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RESUME:

Notre travail de mémoire est articulé autour d’une synthése bibliographique des mycorhizes et
leurs intérét pour le développement d’une plante médicinale le Thymus algériensis pour cela,
nous avons fait une synthese bibliographique subdivisée en deux chapitres, le premier chapitre
parle sur les généralités de plante de genre thymus, sa description botanique, distribution
géographique et aussi de 1’espéce Thymus algériensis , et dans une deuxiéme partie, nous avons
parlé des mycorhizes en générale, les CMA en particulier, leur types, leur cycle de
développement, et leur bénéfices. Dans un deuxiéme chapitre on a expliqué les méthodes d’étude
des CMA (la mise en évidence de la colonisation mycorhizienne et 1’isolement des spores de

CMA).

Mots clés : Mycorhizes, champignon mycorhizienne a arbuscule (CMA), thymus algiriensis
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ABSTRACT :

Experiments were carried out to evaluate the mecorrhizal status of CMA in relation to several
plants, in this study a bibliographical synthesis was made subdivided in two chapters, the first
chapter speaks about the generalities of thym genus plant, their botanical description, distribution
geographic area and the species of thymus algiriensis and in a second point we spoke about
mycorrhizae in general, CMAs in particular their types, development cycle, and their benefits, in
a second chapter we explained the methods of study of CMA (the demonstration of mycorrhizal
colonization and the isolation of CMA spores)

Key words: Mycorrhizae, arbuscular mycorrhizal fungus (MAC), thymus algiriensis
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Introduction :

Les microorganismes vivant en symbioses avec les racines des plantes jouent un rble majeur
dans la nutrition de ces dernieres. Parmi les microorganismes symbiotiques, les champignons
mycorhiziens a arbuscules (CMA) s’associent avec plus de 80 % des plantes terrestres (Smith &

Read, 2008), en particulier, les espéces de la famille de Lamiacées (Naghibi et al., 2005).

La région méditerranéenne d’une manicre générale et I’ Algérie en particulier, avec son climat
doux et ensoleillé est particulierement favorable a la culture des plantes aromatiques et
médicinales, en particulier, les espéces de la famille des Lamiacées, I'une des plus répandues
dans le regne végetal avec plus de 7200 espéces (Naghibi et al.,2005). Elles possedent une place
économique importante en raison de leurs utilisations médicinales, culinaires et cosmétiques. Les
principaux métabolites secondaires décrits dans cette famille sont les terpénes, les composés

phénoliques, les flavonoides ou encore les iridoides glycosidiques (KuliSic et al., 2006).

Les CMA sont considérés comme des acteurs clés des services écosystémiques. Grace a leur
réseau mycélien, ils améliorent I’absorption de I’eau et des ¢léments minéraux chez la plante
(Labidi et al., 2012). L'impact des champigons mycorhizogénes arbusculaires sur la performance
et l'accumulation de composés thérapeutiques de plusieurs especes de plantes médicinales a été
bien étudié (Toussaint 2007; Toussaint et al., 2007; Zubek et al., 2010). Ces travaux ont montré
que l'inoculation mycorhizienne favorise, non seulement, la croissance des plantes médicinales

mais améliore également la productivité et la quantité des composés phytochimiques.

Dans ce travail on a fait une synthése bibliographique générale sur les champignons
mycorihziens a arbuscule et la plante de thym gréce a sa grande importance dans 1’usage
thérapeutique en Algérie, et le contexte d'une contribution a la caractérisation de la diversité des
champignons mycorhiziens chez les Lamiacées et plus particulierement pour 1’espece de Thymus

algeriensis, qui a fait I'objet de notre étude.

L’objectif de notre travail est de déterminer le statut mycorhizien de Thymus algeriensis et
d’isoler des spores de CMA a partir de la rhizosphere de cette espéce en essayant de les
identifier, mais a cause des conditions de cette épidémie nous n’avons pas réalisé ce travail

expérimental.
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CHAPITRE 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
1. LE THYM

1.1. Généralités sur le genre Thymus
Le thym est une plante condimentaire qui appartient a la famille des labiées, environ 215
especes sont cultivées dans le monde (Ebrahimi et al., 2008). Plusieurs explications existent
concernant l'origine du nom «Thymus». Certains auteurs supposent que le nom latin Thymus
vient du mot grec thyo (parfum). Une autre interprétation de son étymologie considére le mot

grec thymos (courage, force) (Morales, 2002).

En Algérie, le genre Thymus est représenté par de nombreuses especes qui ne se prétent pas
aisément a la détermination. Citant ainsi quelques espéces connues en Algerie : T.vulgaris,

T.serpyllum, T.algériensis, T.hirtus, T.fontanesii (Quezel et Santa, 1962-1963).

Il est couramment utilisé dans le domaine thérapeutique, ceci est di a ses propriétés
pharmacologiques et aromatiques : antispasmodique, antiseptique, antitussif et
expectorant(Rasooli et al., 2002). C'est lI'une des espéces les plus utilisées dans la médecine
populaire, pour stimuler l'action dans toutes les fonctions de l'organisme (Bruneton, 1993) et
aussi pour l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle (Dob et al., 2006).

1.2. Classification botanique

Le genre Thymus est classé comme suit (tabl. 1):

Tableau 1: Classification botanique du thym.

Regne Plantae
Embranchement Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae

S /Famille Nepetoideae
Genre Thymus
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1.3. Description botanique

Le thym est un sous arbrisseau touffu a tige dressée, ligneuse, érigées ou prostrées, odorantes,
rameuse et tortueuse a la base, pouvant atteindre40 cm de hauteur. Les rameaux blanchatre,
courtement velus, portent des feuilles plus ou moins contractées, persistantes, de petite taille (3 a
12mm de long sur 0.5 & 3 mm de large),opposees, lancéolées ou linéaire, a limbe entier, elles
sont de couleur vert grisatre. Beaucoup sont le point de départ de remuscles tres courtes, formant
des faisceaux de petites feuilles issues de celles des tiges, leurs face inferieure est feutrées et
ponctuées de poiles sécréteurs alors que leur face supérieure est glabre et marquée par une
nervure centrale déprimée, les marge du limbe sont généralement enroulées sur la face ventrale,
ce qui donne a la feuille une forme générale d’aiguille.(Quezel et Santa, 1962-1963,Goetz et
Ghedira, 2012).

Les fleurs du thym sont regroupées par 2 ou a I’aisselle de feuilles, rassemblées en glomérule
ovoides, elles sont de petite taille et zygomorphe, le calice est velu, hérissé de poils durs, en
forme de tube ventru a la base et de 3 a 4 mm de long, il est formé de 5 sepales soudées en deux
levres inégales, celle du haut étant tridentée et celle du bas bilobée, ciliés et arquee, la corolle est
de taille variable, bilabiée et de couleur mauve. Le fruit est un tetrakene qui renferme a maturité
4 minuscules graines (1mm). Brun clair a foncé. La floraison a lieu de juin a octobre. (Goetz et
Ghedira, 2012).

La détermination des espéces est toujours délicate, en raison de leur extréme variabilité et de

leurs hybridations interspécifiques. (Quezel et Santa, 1962-1963).

1.4. Distribution géographique

1.4.1. Dans le monde

Il existe pres de 350 espéces de thym réparties entre I’Europe, I’Asie de 1’ouest et la
méditerranée. C’est un genre trés répandu dans le nord-ouest africain (Maroc, Algérie, Tunisie et
Libye), il pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest en passant par
la péninsule du Sinai en Egypte. On peut le trouver également en Sibérie et méme en Himalaya
(fig. 5) (Dob et al,. 2006).
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Il est largement distribué dans le vieux continent. La région ouest de la méditerranée peut étre
considérée comme le centre du genre Thymus. Selon une étude menee par Nickavar et al.,
(2005), environ 110 especes différentes de thym se concentrent dans le bassin méditerranéen. En
effet, le genre Thymus est divisé en huit sections et l'origine de plusieurs especes a souvent été
attribuée a la région méditerranéenne. Seules des especes de deux sections poussent hors de cette
région. Sept sections sont répandues a travers la péninsule ibérique et le nord-ouest africain dont

cing sont endémiques (Morales, 2002).

Figure 1 : Distribution du genre Thymus dans le monde. La ligne pointillée représente toutes les
sections sauf section Serpyllumet sous section Serpyllastrumde la section Hyphodromi. (Morales,
2002).

1.4.2.En Algérie

Le genre Thymus comprend plusieurs especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme
dans les régions internes jusqu’aux zones arides (Nickavar et al., 2005).Ce genre est représenté
principalement par onze espéces, reparties dans le nord du pays résumées dans le tableau(2)
(Saidji, 2006).




Chapitre 1

syntheses bibliographiques

Tableau 2 : Localisation des principales espéces du genre Thymus en Algérie (Saidji, 2006).

Especes Découverte par Localisation
T. capitatus Hoffman et Link Rare dans la region de Tlemcen
Boiss et Reutre Commun dans le tell endémique Est Algérie —
T. fontanasii Tunisie
T. commutatus Battandie Endémique Oran
Poiret Assez rare dans :
T numidicus - Le sous-secteur de Iatlas tellien, la grande
' et la petite Kabylie
- De Skikda a la frontiere Tunisienne
- Tell constantinois
T. guyonii Noé Rare dans le sous-secteur des Hauts plateaux

algérois-oranais et constantinois

T. lancéolatus

Desfontaine

Dans le sous-secteur des Haut plateaux
algérois, oranais(Tiaret) et constantinois

T.pallidus Coss Trés rare dans le sous-secteur de I’ Atlas
saharien et constantinois

T.hirtus Willd Commun sauf sur le littoral

T. algeriensis Bois et Reuter Tres commun dans le sous secteur des hauts

plateaux Algérois et oranais

T. munbyanus

Boiss et Reuter

Endémique dans le secteur Nord algérois

T. glandulosus

Lag

Tres rare dans le sous secteur
des hauts plateaux algérois

1.5. Exigences culturales

Le thym pousse bien sur des endroits naturels, sur sol Iégers et calcaires, mais il prospere tout

aussi bien sur sols fertiles argileux mais non détrempes. Il nécessite des endroits bien ensoleillés

et supporte relativement bien la sécheresse. (Goetz et Ghedira,2012)

C’est d’ailleurs sur sol pauvres (maquis, rocaille de garrigue) que se développe le mieux son

arome. Dans les endroits de fortes gelées une protection est recommandée durant ’hiver. Sa
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multiplication se fait par semis superficiel (germination a la lumiére), réalise mi-avril ou plus
rarement en aout, en rangées écartées d’environ 20 a 30 cm, de préférence sur sol léger et
sablonneux. Une préculture sous chassis dés la mi-mars, suivie d’une plantation définitive, est

également possible (Goetz et Ghedira,2012).

1.6. Thymus algeriensis

Plante a tiges courbées et a feuilles florales linéaires glabres peu dilatées et peu différentes des
feuilles caulinaires et comportant des glandes sphéroidales. Les épis floriféeres sont courts et
étroits ne dépassant guere 15 x 12mm. Inflorescences en capitule. Les fleurs roses a blanchatres
comportent des corolles moins de deux fois plus longues que les calices. Calice (3.5 a 4.5mm)
dont le tube comporte des cils dispersés et peu abondants (Quezel et Santa, 1962-1963).

Figure 2 : Thymus algeriensisBoiss. & Reut (AICHI Nesrine, 2017)
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2. MYCORHIZES

2.1. Généralités

Le terme mycorhize (du grec mykes, qui signifie champignon, et rhiza qui signifie racine) a
été utilisé pour la premiére fois par le botaniste allemand FRANK en 1885 pour décrire les
organes mixtes racines-champignons cités par ses prédécesseurs depuis plusieurs décennies.
(Strullu, 1991). L’organe appelé mycorhize résulte d’une union durable entre les racines de la
majorité des végétaux et certains champignons symbiotiques du sol, basée sur des échanges
réciproques. (Mosse, 1957).

Les mycorhizes constituent des partenaires essentiels dans la relation sol-plantes—
microorganismes. En effet, certaines espéces vegétales ne peuvent croitre normalement sans leur
symbiote fongique dont elles sont fortement dépendantes et avec qui elles ont co-évolué (Janos,
1980).

Les mycorhizes sont tres répandus dans la nature, elles intéressent 95% des végétaux.
L’union favorise la croissance des deux partenaires, elle permet aussi la fructification du
champignon. Le végetal fournit au champignon des sucres. En retour, le champignon alimente la
plante en éléments minéraux notamment en phosphore grace a un réseau dense de filaments
appelé mycélium extramatriciel qui augmente considérablement la surface de contact entre les

racines des plantes hotes et le sol (Sieverding, 1991).

Mycorhizes est donc un phénoméne général chez les plantes a I’exception de quelques
familles comme les Brassicaceae, les Caryophyllaceae, les Cyperaceae, les Juncaceae, les

Chenopodiaceaeet les Amaranthaceaequi présentent trés peu d’associations mycorhiziennes
(Strullu, 1991 ; Norman et al.,1995).

2.2. Différents types de mycorhizes

Il existe trois grands types de mycorhizes: les ectomycorhizes, les endomycorhizes et les

ectendomycorhizes (fig. 1).
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Figure 3: Principaux types mycorhiziens représentés sur une

coupe transversale d’une racine modifiée (Le Tacon, 1985).

2.2.1. 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 plus part 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 du mycorhize (fig.1) (Burgess et al, 1994). Plus de 5000 espéces de

champignons appartenant principalement aux Basidiomycétes, mais aussi aux Ascomycetes

forment des ectomycorhizes avec les plantes des familles Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae,
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Salicaceae, et Tiliaceaeainsi que des espéces des Rosaceae, Leguminoseae, Ericaceae,
Juglandaceae, et autres familles (Brundrett, 2002).

2.2.2. Endomycorhizes

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

endomycorhize a pelotons et les endomycorhize a arbuscules (Garbaye, 2013).

2.2.2.1.Endomycorhizes a pelotons

L’hyphe pénétre dans une cellule corticale et va s’enrouler sur elle-méme, sans former de
réseau intercellulaire (fig.1). On distingue les mycorhizes éricoides et les mycorhizes des

orchidoides.

» Mycorhizes éricoides : I’hote végétal appartient généralement a la famille des
Ericacées, le partenaire fongique est un Ascomycéte (Peterson et Massicotte, 2004).
L’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).

» Mycorhizes des orchidées : Elles sont limitées a la grande famille des Orchidacées, et
sont uniques car les associations fongiques se font avec des cellules d'embryons de graines
en germination, ainsi qu’avec les racines des jeunes plants et des plantes adultes. Les

especes fongiques impliquées sont des Basidiomycetes (Peterson et al., 2008).

2.2.2.2. Mycorhizes arbusculaires

Elles sont formées par des champignons inférieurs et concernent environ 80 % des espéces
végetales. 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 (fig.1)
(Bonfante-Fasolo, 1984).
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2.2.3. Les ectendomycorhizes

Les ectendomycorhizes sont des formes intermédiaires qui possédent a la fois les
caractéristiques des ectomycorhizes, c’est-a-dire, un réseau de Hartig bien développé et un
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 (fig.1) (Yu

et al., 2001).

2.3. Mycorhizes arbusculaires

2.3.1. Généralités

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

des racines appelées arbuscules (arbres nains) (Brundrett, 2009).
2.3.2. Structures des MA
Le champignon mycorhizien a arbuscule forme plusieurs structures a l'intérieur des racines

(figl) 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 (fig.2)

(Fortin et al., 2008).
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Figure 4 : Structures intracellulaires typiques (arbuscules A et vésicule V) des mycorhizes

arbusculaires produites par (Glomusmosseae) (Brundrettet al., 1984).

2.3.2.1. Hyphes

Les hyphes sont des filaments mycéliens intra ou extra-racinaires permettant aux
champignons d’explorer le sol et de coloniser la plante hote. Le mycélium intracellulaire est en
relation avec des hyphes externes a la racine qui diffusent dans le sol. Elles augmentent ainsi

considérablement le volume de sol exploré par la racine (Luttge etal., 2002).

2.3.2.2. Arbuscules

L’arbuscule est ’unité au niveau de laquelle se produisent les échanges entre la plante hote et
le champignon. C'est une ramification latérale des hyphes fongiques dans les cellules du cortex
racinaire ou le champignon pénétre et croit a 'intérieur. La membrane de la cellule hote
s’invagine et enveloppe le champignon. L’arbuscule a pour role d’augmenter de 2 a 3 fois la
surface de contact entre la cellule et I’hyphe. IIs ont une durée de vie limitée estimée en
moyenne a 8 jours, ils entrent ensuite en sénescence et sont complétement éliminées de la cellule

végetale qui retrouve son état initial (Javot et al.,2007).
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2.3.2. 3. Vésicules

La vésicule est une structure de stockage, c’est un renflement globuleux formé par le
champignon symbiotique généralement dans les espaces intercellulaires et parfois a I’intérieur de

certaines cellules du cortex racinaire (Garbaye, 2013).

2.3.2.4. Spores

La spore sert d’organe de stockage et de propagation des CMA. Elle est produite a I’extrémité
d’un hyphe sporogéne ou suspenseur (structure reliant la spore aux hyphes du mycélium) dont la
morphologie est utilisée pour identifier certains genres de CMA, a I’intérieur des racines ou dans

le sol (Schenk & Perez, 1990).

2.3.3. Morphologie des MA

La morphologie des structures symbiotiques intraracinaires est classée en deux types, Paris et

Arum, selon les deux plantes ou ils ont été décrits pour la premiere fois.

- Dans la colonisation de type Arum, le champignon prolifere le long de la racine dans les

espaces intercellulaires et I’arbuscule entre dans les cellules par les axes résultants.

- Dans le type Paris, le champignon diffuse de cellule a cellule, et dans de nombreux cas

des peletons d’hyphes sont formés sans ou avec des arbuscules (fig.3) (Bonfante et
Genre, 2008).

- La plupart des plantes forment une structure intermédiaire entre ces deux modeles, ce
qui conduit a la formulation du terme « type Arum-Paris continium » (Dickson,
2004).
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Figure 5: Représentation schématique des types de la colonisation du cortex
racinaire parles CMA (Priyadharsini et Muthukumar, 2015)

2.3.4. Taxonomie des CMA

Les CMA étaient autrefois classés dans 1’ordre des Glomales parmi les Zygomycétes. Les
¢tudes phylogénétiques récentes ont conduit a la création, en 2001, 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 (fig. 3 ). (Redecker&SchuRler, 2014).
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Figure 6 : Classification des champignons mycorhiziens a arbuscules (Redecker et al., 2013).
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2.3.4. Cycle de développement des CMA

Le cycle de développement des champignons mycorhiziens peut étre divisé en 3 grandes
phases (fig. 4).

Phase
a-symbiotique Phase pré-symbiotique Etapes symbiotiques

< » ¢ > ¢ >

Myc Factors

Hyphal
branching s
Plant exudates
exudates
Strigolactones Hyphopodium
o
< 2 Cllcium spiIing
@]
o £=

Figure 7 : Schéma des différentes étapes de colonisation des champignons

Arbscules”

mycorhiziens a arbuscules (adapté d'aprés Bonfante et Genre, 2010).

R/

% Phase asymbiotique

Dans des conditions favorables, les spores peuvent germer spontanément et produire un hyphe
germinatif et quelques ramifications primaires sans stimulus exogene. Lorsqu’aucun partenaire
végeétal est a proximité, les hyphes germinatives 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 a

nouveau en dormance de nombreuses fois si des signaux racinaires ne sont pas percus (Koske,
1981).
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% 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 Genre,
2010).
e 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
’activité métabolique du CMA. Dénommées «branchingfactors», ces molécules ont été

identifiées comme étant des strigolactones (Buée et al.,2000).

e Signaux émis par le CMA : les CMA produisent des molécules diffuses qui leur
permettent d’étre reconnus par les plantes. Ces molécules appelées « Mycfactors »
induisent D’activation de genes chez la plante hote relatifs a 1’établissement de la

symbiose (Bonfante & Requena, 2011).

% Phase symbiotique

Le champignon forme une structure renflée au contact de I’épiderme appelée hyphopode ou
appressorium. Les cellules vegétales réorganisent leur cytosquelette et forment un systeme
membranaire de pré-pénetration (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’especes de CMA produisent
¢galement des vésicules qui sont des structures de réserves localisées a I’intérieur ou entre les

cellules corticales (Smith et Read, 2008).

De maniére concomitante au développement dans la racine, 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 métres d’hyphes par cm? de sol. Ces structures vont puiser eau et 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).
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2.4. Bénéfices de la symbiose mycorhizienne

2.4.1. Pour le champignon

Les CMA sont caractérises 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
I’azote) et ’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
carbone 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'nGte : il a été estimé que pres de 20 % du carbone fixé par la plante durant la photosyntheése est
alloué au partenaire fongique sous forme de divers hexoses (glucose, mannose, galactose,

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

2.4.2. Pour la plante hote

Le réle de la symbiose mycorhizienne dans la croissance et la nutrition des plantes a été bien
démontré (Dommergues Et Mangenot, 1970 ; Gianinazzi-Pearson, 1982 ; Strullu, 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 métres d’hyphes de champignons MA par
gramme de sol dans une dune sub-tropicale et a estimé que la longueur d’hyphes qui se

développent autour de la racine peut atteindre 200 a 1000 métres pour un centimetre de racine.

2.4.2.1 Amélioration de la nutrition minérale

Le r6le majeur des mycorhizes se situe au niveau de la mobilisation pour la plante d'éléments

nutritifs tres peu mobiles dans le sol tels que P, Zn et Cu mais principalement le phosphore
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(Lambert et al., 2008). L’amélioration de I’absorption des ¢léments nutritifs chez les plantes

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

La stratégie naturelle de I’acquisition des éléments nutritifs par les plantes terrestres est la
symbiose avec les CMA. Le réseau hyphale externe des CMA joue un rdle important dans
I’absorption des ¢léments nutritifs. Le réseau hyphale agit comme une extension des racines de la
plante hote, améliorant son efficacité d’explorer le sol (Gilroy et Jones, 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
80, 25 et 10 % des besoins de la plantes en phosphore, azote et potassium, respectivement
(Marschner Et Dell, 1994).

e 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 mycorhiziennes extra-racinaires absorbent le phosphore et le
transporte rapidement aux structures mycorhiziennes dans les racines ou il sera libéré
dans I’espace périarbusculaire adjacent aux cellles corticales racinaires (Smith Et

Smith, 1990)

e Azote : C’est un élément indispensable a la vie de la plante. 1l entre dans la synthese de
nombreuses molécules telles que les phospholipides, les coenzymes, les nucléotides et
les acides aminés. Les CMA préleévent 1’azote sous sa forme ammonium (Lopez-
Pedrosa et al.,2006) et acides aminés (Cappellazzo et al.,2008) en utilisant des
transporteurs spécifiques localisés au niveau des hyphes extraracinaires. Il peut
¢galement accélérer la dégradation de la matiere organique afin d’en augmenter la
biodisponibilité pour les plantes (Hodge et al.,2001). Une fois prélevé, 1’azote est
transporté jusque dans les hyphes intra-racinaires sous forme d’arginine (Jin et al.,
2005).

2.4.2.2. Biostabilisation du sol

Les hyphes des CMA étant présents en quantité importante dans les sols, ils peuvent atteindre
111 m/cm® de 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 excréetent une

glycoprotéine, la glomaline, permettant I’agglomération des microagrégats d’un diametre
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infériecur a 250 um pour former des macro-agrégats stables supéricur a 250 pm (Wright et
Upadhyaya et al., 1998). La stabilité du sol ainsi produite permet de lutter contre I’érosion, la
perte de nutriments et de matiére organique par lixiviation, qui sont a I’origine d’une baisse de

productivité en agriculture (Schreiner et Bethlenfalvay, 1995).

2.4.2..3. Protection contre les agents pathogénes

Les CMA sont une composante majeure de la rhizosphére des plantes et peuvent influer sur
I'incidence et la gravité des maladies des racines. Ils influencent la qualité et l'abondance de la
microflore au voisinage des racines et modifient I'activité microbienne de la rhizosphere globale.
Ils provoquent des changements dans la structure de I'exsudation racinaire de I'h6te suite a la
colonisation de I'hdte qui modifie I'équilibre microbien dans la rhizosphere. La colonisation par
les CMA induit une résistance ou une tolérance des plantes face a divers agents pathogenes
(Akhtar et Siddiqui, 2008).

2.4.2.4. 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 (Vivaset 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; Pawlowska et Charvat, 2002). Par conséquent, les CMA jouent un role
écologique important dans la phyto-stabilisation des sols pollués par les éléments traces et

potentiellement toxiques (Garg & Chandel, 2010).
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CHAPITRE 2 METHODES D’ETUDE

2. METHODES D’ETUDE DES MA
Dans cette partie nous allons représenter les méthodes d’études des MA retrouves dans la

bibliographie

3.1. Prélévements : Les échantillons sont constitués de racines et de sol rhizosphérique
3.2. Mise en évidence de la colonisation endomycorhizienne

Dans les racines, la mise en évidence de la colonisation endomycorhizienne est réalisée grace
a une adaptation de la technique de PHILLIPS et HAYMAN (1970). Cette technique est réalisée
en trois étapes: 1’éclaircissement des racines, la coloration des champignons et en fin

I'observation au microscope photonique.

e Eclaircissement

Les racines échantillonnées sont d’abord soigneusement lavées pour éliminer toute trace de
particules de terre, coupées en fragments d’environ 1 cm de langueur. Les fragments racinaires
sont éclairci dans une solution d'hydroxyde de potassium (KOH) a 10% a chaud (a 90°C)
pendant une heure. Aprés ringage a 1’eau, les racines sont plongées quelques minutes dans
I’acide lactique a 10 % pour neutraliser le KOH restant. Cette étape permet I'élimination des
constituants intracellulaires facilitant ainsi Il'observation des structures des champignons

endomycorhiziens a l'intérieur des racines.

e Coloration

Les racines éclaircies sont colorées pendant 20min a90°C par le bleu Trypan a 0,05%. Un

rincage sui cette étape dans le but d'éliminer le surplus de colorant

e Montage et observation

Les fragments racinaires colorés sont disposés parallelement entre lames et lamelles dans du
glycérol. La mycorhization s’observe a I’examen au microscope photonique par une coloration

bleue foncée des structures fongiques dans les racines (fig.8).
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Figure

8 : champignon MA colorée au bleu trypan chez Ononis natrix L (DEBBI Anwar
GUERROUCHE Ibtessem 2019).

3.3. Estimation de la colonisation mycorhizienne a arbuscules

Le taux de la colonisation mycorhizienne est estimé selon la méthode de Trouvelot et al.
(1986).30 fragments racinaires colorés par la technique de PHILLIPS et HAYMAN (1970) sont

montés entre lame et lamelle, a raison de 10 fragments par lame. L’examen au microscope

photonique permet de les annoter selon un baréme de classe et d’estimer ainsi le degré de la

colonisation

mycorhizienne de chaque fragment au moyen de six classes notées de 0 a 5 (fig. )et

la richesse arbusculaire par quatre classes notées A0, Al, A2 et A3 (fig. 8).

Au total 5 parameétres sont a calculer: F%, M%, m%, a% et A%

>

F% : Fréquence de la colonisation mycorhizienne (% du nombre de fragments
racinaires mycorhizés), elle reflete I’importance des points de pénétration de la

colonisation du systéme racinaire.

F% = (nombre de fragments mycorhizés/nombre total de fragments observés) x 100
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» M % : Intensité de la colonisation du cortex racinaire (proportion du cortex colonisé
estimée par rapport au systeme radiculaire entier et exprimée en %), elle refléte

I’importance de la colonisation du systéme racinaire.

» m% : Intensité de la colonisation développée dans la partie mycorhizée du systéme
racinaire (proportion du cortex colonisé dans la partie mycorhizée du systeme

racinaire exprimé en %).

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

(proportion du systéme racinaire renfermant des arbuscules, exprimée en %).

» a%: Teneur arbusculaire de la colonisation dans la partie mycorhizée du systéme
radiculaire (proportion colonisée renfermant des arbuscules, exprimé en %).

[ Echelle d'évaluation de la colonisation mycorhizienne J

|01

3 4 5
0% <]% <10% <50% >50% >90%
( Echelle de I'abondance des arbuscules )
A0 : Pas d’arbuscules
Al : Quelques arbuscules @
A2 : Arbuscules fréquents ] P!
&
A3 : Arbuscules abondants
A0 Al A2 A3

Figure 9 :Baréme de classe de la colonisation endomycorhizienne(d'aprés Trouvelot et al., 1986)
Le calcul de ces paramétres a ¢été réalisé par I'utilisation du programme informatique

MYCOCALC, disponible sur le site Internet http://www?2.dijon.inra.fr/mychintec/
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3.4. Isolement de spores de CMA

L’extraction des spores de champignons mycorhiziens a partir de sols rhizosphériques est
effectuée selon la méthode de tamisage humide décrite par Gerdemann et Nicholson (1963)

suivie d’une centrifugation sur gradient de saccharose (fig.9):

- A partir d’un échantillon de solrhizosphérique, 100g sont prélevés et mis dans 1000

ml d’eau.

- La suspension de terre est ensuite vigoureusement agitée puis filtrée dans une série de

tamis a mailles décroissantes (500, 250, 100, 50 um) sous un jet d’eau.

- Les sols retenus par les trois derniers tamis (250, 100 et 50um) sont récupérés et

mélangés pour I’extraction des spores mis en suspension dans d’eau distillée.

- La suspension sporale est centrifugée une premiére fois a 2000 tpm (tours par minute)
pendant 5 min, le surnageant est éliminé car il contient les débris légers incluant les
spores mortes. Le culot est re—suspendu dans d’une solution de saccharose a 65% et

centrifugé a 2000 rmp pendant 10 minutes.

- Le surnageant est filtré¢ sur un tamis de 50 um et le tamisat est rincées a 1’eau distillée
pour éliminer I’excés de saccharose, puis filtré a travers une membrane filtrante

(papier Wattman n°2) préalablement quadrillé pour récupérer les spores.

- Les spores sont ensuite observées sous loupe binoculaire pour séparer les différents

types morphologiques.

Les spores des CMA sont identifiées par microscopie photonique, selon le manuel de
Schenck& Perez (1990) et comparées aux descriptions des especes du référentiel de la collection
internationale de cultures de champignons mycorhiziens a vésicules et arbuscules

(INVAM)disponible sur le site Internet https://invam.wvu.edu/.
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Figure 10 : Protocole d’extraction des spores des CMA a partir du sol.
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Figure 11 : Séparation morphologique des spores de CMA sous loupe binoculaire (INVAM).
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Conclusion

Les champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA) établissent des relations symbiotiques
avec pres de 80 % des plantes terrestres dont Thymus algeriensis( Boiss&Reut) que représente
une plante médicinale d’un usage trés fréquent donc il faut investie cette symbiose pour améliore
la culture de cette plante a 1’échelle industrielle. La symbiose mycorhizienne maintient et peut
méme stimuler la croissance végétale, tout en réduisant considérablement ses besoins en engrais.
Le mycélium des CMA constitue pour les plantes une extension de leurs systémes racinaires qui
permet a ces dernieres de mieux exploiter I’eau et les minéraux d’un volume de sol étendu. 11 en
résulte des plantes mieux nourries et en santé qui résistent davantage aux stress
environnementaux tels que la sécheresse, le refroidissement et la pollution, et survivent mieux
aux attaques de champignons et bactéries pathogenes. Les CMA améliorent également la qualité
du sol en favorisant la diversité de leur microflore et en réduisant 1’érosion par un meilleur
enracinement. De plus, les CMA peuvent influencer la composition phytochimique des plantes.
De nombreuses études se sont penchées sur I’effet des CMA sur la production de composés

d’intérét thérapeutique par les plantes médicinales.
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