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Résumé

Le safran (Crocus sativus L.) appelé encore « or rouge » est un produit treés précieux a
forte valeur ajoutée et fait partie des produits les plus prisés a 1’échelle mondiale. Les
champignons mycorhiziens arbusculaires colonisent intensivement le systéme racinaire du
safran et ont généralement un impact positif sur la production florale ainsi que sur la croissance

et la masse des cormes.

L'objectif de cette étude est I’exploration des champignons endomycoriziens vivant en
symbiose avec le safran, cette recherche repose sur 1’isolement et 1’identification des espéces
fongiques endomycorhiziennes associées naturellement aux sols rhizosphériges de deux
safraniéres algériennes (khenchla et Zeralda). La technique d’isolement des spores
endomycorhiziennes est basée sur la méthode de tamisage humide de Gerdman et Nicolson
(1963). L’extraction des spores est répétée trois fois pour chaque échantillon de sol avant
I’observation a la loupe binoculaire et au microscope optique. Ainsi ; nous avons procédé a
I’examen de la densité moyenne des spores endomycorhiziennes dans les deux sols étudiés,
aprés avoir analyser quelques paramétres physicochimiques; a savoir : la texture ; le pH, la

conductivité électrique ; I’humidité.

Les résultats obtenus ont montré que les deux sols étudiés sont alcalins et non salés ; et
que la densité moyenne des spores endomycorhiziennes semble étre plus €¢levé au niveau du sol
de la safraniere de Khenchla (309.33 spores/ 100g sol) qui présente une texture argilolimoneuse
et une humidité beaucoup plus importante comparativement a la texture du sol de la safranicre
de Zeralda qui est sablolimoneuse ayant une humidité plus faible et une densit¢ moyenne moin
¢levée (138.66 spores /100g sol). Il en ressort avoir une étroite relation entre les propriétés

physicochimiques du sol et la densité moyenne des spores.

Par ailleurs, la caractérisation morpho anatomique a permis de révéler une grande
diversité des spores endomycorhiziennes. Ainsi nous avons enregistré un total de vingt-six
morphotypes appartenant a trois genres : Glomus, Acaulospora, Scutellospora qui ont été isolés
et identifiés au niveau des deux sols rhizosphériques étudiés ; cette variabilité des especes
fongiques endomycorhiziennes indique une diversité taxonomique des Gloméromycetes dans
les safranieres de Khenchla et Zeralda.

Mots clés : Crocus sativus L. ; spores endomycorhiziennes ; paramétres physicochimiques ;

caractérisation morpho anatomique ; Gloméromycetes ; safranieres.
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Abstract

Saffron (Crocus sativus L.), also known as "red gold," is a very valuable product with
high added value and is among the most sought-after products worldwide. Arbuscular
mycorrhizal fungi colonize the saffron root system extensively and generally have a positive

impact on flower production, as well as on corm growth and mass.

The objective of this study is to explore the endomycorrhizal fungi that live in symbiosis
with saffron. This research is based on the isolation and identification of endomycorrhizal
fungal species naturally associated with the rhizosphere soils of two saffron plantations in
Algeria (Khenchla and Zeralda). The method for isolating endomycorrhizal spores is based on
the wet sieving method of Gerdman and Nicolson (1963). Spore extraction was repeated three
times for each soil sample before observation under a binocular microscope and a light
microscope. We then examined the average density of endomycorrhizal spores in the two
studied soils, after analyzing some physicochemical parameters, namely: texture, pH, electrical

conductivity, and moisture content.

The results showed that both soils are alkaline and not saline, and that the average
density of endomycorrhizal spores appears to be higher in the soil of the Khenchla saffron
plantation (309.33 spores/100g soil). This soil has a silty loam texture and a much higher
moisture content compared to the soil of the Zeralda saffron plantation, which has a sandy loam
texture, lower moisture content, and a lower average spore density (138.66 spores/100g soil).
This suggests a close relationship between soil physicochemical properties and the average
spore density. Furthermore, morpho-anatomical characterization revealed a great diversity of
endomycorrhizal spores. Thus, we recorded a total of twenty-six morphotypes belonging to
three genera: Glomus, Acaulospora, and Scutellospora, which were isolated and identified from
the rhizosphere soils of the two studied saffron fields. This diversity of endomycorrhizal fungal
species indicates a significant taxonomic diversity of Glomeromycota in the saffron plantations

of Khenchela and Zeralda.

Keywords: Crocus sativus L.; endomycorrhizal spores; physicochemical parameters;
morpho-anatomical characterization; Glomeromycota; saffron plantations.
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INTRODUCTION

Le safran Crocus sativus appartient a la famille des Iridacées est une plante vivace qui
se propage uniquement par voie végétative a travers la multiplication des cormes, ce qui en fait
une culture pérenne (Arslan et al., 2013). La période de croissance annuelle est de 1’automne
jusqu’au début du printemps. En fin de croissance, les cormes produites entrent en phase de
dormance. Ensuite, et avec la baisse des températures en automne et 1’application de I’irrigation,
la floraison commence. Le poids de la corme représente un facteur déterminant de la capacité
de la floraison (Kumar et al., 2009) et a un effet significatif sur le développement végétatif et
la production des cormes de remplacement (Douglass et al., 2014). De méme, la croissance et
le grossissement de ces cormes de remplacement dépendent de I’accumulation de réserves
photosynthétiques pendant la phase végétative de croissance en hiver et au début du printemps

(Renau-Morata et al., 2012).

Pendant la courte floraison automnale, un travail manuel intense et pénible est
nécessaire pour récolter les fleurs périssables et séparer et déshydrater délicatement les
stigmates rouges afin de produire la précieuse épice. Ses excellentes propriétés organoleptiques
et sa production difficile expliquent son prix élevé et son surnom d’« or rouge » ( Bagur et al.,
2018). Ainsi. La production du safran est confrontée a des défis tels que la pénurie de main-
d'ceuvre, le changement climatique, la faible fertilité¢ des sols, les maladies du sol, l'infestation

de rongeurs et les maladies virales et fongiques (Gresta et al., 2008a).

Les endomycorhizes sont les symbioses mutualistes les plus importantes sur terre. En
tant que symbionte obligatoire, les champignons endomycorhiziens colonisent les racines de 80
a 90% des especes végétales. On note environ 250 especes de CMA décrites (Gadkar et al.,
2001). Environ 6000 especes de Glomeromycétes, Ascomycetes et Basidiomycétes ont €té
enregistrées comme mycorhiziennes, et I'avéenement des techniques moléculaires augmente ce
nombre (Bonfante et al., 2009). Les types les plus répandus sont les mycorhizes arbusculaires
(MA) qui se développent entre les racines de la plupart des plantes terrestres et les especes

fongiques des Zygomyceétes (Strack et al., 2003).

Les échanges entre la plante hote et les champignons MA se produisent au sein des
cellules corticales végétales par l'intermédiaire d'hyphes trés ramifiés appelés arbuscules
(Lanfranco et al., 1999). Les endomycorhizes sont considérés comme des biostimulants
végétaux, répondent a la nécessité d'une agriculture durable. En effet, ils améliorent la biomasse
et la qualité¢ des plantes en agissant comme biofertilisants et biopesticides, limitant ainsi

l'application de produits phytosanitaires (Rouphael et «l.,2020). Ils offrent également des
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INTRODUCTION

avantages non nutritionnels, notamment la résistance aux stress biotiques et abiotiques, tels que
les températures extrémes, la sécheresse et la salinit¢ (Rouphael et al., 2020), qui sont des
conséquences prévisibles du changement climatique et peuvent avoir un impact négatif sur la

production de safran (Cardone et al., 2020)

A notre connaissance les études sur la diversité des endomycorhizes du safran sont peu
nombreuses voire rares. Les premicres études sur l'association champignons MA-safran ont
concerné la variation saisonnicre de la densité des spores dans la rhizosphere du safran en Iran
(Kianmehr, 1981). D'autres études récentes ont rapporté 1'effet bénéfique des applications
d'inocula mycorhiziens sur le rendement du safran (Mohebi Anabat et al., 2015 ; Lone et

al.,2016a),).

L’objectif principal de cette étude est d’isoler puis analyser la diversité des morphotypes
de champignons endomycorhiziens (MA), a partir des sols rhizosphériques prélevées dans deux
safraniéres algériennes (khenchla et Zeralda). L’identification de ces spores
endomycorhiziennes est basée sur les criteres morpho-anatomiques a savoir : la couleur ; la

forme ; la structure de la paroi sporale.
Ce mémoire se divise en trois chapitres bien distinctes :

“ Le premier chapitre concerne la synthése bibliographique sur le safran, sa description
botanique, taxonomie, répartition géographique et sa composition biochimique ; aussi
une recherche bibliographique détaillée sur les différents types de mycorhizes, en

particulier les mycorhizes a arbuscules.

“» Le deuxiéme chapitre porte sur le matériel et méthodes utilisées, il englobe :
e Latechnique du tamisage humide des sols constitués de spores endomycorhiziennes
e L’analyse physicochimique des échantillons de sols utilisés.
e L’analyse de la diversit¢ des spores et identification des champignons
mycorhiziens .
“» Le troisieme chapitre présente les résultats et la discussion sur la densité des spores
endomycorhiziennes, la description et 1’identification des morphotypes isolés a partir
des sols de Khenchla et Zeralda .
Ce travail est cloturé par une conclusion suivie de quelques perspectives de cette

recherche.
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L.1. Présentation de ’espece Crocus sativus L.

Crocus sativus L., communément appelé safran, est une plante herbacée vivace
appartenant a la famille des Iridacées. Elle est surtout reconnue pour ses stigmates rouges,
récoltés manuellement, qui servent d’épice et de colorant précieux (Figure 1). Originaire
probablement de la région méditerranéenne, cette plante se reproduit uniquement par
multiplication végétative grace a ses bulbes appelés cormes. Elle fleurit a I’automne, produisant
des fleurs violettes. Elle nécessite un sol bien drainé et un climat tempéré pour bien se
développer. Sa culture est principalement concentrée dans des pays comme 1’Iran, 1’Inde et
I’Espagne, ou elle représente une importante ressource économique (Bendahmane, M et

al.2018).

Figure 1: Organes aérien du Crocus sativus L. A : Fleurs ; B : Stigmates (Belyagoubi et
al.,2021)

L.2.Le safran (crocus sativus L.) :

1.2.1. Nomenclature

= En latin : Crocus sativus L
= En arabe : O)_s= ) (Za'faran)
= En francais : Safran cultivé (Fernandez, 2004)

= En anglais : Saffron crocus (Fernandez , 2004)

1.2.2. Classification de genre Crocus

Selon la classification phylogénétique (APG III., 2009) le safran apparentait a :
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— Embranchement : Spermatophytes (plantes a graines)

— Sous-embranchement : Angiospermes (plantes a fleurs)
— Classe : Monocotylédones

—  Sous-classe : Liliidae

— Ordre : Asparagales

— Famille : Iridaceae

- Genre : Crocus

— Espece : Crocus sativus L.

1.2.3. Description botanique de Crocus sativus L.

Le safran est une plante herbacée vivace, atteignant une hauteur de 10 a 25 cm (Mzabri

et al., 2019) ; elle présente les caracteéres suivants (Figure 2):

Les feuilles sont étroites, linéaires a bords ciliés réunies dans une gaine (Arvy et al.,
2015)

— Les fleurs sont constituées de tépales ; de styles, et d’étamines qui font partie intégrante
des matieres résiduelles du safran.

— Les stigmates quant a eux , produisent I’épice du safran (Belyagoubi et al., 2021)
—  Son bulbe qui est « subovoide » et de forme variable .

Fleur Wi, " Graines \ ‘

i Stigmate

Feuilles Etamine
linaires

Botton florale

e EeSew W BN BN Sewe W el S

Figure 2: Description de I’appareil végétatif et de I’appareil reproducteur de safran.
(Arvy et al., 2015)
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1.2.4. Distribution géographique
1.2.4.1 Production du safran en Algérie

Aujourd'hui, la production du safran se développe de maniére significative sur le marché
international en raison du prix négocié¢ en milliers d'euros. Cette précieuse culture est apparue
en Algérie il y des dizaines d’années dans plusieurs wilayas dont: Tlemcen, Khenchla,
Constantine.... Compte tenu de l'importance économique de cette dernic¢re et des conditions
climatiques compatibles de nos régions, une association nationale a été créée apres plusieurs
efforts avec des objectifs bien définis : la création de la Maison du Safran en Algérie, un label
local, régulation du marché intérieur et enfin l'exportation. Composée de 100 membres
fondateurs dirigés par le pionnier de la culture du safran en Algérie, Mr. Rouibi Abdullah de
Khenchela, cette association cherche a augmenter et réglementer la production nationale, qui
était estimée de 10 a 15 kg en 2018 avec un prix de 450 millions de centimes pour lkg. Elle
cherche ainsi a travers les grands producteurs a intensifier les efforts pour lutter contre le faux
safran qui inonde le marché local et ainsi promouvoir le vrai safran puisque de nombreux
producteurs ont obtenu des certificats des laboratoires francais pour assurer la qualité¢ du
premier choix du safran produit en Algérie ; et enfin un objectif tres spécifique a atteindre dans

le futur proche « un label national" pour le safran algérien (Loukil , 2018)

1.2.4.2. Production du safran dans le monde

La production mondiale est estimée a 180 tonnes par an dont prés de 80% de la
production provient de 1’Iran, ou la culture de Crocus couvre une superficie de 65 000 hectares
située dans le Nord-Est de la région de Khorasan, dont le climat sec et frais et le sol sablo
argileux offrent les conditions idéales pour cette culture, et avec le savoir-faire ancestral des
safraniers iraniens, le safran iranien est le meilleur dans le monde. Alors que seulement 4% de
la production mondiale est produite par les pays de I’'Union Européenne (UE) ce qui correspond
a 7 tonnes de stigmates déshydratés. Au sein méme de I’UE la Gréce est le plus grand
producteur européen avec 6 tonnes vient I’Espagne avec 0,6 tonnes puis 1’Italie avec 0,4 tonnes.
Le Maroc produit 2 a 3 tonnes de safran naturel par an dont il est a présent le 4™ producteur
mondial, aprés 1'Inde avec ses 9 tonnes produites en moyenne par an au Cachemire (Alain,

2008) (Tableau 1)
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Tableau I: Les principaux pays producteurs du safran dans le monde (Alain, 2008)

Le pays producteur La production en kg
Iran 160000

Incle SO0

Gréce G000

Maroc 2000

Espagne G600

Italie 400

L.2.5. Apercu historique sur le safran

En Algérie ; I’histoire du safran a commencé pendant la période coloniale frangaise par
les Tests du Sergent, Directeur de Milah, par Mr. Riviére, ancien Directeur du Jardin du
Hamma, et enfin par Mr Trabut, chef du service botanique d’Algérie. Sous la conduite des
familles indigénes, les cultures de ces expériences ont réussi. Chaque famille peut planter 1000
m? rapportant 10 francs qui pourrait aller jusqu'au 3000 a 4000 francs avant la guerre

(Chevalier, 1926)

A 1’échelle mondiale ; la culture du safran et son utilisation par les civilisations
anciennes remonte a 3500 ans, selon les recherches botaniques récentes le safran serait
originaire de la Créte d’apres les fresques trouvées sur le site Akrokiri dans 1I’ile grecque de
Santorin qui indique les premicres représentations botaniques du Safran. Elles ont été protégés
parfaitement par les cendres volcaniques issues de 1’éruption de I’ile datée de 1650-1500

(Bagur, M., et al., 2018)

L.2.6. Cycle de vie de Corcus sativus L.

Le cycle de vie du safran suit une saisonnalité spécifique (Figure 3). La floraison a lieu
a l'automne, généralement entre fin octobre et début novembre, et se distingue par I’émergence

des fleurs avant celle des feuilles, un trait unique parmi les Crocus.

Apres la floraison, les feuilles poursuivent leur croissance durant I’hiver et le printemps,

assurant la photosynthese et le stockage des nutriments dans les cormes.

En été, la plante entre en période de dormance, au cours de laquelle les cormes sont

récoltés, divisés, puis replantés en vue de la prochaine saison de floraison (Fernandez, 2004)
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Figure 3: Cycle de développement annuel de crocus sativus (Lopez et al.,2015)

1.2.7. Composition biochimique du safran
Les principaux composants du safran sont a la fois volatils et non volatils:

- Composants non volatils: Ils influencent la couleur et le gott du safran, incluant la crocine
(responsable de la couleur jaune), I'a-crocine, la picrocrocine (qui donne un gott 1égérement
amer et terreux), la zéaxanthine, et les caroténoides comme le lycopéne, 1'alpha et béta-caroténe,

et la crocétine. (Carmona et al., 2019)

- Composants volatils : Ces composés influencent 1'ardme du safran, et sont principalement
des terpenes, alcools terpéniques, et enstéres terpéniques. Le safranal, issu de la picrocrocine
lors du séchage, est 1'élément clé responsable du parfum riche, rappelant le miel et le foin.

(Carmona et al., 2019) (Tableau II).

Le safran contient également des glucides (12-15%), de l'eau (9-14%), des polypeptides (11-
13%), de la cellulose (4-7%), des lipides (3-8%) comme le campestérol,des minéraux (1-1,5%), des

vitamines B1 et B2, ainsi que des acides gras : palmitique, stéarique, oléique, linoléique
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Tableau II: Composition biochimique du safran (Carmona et al., 2019)

Composants Constituant Réle Structure
Crocine 10% du safran frais | donne un
golt amer et = A on
terreux Be r_’ e 1

Pricrocine Précurseur du donne un
safranal golit amer et
terreux HO - o
HO,, & i lL v
HO cili=
OH
Safranal 60% des huiles Responsable
essentielles. du parfum HC  CH;
o=~

L.3. La symbiose mycorhizienne

1.3.1. Généralités sur les mycorhizes

Une symbiose désigne une association d’organismes vivants dont chacun des

partenaires bénéficie de 1’autre afin de mieux survivre, se nourrir et se reproduire.

Les mycorhizes sont des unions durables basées sur des échanges réciproques de
métabolites entre les racines des végétaux et certains champignons présents dans le sol. Le
nouvel organe mixte est formé de tissus de la plante hote et du champignon mycorhizien (ou

symbiote fongique) et chaque partenaire optimise son développement grace a cette symbiose

(Harley et al.,1983).

10


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

CHAPITRE I : Synthése bibliographique

Ces champignons sont présents dans la majorité des écosystémes terrestres (on les
qualifie d'ubiquistes) et les racines de plus de 80 % des espéces de plantes vasculaires présentent

(ou sont susceptibles de présenter) des symbioses mycorhiziennes.

Le potentiel mycorhizien des sols est constitué par un ensemble de propagules fongiques
qui sont soit des spores, soit des hyphes, soit des fragments de racines mycorhizées. Les CMA,
champignons microscopiques du sol, colonisent simultanément les racines et leur rhizosphere

en se propageant sur plusieurs centimétres sous forme de filaments ramifiés.

Ce réseau filamenteux, greffé aux racines permet a la plante d’accéder a une plus grande
quantité d’eau et de minéraux du sol nécessaires a sa nutrition. En échange, la plante fournit au
champignon les sucres, les acides aminés et les vitamines essentiels a sa croissance (Harley et
al.,1983). De ce fait ; la plante mycorhizée pourra avoir une meilleure croissance et surtout une
meilleure résistance aux stress environnementaux tels que la sécheresse, le froid et les

pathogénes racinaires (Sylvia et al., 1992).

1.3.2. Différents types de mycorhizes

Selon la morphologie de I’organe résultant de 1’association plante - symbiote fongique,
différents types de mycorhizes sont distingués. Les mycorhizes a arbuscules, les mycorhizes

orchidoides et les ectomycorhizes sont les plus fréquentes et les plus étudiées (Figure 4).

Les mycorhizes a arbuscules sont les plus primitives et les plus répandues dans les
écosystemes naturels et cultivés (Tedersoo et al., 2010). Elles seraient a I’origine des autres
types de symbiose mycorhizienne et coincideraient avec celle des végétaux terrestres il y a 450

millions d’années (Wang et al., 20006)

1.3.2.1. Ectomycorhizes

Elles sont caractérisées par la formation d'un manteau fongique et un réseau d’hyphes
intercellulaires appelé réseau de Hartig dans les racines de la plupart des especes ligneuses. Ce
réseau constitue le siege des échanges nutritifs bidirectionnels entre le champignon et la plante.
Du manteau fongique partent des ¢léments qui rayonnent dans le sol formant la phase extra

matricielle de la mycorhize. (Selosse et al.,1998)

Plus de 5000 espéces de champignons appartiennent principalement aux
basidiomycetes, mais aussi aux ascomycetes forment des ectomycorhizes avec les plantes de la

famille des : Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae Salicaceae, et Tiliaceae ainsi que des especes des

11
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Rosaceae, Leguminoseae, FEricaceae, Juglandaceae, et autres familles végétales.

(Brundrett,2002)

1.3.2.2. Endomycorhizes

Les hyphes des endomycorhizes (du grec endon : a ’intérieur) pénétrent a 1’intérieur
des cellules du cortex racinaire ou leur prolifération conduit a la formation d’arbuscules ou de
pelotons d’hyphes (Figure 4). Le réseau de Hartig et le manteau fongique sont absents. On

distingue les endomycorhizes a pelotons et les endomycorhizes a arbuscules (Garbaye, 2013)

1.3.2.2.1. Endomycorhizes a pelotons

L’hyphe pénétre dans une cellule corticale et va s’enrouler sur lui-méme, sans former
de réseau intercellulaire (Figure.4). On distingue les mycorhizes éricoides et les mycorhizes

des orchidoides.

e Mycorhizes éricoides : 1’hote végétal appartient généralement a la famille des
Ericacées, le partenaire fongique est un Ascomycete (Peterson et al., 2004)
I’association mycorhizienne reste active pendant une courte période de temps, apres les
cellules corticales dégénerent et le champignon colonise en saprophyte les cellules
mortes de la plante (Fortin et al., 2008)

e Mycorhizes des orchidées : Elles sont limitées a la grande famille des Orchidacées, et
sont uniques car les associations fongiques se font avec les racines des jeunes plants et
des plantes adultes. Les espéces fongiques impliquées sont des Basidiomyceétes

(Peterson et al., 2004)

1.3.2.2.2 Mycorhizes arbusculaires

Elles sont formées par des champignons inférieurs et concernent environ 80 % des
especes végétales. Ces associations doivent leur nom aux structures fongiques résultant des
hyphes intracellulaires qui se ramifient intensément a I’intérieur des cellules du cortex racinaire
pour former des structures appelées arbuscules. Ces hyphes peuvent former des vésicules

(Figure 4) (Bonfante, 1984)

1.3.2.3. Ectoendomycorhizes

Les ectendomycorhizes sont des formes intermédiaires qui possedent a la fois les

caractéristiques des ectomycorhizes, c’est-a-dire, un réseau de Hartig bien développé et un

12
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manteau fongique plus ou moins épais, ou absent dans quelques cas, et les caractéristiques des
endomycorhizes soit, la pénétration a I’intérieur des cellules corticales par les hyphes (Figure

4) (Yu et al., 2001).

B

sparieyste remmpli

de sparaes

o
Endormycorhizes
A arbuscules

Endommycorhizes & pelutuns|
des Crchidacess

Endaormycorhizes & palotons
des Ericacese et

hélisnthémes

Figure 4: Les différents types d’associations mycorhiziennes (Selosse et al, 1998)

1.3.3. Mycorhizes arbusculaires

1.3.3.1. Généralités

Les mycorhizes a arbuscules (MA) représentent le type mycorhizien le plus répandu
dans la flore actuelle (Smith et al,. 1997). Elles ont d’abord été reconnues et décrites en tant
que mycorhizes endotrophiques ou mycorhizes vésiculaires-arbusculaires. Le terme vésiculaire
a finalement été abandonné car certains taxa ne forment pas de vésicules. Le terme arbusculaire,
retenu réfeére aux structures situées a 1’intérieur des cellules corticales des racines appelées

arbuscules (arbres nains) (Brundrett, 2009).

13
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©

1.3.3.2. Différentes structures des mycorhizes arbusculaires

Le champignon mycorhizien a arbuscule forme plusieurs structures a l'intérieur des
racines principalement des arbuscules, des vésicules, des spores et des hyphes. Le terme
propagule est utilisé pour les désigner puisque toutes ces structures servent a propager 1’espéce

fongique (Figure 5) (Fortin et al., 2008)

 A—
Exodermis

Cortex

v w 1
{ I I Endodermis
A A 3

Figure 5: Structures intracellulaires typiques (A : arbuscules et V : vésicules) des
mycorhizes arbusculaires produites par Glomus mosseae (Brundrett et al., 1984)

Le tableau ci-dessus montre les différentes structures et fonctions des champignons

mycorhiziens arbusculaires :

14
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Tableau III: Principales structures et fonctions de mycorhizes a Arbuscules
(Souza.,2015)

afructure Fonction

(1) Interaction avec la plante hote

Arbuscules (2) Régulation biochimique et échanges de carbone, d'énergie et de nutriments.

(intracellulaires) (3) Les structures varient en fonction des ordres existants (Archaeosporales,

Diversisporales, Glomerales et Paraglomerales)

(1) Stockage de composés lipidiques riches en énergie pendant le

Vésicules développement des mycorhizes.

(intraradiculaires) a (2) Responsable du maintien et de la croissance du champignon aprés l'arrét

de la fonction métabolique des racines.

Cellules auxiliaires (1) Cellules fragiles responsables du stockage des lipides.

(extraradiculaires) b (2) Les macromolécules fournissent le carbone nécessaire a la formation

des spores lors de la sporulation.

Hyphe Etablir les "unités d'infection” dans les racines de la plante hote.

(intraradiculaire)

(1) Responsable de I'absorption des nutriments et de I'eau de la rhizosphere.

Hyphe (2) Fournit de nouveaux points d'entrée le long de la racine de la plante héte.

(extraradiculaire) (3) Responsable de la production de nouvelles spores.

(1) Structures de survie et de résistance.

Spores (2) Responsable de la dispersion et de |'établissement des AMF.

(3) Valeur taxonomique pour lidentification des espéces d' AME.

(1) Importantes pour la croissance, la survie et la dispersion des spores

Parois de spores dans le sol.

(2) Les couches extérieures sont responsables des interactions avec

d'autres microorganismes.

Murs germinatifs Directement impliqués dans les événements de germination.
Structures Fournit la base structurelle permettant au tube germinatif de se développer
germinatives et de traverser les parois des spores.

15
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1.3.3.3. Taxonomie des champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA)

Les CMA étaient autrefois classés dans 1’ordre des Glomales parmi les Zygomycetes.
Les études phylogénétiques récentes ont conduit a la création d’un phylum bien individualisé,
celui des Glomeromycota (Schiifler et al., 2001). Le phylum compte, a ce jour 250 especes

décrites regroupées en 4 ordres : les Glomerales, les Diversisporales, les Paraglomerales et les

Archeosporales (Figure 6). (Redecker et al., 2014)

Ti = a”
o Sl GENERIC
Otospora™ TYPES
Diversispora D. spurca
Diversisporaceas
Corymbigiomus*®
Redeckera R. megalocarpa
Acaulosporaceae Acaulospora A laewvis
Sacculosporaceae”™ Sacculospora*®
Pacisporaceas Pacispora P. scintitans
Dhversisporalas Scutellospora 8. calospora
Gigaspora G. gigantea
Intracormatospora®
Paradentiscutata*™
-
=2
] Gigasporaceas )
E. Dentiscutala D. nigra
e -
-
E Cetraspora C. gilmonei
L]
Racocetra R. coralloidea
Claroideo- Clarovdeogiomus C. claroidewrn
Qlormeraceas
Glomus G. Macrocarpum
Glomerales g .
Funneliformis F. mosseae
Septoglomus 5. constrnictum
Glormaracaaa |: Rhirophagus R populinus
Sclaerocyslis S, corsnmeoirdes
- uncartamn positon
-
Ambisporacoeas _{ Ambispora A fennica
Geosiphonaceae Geosiphon G. pyriformis
Archasosporales
Archaeosporacease ‘ Archaeospora A, trappei
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus P.occultum

Figure 6: Classification des champignons mycorhiziens a arbuscules (Redecker et
al.,2014)
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1.3.3.4. Le cycle de développement des champignons mycorhiziens

Ce cycle peut étre divis€¢ en 3 grandes phases : phase a-symbiotique ; phase pré-

symbiotique ; phase symbiotique (Figure 7)

= Phase asymbiotique
Dans des conditions favorables, les spores peuvent germer spontanément et produire un
hyphe germinatif et quelques ramifications primaires sans stimulus exogeéne. Lorsqu’aucun
partenaire végétal est a proximité, les hyphes germinatifs se cloisonnent et le cytoplasme se
rétracte dans la spore (Requena et al., 2007). Les spores des CMA sont capables de germer et
d’entrer & nouveau en dormance plusieurs fois si des signaux racinaires ne sont pas pergus

(Koske, 1981).

= Phase présymbiotique
Avant le premier contact physique, les deux partenaires de la symbiose émettent des
signaux dans le sol qui leur permettent d'étre informés de leur présence respective. (Bonfante

et al., 2010)

= Signaux émis par la plante :
Les plantes produisent des exsudats racinaires capables de stimuler la germination,
d’induire une ramification des hyphes et de modifier I’activit¢ métabolique du CMA.
Dénommeées « branching factors », ces molécules ont été identifiées comme étant des

strigolactones (Buée et al.,2000)

= Signaux émis par le CMA :
Les CMA produisent des molécules diffuses qui leur permettent d’étre reconnus par les
plantes. Ces molécules appelées « Myocastors » induisent I’activation de génes chez la plante

hote relatifs a 1’établissement de la symbiose (Bonfante et al., 2011)

= Phase symbiotique
Le champignon forme une structure renflée au contact de I’épiderme appelée hyphopode
ou appressorium. Les cellules végétales réorganisent leur cytosquelette et forment un systéme
membranaire de pré-pénétration (PPA), qui va permettre au champignon d’entrer dans la racine
et d’atteindre la zone corticale de la racine pour y développer des structures hyper-ramifiées
appelées arbuscules. Ces derniers sont entourés d’'une membrane plasmique péri-arbusculaire
séparant le champignon du cytoplasme végétal et assurant les échanges entre le champignon et

la plante grace a des transporteurs spécifiques. Un grand nombre d’espéces de CMA produisent
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¢galement des vésicules qui sont des structures de réserves localisées a I’intérieur ou entre les

cellules corticales (Smith et al., 2008).

Le champignon va se développer dans le sol. Le mycélium extra-racinaire s'organise en
un réseau trés dense d’hyphes, qui peut former jusqu’a plusieurs meétres d’hyphes par cm 3 de
sol. Ces structures vont puiser I’eau et les sels minéraux puis les transporter vers la racine. C’est
aussi a ce moment-la que le champignon va former de nouvelles spores, structures de
reproduction et de dissémination des CMA, complétant ainsi son cycle de vie (Javot et al.,

2007) (Figure?7)

Phase
a-symbiotique Phase pré-symbiotique Etapes symbiotiques

< > ¢ > ¢ >

Myc Factors

exudates
exudates )
Strigolactones Hyphopodium

o © | &

@

Arbscules’

Figure 7: Schéma des différentes étapes de la colonisation des champignons
mycorhiziens a arbuscules (Bonfante et al.,2010)
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1.3.3.5. Bénéfices de la symbiose mycorhizienne

1.3.3.5.1. Pour le champignon

Les CMA sont caractérisés par un transfert bi-directionnel de nutriments. Le
champignon mycorhizien (hétérotrophe) recoit de la plante (autotrophe) des molécules
carbonées issues de la photosynthése. En échange, celui-ci lui procure les éléments minéraux
(dont le phosphore et 1’azote) et I’eau ainsi que d’autres nutriments puisés dans le sol

(ammonium, certains oligoéléments tels le cuivre, le zinc).

Les CMA dépendent entierement de leurs partenaires pour le carbone et sont incapables

de compléter leur cycle de vie en dehors de la symbiose.

Le carcbone alloué¢ au partenaire fongique sous forme d’hexoses est utilisé dans la
croissance intra et extra racinaire du mycélium et dans la respiration. Ce transfert bidirectionnel

implique donc des processus complexes au niveau de I’interface symbiotique.

L'établissement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules présente un codt
énergétique pour I'hote : il a été estimé que pres de 20 % du carbone fixé par la plante durant la
photosynthése est allou¢ au partenaire fongique sous forme de divers hexoses (glucose,

mannose, galactose, fructose, xylose, saccharose) (Doidy et al., 2012)

1.3.3.5.2. Pour la plante hote

Le role de la symbiose mycorhizienne dans la croissance et la nutrition des plantes a été

bien démontré (Strullu et al.,1991)

Dans la plupart des cas, I’effet bénéfique des mycorhizes est dii & une amélioration de
la nutrition minérale de la plante-hote. 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 fongiques.

Sylvia 1986 a mesuré¢ une moyenne de 12 metres d’hyphes de champignons MA par
gramme de sol dans une d’une sub-tropicale et a estimé que la longueur d’hyphes qui se

développent autour de la racine peut atteindre 200 a 1000 metres pour un centimetre de racine.
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e Amélioration de la nutrition minérale
Le role majeur des mycorhizes se situe au niveau de la mobilisation pour la plante
d'éléments nutritifs trés peu mobiles dans le sol tels que le phosphore, le zinc et le cuivre mais

principalement le phosphore (Lambert et al., 2008).

L’amélioration de 1’absorption des éléments nutritifs chez les plantes mycorhizées

conduit, dans la plupart des cas, a une amélioration de la croissance végétative.

Le réseau hyphale externe des CMA joue un réle important dans 1’absorption des
¢léments nutritifs, Il agit comme une extension des racines de la plante hote, améliorant son

efficacité d’explorer le sol (Gilroy et al., 2000)

La longueur des hyphes peut atteindre 111 m /cm? de sol (Miller et al., 1995)
augmentant ainsi la surface d’échange entre la plante et son environnement. Les hyphes des
CMA peuvent absorber jusqu’a 10, 25 et 80 % des besoins de la plante en potassium, azote et

phosphore, respectivement (Marschner et al., 1994)

*Phosphore : Compte tenu de la concentration tres faible du phosphore dans la solution du sol,
les plantes ont souvent recours aux CMA pour améliorer son absorption (Smith et al., 2000).
Les hyphes mycorhiziens extra-racinaires absorbent le phosphore et le transporte rapidement
aux structures mycorhizienens dans les racines ou il sera libéré dans ’espace périarbusculaire

adjacent aux celles corticales racinaires (Smith et al., 1990 ; Fortin et al.,2008)

*Azote : C’est un ¢élément indispensable a la vie de la plante. Il entre dans la synthése de
nombreuses molécules telles que les phospholipides, les coenzymes, les nucléotides et les
acides aminés. Les CMA prélévent 1’azote sous sa forme ammonium (Lopez et al.,20006) ct
acides aminés (Cappellazzo et al.,2008) en utilisant des transporteurs spécifiques localisés au
niveau des hyphes extraracinaires. Il peut également accélérer la dégradation de la matiére
organique afin d’en augmenter la biodisponibilité pour les plantes (Hodge et al.,2001). Une
fois prélevé, I’azote est transporté jusque dans les hyphes intra-racinaires sous forme d’ Arginine

(Jin et al.,2005)

e Biostabilisation du sol
Les hyphes des CMA ¢étant présents en quantité importante dans les sols, ils peuvent
atteindre 111 m/cm3de sol (Miller et al.,1995) Ils possédent la propriété d’agir sur la
macroagrégation des constituants du sol et donc sur sa stabilité (Tisdall, 1991). En effet, ces

hyphes excretent une glycoprotéine, la glomaline, permettant 1’agglomération des micro
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agrégats d’un diamétre inférieur a 250 um pour former des macro-agrégats stables supérieurs a

250 um (Wright et al., 1998).

La stabilité du sol ainsi produite permet de lutter contre 1’érosion, la perte de nutriments
et de matiére organique par lixiviation, qui sont a 1’origine d’une baisse de productivité en

agriculture (Schreiner et al., 1995)

e Protection contre les agents pathogénes
Les CMA sont une composante majeure de la rhizospheére des plantes et peuvent
influencer sur l'incidence et la gravité des maladies racinaires. Ils influencent la qualité et
'abondance de la microflore au voisinage des racines et modifient l'activité microbienne de la
rhizosphere globale. Ils provoquent des changements dans la structure de 1'exsudation racinaire
de I'hote suite a la colonisation de 1'hote qui modifie I'équilibre microbien dans la rhizosphére.
La colonisation par les CMA induit une résistance ou une tolérance des plantes face a divers

agents pathogenes (AKkhtar et al., 2008).

¢ Bioremediation
Les associations de plantes avec des CMA sont proposées comme une solution
biologique potentielle pour améliorer la résistance des plantes a la toxicité des métaux et

restaurer la fertilité des sols pollués par les métaux lourds (Vivas et al., 2005).

Les CMA interviennent dans les interactions entre la plante et les métaux toxiques du
sol, en réduisant la toxicité de ces métaux (Meharg, 2003) Par conséquent, les CMA jouent un
role écologique important dans la phyto-stabilisation des sols pollués par les ¢léments traces et

potentiellement toxiques (Garg et al., 2010)
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IL.1. Lieu d’expérimentation

Il s’agit d’une étude prospective ; analytique ; effectuée sur une période de 4 mois ;
allant de mois de Mars 2025 jusqu’ au mois de Juin 2025 au niveau du laboratoire d’interactions

plantes microorganismes de 1’Institut National de Recherche Foresticre (INRF Bainem).

I1.2. Objectifs
Ce travail de recherche vise a :

e Extraire et identifier les champignons endomycorhiziens dans les sols rhizospheriques
du safran (Crocus sativus L.)
e Comparer la densité sporale des champignons mycorhiziens arbusculaires des deux sols
étudiés.
Le présent travail était réalisé selon les étapes suivantes :
— Extraction et isolement des spores endomycorhiziennes .
— Détermination de la densité des spores dans chaque échantillon de sol.

— Description morpho-anatomique des spores mycorhiziennes arbusculaires .

— Analyse des parameétres physico-chimiques des sols au laboratoire d’analyse des sol et
eaux au niveau du Bureau National d’Etudes pour le Développement Rural et de la

péche (BNEDER- Bouchaoui).

I1.3. Description des zones d’études

Notre étude a été effectuée au niveau de deux safranieres (Khenchla et Zeralda) . Il s’agit

de:

1- La safraniere Rouibi Abdallah et fils, elle est située a la wilaya de Khenchla, Daira de
Bouhmama, Commune de M’sara , elle s’étale sur une superficie de 1 Hectar installée en
2010.

2- La safraniere du domaine agricole Azzouz ; commune de Zeralda. Elle s’étend sur une
superficie de 1 Hectar. situ¢ a 30 km a I’ouest d’ Alger installée en 2022 .

La caractérisation bioclimatique des safraniéres de Khenchla et Zeralda étudiées est

représentée dans le Tableau IV
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Tableau IV: Caractérisation bioclimatique des safranieres de Khenchla et Zeralda

(Bagnouls et al.,1953)
Nom de la Pluviométrie Température .
Safraniére | Bioclimat ?;g};l:lee annuelle Cl(::;ﬁg?:zees
(mm/ an) moyenne (°C)
Khenchla Semi aride froid | 672.3 19.7 35°14' 129" N
6°34'51.6" E
Zeralda climat 605 18.2 36°43'22.4"N
méditerranéen 2°50'25.8"E
caractérisé par
deux saisons
séche et
humide
I1.4. Méthodes :

Pour une meilleure étude des facteurs influengant la diversité et la densité des spores

mycorhyziennes ; des analyses du sol étaient nécessaires.

11.4.1. Méthode de prélévement des échantillons de sols

L’échantillonnage du sol a été effectué¢e au mois de janvier 2025. Au niveau de chaque
safraniére nous avons prélevé 4 Kg de sol au milieu de la parcelle ; sur une superficie de 1 m?,

sur une profondeur de 10 a 20 cm autour de la rhizosphére du safran.

Les échantillons de sols ont été transportés au laboratoire d’interaction plantes
microorganismes de I’Institut National de Recherche Forestiere (INRF Bainem) ; ils ont été
tamisés (maille 2 mm), homogénéisés, séchés a l'air et a I'ombre et ont été mis dans des sacs en
plastiques, conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a utilisation pour 1’analyse des parameétres
physico-chimiques ainsi que pour 1’isolement et identification des spores endomycorhiziennes

MA.

11.4.2. Analyse des paramétres physico-chimiques des sols

Trois échantillons de 300 g de chaque type de sol (Khenchla et Zeralda) ont ét¢ analysés

au laboratoire d’analyse des sol et eaux au niveau du Bureau National d’Etudes pour le
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Développement Rural et de la péche (BNEDER- Bouchaoui). Les parameétres physico-

chimiques évalués sont :

- La granulométrie, déterminée par tamisage humide selon la méthode de la pipette de Robinson

(AFNOR NF: X31-107)

- Le pH a été mesuré suivant la méthode ISO 10390:2004 spécifique a la mesure du pH a l'aide
d'une ¢lectrode en verre dans une suspension de sol dilué¢ a 1:5 (fraction volumique) dans de

l'eau (pH de H,O) (Norme NF 1SO10390(X31-107)
- La conductivité électrique CE (AFNOR NF X31-106)

- L’humidité du sol (NF ISO 11467 )

I1.4.3. Extraction et isolement des spores endomycorhiziennes

La technique d’isolement des spores MA est basée sur la méthode de tamisage humide
de Gerdemann et Nicolson (1963), selon laquelle un échantillon de 100g du sol est mis en
suspension dans 1 litre d’eau du robinet afin de séparer les propagules fongiques des particules
du sol. La suspension de sol a été versée sur une série de tamis disposés 1’un au-dessus de 1’autre
dans I’ordre décroissant des diametres de mailles de 500, 200, 90 et 45um. A P’issu de cette
étape, les débris végétaux, les cailloux et les fragments de racines sont retenus dans le tamis de

500 pm.

Les fractions retenues dans les tamis de 200, 90 et 45um de diamétre de mailles ont été
par la suite transférées séparément dans des tubes de centrifugation. Pour chaque fraction, une
solution de saccharose a 50 % a été ajoutée dans chaque tube. Le mélange a été centrifugé a
2000 rpm pendant 10 min. Le surnageant, qui contient les spores et les fines particules du sol a
été récupéré. Ce surnageant a été reversé sur la colonne de tamis de 200, 90 et 45um de diameétre
de mailles et le culot a été rejeté. Les spores contenues dans chaque tamis ont été rincées a I'eau
de robinet pour ¢éliminer le saccharose. Elles ont été ensuite récupérées dans une boite de Pétri
de 90 mm de diamétre munie d’une grille en verre quadrillée pour faciliter comptage des spores
; puis elles ont été extraites manuellement a 1’aide d’une micropipette, sous une loupe

binoculaire (OPTIKA/ AXIOM 102 LCD).

L’extraction des spores est répétée trois fois pour chaque échantillon de sol (Khenchla

et Zeralda) avant 1’observation vitale a la loupe et au microscope photonique. (Figure 8)
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11.4.4 . Observations microscopiques et identification des spores

Elle a été réalisée a I’aide d’un microscope photonique (SMCLAB/QUIMICA) et les
spores de chaque morphotype ont été montées entre lames et lamelles en utilisant le glycérol
comme liquide de montage ; puis elles sont observées au grossissement (G 400%) et

photographiés a I’aide d’un appareil photo numérique intégrée au microscope.

I1.4.5. Analyse de la diversité des spores et identifications des champignons

mycorhiziens

Les spores ont été considérés comme viables si elles avaient un contenu clair au
microscope photonique avec une paroi intacte. L’analyse de la diversité des spores et la
classification des morphotypes au niveau du genre et si possible au niveau de 1’espéce ont été
réalisées en considérant I’apparence générale (taille ; couleur) et les structures pariétales des
spores (nombre de couches cellulaires ; épaisseur de la paroi). Car les caractéristiques d’un
genre peuvent étre identifiées chez différents morphotypes et un morphotype peut correspondre
a plusieurs genres (Dickson, 2004). Les spores observées ont été quantifiées ; décrites et
comparées aux spécimens de la collection Internationale de Cultures de Champignons
Mycorhiziens a Vésicules et a Arbuscules (International Culture Collection of Vesicular —

Arbuscular Mycorrhizal Fungi) (Sturmer et al., 2021)
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Rincage
aleau de
robinet

Figure 8: Méthode de tamisage humide (Gerdemann Nicolson et.,1963)
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11.4.6. Détermination de la densité des spores

Pour chaque sol échantillonné, la densité des spores a été déterminée. Elle se définit

comme étant le nombre total de spores dans 100g de sol sec (spores/100g de sol).
I1.4.7. Traitement statistique

L’analyse statistique de la densité moyenne des spores a été réalisée avec Microsoft
EXCEL 2007. Cette moyenne est le résultat de trois répétitions ceci en vue de déterminer la

diversité sporale pour chaque échantillon de sol.
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II1.1. Résultat de la densité moyenne des spores :

Le sol de la safraniére de Khenchla affiche une densité sporale moyenne plus importante
(309.33 spores/100 g de sol) par rapport a celle enregistrée dans le sol de Zeralda (138.66
spores/100 g de sol) (figure 9).

Le nombre ¢élevé des spores dans le sol de Khenchla est probablement di a I’age de la
safraniere, car depuis 2010 cette parcelle n’a été utilisée que pour la culture du safran, et comme
les endomycorhizes sont des endotrophes obligatoires le sol s’est enrichi en spores MA pendant
toutes les années de culture. Contrairement a la safrani¢re de Zeralda qui n’a été utilisée qu’a

partir de I’année 2024 pour la culture du safran.
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Figure 9: Densité moyenne des spores au niveau de la safraniere de Khenchla et
Zeralda.

II1.2. Résultat des morphotypes isolés a partir des sols étudiés

L’observation microscopique des spores a révélé la présence de plusieurs morphotypes
endomycorhiziens et nous a permis d’identifier trois genres avec un certain nombre de spores

indéterminés. Voici les résultats des spores obtenu :

I11.2.1. Le Genre Glomus

Les résultats de cette étude ont révélé la présence du genre Glomus dans les deux
¢chantillons de sol ; il est représenté par huit morphotypes. Le diamétre des spores varie de 100

4200pm.

Ce genre renferme des spores solitaires dans le sol, elles sont globuleuses a sub-
globuleuses, circulaires et parfois irrégulieres, de couleur blanches a jaunes foncées ; marron

foncé, marron orangé¢, créme pale, hyalines, ayant un diameétre qui varie de 20 a 200 um et la
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paroi est constituée de deux couches ; L hyphe suspenseur est soit droit, soit courbé. (Droh et
al., 2023).

Figure 10: Diversité morphotypique du genre Glomus isolé des sols rhizosphériques des
deux safraniéres. Observation au microscope photonique (G400X).

(1-2-3-4 : Safrani¢re de Khenchla /5-6-7-8 : Safraniére de Zeralda).

I11.2.2 Le Genre Acaulospora

L’observation microscopique des spores a montré la présence de neuf morphotypes du
genre Acaulospora ; dont la forme est sphérique, ovoide ; globuleuse. Ainsi le diamétre varie
de 150 a 350 um. Les spores de ce genre ne présentent pas d’hyphe suspenseur. Elles sont
sessiles des leur formation, d’ou le nom du genre Acaulospora (Acaulo: sans queue, et spora:

spore). Les spores sont portées latéralement par le col d'un « saccule sporifére » prédifférencié.

Les spores sont globuleuses a ellipsoides, parfois irrégulicres elles sont de couleur
marron foncée, orange-claires a orange foncées mesurant entre 40 et 400 um de diamétre. La

paroi de la spore est épaisse et peut €tre ornée de piqlres, de projections, d'épines ou de

réticulations (Schenck et al., 1990)
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d
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Figure 11: Diversité morphotypique du genre Acaulospora isolé des sols
rhizosphériques des deux safraniéres. Observation au microscope photonique (G400X)

(1-2-3-4-5 : Safrani¢re de Khenchla /6-7-8-9 : Safrani¢re de Zeralda).

I11.2.3. Le Genre Scutellospora

Dans cette étude ; le genre Scutellospora est représenté par neuf morphotypes différents.
Dont les parois sont colorées en oranges et en plusieurs tons du brun. Le diamétre varie du 350
a 550 uM. Le nom Scutellospora dérive de scutellum, ou petit bouclier. Ce bouclier germinatif
se différencie sur une paroi germinative flexible a deux couches.

Ce genre regroupe des champignons MA appartenant a I’ordre des Glomales inclus dans
les diversisporales et a la famille des Gigasporaceae. Les spores sont solitaires dans le sol (pas
de sporocarpes), elles sont sphériques a globeuses et ellipsoides, de couleur blanches, hyalines,

et brunes, le diamétre varie de 340 a 640 uM .

S0 pm

Figure 12: Diversité morphotypique du genre Scutellospora isolé des sols
rhizosphériques des deux safraniéres. Observation au microscope photonique (G 400X)

(1-2-3-4-5 : Safraniére de Khenchla /6-7-8-9 : Safraniére de Zeralda).
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I11.2.4. Spores indéterminés

Elles comptent 4 morphotypes de forme, de couleurs et de tailles différentes

(Figurel3).

LR A

Figure 13: Morphotypes de spores indéterminées isolées des sols rhizosphériques des

deux safraniéres. Observation au microscope photonique (G 400X) .

I11.2.5. Développement des hyphes extra-racinaires ou hyphes externes

Le tamisage humide des sols étudiés a révélé également la prolifération d’hyphes extra
racinaires, caractérisées par des structures ramifiées de filament qui sont généralement plus
étroits et impliqués dans la nutrition minérale fongique. Ces derniers filaments sont également

impliqués dans 1’édification d’un grand nombre de propagules.

Figure 14: Spores groupées en deux (1) ou plusieurs formant des hyphes mycéliens

interconnectées (2-3-4). Observées au microscope photonique (G100X).

Les hyphes peuvent croitre hors de la racine depuis la plante jusqu’au sol et explorent
un volume de sol inaccessible aux racines : la plante-hote augmente alors considérablement sa
superficie d’absorption, de 100 a 1000 fois plus, et donc sa capacité de captation des nutriments
et de I’eau. Les MA produisent ensuite des spores a partir du mycélium externe, ou parfois a
I’intérieur de la racine, complétant ainsi le cycle de vie des AMF. Les spores de résistance
peuvent rester viables dans le sol trés longtemps, alors que les hyphes collapsent apres 2 a 4

semaines dans le sol si elles ne rencontrent pas de racines-hote (Laure, 2013).
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Figure 15: Spores en germination formant un réseau d’hyphes mycélien autour des
fragments racinaires du Crocus sativus observées au microscope optique au niveau des

deux safraniéres ( khenchla et Zeralda).( GX100).

(les photos de A a J montrent des spores MA solitaires ), ( la photo K montre des spores MA
groupées en grappes et la photo I montre des spores groupées en sporocarpe constitué¢ de trois

spores.

II1.3. Résultat des paramétres physico-chimiques des sols

La texture du sol de la parcelle de Khenchla est argilo limoneuse, tandis que la texture

du sol de Zeralda est sablo limoneuse.

Par ailleurs, les valeurs du pH varient entre 8.28 et 8.38 respectivement pour les sols de

Zeralda et Khenchla. 11 s’agit donc d’un pH alcalin.

Les résultats montrent également que les valeurs de la C.E sont égaux (0.17 mmhos/cm)
pour les deux sols (khenchla et Zeralda), ces deux valeurs sont conformes aux normes

Algériennes d’irrigation (0 <Conductivité ¢lectriques < 0,6).
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Les valeurs moyennes de I’humidité des deux sols utilisés sont différentes ; ils varient

entre 0.93% pour le sol de Zeralda et 4.93 % pour le sol de Khenchla.(Tableau V)

Tableau V: Propriétés physico-chimiques des sols rhizosphériques des deux safranieres

étudiées.
Site Khenchla Zeralda

pH eau 8.38 8.28
Conductivité ¢lectrique (C.E) 0.17 0.17
mmhos/cm. (1/5)

Humidité 4.93 0.93
Argile 43.53 11.55
Limon fin 22.20 7.18
Limon grossier 20.48 9.67
Sable fin 8.82 13.23
Sable grossier 4.97 58.36
Texture Argilo- limoneux Sablo limoneux

Discussion

La présente étude a été consacrée a 1’isolement et I’analyse de la diversité morpho-
anatomique des champignons endomycorhiziens associées naturellement a deux safraneraies

algériennes situées a Khenchla et Zeralda.

Les résultats obtenus ont montré que les deux sols étudiés sont alcalins (pH moyen de
8.28 et 8.38). La conductivité ¢lectrique est en moyenne de 0, 17 ms/cm pour les deux sols. 11

s’agit donc de sols non salés.

(Klironomos , 2003) suggerent que le pH et ’humidité du sol sont des régulateurs de la
sporulation des champignons MA. Ceci expliquerait en partie les différences du nombre de
morphotypes isolés entre les deux sols étudiés. Mais la dominance du genre Glomus reste
commune dans les deux sites. Ceci a été déja observé par Mosse (1973 )qui a remarqué que les
spores du genre Glomus des champignons mycorhiziens apparaissaient généralement dans les

sols a pH neutre ou alcalin..
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Par ailleurs, les spores MA sont en nombre plus élevé au niveau du sol de la safranicre
de Khenchla qui présente une texture argilolimoneuse comparativement a la texture du sol de

la safranic¢re de Zeralda qui est sablolimoneuse.

L'influence des caractéristiques physiques du sol sur la richesse en spores fongiques MA
a été étudice. Il en ressort avoir une étroite relation entre les propriétés physicochimiques du

sol et la densité moyenne des spores.

Selon Brundrett (1991), les sols riches en colloides seraient favorables a la formation
des mycorhizes. Aussi, les études réalisées par (Rangaswami et al., 1998) affirment que la
diversité fongique tellurique dépend d'un grand nombre de facteurs du sol, tels que le pH, et

I'humidite.

Selon certains auteurs, la densité des spores de CMA augmente dans les climats secs

(Uhlmann et al., 2006). Elle est li¢ a leur adaptation aux €cosystémes chauds, sec et arides .

De plus, les facteurs climatiques, tels que les précipitations, la température, peuvent
influer directement sur 1’habitat disponible pour I’espece végétale, ce qui affecte la capacité du

champignon a coloniser et a exister dans un lieu donné¢ (Chaudhary et al., 2008).

La diversité morphotypique des CMA dépend de la qualité¢ du sol et la capacité des
spores a s'adapter. Leur activité symbiotique est variable en fonction de la spécificité
fonctionnelle de chaque souche qui peut étre spécialisée a une fonction donnée ou étre

généraliste (Ngonkeu et al., 2003).

L’analyse des caractéristiques morpho-anatomiques de la communauté de spores isolée
dans notre étude a révél¢é une variabilité de ’abondance et du nombre de morphotypes observés
appartenant a trois genres différents : Glomus, Acaulospora, Scutellospora. la variabilité
observée indique qu’il pourrait exister une diversité taxonomique des Gloméromycetes dans les

safranieres de Khenchla et Zeralda car les types de spores observés ne sont pas identiques.

Dans cette étude, nous nous sommes limit¢é a [’identification des genres car
I’identification des espéces exige une caractérisation moléculaire des champignons MA basée
sur I’amplification de la grande Sous-Unité ribosomale de I’ADNr des spores, et puisque les
caractéres morphologiques sont peu stables et sont sujets aux interprétations personnelles. Les
aspects moléculaires sont fondamentaux pour comprendre véritablement la biodiversité des

CMA.
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Les especes du genre Glomus sont les champignons MA les plus répandus dans le monde
et les auteurs suggerent que cela pourrait étre da a leur adaptabilité a diverses conditions du sol
telles que l'acidité ou I'alcalinité du sol et aux conditions climatiques (Pande et al., 2004). Ces
champignons appartiennent au groupe monophylétique des Glomeromycetes constitué de quatre

ordres et huit familles (Schiifller et al., 2010) et renferme 150 especes (Selosse et al., 1998).

Leur large distribution géographique se caractérise par une importante variabilité
décelable au sein de la biologie de leur population, de la spécificité écologique et de I’activité
symbiotique (Giovannetti et al., 1993a). Malgré leur importance, ces associations

symbiotiques sont non exploitées et presque ignorées par les agriculteurs.

Cependant, 1’agriculture moderne est fortement reliée aux techniques de la biologie
moléculaire basées sur 1’isolement des souches mycorhiziennes les plus performantes et
efficaces utilisées pour améliorer les rendements agricoles. Ainsi (Ghanbari et al., 2019) ont
relevé des taux des rendements du safran au champs autour de 40% sans inoculation et des
augmentations des taux variant entre 60 et 80% dans les parcelles inoculées avec des spores de
Glomus mossae. Ainsi, la présence des champignons mycorhiziens a permis d’augmenter le
diamétre (Aimo et al., 2010) ou la masse des cormes durant la premiere année (Kianmehr,

1981) et la production florale durant la deuxiéme année de croissance ( Jami et al., 2020).
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Conclusion et Perspectives
T

L’étude morpho-anatomique de la richesse spécifique en spores de champignons
endomycorhiziens a montré que les sols des safraniéres prospectées abritent des communautés
de mycorhizes a arbuscules variées dominées par les genres : Glomus, Acaulospora,

Scutellospora.

Par ailleurs ; I’analyse physico-chimiques des deux sols rhizosphériques de Khenchla et
Zeralda a révélé I’influence des paramétres : pH, humidité et la texture du sol sur la densité
moyenne des spores de champignons MA. En effet, le sol de la safraniére de Khenchla qui est
moins anthropisé, ayant une grande diversit¢ endomycorhizienne suggérant une adaptation
naturelle plus prononcée par rapport au sol de la safraniére de Zeralda ou les conditions
culturales sont potentiellement plus intensives, la communauté fongique présente une
abondance sporale moin importante, qui est probablement due aux réponses aux amendements
du sol ou a la gestion agricole. Ces différences soulignent I’importance des symbioses
endomycorhiziennes dans la gestion des cultures de safran qui doit étre optimisée en tenant

compte des exigences climatiques et édaphiques.

De ce fait, I'utilisation des techniques moléculaires d’identification des espéces
endomycorhiziennes MA s’avére plus que nécessaire afin de procéder a I’isolement des souches
fongiques les plus performantes dans le but de leur utilisation dans la mycorhization du safran

a une plus grande échelle.

En somme, ce travail de recherche pourra se déboucher sur plusieurs perspectives dans

le cadre du développement de la culture du safran en Algérie notamment sur :

“ L’exploitation d’autres safraniéres pour I’extraction et I’identification d’autres souches
fongiques MA.

“* Inoculation des plants de safran avec les champignons MA en conditions contrdlées.

“ Isolement des espéces endomycorhiziennes les plus efficaces qui ont un impact direct

sur la floraison et le rendement des cormes du safran.
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Annexe A

Instruments, Appareillages et réactifs utilisés

Tableau VI : Matériel utilisé

Appareillage Verrerie Produit chimique Autre matériel

- Balance -Bécher -Hexamétaphosphate de | -Boite de pétri

- Plaque -Allonge sodium(NaPO;)g -Barreau magnétique
chauffante -Entonnoir -L’eau distillee -Lames / lamelles

- Agitateur - capsule -L’eau de robinet -Spatule métallique
magnétique -Erlenmeyers | -Eau déminéralisée -Micropipettes

- Réfrigérateur -Fiole jaugée | H202 -Embouts

- Bain de sable -Flacon -Saccharose

- Centrifugeuse C12H,014

- Balance de
précision

- Pipette robinson

- Distillateur

- Microscope
photonique

- Loupe
binoculaire

- Tamis

- PH metre

- Conductimétre
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Annexe B

Résultat de I’étude physico-chimique du sol

Figure 16 : Résultat de Figure 17 : Résultat
conductivité électrique de ph métre

Figure 18 : ésultat Figure 19 : Rés’ult.at de
de Phumidité la granulométrie
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