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Résumé

L’étude a été entreprise dans le but d’établir le statut mycorhizien de deux espéces de plantes de
la famille des lamiacée,Mentha rotundifolia et Lavandula stoechasdu parc national de Chréa, et

d’évaluer le potentiel infectieux mycorhizogéne (PMI) de leurs sols rhizosphériques .

Les examens microscopiques des racine des deux especes traitées par la technique de Phillips et
Hayman (1970) ont révélé la présence des structures caractéristiques des mycorhizes arbusculaires,
principalement des hyphes, des arbuscules, des vésicules et des spores, indiquant le caractere

mycotrophique des deux espéces.

L’estimation du degré de colonisation par les champignons mycorhizogénesarbusculaires (CMA) en
adoptant la méthode de Trouvelot et al. (1986) indique que L. stoechas de kéréche est I’espéce la plus
fortement mycorhizée avec une fréquence de mycorhization (F%) de85.87% suivie par M.
rotundifolia de Hakkou Ferraoun (67.04%), L .stoechas de Hakkou Ferraoun (63.79%) et enfin M.
rotundifolia de Kéréche (51.53%). Le cortex des racines de L. stoechas de Kéréche est le plus
fortement colonisé (57.19%), suivie par M. rotundifolia de Hakkou Ferraoun (30.81%), M.
rotundifolia de Kéréche (29.22%) et enfin L. stoechas deHakkou Ferraoun (24.64%). L'intensitéde
la colonisation développée dans la partie mycorhizée (m%) est de 65.85% pour L. stoechas de
Kéreche, 55.44% pourM. rotundifolia deKéreche,45.91%pour M. rotundifoliade Hakkou Ferraoun et

37.55% pour L. stoechas de Hakkou Ferraoun.

Le test biologique réalisésur le sorgho selon la méthode décrite par Plenchette et al. (1989)
indiquentque le PIMso(quantité de substrat non stérile nécessaire a la colonisation de la moitié de la
population) varie en fonction du type de sol (rhizosphérique ou nu). Pour les solsrhizosphériques, il
faut moins de 4g de solnon stérilisé pour mycorhizer 50% des plantes pieges (2,67< PIMso<
3,51g)tandis qu’il faut beaucoup plus de 100g de sol prélevé loin de 1"influance des racines (sol nu)
pour mycorhizer 50% des plants.Le sol prélevé sous L. stoechasde Kéréche semble avoir le PIMso

le plus faible (2,64g), donc le pouvoir infectieux le plus élevé.

Mots clés :Mentha rotundifolia, Lavandula stoechas, mycorhizes arbusculaires, potentiel

infectieux mycorhizogéne.
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Abstract

The study was undertaken with the aim of establishing the mycorrhizal status of two species of
plants of the family Lamele, Mentha rotundifolia and Lavandula stoechas of Chréa National
Park, and to evaluate the mycorrhizogenic (PMI) infectious potential of their plants rhizosphere
soils.

Microscopic examination of the roots of the two species treated by the Phillips and Hayman
(1970) technique revealed the presence of characteristic structures of arbuscular mycorrhizae,
mainly hyphae, arbuscules, vesicles and spores, indicating the mycotrophic nature of the two
species.

The estimation of the degree of colonization by arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) using the
method of Trouvelot et al. (1986) indicates that L. stoechas of kéréche is the most strongly
mycorrhizal species with a frequency of mycorrhization (F%) of (85.87%) followed by M.
rotundifolia of Hakkou Ferraoun (67.04%), L .stoechas of Hakkou Ferraoun (63.79%) and finally
M. rotundifolia from Kéreche (51.53%). The root cortex of L. stoechas de Kéréche is the most
heavily colonized (57.19%), followed by M. rotundifolia from Hakkou Ferraoun (30.81%), M.
rotundifolia from Kéréche (29.22%) and finally L. stoechas from Hakkou Ferraoun (24.64%).
The intensity of colonization developed in the mycorrhizal part (m%) is 65.85% for L. stoechas
de Kéreche, 55.44% for M. rotundifolia de Kéreche, 45.91% for M. rotundifolia of Hakkou
Ferraoun and 37.55% for L. stoechas of Hakkou Ferraoun.

The biological test carried out on sorghum according to the method described by Plenchette et
al. (1989) indicate that PIMso (amount of non-sterile substrate required for colonization of half of
the population) varies with soil type (rhizosphere or bare). For rhizospheric soils, less than 4g of
unsterilized soil is required for mycorrhizal 50% of trap plants (2.67< PIM50 < 3.51g) while
much more than 100g of soil taken away from influenza is required. roots (bare soil) for
mycorhizer 50% of the plants. The soil collected under L. stoechas de Kéreche seems to have the
lowest PIMsg (2.64 @), thus the highest infectivity.

Key words: Mentha rotundifolia, Lavandula stoechas, arbuscular mycorrhizas, mycorrhizal
infectious potential.



Introduction



Les microorganismes vivant en symbioses avec les racines des plantes jouent un rdle majeur dans
la nutrition de ces derniéres. 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 especes de la famille de Lamiacées lI'une des plus répandues dans le
regne végétal (Naghibi et al., 2005).

La région méditerranéenne d’une manic¢re générale et 1’Algérie en particulier, avec son climat
doux et ensoleillé est particulierement favorable a la culture des plantes aromatiques et médicinales,
en particulier, les especes de la famille des Lamiacées, I'une des plus répandues dans le régne
végétal 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 1’eau et des éléments minéraux chez la plante (Labidi
et al.,, 2012). L'impact des champigons mycorhizogénes arbusculaires sur la performance et
I'accumulation de composés thérapeutiques de plusieurs especes de plantes medicinales a été bien
étudié (Toussaint 2007; Toussaint et al., 2007; Zubek et al., 2010). Ces travaux ont montré que
I'inoculation mycorhizienne favorise, non seulement, la croissance des plantes médicinales mais

améliore également la productivité et la quantité des composés phytochimiques.

En Algérie, aucune étude n'a été entreprise sur les associations mycorhisiennes des espéces
végeétales du parc national de Chréa, en particulier, les espéces de la famille des Lamiacées, malgré
I’omniprésence des symbioses mycorhiziennes dans notre environnement naturel. Dans le contexte
d'une contribution a la caractérisation de la diversité des champignons mycorhiziens dans le Parc
National de Chréa, deux espéces de plantes de la famille de Lamiacées, Lavandula stoechas et
Mentha rotundifolia ont fait I'objet de notre étude. Les deux plantes poussent spontanément dans le
Parc National de Chréa. L'objectif de notre travail était de contribuer par une étude préliminaire des
associations mycorhizien arbusculaire des deux espéces dans leur milieu naturel et d'évaluer le

potentiel infectieux mycorhizogene (PIM) des sols rhizosphériques des deux especes étudiées.
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1.LES MYCORHIZES

1.1Généralités

Le terme mycorhize désigne une symbiose mutualistique bénéfique entre les champignons et les
racines de la majorité des plantes vasculaires qui leur permet de survivre et croitre plus efficacement
(Smith et Read, 1997). En effet, les plantes eutrophiques, capables de transformer I'énergie en
éléments nutritifs, et les champignons hétérotrophiques, spécialisés dans l'absorption de I'eau et des
éléments minéraux a partir du substrat de sol, associent leurs fonctions et leurs réles

complémentaires (Dalpé, 2001).

Les symbioses mycorhiziennes se rencontrent chez 90% des plantes terrestres et chez les plantes
aquatiques et marécageuses (Back-Nielsen et vindaek, 2001), distribuées dans tous les climats et les
écosystémes, indépendamment du type de sol (Smith et al., 2010), de la végétation et des conditions
environnementales, elles jouent un réle actif dans I'amélioration de la diversité et la productivité des
plantes, dans la diversité de la microflore, de la microfaune et de la qualite du sol (Tao et
Zhiwei,2005).

Dailleurs, la colonisation des terres émergées a été rendue possible a I'échelle des temps
géologiques par ce phénomene (Redecker et al., 2000), cela suggéré que les plantes vasculaires et
les champignons ont co-évolué (Schwarzott et al., 2001). En effet, les champignons ont été détectés
dans les racines de plantes fossiles d'Aglaophyton (plante pré-vasculaires, ancétre des plantes

vasculaires) (Taylor et al., 1995).

Quelques familles de plantes vasculaires sont qualifiées de non mycotrophes, elles n'établissent
pas de symbiose mycorhizenne, il s'agit des Cruciferes, des Chénopodiacées, des Amaranthacées
desCypéracées, des Urticacées, des Juncacées et quelque espéces de Caryophyllacées (Vosatka et
Albrechtova, 2009).

Les champignons qui forment les mycorhizes appartiennent & des groupes fongiques différents.

Les morphotypes adoptés par les symbiotes fongiques lorsqu'ils colonisent les systemes racinaires



des végétaux, sont utilisés pour classer et distinguer les associations mycorhizennes (Smith et Read,

2008).

1.2. Différents types de mycorhizes

La symbiose mycorhizienne peut prendre plusieurs formes : ectomycorhizes, endomycorhizes et
ectendomycorhizes, (Garbaye, 2013) (fig.1).

Endomycorhizes a pelotons
des Ericaceae

‘ Ectomycorhizes ‘

Endomycorhizes
a arbuscules

Endomycorhizes a pelotons
des Orchidaceae
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Figure 1 : Principaux types mycorhiziens représentés sur une
Coupe transversale d’une racinemodifiée (LeTacon, 1985).

1.2.1. Ectomycorhizes

Les ectomycorhizes sont des racines courtes, ramifiées et recouvertes d’'un manchon d’hyphes

fongiques tres enlacés qui forment une crolte a la surface des racines, le manteau fongique

(Ricklefts et Miller, 2005). Le champignon s’introduit dans les espaces intercellulaires et forme ainsi

un réseau communément appelé le réseau de Hartig (Hopkins, 2003). Les hyphes ne pénétrent pas a




I’intérieur des cellules végétales, mais se concentrent dans le réseau de Hartig (Wang et Qiu,

2006)(fig.2).

La plupart des champignons ectomycorhiziens appartiennent au groupe des Basidiomycétes et
certains autres au groupe des Ascomycetes. IlIs colonisent seulement 5% des especes végétales et

tout particulierement les plantes ligneuses, arbres ou arbustes (Fortin et al ., 2008).

Figure 2 : Schéma montrant les différences

entre les ecto- et les endomycorhizes arbusculaires

(Bonfante et Genre, 2010).
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.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. Le réseau
de Hartig et le manteau fongique sont absents. On distingue les endomycorhize a pelotons et les

endomycorhize a arbuscules (Garbaye, 2013).
“+ Endomycorhizes a pelotons

L hyphe pénétre dans une cellule corticale et va s’enrouler sur elle-méme, sans former de réseau

intercellulaire. On distingue les mycorhizes éricoides et les mycorhizes des orchidoides.

» Mycorhizes éricoides : Elles sont moins fréquentes que les ectomycorhizes ou les
mycorhizes arbusculaires et 1’hote végétal appartient généralement a la famille des
Ericacées, le partenaire fongique est un Ascomyceéte (Peterson et Massicotte, 2004). Le
mycelium extra-racinaire forme un réseau d’hyphes vivants dans le sol et le mycélium
intra-racinaire colonise 1’épiderme et forme des pelotons mycéliens intracellulaires,
cette association reste active pendant une courte période de temps, apres, les
cellulescorticales dégénérent et le champignon colonise en saprophyte les cellules

mortes de la plante (Fortin et al., 2008).

» Mycorhizes des orchidées : Elles sont limitees 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.
Ce type de mycorhize forme des bobines intracellulaires appelé pelotons. Les espéces

fongiques impliquées sont des Basidiomycetes (Peterson et al., 2008).
¢+ Mycorhizes arbusculaires

Elles sont formées par des champignons inférieurs et concernent environ 80 % des espéces
végétales (Barea et al.,1999) .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
(Bonfante-Fasolo, 1984).



1.2.3. 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 (Yu et al., 2001).

1.3.Mycorhizes arbusculaires

1.3.1. Généralités

Les mycorhizes a arbuscules (MA) représentent le type mycorhizien le plus répandu dans la
flore actuelle (Smith et Read, 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 il est devenu clair que certains taxa ne forment pas de vésicules. Le
terme arbusculaire, retenu pour désigner ce type de mycorhizes, réfere aux structures situées a
I’intérieur des cellules corticales des racines appelées arbuscules (arbres nains). La grande majorité

des plantes terrestres sont capables de former des mycorhizes arbusculaires (Brundrett, 2009).

Les CMA sont associés avec les racines de plus de 80% des espéces végétales. Cela inclut les

Angiospermes, Gymnospermes, Sporophytes et Ptéridophytes (Smith & Read, 2008).

1.3.2. Structures des MA

Le champignon mycorhzien 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 (Fortin et al.,
2008).

e Arbuscule

L’arbuscule est I’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 I’intérieur. La membrane de la cellule hote s’invagine
et enveloppe le champignon, ce nouveau compartiment fournit un contact direct entre le

champignon et la plante.Les arbuscules ont une durée de vie limitée estimée en moyenne a 8 jours,



ils entrent ensuite en sénescence et sont complétement éliminées de la cellule végétale qui retrouve

son état initial (Javot et al., 2007).

e Vésicule

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).

e Spore

La spore sert d’organe de stockage et de propagation des CMA. Elle est produite a I’extrémité
d’un hyphe sporogene 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 et Perez, 1990).

1.3.3. 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 & la formulation du terme « type Arum-Paris continium » (Dickson, 2004).



Type Arum Type Paris Type Intermediaire

Figure 3: Représentation schématique des types de la colonisation du cortex racinaire par
les Gloméromycetes formant des endomycorhizes arbusculaires (Garbaye, 2013).

1.3.4. Taxonomie des CMA

Ces champignons symbiotiques étaient autrefois classés dans 1’ordre des Glomales parmi les
Zygomycetes. Les études phylogénétiques récentes ont conduit a la création, en 2001, d’un phylum
bien individualisé, celui des Glomeromycota (Schiifler et al., 2001). Le phylum regroupe 250

especes comprenant 18 genres et 4 ordres (fig. 4).
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Figure 4: Classification des champignons mycorhiziens a arbuscules (Redecker et al., 2013).



1.3.5.Cycle de développement des CMA

Lecycle de développement des champignons mycorhiziens peut étre divisé en 3 grandes phases
(figs).

Phase
a-symbiotique Phase pré-symbiotique Etapes symbiotiques

P> < > <

F N
v

Myc Factors

Hyphal /—\_
branching Fungal -

Plant exudates \

exudates

Strigolactones Hyphopodium

Arbscules’

Figure5 :Schéma des différentes étapes de colonisation des champignons MA
(Adapté d'apres Bonfante et Genre 2010).

» Phase asymbiotique

Dans des conditions favorables, les spores peuvent germer spontanément et produire un hyphe
germinatif et quelques ramifications primaires sans stimulus exogéne. 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).
» 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 «branching factors», ces

molécules ont été identifiees 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 « Myc factors
» induisent I’activation de génes chez la plante hote relatifs a 1’établissement de

la symbiose (Bonfante et Requena, 2011).
» Phase symbiotique

Le champignon forme une structure renflée au contact de 1’épiderme appelée hyphopode ou
appressorium. Les cellules végétales réorganisent leur cytosquelette et forment un systeme
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 également des
vésicules qui sont des structures de réserves localisées a ’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).
1.4. Importance des CMA
1.4.2. Amélioration de la croissance et de la nutrition des plantes

L’effet majeur des champignons mycorhiziens dans les écosystémes non perturbés est

I’amélioration de la croissance des plantes mycorhizées par rapport aux plantes non mycorhizées



(Plenchette et al., 1983). L’accroissement de la biomasse végétale est 1ié a I’apport de nutriments
limitants par le champignon. En effet, en explorant un plus vaste volume de sol que les racines, le
mycélium des champignons MA permet de supplémenter la nutrition de la plante en éléments
limitants, en particulier le phosphore. Le phosphore est en effet prélevé sous forme
d’orthophosphates (phosphate inorganique Pi) par les plantes, or cette forme minérale du phosphore
est en quantité limitée dans le sol et, sous 1’action du prélévement racinaire, il se créé rapidement
des zones d’appauvrissement autour des racines a cause d’un apport relativement lent en P de la part
de la phase solide du sol et de la faible diffusion de P dans le sol. La présence du champignon est
donc essentielle pour explorer le sol a la recherche de cet élément peu mobile et fournir a la plante

ce dont elle a besoin pour se développer(Plenchette et al., 1983).

1 .4.3. Amélioration de la structure du sol

Les hyphes fongiques ont la propriété d’agir sur la macroaggrégation des constituants du sol et
donc sur la stabilité du sol (Tisdall et al., 1991). Cette stabilité est trés importante dans la lutte
contre 1’érosion, la perte des nutriments et de la matiére organique par lixiviationé (Schreiner et
Bethlenfalvay, 1995). L’enchevétrement des racines fines et du mycélium fongique joue un réle
physique dans la liaison des microaggrégats (diametre < 250pm) entre eux pour former des
macroaggrégats (> 250um) stables (Tisdall, 1994). La liaison des microaggrégats est due a la
production en grande quantité de polysaccharides par le mycélium extraradiculaire ; les
champignons MA produisent en effet une glycoprotéine : la glomaline qui influence la stabilité du
sol(Wright et Upadhyaya, 1998).

1.4.3. 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 (Linderman, 1992). lls influencent la qualité et
I'abondance de la microflore au voisinage des racines et modifient lI'activité microbienne de la
rhizosphere globale. Ils provoquent des changements dans la structure de I'exsudation racinaire de
I'néte suite a la colonisation de I'hdte 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 (Akhtar et Siddiqui, 2008).



1.4.4. Bioremediation

Les associations de plantes avec des CMA sont proposées comme une solutionbiologique
potentielle pour améliorer la résistance des plantes a la toxicité des métaux etrestaurer 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;
Pawlowska et Charvat, 2002).Par conséquent, les CMA jouent un rdle écologique important dans la
phyto-stabilisationdes sols pollués par les éléments traces et potentiellement toxiques (Garg et
Chandel, 2010).

2. PLANTES ETUDIEES

2.1. Généralités sur la famille des lamiacées

Les Lamiacées, anciennement appelée Labiées, est 1’'une des familles les plus vaste dans le
régne végétal. Elles constituent 1'une des principales familles de plantes dicotylédones, elle
comprend approximativement 240 genres et 7200 espéces (Harley et al., 2010), plus ou moins
cosmopolites, mais particulierement répandues depuis le Bassin méditerranéen jusqu’en Asie
centrale (Botineau, 2010).

Les lamiacées sont des plantes herbacées, rarement ligneuses, souvent velues. Elles sont
caractérisees par une tige a section carrée, des feuilles opposées a limbe denté, des fleurs
irrégulieres : calice a cinq pétale soudés, corolle en forme de tube se terminant par deux levres,

quatre étamines (Iserin et al.,2001).

Les Lamiaceae est une famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en
industrie alimentaire et en parfumerie qu’en thérapeutique. Elle est ’'une des famille les plus
utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien, antifongique,
anti-inflammatoire et antioxydant. Il est bien connu que les huiles essentielles extraites des plantes
de cette famille posseédent des propriétés pharmacologiques tant sur le plan humain qu’industriel.
De nombreuses propriétés leurs sont conférées : anti-infectieuses, antispasmodiques, antalgiques,

toniques, digestives, cicatrisantes (Hilan et al., 2006).

En Algérie, on énumere les genres : Lamium, Phlomis, Ballota, Stachys, Salvia,Nepeta, Pitardia,

Prunella, Cleonia, Marrubium, Sideritis, Melissa, Ziziphora,Satureja, Origanum, Thymus,



Thymbra, Lycopus, Mentha, Lavandula, Prasium,Ajuga, Teucrium et Rosmarinus (Valdes et al.,
2002).

2.2. Lavandula stoechas L
2.2.1.Généralités

L. stoechas (syn. Stoechas officinarium Moench) est communément appelée ‘lavande frangaise’,
‘lavande italienne’, ‘lavande espagnole’, ‘lavande des stoechades’, ‘lavande maritime’, ‘lavande
papillon’ ou ‘lavande a toupet’. En Algérie, L. stoechas est trés connue sous le nom local "Helhal"
et est largement distribuée a travers toute la périphérie nord du pays. Dans la médecine populaire
algérienne, les parties aériennes, surtout les inflorescences, sont utilisees comme un agent
antiseptique et stimulant (Mahmoudi, 1982). Dans la cuisine, elles sont également utilisées comme

herbe culinaire pour préparer un type particulier de couscous.

Elle a été historiquement la premiere lavande a étre formellement décrite et elle est aussi la
lavande dont le territoire géographique est le plus vaste. Elle est répandue dans tout le bassin
méditerranéen (Europe méridionale, 1’Afrique du Nord et le Moyen Orient) avec une petite
disjonction sur la frontiére Lybie-Egypte. Actuellement, elle a été introduite et est cultivée en
Bretagne, Nouvelle Zélande et en Australie (Benabdelkader, 2012).

Le mot lavande dérive du verbe laver. Il est peut étre issu de l'italien lavando (action de laver)
mais peut remonter au latin lavare qui signifie laver et aussi se baigner, les Romains ayant utilisé

des lavandes pour parfumer leurs bains (Ryley, 1998).
2.2.1.1. Description botanique

C’est un arbrisseau compact aux tiges quadrangulaires d’une hauteur de 0.5-1m, qui porte des
feuilles persistantes, linéaires et duveteuses sur les deux faces, étroites de couleur grise, qui fleurit
au printemps sur les coteaux siliceux.Au printemps, elle donne des fleurs surmontées d’une touffe

violette qui peuvent persister jusqu’a 1’automne (Bellakhdar,1997)

Parmi toutes les especes du genre Lavandula, la lavande stoechade est celle qui possede les plus
grosses fleurs il s’agit d’une inflorescence en forme d’épi (comme toutes les lavandes) a la couleur

violette trés marquée tirant vers le pourpre. La particularité¢ des fleurs vient du fait que 1’épi est



surmonté de bractées de grandes tailles et d’une couleur plus claire que le reste de 1’épi. La
floraison a lieu entre avril et juin. Le fruit est un akéne brun-rouge circulaire. Cette lavande est
aromatique mais peu utilisée en parfumerie parce qu’elle dégage une odeur camphrée. C’est une

remarquable plante d’agrément aux fleurs originales (Benabdelkader, 2012).

Figure 6 : Lavandula stoechas (d’apres Upson et Andrews, 2004 in Benabdelkader, 2012)
(1: cyme, 2 :tige fleurie, 3 : détail des fleurs, 4 : fruit)
2.2.3.2. Systématique

- Régne : Plantae

- Embranchement : Spermatophytes

- Sous-embranchement : Angiospermes
- Classe : Magnoliopsida

- Ordre : Lamiales

- Famille : Lamiaceae

- Genre : Lavandula

- Espéce : Lavandula stoechas



2.2.4.3.Ecologie

La lavande stoéchade apprécie particulierement les sols siliceux et acide. Elle se développe
particulierement bien quand le climat est sec et ensoleillé. De ce fait, on la retrouve trés

fréquemment sur I’ensemble du pourtour méditerranéen (Benabdelkader,2012).

2.3. Mentha rotundifolia L

2.3.1. Description botanique

M. rotundifolia est une herbe vivace de 25 a 80 cm de hauteur. Les feuilles sont distinctement
pédonculées, ovales, obtuses, moins de 2 fois plus longues que larges, ridées en réseau.
Inflorescences en épis en tétes ou en verticilles. Calice tubuleux ou en cloche a 5(4) dents
subégales. Corolle infundibuliforme blanche, rosée ou violet péle a 4 lobes subégaux. Les fleurs
sont en épis cylindriques terminaux non feuillés. L'ensemble de la plante est couvert de poils denses
et blanchétres qui la rendent douce au toucher. Comme toutes les menthes, elle dégage une forte
odeur caractéristique qui chez cette plante rappelle la pomme (Benayad, 2008; Quezel et Santa,
1963).

2.3.2. Systématique

- Regne : Plantae

- Embranchement : Spermatophytes

- Sous- embranchement : Angiospermes
- Classe : Magnoliopsida

- Ordre : Lamiales

- Famille : Lamiaceae

- Genre : Mentha

- Espéce : Mentha rotundifolia L.

2.3.3. Nomenclature

M. rotundifolia porte différentes dénominations a savoir:

- «timarssat» en Algérie (Khadraoui et al., 2013),
- «Timija» au Maroc (El Arch et al., 2003),



- «menthe douce a feuilles ronde» (Kothe,2007).

2.3.4. Ecologie

M. rotundifolia croit dans les zones humides pres des cours d'eau en basse et moyenne montagne
(El Arch et al.,2003). Elle pousse sous les bioclimats semi-arides et humides a variantes chaudes et
tempérées au tour du bassin méditerranéen, en Amérique et en Asie occidentale (Derwiche et al.,
2010).



Chapitre |1
Matériel et Méthodes



Le travail expérimental a été réalisé durant la période allant du mois de Février au mois du
juin 2019 au niveau du laboratoire de recherche des Plantes Aromatiques et Médicinales de

[’université de Blida.

1. MATERIEL

Deux especes de Lamiacées ont fait I’objet de notre étude, il s’agit de la lavande stoechade
(Lavandula stoechas) et de la Menthe a feuilles rondes (Mentha rotundifolia). L’identification des
espeéces a été faite au niveau du laboratoire de botanique de I’Ecole Nationale des Sciences

Agronomiques (ENSA).

Figure 7 : Aspect morphologique de Mentha rotundifolia (a) et Lavandula stoechas (b).

Des échantillons de racines et de sol rhizosphérique des deux especes végétales ont constitué le
matériel de notre expérimentation. lls ont été récoltés par Mme FAIDI en juillet 2018 dans deux
régions différentes du parc national de Chréa, la région de Hak Ouferoune et la région de Kéreche.

Les échantillons de sol ont servi pour I'évaluation du potentiel infectieux mycorhizogéne (PIM)
alors que la détermination du statut mycorhizien des deux especes vegétales étudiées est réalisée sur
les racines.

1.1. Sol

Cing individus par espéce sont choisis au hasard. Autour du pied de chaque plante sélectionnée,
un prélévement de sol rhizosphérique est réalisé sur une profondeur de zéro & 20cm. Les sols



prélevés sont ensuite mélangés pour obtenir un échantillon de sol représentatif de I'espéce (1 a 1,3

kg par espece). Le témoins correspond a un sol nu préleve dans le méme site.

Les sols récoltés sont passés au gros tamis de maille 2cm, afin d’éviter la formation
d’agglomérats et de faciliter le séchage. Ils sont ensuite séchés pendant 8 jours a température
ambiante. Une fois secs, ils sont passés au tamis de maille 2mm et stockés dans des sacs

hermétiqguement fermés et soigneusement étiquetés a 4°C.
1.2. Racines

Pour chaque individu, un échantillonnage de racines fines des deux espéces est également réalisé
dans les mémes points d’échantillonnage du sol. Les racines récoltées sont bien lavées a 1’eau pour
éliminer toutes les particules de sol et conservées dans I’éthanol 70° dans des flacons

soigneusement étiquetes.
2. METHODES
2.1 Mise en évidence de la colonisation mycorhizienne a arbuscules

Les CMA ne provoquent pas des changements morphologiques évidents aux racines cependant,
ils produisent des structures caractéristiques (arbuscules et vésicules) dans les racines. Leur mise en

évidence est réalisée grace a une adaptation de la technique de Philips et Hayman (1970).

Pour chaque plante, les racines conservées dans 1’éthanol 70° sont lavées puis découpées en

fragments d’environ 1 a 2cm de longueur. Ces derniers ont subi les traitements suivants :
2.1.1. Eclaircissement

Les fragments racinaires sont d’abord mis dans une solution de potasse (KOH) a 10% a 1’étuve a
90°C afin de décolorer les tissus en vidant les cellules de leur contenu et de ne laisser que les parois
cellulosiques facilitant ainsi l'observation des structures des champignons endomycorhiziens a
I'intérieur des racines. . Cette étape a nécessité 60 minutes pour Mentha rotundifolia et 90 minutes
pour Lavandula stoechas. Les fragments racinaires sont ensuite abondamment rincées a I'eau de
robinet et trempés dans un bain d’acide lactique a 10% pendant Smn pour neutraliser le KOH

restant.



2.1.2. Coloration

Les racines ainsi éclaircies, sont ensuite colorées dans une solution de bleu trypan a 0,05%
(Annex1) pendant 20 minutes a 90°C puis rincés avec I’eau de robinet afin d’éliminer I’excées de

colorant. Les racines colorées sont conservées dans un melange glycérol—eau (v/v).
2.1.3. Montage et observation

Les fragments racinaires sont montés entre lames et lamelles. La mycorhization s’observe a
I’examen au microscope photonique par une coloration bleue foncée des structures fongiques dans

les racines.
2.2. Estimation de la colonisation mycorhizienne a arbuscule

Le taux de la colonisation mycorhizienne a été estimé selon la méthode de Trouvelot et al,
(1986). 60 a 100 fragments racinaires colorés par la technique de Philips et Hayman (1970), sont
disposes parallelement entre lames et lamelles, a raison de 10 fragments par lame, dans une goutte
de glycérol. Cela 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. 8).
Ttrois paramétres de la colonisation mycorhizienne a arbuscule sont calculés :

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

systeme racinaire.

F (%) = 100 (N-no) / N

Ou : N =nombre de fragments observés

no = nombre des fragments non mycorhizés

e 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 mycorhization relative



M (%) = (95ns + 70na+ 30Nz + 5n2) / N

ns = nombre de fragments notés 5, ns = nombre de fragments notés 4, n3 = nombre de

fragments notés 3, no= nombre de fragments notés 2

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

exprimé en %).

m % : intensité de mycorhization absolue

Im (%) = (95ns + 70na+ 30n3 + 5n2) / (N-No)|

Echelle d’évaluation de la colonisation endomycorhizienne
{
_L--. [] _>,\ I
0 1 2 3 4 5
0% <1% <10% <50% >50% >90%
Absence Moins de Moins de Entre Entre Plus de
de 1% 10 % 11 % et 50 % 50 % et 90% 90 %
colonisation ~ delasurface dela surface de la surface de la surface it e
est colonisée est colonisée est colonisée est colonisée est colonisée

Figure 8 : Notation de la colonisation endomycorhizienne (de classe zéro a classe 5)
(d'apres Trouvelot et al.,1986).

Le calcul de ces paramétres a été réalisé par 1’utilisation du programme informatique MYCOCALC,

disponible sur le site Internet http://www2.dijon.inra.fr/mychintec/

2.3. Détermination du Potentiel Infectieux Mycorhizogéne (PIM)

Le Potentiel Infectieux Mycorhizogéne ou PIM d’un sol représente sa capacité d’initier la

formation d’associations mycorhiziennes a partir d’une quantité d’inoculum présent dans ce sol



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

La méthode utilisée pour évaluer le PIM a été décrite par Plenchette et al., (1989). Elle
consiste a cultiver de jeunes plantes Mycotrophes sur une série de concentrations de sol naturel
dilué avec un sol sableux stérile. Pour cela, le sol utilisé est celui échantillonné sous les deux

espéces étudiées et le sol nu du site d’étude.

2.3.1. Préparation des dilutions de sol

Les dilutions sont réalisées au nombre de six en triplicata (trois répétitions) (tab.1) en
homogénéisant du sol non stérilisé (inoculum) contenant les CMA de chaque échantillon de sol
étudié mélangé avec du sol sableux stérilisé par deux passages consécutifs a I’autoclave (1h,
120°C), espaces de 12 heures minimum. L’homogénéisation des sols mélangés est déterminante
pour la bonne conduite de I’expérience. Pour ce faire, les mélanges sont réalisés dans des sacs en

plastique souple qu'on agite vigoureusement.

Tableau 1 : Différentes quantites de sol non stérilisé et stérilisé utilisées lors des dilutions

Dilutions de sol 1 2 3 4 5 6

Quantité de sol non stérilisé (g) | 3 6 12 24 | 48 | 100

Quantité de sol stérilisé (g) 97 94 88 76 52 0

2.3.2. Production de plantes test

Nous avons retenu comme plante hdte une espece herbacée appartenant a la famille des Poacées,
le sorgho (Sorghum sudanense). 1l s’agit d’une espéce peu exigeante offrant une grande aptitude a

la production rapide de racines néoformées et étant également dépendante de la mycorhization.
¢ Pré-germination / transplantation

Le recours a la pré-germination présente 1‘avantage de fournir aux expériences une population
uniformisée de plantules ayant préalablement poussé dans les mémes conditions, et de contourner

les problemes de graines non germées.



» Désinfection des graines : Les graines sont désinfectées superficiellement dans
une solution d’hypochlorite de sodium a 10 % avec 2 gouttes de tween 20
(mouillant) pendant 12 min en agitation. Aprés quatre ringages successifs avec
I’eau distillée stérile (20 min a 120°C).

> Mise en gémination : Les graines de sorgho désinfectées sont mises a germer
dans des boites de Pétri stériles garnies de papier filtre stérile imbibé d'eau
distillée stérile. La pré- germination est réalisée a I’étuve a 25°C pendant trois

jours.

» Transplantation : les graines pré-germées sont transplantées dans des petits
pots en plastique contenant 100 g de chacune des dilutions de sol a raison de dix

graines par pot.

Au total, I'expérience a nécessité 90 pots (5 sols x 6 dilutions x 3 répétitions) et 900 plantules test
(10 plants/pots). Néanmoins. nous avons enregistré des taux de mortalité acceptables dans la

plupart des pots.
e Conditions de croissance

Pour la détermination du PIM, la plupart des auteurs utilisent des chambres de cultures dans
lesquelles les conditions sont contrblées et parfois les serres. Néanmoins, par manque de chambres
de culture ou de serre climatisée pour accueillir notre expérience nous étions contraints a
envisager une autre solution. Le seul espace intérieur disponible était la paillasse du laboratoire a
température ambiante et ou la source lumineuse était la lumiére naturelle traversant la baie vitrée
située sur un des murs. La culture a duré trois semaines. Les plantes étaient arrosées selon le besoin

a I’eau distillée stérile.
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Figure 9 : Culture de sorgho su difféerentes dilutions de sols

rhizosphériques des deux especes végétale.

2.3.3. Récolte et traitement du systeme racinaire

e Dépotage

Apres trois semaines de culture, les sols sont dépotés, les plantes sont sectionnées au collet et le
systéme racinaire est séparé du substrat par un lavage a 1’eau. Chaque pot contenant plusieurs plantes,
I’objectif est de récupérer chaque systéme racinaire separément. Le fait de mouiller abondamment le
sol avant de le dépoter permet d’avoir un sol plus friable, facilitant I’opération. Apres dépotage,
chaque systeme racinaire est conservé individuellement dans [’alcool 70° dans des tubes

soigneusement étiquetés.
e Coloration et Observation

Chaque systeme racinaire est coloré dans sa totalité par la méthode de Phillips et Harman (1970)
décrite précédemment. Il faut noter que 1'é¢tape de 1’éclaircissement n'a duré que 30 minutes vue que
les racines ne sont pas fibreuses. Les racines colorées sont découpées en fragments et montées entres

lames et lamelles pour 1’observation au microscope photonique.
2.3.4. Estimation du potentiel mycorhizien

Chaque systeme racinaire récolté est classé selon la présence ou I’absence de colonisation
mycorhizienne. La constations d’une seule structure mycorhizienne permet d’affirmer le résultat
positif, alors que ’affirmation du résultat négatif demande 1’observation de la totalit¢ du systeme
racinaire. La difficulté¢ est de différencier un vrai positif, contenant des CMA, d’un faux positif, qui

peuvent étre d’autres champignons. L’affirmation du vrai positif a lieu si au moins une des trois



caracteristiques suivantes sont diagnostiquées : (i) présence de vésicules, (ii) présence d’arbuscules,

(iii) présence de mycélium non cloisonné pénétrant dans la racine.
2.3.5. Calculs

Le nombre de plantes mycorhizées/pot est enregistré et les résultats sont exprimés en pourcentage
de plantes mycorhizées / pot.

Pour chaque sol testé, des régressions linéaires y = ax + b sont calculées a partir de la relation
pourcentage de plantes mycorhizées (y) en fonction du logarithme de la quantité de sol non stérilisé
(x). Deux estimateurs sont construits par la méthode des moindres carrés : a et b, estiment

respectivement la pente et ’interception de la droite avec I’ordonnée (Planchette et al., 1989).

Avec cette équation, le PIMso de chaque sol est calculé, soit la quantité de substrat non stérile

nécessaire a la colonisation de la moitié de la population dans les conditions du test biologique.
2.4. Analyses statistiques

Les données sont traités avec une analyse de la variance (ANOVA) au seuil de 5% (p<0,05) en
utilisant le logiciel SPSS © Statistics version 20.0.0, la comparaison des moyennes par le test de

Tukey.
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1. STATUT MYCORHIZIEN DES DEUX ESPECES

Les examens microscopiques des racines de Mentharotundifolia et Lavandulastoechas indiquent la
présence des mycorhizes arbusculaires (fig.10 et 11). Les différentes structures que nous avons
observées sont : les hyphes extra et intra-radiculaires, les appressoria, les pelotons, les arbuscules, les

veésicules, et les spores.

e Hyphesceenocytiques extra et intra-radiculaires

Les hyphes extraradiculaires sont observés sur les racines des deux especes étudiées, ilssont épais
et fortement colorés au bleu de Trypan, ils présentent le diametre le plus important et portent parfois

des spores (fig.11i).

Les hyphes intra-radiculaires ayant un diamétre moins important, sont soit intercellulaires
(’hyphe se développant entre des cellules corticales) portant parfois des vésicules intercellulaires
(fig.10g,1,j,ket 11d,e,g,h), soit intracellulaires (I’hyphe pénétre la cellule et se développe a ’intérieur).
Des hyphes droitss’étendent entre les cellules racinaires et se ramifient parfois en prenant des formes

d’un « Y » et des liaisons en « H » (fig.10d).

e Appressorium

Au contact avec les racines, les hyphes fongiques forment des structures d’adhésion appelées
appressoriumou hyphopodium(point d’entrée du champignon) (fig.10b,c et 11b),c’est un signe de

reconnaissance entre le champignon et les racines d’une plante.

e Peletons

Apres pénétration, les hyphes progressent dans le cortex racinaire puis s’enroulent en pelotons
mycéliens (fig.10c) qui sont parfois présents a I’intérieur des cellules les plus externes du cortex. IlIs

sont beaucoup plus abondants au point de pénétration de I’hyphe lors de la colonisation de la racine.



Figure 10 : Structures caractéristiques des champignons mycorhiziensarbusculaires observées dans
les racines de Lavandulastoechas colorées au bleu de Trypan.

a: Fragment racinaire non mycorhizé, cylindre central (cc); b : point d'entrée du champignon (pe), hyphes intra-
radiculaires (hi); c: appressorium (ap) et peloton d'hyphe (p) au niveau d'un point dentrée; d :jonction en H et
ramifications en Y des hyphes (fléches);e,f,g: fragments racinaires fortement colonisés par les CMA, arbuscules (a),
vésicules (v);h : détail des arbuscules, trancarbusculaire (ta);i,j,k : vésicules (v); I, m, : spores (s)



Figure 11 : Structures caractéristiques des champignons mycorhiziensarbusculaires
observées dans les racines de Mentharotundifolia colorées au bleu de Trypan.

a: Fragment racinaire non mycorhizé, cylindre central (cc); b : point d'entrée du champignon (pe), ¢ : fragments racinaires
colonisés par les CMA, arbuscules (a); d, g, h :vésicules (v), hyphes intra-radiculaires (hi); e : détail d'une vésicule (v); f:
détail des arbuscules, i:hyphes extra-radiculaires (he) portant des spores (s)



e Arbuscules

Les hyphes intercellulaires pénétrent les cellules du cortex interne et se ramifient pour former des
structures rappelant des petits arbres, les arbuscules intracellulaires, composés d’un tronc gonflé appelé
le tronc arbusculaireet de ramifications de plus en plus fines (fig.10g,h et 11c,f). lls ont été rarement
observés dans les racines des deux plantes étudiées, leur présence est un signe d’une colonisation en

phase active.

e Vésicules

Les vésicules sont des renflements (dilatations) des extrémités des hyphes mycéliens intra-
radiculaires. Elles sont observées en nombre important, de différentes formes(de sphérique a ovale ou
allongées) et de différentes tailles, elles sont dotées de quelques déformations (fig.10g,i,j.k et
11d,e,9,h). Elles sont surtout intercellulaires mais peuvent aussi se former a I’intérieur des cellules. La

présence des vésicules est un signe d’une colonisation ancienne (Sénescente).

e Spores

Les spores sont produites a I'extérieur a I'extrémité d'un hyphe sporogéne(fig.11i) ou a l'intérieur

des racines (fig.10i,m). Elles sont de petite taille et de forme globulaire ou sphérique.

2. ESTIMATION DE LA COLONISATION MYCORHIZIENNE

La méthode de Trouvelot et al, (1986) a permis de calculer trois paramétres de colonisation
mycorhizienne: fréquence de mycorhization (F%), intensité de la colonisation du cortex racinaire
(M%) et intensitéde la colonisation développée dans la partie mycorhizée du systéme racinaire (m%).
Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau4(Annexe 3) et illustrés par les figures 12, 13 et
14,

¢ Fréquence de mycorhization (F%o)

L’analyse des résultats de la fréquence de mycorhization (F%) (fig.12) montre que L. stoechasde
kéréche est I’espece la plus fortement mycorhizée avec une moyenne de 85.87% suivie par M.
rotundifoliade HakkouFerraoun(67.04%), L .stoechas de HakkouFerraoun(63.79%) et enfin M.
rotundifoliade Kéréche (51.53%). Cependant, l'analyse de variance indique que les différences des

moyennes de F%observées entreles deux espéces pour la région deHakkouFerraounsont



statistiquement non significatives. Par contre, pour la région deKeéréche,les différences entreles deux

espéces sont hautement significatives (F=5.77 ; P<0.01).
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Figure 12 : Fréguence de mycorhization (F%) de Lavandulastoechaset
Mentharotundifoliades deux régions, HakkouFerraounet Kéreche.

e Intensité de la colonisation du cortex racinaire (M%b)

L’analyse de la figure 13 révele que le cortex du systéme racinaire de L.stoechasde Keréche est le
plus fortement colonisé par les CMA (57.19%), suivie par M. rotundifoliade
HakkouFerraoun(30.81%), M. rotundifoliade Kéréche (29.22%) et  enfin L.
stoechasdeHakkouFerraoun(24.64%). En effet, D’analyse de variance indique que L.
stoechasHakkouFerraoun, M. rotundifolia du Kéréche et M. rotundifoliade HakkouFerraounsont
regroupées dans le méme groupe homogene (a) avec une moyenne variant entre24,64 et 30,81 %, les
différences des moyennes de M%observées entre les éléments du groupe (a) sont donc statistiquement
non significatives. L. stoechas de Kéreches’isole dans un deuxieme groupe (b), les différences des
moyennes de M%entre les deux groupes (a) et (b)sont hautement significatives(F=8.43 ; P<0.01).
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Figure 13 : Intensité de mycorhization (M%) chez Lavandulastoechaset
Mentharotundifolia des deux régions, HakkouFerraounet Kéréeche.

e Intensité de la colonisation développée dans la partie mycorhizée (m%b)

Les résultats (fig.14) indiquent que la proportion du cortex colonisé par les CMA dans la partie
mycorhizée de L. stoechasKéréche est la plus importante (65.85%) suivie par M. rotundifoliaKéréche
(55.44%) et M. rotundifoliaHakkouFerraoun(45.91%), L. stoechasde HakkouFerraounvient en derniére

position avec une intensité de colonisation de 37.55%.

L’analyse statistique révele que les différences observées pour les valeurs des moyennes de m%
entre les deux régions pour l'espeéce M. rotundifolia, entreM. rotundifoliaHakkouFerraoun et L.
stoechasKéreche et entre les deux espéces pour la région deKéreche sont non significatives. Par contre,

la différence enregistrée entre les deux régionspour l'especeL. stoechasest hautement significative (F=
8.89 ; P<0.01).
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Figure 14 : Intensité de la colonisation (m%) chez Lavandulastoechaset

Mentharotundifoliades deux régions, HakkouFerraounet Kéréeche.

3. DETERMINATION DU POTENTIEL INFECTIEUX MYCORHIZOGENE
3.1. Description des structures formées par les CMA

Apres trois semaines de culture du sorgho dans les dilutions de sol, le systeme racinaire entier de
chaque plantule est coloré au bleu de Trypan et observé au microscope photonique.Quant la

colonisation existe, elle se manifeste par 1’observation des différentes structures des CMA (Fig.15).

De nombreux points d’entrés sont observés avec différentes formes d’appressoria(fig.15,b,c,d), ces
points d’entrés sont considérés comme I’événement le plus décisif dans le déroulement de la
colonisation endomycorhizienne. Apres pénétration, les hyphess’enroulent dans les premiéres cellules
corticales en formant des pelotons (fig.15c,e), puis s’insinuent entre les cellules et les pénétrent pour
former des arbuscules (fig.15e). Les vésicules ont été rarement observées (fig.15f), probablement en
relation avec lI'dge de la colonisation. La morphologie des mycorhizes est analogue a celle des MA

naturelles.



Figure 15: Structures formées par les CMA dans les racines de sorgho
colorées au bleu de Trypan.

a,b: point d’entrée (pe) et colonisation du cortex par les hyphes intra-radiculaires (hi),arbuscule
(@), cylindre central (cc);c: détail d'un point d’entré; d: détail de I'appressorium (ap) et de
pelotons d'hyphes (p); e: détail des arbuscules (a), hyphes intra-cellulaire (hic);f: vésicules (v).

3.2.Potentiel infectieux mycorhizogene

Les pourcentages des plantules mycorhizées enregistrés dans le test biologique pour déterminer le
potentiel infectieux mycorhizogéne des sols deLavandulastoechaset Mentharotundifolia dans les deux

régions, HakkouFerraoun et Kéreche.Sont donnés dans le Tableau 2.



Tableau 2: Les pourcentages de plantules mycorhizées du sorgho cultivées sur une gamme de dilutions
du sol nu et des sols rhizosphériques delLavandulastoechaset Mentharotundifolia dans les deux

régions, HakkouFerraoun et Kéreche.

Plantules de sorgho mycorhizées (%)
Sols Sol Sol Sol Sol
M. rotundifolia | M. rotundifolia | L. stoechasK | L. stoechasHF Sol nu
K HF
Dilutions (%

3 27,77 0 22,22 0 0
6 33,33 11,11 33,33 11,11 0
12 33,33 33,33 42,22 47,22 0
24 50,00 63,88 88.88 66.66 0
48 83,33 83,33 100 88,88 0
100 100 100 100 100 0

HF : HakkouFerraoun;K : Keréche

L’analyse des résultats du tableau si dessus montre que, d’une manicre générale, le pourcentage de
mycorhization des plantes test (sorgho) augmente avec l’augmentation de la quantité de sol
rhizosphérique pour les deux espéces de plantes etudiées. Le sol nu (sans végétation) n’a donné aucune
mycorhization (0%) quel que soit la quantité du sol utilisé. Les quatre sols rhizosphériques ont atteint

le niveau de mycorhization de 100% avec la dilution de 100%.

Pour chaque type de sol, une régression linéaire (y = ax + ) est établie a partir de la relation
pourcentage de plantes mycorhizées en fonction du logarithme de la quantité de sol non stérilisé. Le
PIMso, caractérisant la quantité de sol non stérilisé nécessaire pour mycorhizer 50% d’une population
de plantes dans les conditions du test biologique est calculé a partir de cette équation. Les résultats sont

mentionnés dans le tableau 3.



Tableau 3 : Coefficient de régression (R?) desdroites de régression du type y = a x + B établies pour
déterminer le potentiel infectieux mycorhizogéne (P1Mso: quantité de sol non stérilisé nécessaire pour

mycorhizer 50% d’une population de plantes)des différents sols étudiés.

Origine du sol R2 (5/'1'2)/'85)
M. rotundifoliaK 0,658 3,13
M. rotundifoliaHF 0,887 3,51
L. stoechasK 0,818 2,67
L. stoechasHF 0,815 3,33
Sol nu - >100

HF: HakkouFerraoun, K : Kéreche

Le PIMso varie en fonction du type de sol (rhizosphérique ou nu), la plus petite valeur indiquant un
fort potentiel d’infection (tab.3). Pour les sol prélevés sous les deux plantes étudiées
(solsrhizospherique), il faut moins de 4g de sol non stérilisé pour mycorhizer 50% des plantes pieges
(2,67< PIMsos 3,51g)tandis qu’il faut beaucoup plus de 100g de sol prélevé loin de I"influence des
racines (sol nu) pour mycorhizer 50% des plants. Cela signifie qu’il n’y a pas assez de propagules de
champignons mycorhiziens dans 100g de sol nu pour obtenir 50% de plantules mycorhizées. Par
ailleurs, les PIMso des sols rhizospheriques sont comparables quel que soit I'espece végétale et quel
que soit la région de prélévement. Néanmoins, le sol prélevé sousL. stoechasde Kéréche semble avoir
le PIMso le plus faible (2,64g), donc le pouvoir infectieux le plus élevé.

Les résultats suggerent que le PIM des sols rhizosphériques est beaucoup plus élevé que celui du sol
nu. Le PIM des sols prélevés sous les deux especes étudiéessont similaires,néanmoins, le sol

rhizosphérique de L. stoechasde Kéréche semble avoir le pouvoir infectieux le plus élevé.



4. Discussion

Nos résultats montrent que les deux espéces vegétales étudiées, Mentha rotundifolia et Lavandula
stoechas, sont mycorhizées quel que soit le région prospectée . La mycorhization est naturellement
établie et les mycorhizes sont de type arbusculaire. En effet, toutes les structures formées par les
champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA), principalement des hyphes, des arbuscules, des
vésicules et des spores, ont été observées a l'intérieur des racines des deux espéces. ces résultats
confirment la mycotrophie des deux espéces et leur dépendance aux CMA. Ces observations appuient
les résultats de travaux antérieurs montrant que, en milieu méditerranéen, la majeure partie des especes
végétales sont hautement mycotrophes (Requena et al., 1996, 1997). Il a aussi souvent été démontré
que la plupart des plantes dans les écosystemes terrestres ont des associations mycorhiziennes
(Brundrett, 1991). Dans cette association le champignon prend le réle de la racine de la plante et agit
comme une extension du systeme racinaire (Muchovej, 2004). Par ailleurs, la présence de CMA dans
les racines de L. stoechas est mentionné par Azcon et Barea (1997), ces auteurs ont rapporté que cette
plante présente une dépendance mycorhizienne élevée. De méme, la lavande a été classée comme
mycorhizienne obligatoire (Brundrett, 1991) ou comme hautement dépendante de la symbiose
mycorhizienne (Habte et Manjunath, 1991). Concernant Mentha rotundifolia, a notre connaissance, il

n’existe aucune référence disponible sur le statut mycorhizien de cette espéce.

Cette étude a, en outre, démontré par un test biologique que le PIM des sols rhizosphériques est
beaucoup plus élevé que celui du sol non végeétalisé (nu). Des études antérieures ont signalé qu’une
espece végétale peut directement influencer 1’abondance et la composition des propagules fongiques
dans sa rhizosphere. Ainsi, Azcon-Aguilar et al., (2003) et Abbas et al., (2013), par exemple, ont
montré que les rhizosphéres de plusieurs espéces de plantes ,dont Lavandula multifida, sont plus riches

en propagules de CMA par rapport aux sols nus qui les entourent.



Conclusion

Notre étude a porté sur I'évaluation du statut mycorhizien de deux espéces de lamiacées spontanées,

Mentharotundifolia et Lavandulastoechas, ainsi que la détermination du PIM de leurs sols



rhizosphériques.Cette étude constitue le premier travail sur le statut mycorhizien des especes végétales

du parc national de Chréa.

La présence de champignons mycorhiziens est détectée dans les racines des deux especes étudiées.
La mycorhization est naturellement établie, les mycorhizes sont de type arbusculaire. L. stoechas de
kéréche est 1’espéce la plus fortement mycorhizée, le cortex racinaire de cette espéce est le plus
fortement colonisé par les CMA, comparée a L .stoechas de HakkouFerraoun et M. rotundifoliades
deux régions dont les fréquences et les intensités de mycorhization sont moins importantes et

similaires.

Notre travail a, en outre, démontré par un test biologique que le PIM des sols rhizosphériques est
beaucoup plus élevé que celui du sol non végétalisé (nu). Ce dernier est trés pauvre en propagules des
CMA. Le PIM des sols prélevés sous les deux espéces étudiées est important et similaire, néanmoins,

le sol rhizosphérique de L. stoechasde Kéreche semble avoir le pouvoir infectieux le plus élevé.

Afin de compléter et de poursuivre ce travail, des perspectives peuvent étre envisagées pour la

cautérisation de la diversité des CMA du parc national de Chréa:

> etablir le statut mycorhiziendes espéces végetales des du parc national de Chréa, en

particulier les lamiacées.

> isoler les spores de CMA associées a la rhizosphere des plantes suivie de leur

identification basée sur des criteres morphologiques.
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Annexes



Annexe 1

Compositions des colorants et réactifs utilisées :

Préparation de 1000ml de solution colorante de Bleu trypan au lacto-glycérole

Colorant bleu 0.54g.

Acide lactique 333 ml.
Glycérol 333 ml.
L'eau distillé 333 ml.

Agitation magnétique environ 30 min.

Acide lactique a 10%
Acide lactique 100 ml.

Eau distillé 1000 ml.

La potasse (KOH) a 10 %
KOH 100 g.

Eau distillé 1000 ml



Annexe 2

La grille de bareme de classe
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Annexe 3

Tableau 4 : Paramétres de la colonisation mycorhiziene de Lavandula stoechas et
Mentha rotundifolia des deux régions, Hakkou Ferraoun et Kéréche.

Parametres de la colonisation mycorhiziene

especes F% M% m%
Lavandula stoechas 85,87+ 4,78 b 57.93+12.64 b 65,85+9,71 ¢
kéreche
Lavandula stoechas | o3 79,95 g5 4 24.64+8.71 a 37.55+3.92 a
Hakkou Ferraoun
Mentha rotundifolia | ¢, 55,1695 4 29.22+16 32 a 55.44+1527 b.c
kéreche
Mentha rotundifolia | ¢ 4155 13 4 30,81+13.88 a 45.91+3.26 ab
Hakkou Ferraoun

F% : fréquence de mycorhization, M% : Intensité de la colonisation du cortex racinaire , m% : Intensité de la colonisation
développée dans la partie mycorhizée du systeme racinaire.
Pour chaque colonne les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a

P<0.05.

Annexe 4
Analyse de la variance (ANOVA)

Variabilité des F% ; m% et M% par rapport aux espéces de plantes
L’analyse de la variance (ANOVA) au seuil de 5% indique qu’il existe une influence de la variation des
plantes sur F% (p= 0,01), m% (p= 0,00) et M% (p= 0,00)

ANOVA a 1 facteur

Somme des Moyenne Signification
carrés ddl des carrés F (p)
F%  Inter-groupes 3027,70 3,00 1009,23 5,77 0,01
Intra-groupes 2800,25 16,00 175,02
Total 5827,95 19,00
M% Inter-groupes 3249,44 3,00 1083,15 8,43 0,00
Intra-groupes 2056,95 16,00 128,56
Total 5306,38 19,00
m% Inter-groupes 2234,68 3,00 744,89 8,89 0,00
Intra-groupes 1340,18 16,00 83,76



Total 3574,86 19,00
F%

Test de Tukey

Sous-ensemble pour alpha =

0.05

Plante N 1 2
M. rotundifolia Kéreche 5 51,536000
L. stoechas Hakkou Ferraoun 5 63,796000 63,796000
M. rotundifolia Hakkou Ferraoun 5 67,048000 67,048000
L. stoechas Kéréche 5 85,872000
Signification 0,286 0,076

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 5,000.

M%
Test de Tukey
Sous-ensemble pour alpha =
0.05
Plante N 1 2
L. stoechas Hakkou Ferraoun 5 24,646
M. rotundifolia Kéréche 5 29,228
M. rotundifolia Hakkou Ferraoun 5 30,816
L. stoechas Kéréche 5 57,198
Signification ,825 1,000
m%
Test de Tukey
Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Plante N 1 2 3
L. stoechas Hakkou Ferraoun 5| 37,556000
M. rotundifolia Hakkou Ferraoun 51| 45,910000 | 45,910000
M. rotundifolia Kéreche 5 55,442000 | 55,442000
L. stoechas Kéréche 5 65,856000
Signification ,492 ,382 ,310







