robustesse nécessaire pour repartir sur des rejets
vigoureux ;
- méme si le merisier supporte un certain ombrage lors de son installation et pendant
quelques années, il lui faut rapidement faire sa place a la lumiére. En forét, le jeune semis se
heurtera a une concurrence impitoyable.
Il est donc fort probable que la régénération naturelle par voie de graines soit surtout le fait
des lisiéres, ou les oiseaux sont trés actifs et les conditions d'éclairement bien meilleures, en
phase d'installation comme pour la croissance ultérieure.

6.2. Rejets

Le merisier rejette trés bien des souches et se maintenait autrefois pour cette raison

sans trop de difficultés dans les taillis. Actuellement, on utilise cette capacité a rejeter pour

recéper en plantation les plants mal conformés ou qui ont été blessés par le gibier.
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6.3. Drageons

C'est le mode principal de reproduction du merisier, du moins en forét. La ou le
merisier est présent existe un potentiel de drageonnement, mais toujours avec une certaine
part d'incertitude.

Tous les individus en effet ne drageonnent pas, méme si plusieurs facteurs sont tres
favorables : enracinements superficiels, éclairements du sol tels que ceux provoqués par une
coupe ou un chablis, exploitation de merisiers. Les drageons qui apparaissent (plutot en
périphérie du systéme racinaire) peuvent étre présents sous le couvert de merisiers, méme
jeunes. Mais c'est la coupe qui provoque les plus fortes « explosions » de drageons, émergeant
cette fois de préférence autour des souches, souvent deux années apres l'exploitation.
(Boulet-Gercourt, 1997).

7. Propriétés et utilisation

Le merisier présente un bois de cceur dont la coloration naturelle varie de miel clair a
brun rougeatre en passant par des teintes orangées. Quoiqu’assez dur, il se travaille bien a tous
les niveaux de transformation : sciage, rabotage, pongage, tournage, sculpture et tranchage.
Son grain fin permet d’obtenir un poli apprécié en ébénisterie.

Le merisier se confine a des usages intérieurs et c’est en mobilier qu’il acquiert ses
lettres de noblesse, aussi bien en bois massif réservé aux fabrications haut de gamme, qu’en
meubles plaqués ou la production industrielle emploie de fines feuilles obtenues par tranchage
de belles billes cylindriques de haute qualité (Pichard et Colombet, 1999).

La tige contient des phénols, dont de l'acide salicylique et des tanins. Le fruit contient
de petites quantités de salicylates, de glucosides cyanogénétiques et de vitamines A, B 1 et C.
Les graines recelent de 'amygdaline, un glucoside cyanogénétique.

En Europe, les tiges étalent employées pour leur action diurétique et astringente. Elles
étaient prescrites contre la cystite, la néphrite, la rétention d'urine et les problémes
arthritiques, comme la goutte. Le fruit contient tant de sucre qu'on peut l'ingérer en guise de

laxatif. Les graines sont toxiques (Chevallier, 2001).
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Chapitre I Matériels et méthodes

1. Présentation de la station d’étude

L’étude a été réalisée dans la région de Beni-Zmenzer. Elle est situé¢e a 15 km au sud
de la wilaya de TIZI-OUZOU a une altitude de 300 m a 700 m et une superficie de 20,29
km”.
Cette station est exposée a une intensité lumineuse importante. Elle est caractérisée par une
saison s¢che et humide grace a la présence d’un cours d’eau avec une température qui varie

entre 20°c et 45°c et une saison pluvieuse et froide dont les températures varient entre 2°c a

12°c, le sol est argileux et rocheux.

Notre station d’étude est située sur le coté Est a 2 km du centre de BENI-ZMENZER a une
altitude de 650m, nommée « OUMADEN ». La sortie sur le terrain a était le 07-05-2015 (Fig
11).
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Figure 11 : Situation géographique de la station d’étude Oumaden, dans la région de Beni-

Zmenzer en Algérie dans la wilaya de Tizi-ouzou (Google maps).
2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué¢ de racines de jeunes arbres de

Merisier (Prunus avium).
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3. Prélevement des racines

La récolte des échantillons de racines du merisier ont été effectuée sur de jeunes
arbres pris au hasard. Autour de chaque arbre nous avons ¢liminé toute la litiere et les
herbacées. Puis nous avons creusé¢ a une profondeur de 20 a 30cm a 1’aide d’une pioche.
Nous avons suivi les grosses racines jusqu’aux plus fines, et nous avons prélevé les mottes de
terres contenant les racines. Les échantillons sont ensuite transportés au laboratoire dans des
sacs en plastiques étiqueté (Figl2).

€liminatign de la litiere

o

v P - ‘.“-’- f

Figure 12 : illustration du protocole de prélévement des racines

4. Tri et conservations des racines

Au laboratoire les racines sont séparées délicatement de leur support (sol), puis
elles ont été mises a tremper dans des bassines d’eau et nettoyées soigneusement a I’aide d’un
pinceau pour les débarrasser des particules du sol sans altérer leur morphologie (Fig 13). Elles
sont ensuite conservées dans du FAA composé d’un mélange Formol Acide Acétique

(Annexe 1).
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Figure 13 : Illustration de protocole de lavage et tri des racines de Prunus avium au
laboratoire

5. Etudes anatomique des mycorhizes

5.1. Coloration

Selon GUIZON et SELOSSE (2010), Les racines conservées dans la solution de FAA

sont prélevées puis rincées et coupées a une longueur de 1 a 2cm et mises dans des tubes a
essais avec une solution de KOH (hydroxyde de potassium) a 10 % puis chauffées au bain-
marie & 90°C durant 1 heure, pour vider les cellules de leurs contenus cytoplasmiques.
Cette opération détruit le contenu des cellules végétales et décolore les tanins des racines
ligneuses. La solution devient alors brun-rouge.
La potasse est éliminée puis les fragments de racines sont rincés a 1’eau du robinet puis mis
dans de I’eau acidifiée pour neutraliser la potasse.
Elles sont ensuite immergées dans du bleu de trypan pendant 15 a 20 minutes puis rincées a
nouveau avec de ’eau distillée.

5.2. Montage
Les fragments colorés sont montés entre lame et lamelle dans une goutte d’eau pour une

observation directe. Si I’on souhaite observer plus tard ou conserver les lames, les fragments

22



Chapitre I Matériels et méthodes

sont montés dans le lactoglycérol. Ils sont ensuite écrasés avec le bout arrondi d’un crayon de

papier en bois.

Les lames sont observées au microscope photonique, chaque fragment étant soigneusement

vérifié sur toute sa longueur, au grossissement X100 puis X400.

6. Technique d’évaluation de I’infection endomycorhizienne
Apres coloration, 30 fragments d’environ lcm sont prélevés au hasard, puis sont
montés entre lame et lamelle, a raison de 5 fragments par lame, dans une goute de

lactoglycérol puis observés au microscope optique.

Nous avons calculé 2 parametres d’infection mycorhizienne arbusculaire et ce en utilisant les

formules de calcules définies par Trouvelot et al. (1986) :

e la fréquence de mycorhization (F%) traduit le degré d’infection du systéme

racinaire

F(%) = [ (N-ng) /N ] x 100

N : nombre de fragments observés.
ng . nombre de fragments sans trace de mycorhization.

e Dlintensité de mycorhization (M(%) : intensité de mycorhization relative ; m(%) :

intensité de mycorhization absolue)

Elle exprime la portion du cortex racinaire colonisée par rapport a I’ensemble du systeme

racinaire

M(%) = (95n5+70n4+30n3+5n,+n;) / N

m(%) : (95n5+70n4+30n3+5n,+n;) / (N-np)

nj, Ny, N3, N4, Ns sont les nombres de fragments respectivement notés dans les cing classes

d’infection marquant I’importance de la mycorhization.

5=plus de 95 % ; 2=1a30%;
4=de 50295 % ; 1=1%.
3=302a50% ;
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7. Extraction et isolement des spores

Pour I’isolement des spores du sol prélevé des racines de Prunus avium, nous avons
utilisé la méthode de tamisage humide de Gerdeman et Nicolson (1963). Elle s’effectue
directement sur les échantillons prélevés sur le terrain. Une quantité de 50 g de chaque
¢chantillon de sol est mise dans 500ml d’eau de robinet. Le mélange est agit¢ longuement
pour ’homogénéisation puis laissé au repos pendant 1mn. Ensuite il est passé a travers une
séric de tamis de maille 500pum, 250um, 160 pm, 125pm, 80pum, 63pm, disposés

respectivement 1’un au —dessus de 1’autre dans 1’ordre ci dessus mentionné (Fig 14 et 15). Les

suspensions des 4 derniers tamis sont transférées chacune dans un bécher.

Figure 14: Disposition des tamis de maille Figure 15: Technique de filtration du
63um, 80um, I125um, 160pm, 250um, substrat en vue d’isoler les spores.
500um, respectivement 1’un au —dessus de

I’autre.

Le contenu de chaque becher est centrifugé a 2000 tours/mn pendant 5 mn. Le
surnageant contenant les spores mortes est éliminé et au culot est ajoutée une solution de
saccharose.

L’ensemble est centrifugé de nouveau a 500 tours/mn pendant 10mn.

Apres centrifugation, le surnageant est déversé sur du papier filtre et les spores récupérées
sous une loupe binoculaire a ’aide d’une pince a bords recourbés.
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8. Observation des spores

Le contenu de chaque bécher est observé, a la loupe binoculaire, par prélévement successifs
de petites quantités.

Ces aliquotes prélevées sont renversées sur du papier mouchoir placé dans une boite de pétri

puis, observés a 1’aide d’une loupe binoculaire (Fig 16)

Figure 16: observation avec une loupe des aliquotes prélevés.

Les spores prélevées a 1’aide d’une pince a bouts courbés sont mises dans des tubes a vis
contenant de I’eau distillée stérile et conservé dans un réfrigérateur. Dans chaque tube nous
avons mis uniquement les spores récupérées a un méme refus et ayant les mémes

caractéristiques c’est a dire la forme et la couleur (Fig 17).

Figure 17: tubes a essai contenants les spores séparer sellent la forme et la couleur.
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9. Abondance relative des spores
La communauté de CMA de I’échantillon de sol a été estimée par comptage direct sous loupe

binoculaire du nombre de spores présentes dans 100 g de sol.

10. Description morphologique des spores isolées
Pour I’approche d’identification des champignons mycorhiziens a arbuscules, une dizaine de
spores de chaque morphotype, ont été récupérées a partir du sol échantillonné dans la région

de Benni-zmenzer. Elles ont été observées a la loupe binoculaire (X20).

La détermination du genre est basée sur la classification établie par Schenk et Perez (1987) et

Morton et Benny (1990).

11. Analyse physico-chimique du sol
Pour cette analyse, plusieurs parameétre ont était étudiés :
e le PH, mesuré a I’aide d’un Ph métre.
¢ [’humidité hygroscopique.
e la conductivité électrique.
e le dosage du carbone organique.
e le dosage des anions.

Les détails techniques de cette analyse physico-chimique sont indiqués en annexe 2.
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1. Caractéristiques physico-chimiques du sol
Les caractéristiques physico-chimiques du sol du site étudié sont groupées dans le tableau 1

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques du sol de la station de Beni-Zmenzer

pH pH CE H% C% Carbonates | Bicarbonates | Chlorures | MO
eau kel mmohs/cm % % % %
6,2 5,8 0,42 2,78 10,366 |0 0,183 0,04 0,63

Le sol étudi¢ montre qu’il est caractérisé par un pH eau de 6,2 et un pH kcl de 5,8 [égerement
acide, avec un taux de conductivité ¢€lectrique de 0,42 mmhos/cm, ce qui traduit la non

salinité de notre sol.
Le sol étudié est trés pauvre en matiére organique, avec un taux de 0.63%.

Il n’y a pas de carbonates dans le sol étudi¢, un taux de bicarbonates de 0.183 % et un taux de

chlorures de 0.04 %.

2. Associations symbiotiques chez un peuplement naturel du merisier P.avium

Un important cortége endomycorhizien a été observé dans les racines de P.avium.
L’analyse microscopique des racines de Prinus avium a montré que cette espéce est
naturellement infectée par des CMA. L’organisation cytologique des racines mycorhizées
observées au microscope optique est illustrée par les figures 18 et 19.

Parall¢lement a ces observations, les fragments de racines de Prunus avium ont montré
I’existence de formes d’endophytes tels que des hyphes de couleur brun (Fig 18).
Des microsclérotes fongiques remplissant les cellules corticales racinaires ont été décelés.
Leurs caractéristiques morphologiques ont permis d’en distinguer un seul type. Ils sont de

petite taille, de forme ovoides et de couleur marron (Fig 20).
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Figure 18 : Détails des principales structures d’une endomycorhize VA. (a) : détail d’un
arbuscule (A : arbuscule ; T : tronc) ; (b) : détail d’une vésicule (H : hyphe ; V : vésicule) ;
(c) : structure anatomique d’une endomycorhize VA (H : hyphe ; V : vésicule ; C : Cylindre

central).
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Figure 19 : Hyphes de types pseudo-endomycorhize a endophytes bruns cloisonnés (DSA)
(fléches)

Figure 20 : Microsclérotes fongiques remplissant les cellules racinaires (fléches).
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2.1. Statut mycorhizien et cytologique de P.avium
L’organisation cytologique des racines de P.avium obsérvées au microscope a montré
que cette espece presente deux types d’association. La coloration au bleu de trypan a revelé
des structures caractéristiques des endomycorhizes (Fig 18), et des structure caractéristiques

des peudo-endomycorhizes a endophytes bruns cloisonées (Fig 19).

Les structures mycorhiziennes apparaissent sous forme d’hyphes myceliennes qui se
ramifient le long du cortex racinaire (Fig 18.c). et des vésicules ovoides s’intercalant entre les
cortex racinaires ( Fig 18.b). des arbuscules ont été observés (Fig 18.a).Ce qui place P.avium

dans le groupe des plantes a CMA.

Les vésicules a I’interieur du cortex racinaire , sont de petits sacs a paroi épaisse
intra-ou intercellulaire, de formes variées (sphériques,allongée) ou les vésicules sont
d’autant plus nombreuses que les arbuscules sont abondants et que la plante hote est

vigoureuse (Fig 18).

2.2. Resutltas des paramétres de mycorhization
Les résultas du calcul de la fréquence et des intensités de mycorhization aussi bien relative

qu’absolue sont groupés dans le tableau 2 :

Tableau 2 : Paramétres de mycorhization de Prunus avium

Site d’étude Frequence % M % m %

Beni-Zmenzer 83,33 6.7 8.04

Les observations effectuées en microscopie photonique de fragments de racines
colorés par le bleu trypan, ont montré que certaines racines courtes peuvent étre fortement
infectées (Fig 18.c) alors que d’autres ne présentent aucune infection endomycorhizienne. De
plus sur une méme racine, I’infection n’apparait pas avec la méme intensité, avec I’existence

de zones infectées et non infectées.

La coloration par le bleu trypan permet de mettre en évidence la pénétration des
hyphes externes dans la racine (Fig 18.c), ou elles établissent un réseau d’hyphes
intercellulaires. Les vésicules caractéristiques des associations V.A sont également visibles

(Fig 18.b et 18.c).

Le champignon ne présente pas une répartition homogene dans les fragments

racinaires : il est absent dans I’endoderme et dans le cylindre central. Seul le cortex est pourvu
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d’endophytes. Les cellules constituant la zone corticale externe sont caractérisées par la
présence d’hyphes mycéliennes intercellulaires de diamétre important. Les cellules formant la
zone corticale interne renferment des hyphes intercellulaires et des arbuscules reconnaissables
aux trés nombreuses sections d’hyphes de diamétres hétérogénes. Les arbuscules sont

observés jusque dans la couche cortical la plus profonde au contact de I’endoderme.

Une mycorhize a vésicules et arbuscules présente une structure complexe puisqu’elle
comprend des hyphes externes diffuses dans le substrat, un réseau d’hyphes intercellulaires,

des arbuscules, et des vésicules.

Apres pénétration, dans la racine, les hyphes intercellulaires progressent par les méats
ménagés entre les cellules du parenchyme cortical. Plus rarement, elles s’insinuent
directement entre les cellules dont elles dissocient la lamelle moyenne et écartent les parois
primaires. Les hyphes intercellulaires, peu nombreuses sont appliquées sur la surface externe
des parois cellulaires. La pénétration de 1’hyphe mycélienne a lieu via une ramification

latérale émise par une hyphe intercellulaire qui perfore la paroi de I’hote.

Le processus d’infection débute par I’accolement d’un hyphe contre la paroi de la
cellule hote et I’altération de la structure pariétale. L’hyphe pénétre dans la cellule. Le

plasmalemme de la cellule n’est jamais rompu.

3. Diversité des CMA du sol rhizosphérique du merisier de Beni-Zmenzer
Au cours de nos observations, les échantillons de sol rhizosphérique de P.avium, nous
avons noté¢ la présence de différentes spores endomycorhiziennes avec une diversité

importante (couleur, forme, taille) (Fig 21).
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Figure 21 : Differents morphotypes de spores isolées a partir de la rhizosphere de Prunus

avium de la station de Beni-Zmenzer.

3.1. Description morphologique des spores de CMA rencontrées au niveau de la
rhizosphére de Prunus avium
L’observation des spores sous la loupe binoculaire (x 20) et 1’utilisation des clés de
détérmination établies par Schenk et Perez (1987) et Morton et Benny (1990) nous ont permis
d’identifier 24 morphotypes differents selon la couleur, la forme, la taille et présence ou

abscence de suspenseur (Fig 22 et 23).
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Figure 22 : Differents morphotypes de spores isolées a partir de la rhizosphére de P.avium

(s : suspensuer ).
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Figure 23 : Differents morphotypes de spores isolées a partir de la rhizosphére de Prunus

avium (s : suspensuer ; H : hyphe d’atache).

L’ensemble des caractéristiques morphologiques et morphométriques des spores sont

groupées dans le tableau 3 :
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Tableau 3 : Principales caractéristiques (forme et diamétre approximatif) des differents types

des spores et leur identification.

Type Couleur Forme Présence de | Diamétre | Identification
suspenseur (nm)

1 Marron Ovale Non 160um Glomus sp;

2 Brune Sphérique Non 160pm Glomus sp,

3 Marron clair Sphérique Non 160pm Acaulospora sp,

4 Brune Irréguliere Non 160pum Scutellospora sp

5 Blanc jaune | Ellipsoide Non 160pum Scutellospora sp,
transparente

6 Marron foncé Sphérique Non 160um Acaulospora sp,

7 Transparente Sphérique Non 160um Acaulospora sp;

8 Marron Ellipsoide Non 160um Glomus sp;

9 Noir Sphérique oui 160um Non identifié

10 Marron foncé Irréguliere Non 160um Non identifié

11 Noir Sphérique Oui 160um Non identifié

12 Brune Ovale Non 160um Glomus spy

13 Marron foncé Ellipsoide Non 160um Glomus sps

14 Miel Ovale Non 125um Acaulospora sp,

15 Jaune pale Sub-sphérique | Non 125um Acaulospora sps

16 Noir Sphérique Non 160um Non identifié

17 Jaune pale Sphérique Oui 63um Glomus sp6

18 Jaune pale Ovale Non 80um Glomus sp;

19 Marron noiratre | Sphérique Oui 160pm Non identifié

20 Noir Sphérique Non 160um Non iedntifié

21 Brune clair Ovoide Oui 80um Glomus sps

22 Marron Sphérique Oui 63um Glomus spg

23 Brune pale Sub-sphérique | Oui 63um Glomus spjy

24 Noir Sub-sphérique | Oui 125um Non identifié
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Nous avons observé la prédominance de spores de Glomus (10 morphotypes), suivi de 5
morphotype du genre Acaulospora, et trés peu de spores du genre Scutellospora (2

morphotypes).
Glomus

C’est le type de spore le plus abondant qui présente un grande diversification et une large

répartition dans beaucoup d’habitats dans la nature .

L’examen des spores nous a permis de rencontrer une large gamme de taille allant de 63 pm a
160 um. La couleur peut varier du marron au marron foncé comme du jaune au a jaune
foncé mais aussi du brun au brun claire et pale. Elle sont ovale, sphérique, de forme

ellipsoidale ou ovale.
Acaulospora

Ce genre de spores est de grande taille, avec une forme sphérique ou sub-sphérique parfois
ovale. Les spores sont de couleur marron foncée a marron clair, peuvent étre aussi
transparente ou de couleur jaune pale. Elle sont sessiles des leur formation d’ou le nom du

genre Acaulospora.
Scutellospora

Trés rare, elles ont une forme irréguliére ou ellipsoide, de couleur brune et blanc pale, et

présente une grande taille.

3.2. Abondance relative des spores appartenant aux differents genres de
champignons endomycorhiziens

Le sol analysé a révélé la présence en moyenne de 500 spores par 100 g de sol. Ceci

traduit la richesse du micohabitat constitué par les racines de P.avium en spores. Cet etat de

fait s’est traduit par un taux de mycorhization élevé (83.33%).
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4. Discussion

Dans tous les fragments racinaires observés, la structure endomycorhizienne de type
Arum est la seule observée. Ce type morphologique est caractérisé par la prolifération et la
ramification des hyphes myceliennes qui s’étendent rapidement dans la direction
longitudinale de la racine en progressant entre les assises cellulaires. Elles émettent des
branches latérales qui pénétrent dans les cellules en traversant les parois pecto-cellulosiques et
s’y ramifient densément. C’est le résultat de cette hyper-ramification qui forme 1’arbuscule
(Garbaye, 2013).

Les structures de pseudomycorhizes a endophytes ont été détectées (DES : Dark
Septate Endophytes) caractérisées par du mycelium brun septé stérile c'est-a-dire sans trace de
fructifications sexuées. Ces filaments s’insinuent entre les cellules racinaires puis finissent par
pénétrer a I’intérieur de celles-ci, ensuite le mycelium se différencie en masse de petites
sphéres a parois épaisses dont la fonction est encore inconnue. Garbaye (2013), affirme que
les genres Gigaspora et Scutellospora ne forment jamais de vésicules intra-racinaires, les
endomycorhizes contractées par les racines de P.avium décrites dans cette étude seraient donc
I’ceuvre des champignons appartenant aux genres Glomus ou Acaulospora.

L’analyse des spores des AMF extraites ne refléte pas nécessairement la diversité des
AMF colonisant les racines des différentes especes de plantes poussant dans un méme endroit

(Kjoller et Rosendahl, 2011).

Hormis la quantité¢ de phosphore, la texture du sol, le pH est 'un des parametres
physico-chimique apte a réguler l’installation et la répartition desendomycorhizes. Ainsi
Mosse (1973) a remarqué que le genre Glomus apparait généralement dans les sols a pH
neutre ou alcalin. Ce qui n’est pas en accord dans le cas du sol rhizosphérique de P.avium
avec un pH plutdt légerement acide de 6.2 pauvre en matiere organique (0.63%) et en
Carbone (0.36%). Stutz et al. (2000) ont rapporté que les spores appartenant au genre Glomus
sévissent dans les écosystemes arides et semi-arides. Elles seraient adaptées aux

environnements soumis a un stress comme le stress hydrique.

Les morphotypes de spores isolées sont morphologiquement comparables aux especes
décrites dans la littérature avec prédominance du genre Glomus puis Acaulospora en fin
Scutellospora. De légeres variations relatives au diametre des spores ont été notées
comparativement a la description d’origine faite par Schenk et Perez (1987) et Morton et

Benny (1990). Les différences morphologiques, pourraient indiquer I’existence d’écotypes
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fongiques dans le sol étudié. En effet Jeffries et Barea (2001) et Belkaid (2015) ont attribu¢ la

nature des communautés de CMA au type du peuplement végétal et a 1’existence d’écotypes.

Le sol mycorhizosphérique ¢étudié indique la présence de spores diversifiées et aptes a
engager des mycorhizes. Cet état de fait s’est traduit sur le terrain par une forte fréquence de
mycorhization de 83.33%. Une étude menée par Abbas (2014) sur le Thuya du grand Atlas
(Tetraclinis articulata) au Maroc a révélé la richesse des racines de cette essence en CMA.
En effet, ils ont observé un taux de mycorhization superieur a 80% et les spores isolées sont
dominées par le genre Glomus. Ce résultat concorde avec celui que nous avons déterminé
avec un taux de mycorhization de 83.33% et c’est le genre Glomus qui est le plus

fréquemment rencontré suivi du genre Acaulospora.

En cote d’Ivoire Bivoko et al. (2013) ont recensé dans un sol acide (5.17) et pauvre en
phosphore assimilable (<30.71ppm), 44 espeéces de CMA réparties dans 13 genres. Le chiffre
annonc¢ est largement supérieur au notre du point de vue nombres de genres (3) et 24

morphotypes.

Une étude menée en Inde dans la province d’Haryana sous serre sur la rhizosphére du
tournesol par Shama et al. (2009) a révélé la présence de 7 especes appartenant au genre
Acaulospora alors que nous n’avons pu isoler que 5 morphotypes appartenant aux genres sus-
cités.

Une étude effectuée par Brou et al. (2007) dans la forét de la Téné (centre-ouest de
cote d’Ivoire; forét naturelle et forét issue d’un reboisement) a révélé la présence de
Gigaspora et Glomus sous un climat tropical humide.

Un travail portant sur la diversité des champignons endomycorhiziens du Sénégal (en
zones arides et semi-arides) menée par Diallo et al. (1999) a montré la présence de 21
écotypes appartenant aux genres Glomus, Gigaspora et Scutellospora. Ce résultat est proche
du notre du point de vue nombre d’écotypes qui est de 24.

Dans le méme ordre d’idée, Dlagne et Ingleby (2003) en étudiant le statut
endomycorhiziens de 4 1égumineuses arborescentes cultivées en couloirs dans la station agro-
forestiere de Thiénaba, au Sénégal, a montré une variation d’endomycorhization oscillant
entre 32 et 64 %. Le nombre de spores de CMA extraites du sol de Thiénaba régresse
fortement avec la profondeur. En effet, il a ét¢ compté en moyenne 248 spores par 100 g de
sol sec entre 0 et 25 cm de profondeur, contre seulement 8 spores entre 2 et 3m de profondeur.

Alors que nous avons dénombré 500 spores dans 100g de sol.

38



Chapitre IV Résultats et discussion

Une étude récente menée par Bouazza et al. (2015) dans une Terga a climat semi-aride
dans le Nord Ouest algerien, sur les endomycorhizes de 4 espéces végétales (Acacia saligna,
Lotus certicus,Retama monosperma et Pistacia lentiscus ) a montré que la rhizosphére était
riche en spores a potentiel endomycorhizien avec 12 morphotypes répartis dans 4 genres
differents (Glomus, Scutellospora, Gigaspora et Acaulospora) avec une prédominance de
Glomus. Ces auteurs ont conclu que les espéces végétales étudiées sont adaptées aux
conditions environnementales locales de la Terga et promouvoient la symbiose
endomycorhizienne. Elle constituent donc un moyen pour rehabiliter les milieux dégradés.
Elles peuvent en plus constituer une importante source d’inoculum de CMA dans les

¢cosystémes semi-aride. Ces résultats concordent avec ceux que nous avons obtenus.

II apparait clairement que les populations des Glomales sont les plus abondantes en
nombre et en especes. La faible représentativité des autres genres par rapport a Glomus
pourrait étre attribuée a la faible viabilité¢ des spores d’Acaulospora et de Scutellospora
comme rapporté par Amadou et Dalpé (1999) en zone nord et sud-soudanienne du Burkina

Faso.
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Conclusion

Cette étude, consacrée a I’exploration des associations endomycorhiziennes chez
Prunus avium dans un site d’étude localisé dans la région de Beni-Zmenzer, dans la wilaya de
Tizi-ouzou, a révélé que le sol était pauvre en matiére organique (0.63 %) et qui a une
conductivité €lectrique égale a 0.42mmbhos/cm ce qui traduit la non salinité de ce sol, avec un
pH légeérement acide (6.2). Les résultats sur le statut mycorhizien de cette essence montrent
que la mycorhization est une réalité écologique. Tous les fragments observés ont en majorité

¢été¢ densément endomycorhizées.

Les structures endomycorhiziennes sont caractérisées par la présence d’hyphes
intercellulaire, d’arbuscules ainsi que de vésicules qui se trouvent a l’intérieur du cortex

racinaire. Ces structures montrent que cette association est de type Arum.

Le taux d’endomycorhization par les CMA a atteint les 83.33% dans les racines du

peuplement naturel de P.avium du site d’étude.

Nous avons aussi observé un seul type de sclérotes qui sont des structures de
résistance fongique intercellulaires qui servent d’organe de conservation pour la survie du

champignon endophyte a hyphes brunes septées (DSE).

Nos résultats mettent en évidence une diversité des champignons appartenant a 1’ordre
des Glomales associés aux racines de P. avium. Ces Glomales ont déja été répertoriées dans
d’autres régions du monde ; cependant, les variations observées dans la taille, la forme et la
couleur des spores suggerent que 1’on pourrait étre en présence d’écotypes fongiques. Parmi
les genres appartenant a 1’ordre des Glomales, trois sont représentés dans notre site d’étude.
Ce sont les genres Glomus, Acaulospora et Scutellospora. Ceci suppose que les racines de
cette essence dépendent étroitement des CAM ce qui dénote son caractere mycotrophique. Les
CAM appartenant a la classe des Glomeromycetes contribuent en synthétisant une
glycoproteine , la glomaline, jouant un role essentielle dans la stabilité et la fertilité¢ du sol du
fait de son caractere hydrophobe, stable, collant et complexant les métaux. Ainsi,

v' 1l serait intéressant de procéder a une étude pédologique plus compléte du sol
prélevé.

v" Etant donné I’importance écologique des champignons mycorhiziens a arbuscules
dans les écosystemes, il serait nécessaire de caractériser davantage la structure de ces
communautés microbiennes associées a cette espece végétale (Prunus avium) par des

techniques de biologie moléculaire afin de mieux comprendre leur fonctionnement.



Conclusion

Créer des banques d’inoculum afin de préserver le corteége fongique indigene.

De procéder a I’é¢tude microbiologique du sol des racines mycorhizées et de
déterminer les microorganismes auxiliaires de la symbiose endomycorhizienne.

Cette ¢tude mérite d'étre approfondie par I'utilisation des techniques de biologie
moléculaire (PCR/RFLP, séquencage de I'ADN) pour caractériser les champignons
non identifiés notamment du genre Glomus et établir les relations phylogénétiques
entre les espéces de champignons MA.

I1 serait intéressant de faire une inoculation des boutures de merisier ou des vitroplants

avec les CMA sélectionnées et suivre leur développement en pépiniére et au champ.
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Annexe 1

Préparation du Bleu trypan

-Peser 0 ,2g de bleu de trypan.

-mélanger dans 100ml d’eau distillée.

-agiter pendant 30 minutes sur un agitateur.
Composition du Formol-Acide acétique- Alcool (FAA)
- 50 ml d’eau distillé

- 50ml d’Ethanola5%

- Prendre 90 ml de cette préparation, lui rajouter :
- 5ml d’Acide Acétique

- 5 ml de Formol

Préparation de la potasse (KOH a 10%)

- Peser 10g de KOH
- Mettre dans un becher

- Ajuste a 100ml avec de I’eau distillé

- Faire agiter le tout avec un agitateur magnétique pendant 10min.

Préparation du lactoglycérol

- Un volume d’acide lactique
- Un volume de glycérol

- Un volume d’eau distillé.
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ANNEXE 2
I-Estimation de I’humidité hygroscopique du sol
La quantité d’eau que contient un sol & un moment donné est dite, humidité de ce sol.

Lors de la préparation du sol aux différentes analyses, il est généralement séché a 1’air, jusqu'a

ce qu’il devient sec.
Cependant, un tel sol contient encore une certaine quantité d’eau.

Cette eau est due au faite que le sol peut absorber la vapeur d’eau de I’air, et la retenir

solidement a la surface de ses particules.
L’humidité hygroscopique s’exprime pour cent de la masse de sol séché.

La valeur de I’humidité hygroscopique est utilisée pour calculer le coefficient de correction

des différentes analyses effectuées sur des échantillons séchés a I’air.
Mode opératoire :

e Sécher jusqu'a masse constante, a 105 °C, la capsule ;

e [a refroidir dans un dessiccateur renfermant du CaCl, ;

e Peser dans le bocal (capsule) Sgrammes de sol séché a I’air et tamisé a travers un
crible de 2mm de diamétre ;

e Porter la capsule renfermant le sol a I’é¢tuve a 105°C pendant 24heures (temps au bout
du quel, en générale, le sol perd son humidité hygroscopique) ;

e Apres ce temps, refroidir la capsule dans un dessiccateur, et repeser.
- a=Masse (en gramme) d’eau évaporée
- b =Masse du sol sec (a I’étuve)
H=ax 100/b
II-Détermination du PH d’un sol

Le PH d’une solution dépend de la concentration relative des ions H et OH".
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. . + . .. . . . . . - .
Si les ions H * sont majoritaires, la solution sera acide si, au contraire ce sont les ions OH™ qui

I’emportent, la solution sera basique.

Le PH est défini comme étant le cologarithme de la concentration des ions H' de la solution.
PH =Log 1/ [H'] = Colog [H]

II-1-Mode opératoire :

II-1-1-Etalonnage de ’appareil :

Pour cet étalonnage, des solutions tampon, de PH connue seront utilisées.

Les PH utilisés sont 4 et 7 pour 1’¢lectrode de verre, et 9pour 1’¢électrode au calomel-kcl.
-Introduire 1’¢lectrode dans la solution tampon
-Lire le PH, et le rectifier, éventuellement
-Rincer aprés chaque solution.

I1-1-2-Détermination du PH du sol

Les complexes organo-minéraux des sols ont la propriété de fixer, et d’échanger des ions.

Normalement, ce complexe est chargé négativement, et a de ce fait, tendance a fixer des

cations : K', Na ™, Mg++, Al"™", et H" au niveau du sol, on détermine deux acidités.
II-1-2-1-Acidité actuelle :

. . + . ., . N y
Elle exprime les ions H™ dissociées, dans la solution du sol, & un moment donné, et en

équilibre 1onique, avec les radicaux qui les ayant libérés, et les autres ions du milieu.
Détermination de I’activité actuelle :

-Le PH du sol sera déterminé sur une suspension aqueuse, ou

-Le rapport sol/eau =1 /2.5.

-Peser 20 g de terre fine, séchée a I’air.

-Porter dans un Becher de 100 ml, et y ajouter 50 ml d’eau distillée, bouille, refroidie.
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-Agiter la suspension pendant quelques mn grace a un agitateur en verre.
-Laisser la suspension au repos pendant 15 mn et agiter de nouveau.
-Prendre le PH de la suspension apres stabilisation de ’aiguille de I’appareil.
- Rincer I’¢lectrode a 1’eau distillée.
II-1-1-2- Acidité totale, potentielle ou d’échange :

Elle est définie comme la totalité des ions H™ échangeables et qui sont susceptibles d’étre

remplacé par un cation lors d’une neutralisation.
Détermination de I’acidité totale :
-Ajouter a la suspension précédente, 3.72¢g de Kcl.
-Faire dissoudre ce sel en agitant la suspension.
-Prendre une deuxi¢me fois le PH.
III-Mesure de la conductivité électrique d’un sol
La conductivité électrique d’une solution dépend de sa concentration en électrolites.
La pratique des extraits de sols permet de déterminer la conductivité du sol.
II-1-Protocole expérimentale :
-Peser 20 g de sol tamisé a travers un crible de 2 mm.
-Porter dans un bécher de 250 ml, y ajouter 100 ml d’eau distillée.
-Agiter pendant 2 min avec un agitateur mécanique ou magnétique.
-Laisser reposer pendant 30 min.
-Filtrer.

-Refiltrer, pour obtenir un filtrat clair.
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-Aouter 2 gouttes d’examétaphosphate de sodium a 0.1 %, ce produit évitera la

précipitation du CaCOs.
III-2-Mesure de la conductivité de I’échantillon :

-Introduire 1’¢lectrode du conductimeétre au centre du récipient contenant 1’extrait de

sol.
-Apres stabilisation de 1’aiguille, lire la conductivité.
-Prendre la température de I’extrait de sol en vue d’une correction de la conductivité.
-La conductivité dépend de la température.
I11-3-Mesure de la constate de cellule du conductimetre :
Cette mesure se fera périodiquement (tous les six mois, environ).
La conductivité d’une solution de Kcl a 0.1 N est de 0.0014118 mhos/cm (mesure standard)
Remesurer la conductivité de cette solution : on obtient la valeur CE.
La constante de cellule = valeur standard / l1a valeur CE.

Il est possible d’opérer a d’autres températures, a condition de multiplier la valeur lue par le

chiffre de correction de la température.
La valeur finale de la conductivité de 1’échantillon sera :

C.E = Valeur lue x Constante de cellule x Chiffre de correction.

Tableau des chiffres de correction de la température

Température Chiffre de correction
15 1.25
16 1.22
17 1.19
18 1.16
19 1.14
20 1.11
21 1.09
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22 1.06
23 1.04
24 1.02
25 1.00
26 0.98
27 0.96
28 0.94
29 0.93
30 0.91

IV-Dosage des Anions

IV-1-Dosage des carbonates :

Cette détermination

minéral, dilué, en présence d’un indicateur coloré.

IV-1-1-Les carbonates :

-Peser 20 g de sol tamis€ a travers un crible de 2 mm.
-Porter dans un bécher de 250 ml, y ajouter 100 ml d’eau distillée.

-Agiter pendant 2 min avec un agitateur mécanique ou magnétique.

-Laisser reposer pendant 30 min.
-Filtrer.

-Refiltrer, pour obtenir un filtrat clair.

-Prélever une fraction aliquote de 10 ml de I’extrait.

-Y ajouter quelques gouttes de phénolphtaléine.

-Une coloration rouge se développe.

repose sur la neutralisation d’un volume de solution par un acide
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-Dans ce cas titrer doucement avec de 1’acide sulfurique (H,SO4) a 0.1 N jusqu’a

décoloration totale.

-Si il n’ya pas de coloration aprés addition du phénophtaléine, il n’ya pas de

carbonates dans 1’échantillon.
IV-1-2-Les bicarbonates :

Apres dosage des carbonates, ajouter dans la méme prise d’essai quelques gouttes de méthyl

orange, et titrer par le méme acide jusqu’au virage du jaune au rouge.
Remarque : exprimer les résultats en Meq /1 ou en %.

Réactifs :

-Acide sulfurique a 0.1 N.

-Solution de phénophtaléine dans 1’alcool a 1%.

-Solution aqueuse de méthyl orange.

IV-2-Dosage des chlorures :

Les chlorures sont dosés par argentimétrie suivant la méthode de Mohr : on précipite les

chlorures par du nitrate d’argent, en présence de chromate de potassium.
Ce dernier prend une coloration rouge (chromate d’argent), et indique la fin de la réaction.
IV-2-1-Mode opératoire :

-Ajouter dans une prise d’essai, dont on aura vérifié la neutralité, 1 a 8 gouttes de

chromate de potassium.
-Titrer par le nitrate d’argent en solution a 0.02 N.
-Le virage se produira vers le rouge.

Remarque : exprimer les résultats en Meq /1 ou en %.
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IV-2-1-1-Réactifs :
-Chromate de potassium en solution aqueuse a 5 %.
-Nitrate d’argent en solution a 0.02 N.

V-Dosage du carbone organique du sol

Le principe de cette manipulation repose dur 1’oxydation du carbone organique en CO, par un

mélange de bichromate de potassium et d’acide sulfurique a chaud.
L’exces de bichromate est titré a froid par une solution de sel de mohr.
V-1-Mode opératoire :

-Peser 1 g de sol (fraction fine).

-Introduire cette terre dans un ballon de 250 ml avec 10 ml de la solution aqueuse de -

bichromate de potassium a 8 %, et 15 ml d’acide sulfurique concentré (pur).
-Porter le ballon a ébullition douce sur un chauffe ballon.
-Laisser bouillir pendant 5 min.
-A partir de la premicre goutte condensée, retirer le ballon et laisser refroidir.
-Transvaser dans une fiole de 200 ml, et ajuster avec 1’eau de ringage au trait de jauge.
-Prélever une aliquote de 20 ml, et ajouter 200 ml d’eau distillée.
-Ajouter une pincé de fluore de sodium (Na F), et 4 a 5 gouttes de diphénylamine.
-Titrer a froid le bichromate en exces a 1’aide du sel de mohr.

Remarque :

La solution dosée passera par les couleurs suivantes :
Brune, Noiratre, Violette et Verte.

Ne pas oublier de procédé a un témoin chaud et un témoin froid. Cet essai se fera avec 10 ml

de bichromate, mais sans la prise de terre.
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V-1-2-Réactifs :
-Bichromate de potassium a 8 %.

-Diphénylamine : dissoudre 0.5 g de ce produit dans 100 ml d’acide sulfurique concentré et

les ajouter a 20 ml d’eau distillée.

-Sel de Mohr a 0.2 % : dissoudre 78.5 g de sel pur dans 500 ml d’eau distillée, bouillie et
refroidie a 1’abri de I’air, et contenant 20 ml d’acide sulfurique concentré. Compléter a un

litre, et conserver cette solution a ’abri de 1’air dans flacon brun.
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ANNEXE 3

Classe des pH D’aprés CALVET et VILLEMIN (1986) :

pH Qualification des sols
pH <5 Fortement acide
5<pH<6 Franchement acide

6 <pH<6,5 Légerement acide

6,6 <pH<7,3 Neutre

74 <pH<7,7 Légerement alcalin
pH>7.8 Alcalin

Matiére organique : CALVET et VILLEMIN (1986).

Matiére organique Interprétation
<1 Tres pauvre
1als Pauvre

1,5a2 Moyen

>2 Riche

Conductivité électrique selon DENIS BAIZE (2000) :

Conductivité électrique mmhos/cm Désignation

<2,5 Non salé

25a5 Faiblement salé
5al0 Moyennement salé
10a15 Salé

15220 Fortement salé
20a27,5 Trés fortement salé
27,5240 Excessivement salé
> 40 Hyper salé




Résumé

Le but de cette étude est 1’exploration des associations mycorhiziennes des racines du merisier
(Prunus avium) dans une région de Kabylie.

L’analyse pédologique du sol rhizosphérique a révélé sa pauvreté en matiere organique
(0.63%), sa conductivité ¢électrique faible, et sa légere acidité avec un pH de 6.2.

Le taux d’endomycorhization des racines a atteint les 83.33%. La caractérisation des
endomycorhizes a révélé qu’il s’agit du type Arum. Un total de 24 morphotypes des spores de
CMA a été répertorié avec prédominance du genre Glomus.

Parall¢element a I’infection endomycorhizienne des racines de Prunus avium, 1’existence
d’hyphes appartenant aux endophytes appelés « dark septate endophytes » a été détectée dans
les cellules racinaires.

Mots clés : Association mycorhizienne, Prunus avium, endomycorhization, spores, CMA.

Abstract

The purpose of this study is the exploration of mycorhizas associations of the wild cherry’s
(Prunus avium) roots in a region of Kabylia.

The pedological analysis of the rhizospheric soil revealed its poverty in organic matter (0.63
%), its weak electric conductivity, and its light acidity with a pH of 6.2.

The rate of the roots’endomycorhization reached the 83.33 %. The characterization of
endomycorhizes revealed that it is about the Arum type. A total of 24 spores morphotypes of
CMA was listed with ascendancy of the Glomus genera.

In a parallel to the Prunus avium roots’ endomycorhization infection, the existence of hyphas
belonging in endophyte called «dark septate endophyte» was detected in root cells.

Keywords: Mycorhiza association, Prunus avium, endomycorhization, spores, CMA.
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