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Résumé

Dans un contexte de transition agro écologique, la gestion de la fertilité du sol et la sécurité
alimentaire sont des questions centrales. La valorisation de la culture des légumineuses est
actuellement une alternative pour restaurer la fertilité des sols. Les légumineuses ont la
capacité d’étre co-inoculées par les champignons mycorhiziens arbusculaires et les rhizobia,

ce qui induit des bénéfices importants pour la plante.

Le pois chiche Clicer arietinum L. est parmi les légumineuses qui bénéficient de la sym-
biose rhizobienne qui lui permet de fixer 'azote atmosphérique. Cette fixation est un
mécanisme tres demandant en phosphore. Pour cela, la plante développe des stratégies
pour améliorer 'acquisition du phosphore comme la symbiose mycorhizienne. Ainsi une
attention particuliere a été portée sur I’évaluation de l'effet de la diversité des champignons
endomycorhiziens sur la croissance du pois chiche et sur I’amélioration de ’absorption du
phosphore. Pour cela une expérimentation en serre a été réalisée pour évaluer l'effet de
la diversité de CMA sur la croissance du pois chiche avec en particulier 'acquisition du
phosphore et de 'azote. Cette évaluation se fait en comparant les effets obtenus sur le
pois chiche inoculé par une communauté avec ceux obtenus avec le pois chiche inoculé par
chacune des souches composant la communauté. De plus, nous cherchons a comprendre
le mécanisme qui controle la relation pois chiche-CMA pour deux situations contrastées

de disponibilité de phosphore.

Les résultats obtenus ont montré que la mycorhization a un effet bénéfique sur la crois-
sance de pois chiche et sur I'acquisition du phosphore et de ’azote en absence de fixation
symbiotique d’azote. Les performances des plantes inoculées avec la communauté de Rhi-
zophagus sont moindres par rapport aux autres traitements avec inoculation, cela nous
amene a penser qu'une compétition a eu lieu entre les souches de la communauté. Aussi
nous avons remarqué une relation préférentielle entre le cultivar FLIP 84 92C, Rhizophagus

aggregatus et le sol de Cazevieille.

Les mots clés : Cicer arietinum L., champignons mycorhiziens, phosphore,

diversité, relation préférentielle, Rhizophagus



Abstract

The effect of mycorrhization and its diversity on chickpea nutrition under two

phosphorus levels

In a context of agro-ecological transition, soil fertility management and food security are
central issues. The valorization of leguminous crops is currently an alternative to restore
soil fertility. Legumes have the capacity to be co-inoculated by arbuscular mycorrhizal

fungi and rhizobia, which induces important benefits for the plant.

Chickpea (Cicer arietinum L.) is among the legumes that benefit from rhizobial symbiosis,
which allows it to fix atmospheric nitrogen. This fixation is a very demanding mechanism
in terms of phosphorus. For this, the plant develops strategies to improve phosphorus
acquisition such as mycorrhizal symbiosis. Thus, particular attention was paid to the eva-
luation of the effect of the diversity of endomycorrhizal fungi on the growth of chickpea
and on the improvement of phosphorus uptake. For this purpose, a greenhouse experiment
was carried out to evaluate the effect of CMA diversity on the growth of chickpea, par-
ticularly on phosphorus and nitrogen acquisition. This evaluation is done by comparing
the effects obtained on chickpea inoculated by a community with those obtained with
chickpea inoculated by each of the strains composing the community. In addition, we
seek to understand the mechanism that controls the chickpea-CMA relationship for two

contrasting situations of phosphorus availability.

The results obtained showed that mycorrhization has a beneficial effect on chickpea growth
and on phosphorus and nitrogen acquisition in the absence of symbiotic nitrogen fixation.
The performance of the plants inoculated with the Rhizophagus community is lower than
in the other treatments with inoculation, which leads us to believe that a competition
has taken place between the strains of the community. Also we noticed a preferential
relationship between the cultivar FLIP 84 92C, Rhizophagus aggregatus and the soil of

Cazevieille.

Keywords :Cicer arietinum L., mycorrhizal fungi, phosphorus, diversity, pre-

ferential relationship,Rhizophagus
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Chapitre 1
Introduction

Ces années le monde a connu une croissance démographique spectaculaire qui se traduit
par une augmentation dans les besoins alimentaires. De ce fait, et afin de répondre a ces
besoins, un accroissement des rendements agricoles semble utile. Néanmoins, les rende-
ments sont souvent faibles a cause d’une dégradation de la qualité des sols. L’insertion
des légumineuses dans les systemes de culture semble un moyen pour gérer la fertilité
des sols. les 1égumineuses sont capables d’établir des symbioses avec les rhizobiums et les
champignons mycorhiziens. Ces deux formes de symbioses jouent un role important dans
I’amélioration de la fertilité du sol. La fixation symbiotique de ’azote dépend de la dispo-
nibilité en phosphore puisqu’elle a besoin d’une forte quantité en énergie sous forme ATP.
L’effet de la mycorhization sur I'absorption de I'azote semble indirecte : I'augmentation

de I'assimilation du P que les mycorhizes favorisent la fixation du N2.

La valorisation des symbioses et des légumineuses telles que le pois chiche (Cicer arieti-
num L.) dans les systémes de cultures procure plusieurs avantages. Une étude faite par
[Richardson et al., 2009] a montré qu'une co-inoculation de rhizobia et de CMA permet-
trait une meilleure nutrition (en P et N) et une production de biomasse plus élevée chez

la luzerne et le pois qu'une inoculation séparée avec chacun de ces deux symbiotes.

Dans ce contexte, nous étudions 'effet de la mycorhization et de sa diversité sur la crois-
sance et la nutrition du pois chiche (Cicer arietinum L.), dans deux conditions contrastées

d’accessibilité en phosphore.

Ce mémoire présentera d’abord les connaissances sur les symbioses mycorhiziennes, les
symbioses rhizobiennes, la diversité des champignons endomycorhiziens puis les objectifs
et hypotheses de travail. Le dispositif expérimental ainsi que les analyses réalisées seront
présentés, suivi des résultats obtenus. Enfin, les méthodes et les résultats seront discutés

pour finir sur une conclusion.



Chapitre 2

Etat de Dart

I. Importance des légumineuses alimentaires et du

pois chiche

Les légumineuses sont des plantes dicotylédones qui appartiennent a la famille des fa-
bacées. Elles occupent une place tres importante dans le monde pour de nombreuses rai-
sons. D’abord, elles constituent une source idéale de protéines et d’acides aminés. En outre,
la culture de légumineuses contribue a la sécurité alimentaire des agriculteurs puisqu’elles

peuvent étre a la fois consommeées et vendues par les familles d’agriculteurs [FAO, 2016].

En agriculture, sur une méme parcelle, I'implantation de légumineuses avec une ou plu-
sieurs cultures ou alternativement est un moyen pour réduire 'utilisation d’intrants dans
les systémes des cultures. Grace a leur propriété de fixer biologiquement 1’azote, les 1é-
gumineuses améliorent la fertilité du sol et renforcent la productivité des terres agricoles
[FAO, 2016].

Cependant, en Europe, les légumineuses représentent moins de 2 % des surfaces des
grandes cultures. La figure 8.1 (Annexe) présente la production mondiale des principales

familles de légumineuses.

1. La culture de pois chiche

Le pois chiche (Cicer arietinum) est une plante traditionnelle cultivée dans les régions
semi-arides du monde depuis des centaines d’années, principalement en Inde, au Pakis-
tan, dans les pays du Moyen-Orient et dans certaines régions d’Afrique. Aujourd’hui, sa
valeur dans le monde entier est importante. Il est cultivé dans un certain nombre de pays

européens tels que la France, I’Australie et les Etats-Unis [Lavrenko et al., 2019].



Selon [Schneider and Huyghe, 2015], Le pois chiche est parmi les Iégumineuses qui exercent
un effet favorable sur la fertilité des sols grace a leur propriété de fixer I'azote atmosphé-
rique. En France, et suite a la croissance de la consommation des 1égumes secs et la volonté
des agriculteurs de diversifier leur production, la surface cultivée en pois chiches a aug-
menté dans le sud du pays. En effet, la superficie est passée de 3000 ha en 2010 & pres de
7000 ha en 2012, comme le montre la figure 8.2 (Annexe).

2. La nutrition minérale du pois chiche

a. Importance de ’azote

L’azote (N) est I'un des éléments nutritifs majeurs nécessaires a la croissance de la plante.
Par contre, il est I'un des éléments les plus limités pour la croissance biologique puisqu’il se
trouve majoritairement sous une forme inaccessible]LAZALI, 2014]. Dans "atmosphere,
il y a 80% de diazote (N2), mais les plantes ne peuvent pas 1’absorber sous cette forme.
Les plantes absorbent seulement les formes ioniques solubles les nitrates (NO3-) ou I'am-
monium (NH4+). Le prélevement de 'azote du sol par les plantes dépend en partie des
besoins de la plante mais aussi de la disponibilité de 1'azote. En effet ce dernier se trouve
sous forme organique complexe et nécessite d’étre minéralisé par les bactéries du sol
[Ernest, 2019].

Seules les bactéries diazotrophes qui possedent la propriété de fixer ’azote atmosphérique
sont capables de I'exploiter sous cette forme. Les rhizobia sont des bactéries diazotrophes
capables de s’associer avec une plante légumineuse hote et de fixer ’azote atmosphérique.
La mise en place de la symbiose rhizobienne conduit a la formation de nodosités sieges de
la fixation d’azote, et est contrélée par un dialogue entre les deux partenaires. Ce dialogue
moléculaire débute par la production des flavonoides par la plante et vont déclencher la
production de molécules bactériennes appelée facteur Nord. Ces derniers vont déclencher
deux processus paralleles : 'infection de la plante par les bactéries et 1'organogenese de
la nodosité [Ernest, 2019].

Dans le cas du pois chiche, les rhizobia associées appartiennent au genre Mesorhizobium.
Les principales especes de rhizobia sont Mesorhizobium ciceri, Mesorhizobium mediterra-

neum et Mesorhizobium muleiense, Mesorhizobium wenziniae [Nour et al., 1994].

b. Importance du phosphore

Le phosphore (P) est un élément de faible mobilité dans le sol, et est 'un des éléments
les moins disponibles pour les plantes. L’atome de P est toujours associé a l'oxygene

pour former le groupement phosphate (PO4)3-, qui est la forme absorbée par la plante



[Bulgarelli et al., 2017].

La nutrition phosphatée est trés importante pour les légumineuses fixatrices de ’azote.
La disponibilité du P et sa mobilisation par la plante ont un effet direct sur leur aptitude
a fixer 'azote atmosphérique. En effet, la conversion de 'azote atmosphérique N2 en ion
ammonium nécessite une grande quantité d’énergie sous forme d’ATP, ainsi la disponibilité
du phosphore est un élément non négligeable pour la fixation du l'azote. La figure 2.1
montre qu’en absence de phosphore dans la solution nutritive, le nombre de nodosités

développées par Trifolium pratense est tres faible [Bulgarelli et al., 2017].

2500
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Nodule number per plant

MP- N-P+ NP N+P- N+P+

FIGURE 2.1 — Nombre de nodules par plante pour différents traitements de P et N : (N-
P-faible N, faible P, N-P+ faible N fort P, NP moyen M moyen P, N+P-fort N faible P,
N+P+ fort N fort P) [Bulgarelli et al., 2017]

II. Les symbioses mycorhiziennes

1. Présentation générale des mycorhizes : les champignons my-

corhiziens a arbuscules

La symbiose mycorhizienne est une association symbiotique entre un champignon myco-
rhizien et une racine de plante hote. Il existe trois types principaux de mycorhizes : les
ectomycorhizes, les ectendomycorhizes et les endomycorhizes. La différence entre les trois
est liée au groupe taxonomique des partenaires symbiotiques impliqués (végétaux ou fon-
giques) et aussi aux structures typiques formées [Selosse and Le Tacon, 1998]. La figure

8.3 (Annexe) montre les trois types de symbioses mycorhiziennes.

Les champignons mycorhiziens a arbuscules sont le type de symbiose le plus répandu dans
le monde. Il concerne 80% des plantes végétales terrestres et présente 95% des symbioses

mycorhiziennes (encadré en vert dans la figure 8.3(Annexe)). Les champignons partenaires



de ce type de symbiose sont des champignons mycorhiziens & arbuscules (CMA) et ils
appartiennent au phylum des Gloméromycetes. Ces derniers ne compteraient au mieux
que 200 & 250 especes [Garbaye, 2013].

2. Etablissement des mycorhizes

L’établissement de la symbiose mycorhizienne s’effectue en plusieurs étapes, commencant
par la reconnaissance et la distinction entre le champignon et la racine de la plante hote.
Cette derniere émet un signal sous la forme de molécules de la famille des strigolactones,
qui font réagir le champignon. Ces molécules activent des genes chez le champignon,
entrainant ainsi la sécrétion des molécules responsables de tous les événements qui auront
lieu par la suite tels que la germination des spores, la croissance de mycélium en direction
de la racine, et la colonisation de la surface des racines. Une fois établies, les mycorhizes
participent au fonctionnement du systéme racinaire et la symbiose peut s’exprimer au

travers du développement et de la croissance de la plante hote [Garbaye, 2013].

3. La diversité des endomycorhizes et les facteurs biotiques et

abiotiques pouvant influencer la diversité au champ

Les endomycorhizes arbusculaires sont reconnus par un large spectre d’hotes. En effet, ce
type de mycorhize — constitué d’un relativement petit nombre d’espéces, peut s’associer a
un tres grand nombre d’especes de plantes appartenant a presque tous les groupes végétaux
terrestres. De plus, on peut trouver sur un seul systéme racinaire des mycorhizes formées
par des especes de champignons différentes. Grace a son réseau de mycélium étendu et
a sa faible préférence d’hote, le CMA peut coloniser des especes de plantes différentes et

ainsi les interconnecter ensemble [Garbaye, 2013].

La diversité des CMA était initialement étudiée sur la base des morphotypes de spores,
mais de nos jours, les chercheurs utilisent des outils de code-barre moléculaires qui per-
mettent de caractériser ’ADN [Stockinger et al., 2010]. Une étude faite au Maroc sur cing
sites différents a montré que la rhizosphere du pois chiche est colonisée par une diversité
d’endomycorhizes et que toutes les racines sont porteuses de formes de mycorhizes (hyphes,
arbuscules et vésicules). Cela suggere que la croissance et le développement de la culture
sont dépendants de la présence des mycorhizes. La figure 8.4 (Annexe) montre quelques
especes de CMA de pois chiche isolées a partir de la rhizosphere [El Hazzat et al., 2018].
Le génotype de la plante est un facteur important qui structure la communauté de cham-
pignons endomycorhizienne qui colonisent les racines. Une étude faite en Amérique du
Nord sur quatre génotypes différents du pois chiche (CDC Xena, CDC amit, CDC Fron-

tier, CDC Anna) a montré que les racines du CDC Anna a accueilli plus de diversité
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des champignons que les autres génotypes. Cela suggere que la génotype du pois chiche

influence la diversité des champignons dans le sol [Ellouze et al., 2013].

4. Place des CMA dans I’écosysteme

Les CMA présentent un role tres important dans I’écosystéme, notamment du point de

vue de la nutrition et la protection des végétaux .

a. Role nutritif

Généralement, les sols sont caractérisés par une limitation de la disponibilité des nutri-
ments pour les végétaux, en particulier en N et P. En effet, le stock de phosphore est
non immédiatement disponible pour la plante a la condition qu’il soit minéralisé, de ce
fait il doit étre recyclé par voie biologique. Les CMA avec notamment leur capacité a
explorer un plus grand volume de sol, améliorent la nutrition minérale de la plante en
particulier au niveau du phosphate mais aussi en oligoéléments et en azote minéral. De
plus, les CMA peuvent rendre le phosphore disponible pour la plante grace a la sécrétion
de phosphatases, il s’agit d'une enzyme capable de dégrader le P organique en orthophos-
phates [Garbaye, 2013]. En contrepartie, ils bénéficient des produits carbonés issus de la
photosynthese de la plante hote pour croitre et produire le mycélium et les spores. Les
CMA jouent ainsi un role important pour I'agriculture durable en agissant comme un bio
fertilisant pour la plante puisqu’ils sont capables de leur fournir des nutriments comme

I'azote et le phosphore [Peyret-Guzzon, 2014].

b. Réle protecteur

En plus de leur role nutritif, les CMA ont aussi un role de protection vis-a-vis des pa-
thogenes. Les symbioses mycorhiziennes protegent la plante des dégats causés par les
nématodes et aussi contre des champignons pathogenes [Vos et al., 2013].Cette protec-
tion contre les pathogenes est liée a une compétition pour la colonisation des racines et
pour l’absorption des nutriments. La présence du réseau mycélien dans les racines fait
office de barriére physique contre certains pathogeénes [Maherali and Klironomos, 2007] ,
et induit une cascade de réactions hormonales dans la plante augmentant ses défenses

contre les bio-agresseurs [Pozo et al., 2010].

5. Influence des pratique culturales sur les CMA

Les CMA peuvent offrir une gamme d’avantages a leur environnement naturel. Cepen-
dant, de nombreuses pratiques peuvent causer des perturbations pour les CMA tels que

I'utilisation des engrais et des produits phytosanitaires.



a. Impact de P'utilisation de fertilisant sur les CMA

L’établissement de la symbiose mycorhizienne est tres impacté par I'utilisation des fertili-
sants. En effet, une surfertilisation en P induit une diminution de la colonisation racinaire
par les CMA [Garbaye, 2013]. De plus, une étude a montré que le nombre de spores des

CMA était plus élevé dans les sols qui ne regoivent pas de P [Jensen and Jakobsen, 1980].

b. Impact du travail du sol sur les CMA

Le labour a un effet sur les spores des champignons, il les enfouit profondément dans
le sol. Il engendre la fragmentation des hyphes ce qui résulte une colonisation retardée
des plantes par les CMA puisque le cycle des CMA doit reprendre son stade initial
[Peyret-Guzzon, 2014].

6. Lien entre la diversité des communautés de CMA et leur

fonctionnement

L’alpha diversité est la diversité qui existe au sein d'une communauté en un lieu donné.
Elle est souvent utilisée comme un indicateur de la diversité fonctionnelle. En effet, la
richesse d’'une communauté augmente la probabilité d’avoir une complémentarité entre

les especes de cette communauté [Powell and Rillig, 2018].

La diversité des communautés mycorhiziennes peut contribuer a des fonctions importantes
dans I’écosysteme comme ’amélioration de la production et la protection des plantes. Ces
communautés peuvent affecter les propriétés physiques, chimiques et biologiques du sol
[Powell and Rillig, 2018|.

Une relation positive a été montré entre la richesse d'un mélange en especes avec les
services écosystémiques. Dans le cas d'un mélange de génotypes de champignons, une
complémentarité a été observée au sein de cette communauté ainsi que des capacités
d’absorption des nutriments différentes et méme dans les formes des nutriments ab-
sorbées plus variée. Cela suggere que des différences plus importantes entre les especes
au niveau des traits fonctionnels refletent une plus grande différenciation des niches,
ce qui permet aux especes d’éviter la concurrence et de partager les ressources locales
[Maherali and Klironomos, 2007].

La figure 2.2 montre que la biomasse végétale ne differe pas entre les plantes non my-
corhizées et les plantes mycorhizées par des souches uniques. Par contre, un effet positif
significatif est observé dans le cas de coexistence des deux familles de champignons Glo-

meraceae et Gigasporaceae [Maherali and Klironomos, 2007].
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FiGURE 2.2 — Effet de la richesse des familles de CMA sur la biomasse de Plantago
lanceolata [Maherali and Klironomos, 2007] Traitement 0 : plante non mycorhizée (en
serre) Traitement 1 plante mycorhizée avec la famille de Glomeraceae. Traitement 2 :
plante mycorhizée avec la famille de Gigasporaceae, Traitement 3 : plante mycorhizée par
la famille de Glomeraceae et Gigasporaceae. Traitement Field : plantes cultivées au champ

7. Complémentarité fonctionnelle dans les communautés endo-

mycorhiziennes

En écologie, la complémentarité de niches est un concept qui propose que dans un méme
milieu, la présence de plusieurs especes en compétition induit une ségrégation spatiale ou
temporelle de niches (une exploitation de ressources différentes). Cela permet la coexis-
tence des espéces sans compétition entre elles et une plus grande performance des espéces
en mélange par rapport a leurs performances en monoculture. En opposition, en écolo-
gie, l'effet de sélection correspond a la présence d’une espéce particulierement productive
qui détermine la productivité d’'une communauté indépendamment de la performance des

autres especes présentes [Wagg et al., 2017].

8. La relation entre les CMA : complémentarité fonctionnelle
ou compétition

La nature de 'interaction entre les souches mycorhiziennes varie entre compétition, com-
plémentarité fonctionnelle et sélection. Cette interaction est influencée par le degré de
ressemblance des traits fonctionnels. En effet, la dissimilarité de ces derniers conduit a
une disparité compétitive. Cela suggere qu'une diversité des traits fonctionnels entre les
especes peut entralner une préemption spatiale et temporelle des ressources, ce qui va

diminuer effet négatif de la compétition entre les especes [Powell and Rillig, 2018].

Pour les endomycorhizes, la complémentarité d’acquisition des nutriments est d’autant



plus importante qu’il existe des stratégies différentes pour I'acquisition des nutriments
entre les especes. En effet, 'assemblage de communautés composées d’especes, qui ont
des traits d’acquisition de ressources différentes, peut entrainer une grande surproduction

grace & la complémentarité entre les especes [Wagg et al., 2017].

Par exemple, une différence dans la longueur des hyphes permet une absorption des
nutriments provenant de « pools » différents du sol et par la suite une amélioration
de la nutrition de la plante. Donc, les plantes inoculées par un mélange de souches

peuvent apporter plus de bénéfices que lorsque les souches sont inoculées séparément
[Powell and Rillig, 2018|.

Parmi les facteurs qui influencent le type de relations entre les champignons endomycorhi-
ziens, nous avons le lien phylogénétique. En effet, un mélange formé par des champignons
endomycorhiziens diversifiés sur le plan phylogénétique est susceptible d’étre plus différent
sur le plan fonctionnel. Donc la plante peut bénéficier de cette complémentarité entre les

champignons pour maximiser ses avantages symbiotiques [Thonar et al., 2014].

9. Les facteurs influencant la complémentarité

a. Lien phylogénie et fonctionnement

la diversité phylogénétique est un bon indicateur de la diversité fonctionnelle pour deux
fonctions clés de ’écosysteme : I’absorption du P et la réduction de la colonisation des
racines par les pathogenes. Cette étude faite par Maherali et Klironomos pour tester I'effet
de la variation phylogénétique sur la croissance de la plante a montré qu’en inoculant des
plantes individuelles avec des combinaisons d’isolats de champignons proches ou éloignés
phylogénétiquement, et en gardant le méme nombre d’isolats, ils ont constaté que la
productivité de la plante diminue en diminuant la diversité phylogénétique des CMA
[Maherali and Klironomos, 2007].

b. Exemple de comlémentarité

La forte colonisation intra-racinaire par les Glomeraceae est corrélée a une réduction de
Iinfection des racines par les pathogenes du sol. Concernant les CMA de Gigasporaceae,
ces dernieres présentent un niveau élevé de croissance des hyphes extra-racinaires, qui
est corrélé a une concentration accrue du P dans les parties aériennes de la plante. Cela
suggere qu’une grande protection contre les pathogenes et une meilleure absorption de P
peuvent stimuler de fagon complémentaire la croissance de la plante lorsque Glomeraceae

et Gigasporaceae sont dans la méme communauté [Maherali and Klironomos, 2007].



III. Les symbioses tripartites

Dans le systéme de U'interaction tripartite légumineuses/ rhizobium,/ CMA, les flux de C,
N et P dans la plante deviennent assez complexes comme le montre la figure 2.3 . Le cott
de la symbiose mycorhizienne est compensé par les bénéfices importants en conditions de
faible disponibilité de P [Piischel et al., 2017].

C assimilé par
photosynthése
S ——

FIGURE 2.3 — Représentation des flux C, N et P dans la plante dans le systeme d’inter-
action tripartite [Puschel et al., 2017].

Une étude faite sur du soja inoculé avec une souche de Bradyrhizobium et de Glomus
macrocarpum dans une situation de carence en phosphore a montré que la nodulation a
été améliorée par la présence de la souche de Glomus macrocarpum. Ces effets ont été
observés aux stades de floraison et au stade de remplissage des graines (Figure 8.5) (An-
nexe). Les plantes mycorhizées ont eu un nombre de nodules qui est similaire aux plantes
non mycorhizées et qui ont regu un apport élevé de phosphore. En effet, la formation d’as-
sociation symbiotique avec les champignons mycorhiziens est une stratégie de la plante
pour faire face a la carence du phosphore et pour améliorer sa fixation symbiotique de
I'azote [Bulgarelli et al., 2017].
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Chapitre 3

Problématique et Objectif

I. Objectifs

L’objectif principal de ce stage est d’évaluer 'effet de la mycorhization sur la croissance
du pois-chiche, et plus particulierement sur ’acquisition des deux principaux nutriments
limitants de la croissance végétale : le phosphore et ’azote - dont la fixation symbiotique
chez les 1égumineuses est dépendante de la nutrition phosphatée. De plus, nous souhaitons
évaluer l'effet de la diversité des champignons mycorhiziens, en comparant les effets ob-
tenus chez le pois-chiche inoculé par une communauté de mycorhizes, avec ceux obtenus
chez le pois-chiche inoculé par chacune des souches composant la communauté. Nous cher-
cherons a déterminer si les effets potentiellement bénéfiques de la diversité mycorhizienne
sont dus a des mécanismes de complémentarité fonctionnelle entre les différentes souches,
ou plutot a un effet dit “de sélection” résultant de la formation du meilleur couple possible

entre la variété de pois-chiche choisie et les différentes souches qui lui seront proposées.

II. Les hypotheses

Nous faisons I’hypothese que la mycorhization améliorera la nutrition phosphatée du pois-
chiche lorsqu’il sera cultivé en condition de faible disponibilité du phosphore. Ainsi nous
nous attendons a observer une amélioration de la fixation symbiotique d’azote puisque
cette derniére devrait bénéficier de I'amélioration de la nutrition phosphatée. Cette amé-
lioration conjointe de I'acquisition de phosphore et d’azote devrait résulter en une amé-
lioration de la biomasse totale des plantes. D’autre part, nous faisons I’hypotheése que
la diversité mycorhizienne aura des effets bénéfiques plus importants sur le pois-chiche

que lorsque ce dernier est cultivé en présence d'une souche unique. D’apres la littérature,
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des effets de complémentarité fonctionnelle et de “sélection” ont déja été observés. Nous

chercherons donc a distinguer ces deux effets dans notre démarche.

III. Démarche

Ce stage se déroule dans le cadre du projet Crosymed qui a débuté en 2019, aussi le
choix de la variété de pois chiche utilisée et des traitements appliqués sont inspirés des
résultats de I'année derniére (été 2020). L’essai de 'année derniére a montré que le pois
chiche répond positivement a la mycorhization plus particulierement le cultivar FLIP 84-
92C que nous avons utilisé pour cette année (figure 8.6 (Annexe), données non publiées).
Ce cultivar est issu de la collection de 'TCARDA (Centre International de la Recherche
Agronomique dans les Zones Arides). Les résultats ont alors mis en évidence un effet
significatif de la diversité des mycorhizes lorsque le niveau de phosphore est faible dans
le sol. Ainsi, nous avons essayé d’évaluer 'effet de la communauté de plusieurs souches

mycorhiziennes vis a vis de 'effet de chacune des souches séparées.

Au cours de ce stage, 'essai comporte deux traitements en phosphore appliqués sur une
culture de pois chiche. L'un sans fertilisation phosphatée et le second a un niveau de 30 mg
de P/ kg de sol. Pour chaque traitement de phosphore, six traitements mycorhiziens ont
été choisis : aucun (sans mycorhize), une souche unique (Rhizophagus irregularis (solo 1),
Rhizophagus clarus (solo 2), Rhizophagus intraradices (solo 3), Rhizophagus aggregatus
(solo 4)), et la communauté formée par le mélange des quatre souches précédentes. Le
sol utilisé provient de Cazevieille, il était stérilisé aux rayons gamma pour éliminer les
organismes vivant du sol et surtout pour éliminer toutes les traces de mycorhizes. Ensuite,
afin de rendre ce sol vivant, nous I’avans réensemencé en micro-organismes par I’ajout d’un
filtrat microbien. Nous avons suivi, la biomasse aérienne, la biomasse racinaire, la teneur
en P et en N dans les parties aériennes des plantes, ainsi que les taux de colonisation des

mycorhizes.
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Chapitre 4

Matériels et Méthodes

I. Dispositif expérimentale

L’expérimentation s’est déroulée dans une serre en conditions contrélées au sein de 'UMR
Eco&Sol (Montpellier, France). Le dispositif expérimental (figure 4.1) comporte deux trai-
tements en phosphore, I'un sans fertilisation phosphaté PO et le deuxieme correspond a
une situation non limitante en phosphore noté P30 (il s’agit du méme sol que PO ferti-
lisé avec 30 mg/kg en P). Pour chaque traitement en P, 6 traitements mycorhiziens sont
appliquées : sans mycorhizes (traitement 0), souche unique (Rhizophagus irreqularis (solo
1),Rhizophagus clarus (solo 2) , Rhizophagus intraradices (solo 3), Rhizophagus aggrega-
tus (solo 4) et la communauté formée par le mélange des 4 souches uniques (traitement

commu). Pour chaque traitement, six répétitions sont adoptées (Bloc A, Bloc B, Bloc C,

Bloc D, Bloc E et Bloc F).

Bloc A Bloc B Bloc C Bloc D Bloc E
AR EEN BEEE SEE EEE
EENE EENE EEN EEN EEN
E00 E00 00 mg0d addo
/HN (/AN [/EN [/EN [/EBm
Bloc F Légendes
u . . P=0 P=30
l . . |: Myc=0 . Myc=0
. ‘ ) J . Mye= solo 1 [] Myc=solo1
| . D . Myc= solo 2 | Myc=solo2

. Myc=solo 3 Myc=solo 3

. Myc= solo 4 . Myc=solo 4

. Myc= communauté |:| Myc= communauté

FIGURE 4.1 — Schéma simplifié du dispositif expérimental en serre (12 traitements répétées

en 6 blocs)
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II. Matériel

1. Matériel végétal et micro-organismes utilisés

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué d’un seul cultivar de Cicer arieti-
num nommé FLIP 84-92C (ICARDA). La souche Mesorhizobium ciceri STM183 (origine
UPM-Ca, Espagne), issue de la collection du laboratoire des Symbioses Tropicales et Mé-
diterranéennes de Montpellier (LSTM), a été choisie pour inoculer les graines de pois
chiche. Quatre souches d’endomycorhizes ont été choisies : R. irreqularis MUCL41833, R.
clarus MUCL46238, R. intraradices MUCL49410 et R. aggregatus MUCL49408, et ont
été fournies par la mycotheque de 'UCL Louvain en Belgique. Le sol utilisé provient de
Cazevieille (France). C’est un sol de région méditerranéenne [Casarin et al., 2003]. Ce sol
a été irradié aux rayons gamma pour éliminer les organismes vivants du sol. La teneur
d’azote total est de 14,7 mg/kg apres irradiation, et il contient 3,14 mg/kg de phosphore

inorganique (mesuré par la méthode d’Olsen).

2. Conduite expérimentale

a. Préparation des pots

Nous avons préparé 72 pots carrés de 23 cm de hauteur et 13 cm de largeur : chaque pot a
été rempli de 1,5 1 de sol stérilisé aux rayons gamma en 2021 et de 0,5 1 de perlite permet-
tant d’aérer le sol. La stérilisation du sol permet d’éliminer les spores de champignons,

les graines d’adventices ainsi que ’ensemble des organismes vivants.

b. Préparation du ’inoculum mycorhizien

Les inoculums mycorhiziens (en mélange et pour chacune des quatre souches) (figure
4.2B) ont été produits par 'UCL Louvain en Belgique. Il est constitué de racines fraiches
de mais inoculées avec 4 souches de champignons endomycorhiziens (R. irreqularis, R.
clarus, R. intraradices et R. aggregatus) soit séparément soit en mélange. Ces racines de
mais sont fragmentées en morceaux de 1 & 5 mm et chaque pot a été inoculé par 0,5 g
d’inoculum placé a environ 4 cm de profondeur afin que les racines des pois chiche entrent

en contact avec lui dans les premiers jours suivant la germination des graines.

c. Préparation des solutions nutritives et du filtrat microbien

Filtrat microbien

Comme le sol utilisé est stérilisé, la préparation d’un filtrat microbien a été réalisée pour
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rendre le sol plus vivant en lui apportant des micro-organismes. Un filtrat microbien est
préparé en diluant 1 kg de sol frais de Cazevieille non stérilisé dans 51 d’eau déminéralisée.
Apres agitation le mélange a été ensuite tamisé successivement avec 3 tamis de maille
décroissante : une fois au travers d'un tamis de 1,42 mm, une fois sur 100 pm et enfin 3
fois sur un tamis 20 pm. Le sol récolté sur ce dernier tamis est utilisé pour réensemencer
le sol stérilisé aux rayons gamma en micro-organismes tout en filtrant les mycorhizes qui
sont retenus par cette largeur de maille. 100 ml de filtrat microbien ont été apportés a

chaque pot apres le semis et apres 'apport du mycorhizes.

KCl, urée et P

L’apport de phosphore se fait sous forme de KH2PO4. Pour les traitements en PO qui ne
recoivent pas de phosphore, I'apport de K contenu dans le traitement P30 est compensé

par 'ajout d'une solution de KCL (soit 34 mg/kg de substrat sol-perlite).

d. préparation des graines

La préparation des graines est réalisée en 3 étapes : la premiere consiste a stériliser les
graines avec une solution d’hypochlorite de sodium (3%) pendant 10 min, puis de plusieurs
rincages a l’eau, 1’étape suivante est un trempage des graines dans l’eau pendant 1h,
et la troisieme étape consiste a tremper les graines dans une suspension de cellules de
Mesorhizobium (300 ml de solution du rhizobia (10e9 CFU/ml) pour 216 graines) pendant

45 min.

e. Semis des plantes

Le 31 mars 2021, les graines (& raison de 3 par pot) ont été enfouies & une profondeur de
2 cm dans les pots préalablement préparés (figure 4.2C) puis placés en serre. Une semaine
apres ’émergence de la tige, un plant par pot est éliminé afin de réduire le nombre de

plants & deux par pot (figure 4.2A).

f. Arrosage et culture en serre

L’arrosage a été effectué avec I’eau déminéralisée de facon a ce que le poids de chaque pot
soit gardé constant & 2,4 kg pour maintenir un taux d’humidité de 75% de la capacité au

champ du sol.

Les plants de pois chiche sont ensuite cultivés sous des lampes LED qui assurent un
maintien de l'intensité lumineuse dans un spectre de lumiere et a une durée journaliere
favorisant la croissance (16h du jour/ 8h nuit ). Le taux d’humidité de la serre et sa

température sont de 60% d’humidité et 22°C pour le jour et 19°C pour la nuit.
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FIGURE 4.2 — Photos de plantations du pois chiche en pot : dispositif en serre (A), inocu-
lum mycorhizien (B), graines de pois chiche attendant d’étre recouvertes d’une derniére
« couche » de substrat (C)

3. Mesure des biomasses seéches aériennes et racinaires

Apres sept semaines de culture et a 'apparition de la premieére gousse chez la moitié des
plantes, ces dernieres ont été récoltées. Les racines ont été rincées a 1’eau, puis pour chaque
pot, les racines prélevées ont été pesées avant d’étre divisées en trois sous-échantillons.
Le premier est placé a -80°C en vue d’éventuelles extractions d’ADN, le deuxieéme est
placé dans l'alcool pour la détermination du taux de colonisation des racines par les
endomycorhizes, et le troisieme est mis a ’étuve a 55°C pendant 48h afin d’estimer la
biomasse seche totale par pot. Les parties aériennes sont également séchées a 1’étuve
a 55°C pour mesurer les biomasses aériennes seches par pot a l’aide d’une balance de

précision.

4. P végétal total aérien

Les parties aériennes ont été broyées a I'aide d’un broyeur a bille pendant une semaine. La
concentration en P végétal des parties aériennes a été déterminée a l'aide de la méthode
micro-onde en mini inserts SK.Cette méthode quantifie le phosphore en solution acide
apres minéralisation d’échantillons végétaux. Le dosage se fait par colorimétrie a 450 nm
apres avoir ajouté a l’échantillon un réactif vanadomolybdique entrainant la formation
d’un complexe chromophore jaune [Mkaouar and Kechaou, 2013]. Ensuite, la teneur en
P est calculée a partir de ’absorbance obtenue grace a une gamme étalon. Les valeurs
sont converties en mg de P/g de matiere seche et pour obtenir le P végétal total aérien,
nous les avons multipliées par la biomasse aérienne seche. Le document de référence pour
ce protocole est le mode opératoire MA174-001 ETHOS EASY et MA176-002 SK15 de
Milestone. De plus, nous avons proposé de calculer le rapport entre le P végétal total
aérien et la biomasse racinaire (P végétal total aérien/ BMR), ce ratio traduit l'effecience

d’absorption du phosphore par la plante [Fohse et al., 1988].
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5. N végétal total aérien

Les échantillons ont été analysés a I’aide d’un analyseur élémentaire (Analyse élémentaire
Vario-PYROcube, Elementar, UK). Les échantillons séchés et broyés ont été placés dans
une cupule en étain puis injectés dans ’analyseur élémentaire. Apres combustion a 920°C
en présence d’oxygene et de CuO, les molécules de gaz issus de I’échantillon (principa-
lement H20, CO2, N2 et NOx) sont transportées par un flux de gaz vecteur (Helium
ultra pur, Linde Gas) vers un four de réduction ou les oxydes d’azote sont réduits en N2
en présence de cuivre a 600°C (réaction de Dumas). Le H20 produit est piégé par des
colonnes de SICAPENT (Merck). Le N2 et CO2 sont alors séparés. Le CO2 est piégé a
température ambiante dans une colonne TPD (Temperature Programmable Désorption)
puis relargué a 100°C. Un détecteur de conductivité thermique (TCD) permet la quantifi-
cation du N végétal total . En suite, les valeurs obtenues sont multipliées par la biomasse

aérienne seche pour avoir N végétal total aérien.

6. Taux de la colonisation des racines par les endomycorhizes

a. Coloration mycorhizienne

La coloration des racines a été faite selon le protocole de coloration des mycorhizes a
I'encre de Chine [Vierheilig et al., 1998] (figure 4.3). Dans un premier temps, les racines
ont été nettoyées soigneusement avec 1’eau de robinet puis trempées dans une solution
de KOH a 10% pendant une nuit a température ambiante afin de décolorer en vidant les
cellules de leur contenu et ne laisser que les parois cellulosique. Dans un second temps,
les racines sont incubées dans l'encre Schaeffer noire a 8% pendant 30 minutes dans un
bain marie a 70°C. Enfin, les racines sont laissées pendant 30 min dans une solution de
décoloration d’acéto-glycérol. Des bains de lavage avec de I'eau déminéralisée ont été faits

apres chacun des trois traitements.

Encre de Schaeffer

d Acétoglycérol
KOH & 10 % noire & 8% etoglycer

FIGURE 4.3 — Schéma représentant les différentes étapes de coloration des racines

b. Observation de la colonisation mycorhizienne

Apres avoir été colorées, les racines ont été montées entre lame et lamelle afin d’étre

observées sous microscope (figure 4.4). Pour chaque échantillon, 30 fragments de racines
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sont coupés et disposés sur une lame remplie de glycérol a 98%. Pour avoir une représen-
tation homogene entre les échantillons, nous avons pris des fragments venant de racines

différentes.

FIGURE 4.4 — Racines apres coloration et montées entre lames et lamelles

L’observation a ¢été faite grace & un microscope Olympus (BX41) et une caméra reliée a
I'ordinateur via le logiciel Mosaic 2.2.1. La colonisation des racines par les CMA a été
mesurée a I’aide d’une méthode proposée par [Trouvelot et al., 1986] permettant d’estimer
la proportion de cortex racinaire qui est mycorhizé et de prendre en compte les structures

mycorhiziennes.
Pour chaque fragment de racine, nous avons noté :

'infection mycorhizienne selon un échelle a 5 classes (figure 4.5)

FI1GURE 4.5 — Classification des différents niveaux de colonisation mycorhizienne du cortex
racinaire [Trouvelot et al., 1986]

Afin d’étudier le fonctionnement des CMA, nous avons noté aussi les abondances des
arbuscules (figure 8.7 Annexe) selon une échelle de 3 classes et des vésicules (figure 8.7

Annexe) selon une échelle de 3 classes

18



Avec les données récoltées lors de I’observation microscopique, nous avons calculé plusieurs
indices via le logiciel R, a partir des formules d’une fiche élaborée par 'UMR Agroécologie

de Dijon (Annexe 8.8). Ces indices sont :

Fréquence de mycorhization

Intensité globale de mycorhization dans le systeme racinaire
Intensité arbusculaire de la partie mycorhizée

Intensité arbusculaire dans le systéme racinaire

Intensité des vésicules de la partie mycorhizée

Intensité des vésicules dans le systéme racinaire

De plus, nous avons proposé de calculer 'indice BMRA qui est le ratio entre l'intensité
arbusculaire dans le systeme racinaire et la biomasse racinaire. Cette proposition est
basée sur le fait que la plante peut absorber les nutriments soient par les racines ou par
travers les arbuscules. De ce fait, nous avons voulu comprendre la stratégie de prélever

des nutriments par la plante.

7. Ratio biomasse aérienne sur biomasse racinaire (R _A/R)

Pour chaque échantillon, le ratio entre biomasse aérienne et biomasse racinaire a été cal-
culé. Ce ratio nous donne une idée sur 'efficience du systeme racinaire et de la mycorhi-
zation. Plus le R__A /R est élevé, plus la plante a développé un systéme aérien important

par rapport a son systéme racinaire.

8. La réponse mycorhizienne MGR

La réponse mycorhizienne (MGR) est un indice calculé sur les différentes variables me-

surées, selon la formule suivante :

Kopgurr = L
MGR:(M}MDD

Hypg
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Avec : xmyc : variable mesurée pour une plante mycorhizée et ptNM : variable mesurée
pour une plante non mycorhizée

Il traduit pour la variable xmyc utilisée chez une plante mycorhizée le gain en pourcen-
tage de cette derniere comparativement au traitement non mycorhizé. Le MGR est tres
variable, allant de positif a négatif. Une valeur positive de MGR indique que la variable
mesurée a augmenté en réponse a la mycorhization, tandis qu’ une valeur négative indique

que la variable mesurée a diminué en réponse a la mycorhization.

9. Nombre de gousses par pot

Avant le broyage des parties aériennes, nous avons dénombré les gousses présentes sur les

parties aériennes.

10. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R (version 4.0.5). Afin de tester
leffet significatif des traitements, des analyses de variances (ANOVA) ont d’abord été
réalisées sur des modeles linéaires en fonction des traitements et des blocs. Deux modeles
linéaires sont utilisées : Modele 1 : Y <- Im (P* Mycorhize+Bloc) avec Y variable me-
surée, l'effet P représente le traitement phosphore, 'effet Mycorhize représente le niveau
d’inoculation (sans mycorhizes ( traitement 0), souche unique ( R. irregularis (solol), R.
clarus (solo2), R. intraradices (solo3), R. aggregatus (solo4) et la communauté) et Bloc
représente 'effet bloc. Dans le cas ol nous avons trouvé un effet significatif du bloc nous
avons réalisé des modeles linéaires mixtes sous la forme Y <- lme (P* Mycorhize) + (1|
Bloc).Pour certaines variables, des ANOVA ont été réalisées avec cette fois des modeles
mixtes prenant en effet fixe les traitements et en effet variable le bloc. Par la suite, pour
déterminer les différences significatives entre les paires de données, nous avons appliqué
le test post hoc de Tukey. La normalité des données a été vérifiée a I'aide du test shapiro-
wilk normality test. ’homogénéité des variances a été testé avec le test leveneTest.Pour
les données du taux de mycorhization, nous avons appliqué la fonction arcsin() afin de
respecter la normalité des données et par la suite nous avons réalisé ’ANOVA. Par contre,
pour la réalisation des graphiques nous avons utilisé les données brutes en pourcentage

(%) pour une meilleure visualisation.

Le tableau 8.2 (Annexe) récapitule les méthodes statistiques utilisées pour analyser les

données.
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Chapitre 5

Résultats

1. Biomasse aérienne

En termes de biomasse aérienne seche (BMA), les plantes de pois chiche ont largement
réagi aux traitements en P (p-value = < 2.2e-16), au traitement mycorhize (p-value

=0,000164) mais sans interaction entre eux (Tableau 5.1).

b
b ° e
b
III I SDUChe
' ! ' ! ' i
0 solo_1 solo_2 solo_3 solo_4 commu

Souche

BMA

a

FIGURE 5.1 — Moyennes (et écart-types, n= 6) des BMA (g de matieére seche/pot) en
réponse au traitement mycorhize (données PO et P30 regroupées). Les lettres différentes
représentent des différences significatives (ANOVA | p < 0.05 , test post-hoc de Tukey).

La figure 5.1 présente l'effet des différents traitements mycorhize sur la BMA pour les
données PO et P30 regroupées. D’apres la comparaison du test post-hoc de Tukey, nous
pouvons observer une différence significative entre le traitement 0 (sans endomycorhize)

et les autres traitements avec l'inoculation mycorhizienne : les plantes non mycorhizées
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présentent la BMA la plus faible. Les traitements commu, solo 1, solo 2, solo 3 et solo 4
présentent des BMA similaires (Tableau 5.1).

En ce qui concerne l'effet du traitement phosphore sur la BMA, nous observons que la
BMA augmente significativement avec un apport de phosphore de 30 mg/kg. En passant
de PO & P30, nous observons que les valeurs de BMA ont doublé (Tableau 5.1).

TABLE 5.1 — Les résultats des différents tests statistiques pour la biomasse aérienne séche
(BMA) (ANOVA, test post hoc de Tukey). -,NS : non significatif

Test Variables P value
P <2.2e-16 oAk
ANOVA mycorhize 0.0001641 K
P :mycorhize NS
Variables Modalités Moyenne (en g/pot)
P PO 1.97 A
P30 4.28 B
0 02.06 a
solo 1 3.20 b
mycorhize solo 2 3.36 b
solo 3 3.24 b
solo 4 3.81 b
commu 03.09 b
0 0.90 -
Tukey HSD solo1 | 02.05 -
solo 2 2.20 -
Po solo 3 02.08 -
solo 4 2.65 -
. commu | 1.93 -
P :mycorhize 0 399 -
solo 1 4.36 -
solo 2 4.52 -
P30 solo 3 4.40 -
solo 4 4.97 -
commu | 4.24 -
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TABLE 5.2 — Synthese des p-values obtenues par analyse statistique (ANOVA sur le modele
utilisé) des effets des différents facteurs sur les variables mesurées biomasse racinaire séche,
P végétal total aérien, Pvégétal total aérien/BMR, Ratio biomasse aérienne sur biomasse
racinaire R_A/R

Factour Variables
BMR P total aérienne | R__A/R | P végétal total aérien/BMR
P 1.55e-12 | 2.44e-16 0,0011 | 3.435e-05
mycorhize 0.00503 | 9.18e-07 NS 0.001843
P*mycorhize | NS 0.0155 NS NS
Bloc 0.00253 | NS NS NS

Les réponses mycorhiziennes calculées sur les biomasses aériennes (MGR.A) réagissent
au traitement de P (p-value = 0.01855) et non au traitement mycorhize. Elles montrent
un gain trés important de la mycorhization (87%) en conditions limitantes de phosphore
(PO) (figure 5.2).

MGR.A

50-

FIGURE 5.2 — Moyennes (et écart-types n=6) des MGR.A( %) en fonction du traitement
en phosphore : PO absence du phosphore et P30 avec du phosphore. Les lettres diffé-
rentes indiquent une différence significative (ANOVA, p < 0.05, suivie du test post-hoc
de Tukey).
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2. Biomasse racinaire

D’apreés le modele linéaire mixte, le traitement en phosphore (p-value =1 ,55e-12) et le
traitement mycorhize (p-value = 0,00503) ont un effet significatif sur la BMR (Tableau
5.2 ). L’observation du graphique 5.3 montre que la BMR augmente significativement
avec I’apport du phosphore. D’apres 'observation du graphique 5.4, nous constatons une

différence significative entre le traitement 0 et solo 4.

BMR

0.0-

FIGURE 5.3 — Moyennes (et écart-types n=6) des BMR (g de matiere seche/pot) en fonc-
tions des traitements en phosphore PO absence du phosphore et P30 avec du phosphore.
Les lettres différentes indiquent une différence significative (ANOVA p< 0.05 , suivie du
test post-hoc de Tukey).
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BMR

IIIIII §

SOlO 1 SOlO 2 SOlO 3 SOlO 4 commu
Souche

FIGURE 5.4 — Moyennes (et écart-types n=6) des BMR (g de matiere seche/pot) en ré-
ponse au traitement mycorhize (données PO et P30 regroupées). Les lettres différentes
indiquent une différence significative (ANOVA (p< 0.05), suivie du test post-hoc de Tu-
key).

Les réponses mycorhiziennes calculées sur les biomasses racinaires (MGR.R) ne répondent
pas au traitement mycorhize mais elles répondent au traitement en phosphore (p-value
=0.04582). Les valeurs de MGR racinaires sont plus importantes en PO avec un gain de
45% en PO (figure 5.5).
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40

MGR.R

FIGURE 5.5 — Moyennes (et écart-types n=6) des MGR.R (%) en fonction des traitements
en phosphore : PO absence du phosphore et P30 avec du phosphore. Les lettres différentes
indiquent une différence significative (ANOVA (p < 0,05 ), suivie du test post-hoc de
Tukey).

3. Ratio de la biomasse aérienne sur biomasse racinaire R _A/R

Le ratio R _A/R réagit seulement au niveau du P (p-value =0,0011) (Tableau 5.2 ).
D’aprés la figure 5.6, nous remarquons que le R A/R a augmenté en condition non
limitante en P (P30).

[ |
H »

FIGURE 5.6 — Moyennes (et écart-types n=6) des R_A/R (sans unité) en fonction du
traitement en phosphore : PO absence du phosphore et P30 avec du phosphore. Les lettres
différentes indiquent une différence significative (ANOVA |, p < 0,05, suivie du test post-
hoc de Tukey)
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4. P végétal total aérien et efficience d’absorption de phosphore

D’apres les résultats de TANOVA, nous pouvons déduire que le P végétal total aérien
réagit au traitement phosphore et au traitement mycorhize avec une interaction entre les
deux (p-value = 0,0155) (Tableau 5.2). L’observation de la figure 5.7 montre que dans le
cas non limitant en phosphore P30, les plantes présentent un P végétal total aérien plus
élevé qu’avec celles du traitement P0O. En P30, le traitement solo 4 présente le P végétal
total aérien le plus élevé qui est significativement différent du traitement commu et du
traitement 0. Pour le traitement PO, le test post-hoc de Tukey montre qu’il n’y a pas de

différence significative entre les différents traitements mycorhize.
P végétal total aérien

75-
Souche

B

B o1
B oo
B oo
. solo_4
. commu

5.0-

25

0.0-

FIGURE 5.7 — Moyennes (et écart-types, n= 6) du P végétal total aérien (mg/ pot) en
réponse au traitement mycorhize et au traitement phosphore .Les lettres différentes in-
diquent une différence significative (ANOVA |, p < 0,05, suivie du test post-hoc de Tukey)
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D’apres les résultats de 'TANOVA, le P végétal total aérien/ BMR réagit au traitement
en phosphore (p-value =3,435¢-05) et au traitement mycorhize (p-value = 0,001843), sans
interaction entre elles (Tableau 5.2 ). D’apres la figure 5.8, nous observons que le ratio
P végétal total aérien/ BMR augmente en présence de phosphore non limitant (P30).
L’observation de la figure 5.9, nous permet d’observer que les plantes non mycorhizées
(traitement 0) présentent le plus faible ratio qui n’est pas toutefois pas différent signifi-
cativement du traitement commu . Seuls les traitements solo 1, solo 2, solo 3 et solo 4 se

différencient du traitement O et présentent des ratios plus importants.

P végeétal total aérien/ BMR
6 -

FIGURE 5.8 — Moyennes (et écart-types, n= 6) des rapports P végétal total aérien/ BMR
(mg/g de matiere séche) en fonctions des traitements en phosphore : PO absence du
phosphore et P30 avec du phosphore. Les lettres différentes indiquent une différence si-
gnificative (ANOVA ,p < 0,05, suivie du test post-hoc de Tukey)
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P végétal total aérien/BMR
6-

Souche
4- II 0

. solo_1
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B o0
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SOlO 1 SOlO 2 SOlO 3 SOlO _4 commu
Souche

N

FIGURE 5.9 — Moyennes (et écart-types, n= 6) des rapports P végétal total aérien/ BMR
(mg/g de matiere séche) en réponse au traitement mycorhize (données PO et P30 re-
groupées). Les lettres différentes indiquent une différence significative (ANOVA ,p < 0,05,
suivie du test post-hoc de Tukey)

5. N végétal total aérien

Malheureusement lors de la récolte nous n’avons pas observé de nodules dans les systemes
racinaires des plantes, de ce fait nous n’avons pas pu quantifier ’azote symbiotique.
Concernant les teneurs en N dans les parties aériennes, les plantes de pois chiche ont
largement réagi aux traitements en P (p-value =1,237el3) et au traitement mycorhize
(p-value =0,007522) sans interaction entre les deux(Tableau 8.1 ). D’apres la figure 5.10,
nous observons que les valeurs du N végétal total aérien sont plus élevées dans le cas non
limitant en phosphore P30. De plus, nous remarquons que le traitement solo 4 présente
le N végétal total aérien le plus élevé qui est significativement différent du traitement 0

et non pas des autres traitements(Tableau 8.1) (Annexe).
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FIGURE 5.10 — Moyennes (et écart-types, n= 6) du N végétal total aérien (g/pot) en
réponse au traitement mycorhize et au traitement en phosphore

6. Taux de mycorhization

Lors de 'observation microscopique des racines apres coloration, nous avons vérifié que les
racines du traitement 0 ne présentaient pas de traces de mycorhization (absence d’arbus-
cules, de vésicules et d’hyphes). Afin de comprendre U'effet des différents traitements sur le
taux de mycorhization, plusieurs analyses ANOVA ont été réalisées. L’ANOVA a montré
que le traitement mycorhize a un effet sur l'intensité globale de mycorhization dans le
systéme racinaire (M), sur U'intensité arbusculaire globale dans le systéme racinaire (A)
et sur l'intensité des vésicules dans le systéme racinaire (V) (Tableau 5.3). Par contre, le
traitement phosphore ne présente un effet que sur 'intensité des vésicules dans le systeme

racinaire (Tableau 5.3).

TABLE 5.3 — Synthése des p-values obtenues par analyse statistique ( ANOVA sur le
modele utilisé) pour des effets des différents facteurs sur les variables mesurées l'intensité
globale de mycorhization dans le systéme racinaire (M), sur I'intensité arbusculaire globale
dans le systeéme racinaire (A) et sur l'intensité des vésicules dans le systeme racinaire (V),
le ratio intensité arbusculaire sur la biomasse racinaire seche (BMRA)

variable
Facteur modele 1
M A \Y BMRA
P NS NS 0.0279231 | 0.0464
mycorhize | 0,000007207 | 0,0001057 | 0.0003195 | 3.07e-05
P*mycorhize NS NS NS NS
Bloc NS NS NS NS
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a. Intensité globale de mycorhization dans le systéme racinaire

La figure 5.11 représente l'intensité globale de mycorhization dans le systeme racinaire M
en fonction du traitement mycorhize sans le traitement 0 . Aucune différence significative
entre solo 1, solo 2, solo 3, solo 4 et commu n’est détectée. Le traitement solo 4 présente
'intensité globale de mycorhization dans le systéme racinaire M (68%) le plus importante

mais qui n’est pas toutefois pas différent significativement des autres traitements.

Intensité globale de mycorhization dans le systéme

racinaire
a
a a
a
a

60 -
Souche
B soi0_1

40- . solo_2
- solo_3
. solo_4

20- . commu

0-

so|¢l3_1 solé)_2 501:3_3 solé)_4 corr‘1mu

Souche

FIGURE 5.11 — Moyennes (et écart-types, n= 6) de l'intensité globale de mycorhization
dans le systéme racinaire (%) en réponse au traitement mycorhize (données PO et P30
regroupées). Les lettres différentes indiquent une différence significative (ANOVA p <
0,05, suivie du test post-hoc de Tukey)

b. Intensité arbusculaire dans le systéeme racinaire

La figure 5.12 présente l'intensité arbusculaire dans le systéme racinaire en fonction des
différents traitements mycorhize sans le traitement 0. Le test post hoc de Tukey montre
qu’il n’y a pas de différences significatives entre les différents traitements. Le traitement
solo 3 présente l'intensité arbusculaire dans le systéme racinaire A le plus élevée (59%)
mais qui n’est pas toutefois pas différent significativement des autres traitements (solo 1,

solo 2, solo 4, commu).
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Intensité arbusculaire dans le systéme racinaire
a
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FIGURE 5.12 — Moyennes (et écart-types, n= 6) de I'intensité arbusculaire dans le systeme
racinaire (%) en réponse au traitement mycorhize(données PO et P30 regroupées). Les
lettres différentes indiquent une différence significative (ANOVA |p < 0,05, suivie du test
post-hoc de Tukey)

c. Intensité des vésicules dans le systeme racinaire

La figure 8.9 (Annexe) présente l'intensité des vésicules dans le systéme racinaire en
fonction du traitement mycorhize. Le test post hoc de Tukey montre qu’il n’existe pas
de différence significative entre les différentes traitements (solo 1, solo 2, solo 3, solo 4 et
commu). Nous observons une augmentation de l'intensité des vésicules dans le systeme

racinaire en passant du PO & P30. (Tableau 5.4).

32



TABLE 5.4 — Les résultats des différents tests statistiques pour l'intensité des vésicules
dans le systeme racinaire (ANOVA, test post hoc de Tukey). -, NS : non significatif

Test Variables P value
P 0.0279231 ok
ANOVA mycorhize 0.0003195 ok
P :mycorhize NS
Variables Modalités Moyenne
P PO 0.232 A
P30 0.336 B
0 0 a
solo 1 0.296 b
mycorhize solo 2 0.326 b
solo 3 0.344 b
solo 4 0.426 b
commu 0.314 b
0 0 -
Tukey HSD solo1l | 0.234 -
solo 2 0.293 -
P0 solo 3 0.247 -
solo 4 0.358 -
P :mycorhize commu | 0.261 -
0 0 -
solo 1 0.358 -
solo 2 0.358 -
P30 solo 3 0.441 -
solo 4 0.494 -
commu | 0.367 -

d. Ratio intensité arbusculaire sur la biomasse racinaire seche (BMRA)

D’apres le test d’ANOVA, le ratio intensité arbusculaire dans le systéme racinaire sur la
biomasse racinaire seche (BMRA) réagit aux traitements en phosphore (p = 0,0464) et au
traitement mycorhize (p = 3,067e-05) sans interaction entre eux (Tableau 5.3 ). L’obser-
vation du graphique 8.10 (Annexe) montre que le BMRA a diminué en P30. L’ANOVA
montre qu’il n’existe pas de différence significative entre les différents traitements myco-
rhize pour la BMRA. Nous remarquons que le traitement solo 3 présente la BMRA le plus
élevé (51%) qui n’est pas toutefois pas différent significativement des autres traitements

figure 8.11 (Annexe).
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Chapitre 6
Discussion

Comme attendu, la mycorhization a eu un effet positif sur la performance des plantes.
Les résultats ont également mis en évidence une efficience moindre de la communauté sur
la croissance du pois chiche par rapport a la souche unique. Nous avons observé un taux

de mycorhization similaire entre les différents traitements (souche unique et commu).

1. Absence de symbiose rhizobienne et effet de la mycorhization

sur les teneurs en N des plantes

Lors de la récolte, apres 7 semaines de semis, nous avons observé ’absence de nodosités
sur les racines du pois chiche alors que nous avions inoculé les plantes avec une souche
de Mesorhizobium compatible. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ce résultat parmi
lesquelles nous pouvons citer I’humidité du sol, le pH du sol et la salinité d’eau d’irrigation.
Une étude faite par [Worrall and Roughley, 1976] a montré que le stress hydrique et la
méthode d’inoculation ont affecté la nodulation du trefle souterrain. D’aprés cette étude,
I'inoculation au semis est moins efficace que I'inoculation des jeunes plantules. De ce fait,
nous pouvons penser que l’absence de nodosités dans notre expérimentation est di a notre

méthode d’inoculation puisque nous avons inoculé au semis.

D’apres nos résultats, nous remarquons que 1’absence de fixation rhizobienne d’azote a
un effet négatif sur la nutrition azotée de la plante. Les teneurs d’azote des plantes sont
faibles par rapport a ce qui est trouvé dans l'expérimentation de ’année derniere, cela
nous amene a penser que les plantes de pois chiche ont subi une carence en azote et
nous pouvons confirmer cette hypothese par le jaunissement que nous avons observé lors
de 'expérimentation. D’apres nos tests statistiques, le traitement mycorhize a un effet
important sur la teneur du N végétal total aérien des plantes. Nous remarquons que

les plantes non mycorhizées (traitement 0) présentent des faibles teneurs de N végétal
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total aérien , cela nous amene a émettre 'hypothese que les mycorhizes ont la capacité
de compenser une carence d’azote et a fournir de 'azote a la plante. D’aprés nos tests
statistiques, il n’existe pas une différence significative entre les teneurs de N végétal total
aérien entre les traitements souche unique ( solo 1, solo 2, solo 3, solo 4), par contre le
N végétal total aérien du solo 4 tend a étre supérieur aux trois autres traitements, de ce
fait nous pouvons penser que les mycorhizes ont des stratégies différentes d’assimilation

d’azote.

2. Effet de la mycorhization sur le développement du pois chiche

Nous avons montré que la présence de mycorhization a un effet important sur les per-
formances de la plante, en améliorant sa biomasse aérienne, sa biomasse racinaire (la
différence est significative entre le BMR du traitement solo 4 et le BMR du le traitement
0), sa nutrition phosphatée (en P30, le P végétal total aérien du traitement solo 1, solo
2, solo 3 et solo 4 est significativement élevée par rapport au P végétal total aérien du
traitement 0 sans mycorhize), et sa nutrition azotée (le traitement solo 4 présente un N
végétal total aérien plus important par rapport au traitement 0). Ces résultats sont en
accord avec d’autres études [Maherali and Klironomos, 2007] qui ont montré que la bio-
masse aérienne d’une plante inoculée par des CMA est plus importante que la biomasse
aérienne d’une plante non inoculée. Aussi, une étude faite par [Bulgarelli et al., 2017] a
montré qu’au stade du remplissage des grains (méme stade que notre stade de récolte), la
biomasse aérienne ainsi que la biomasse racinaire de la plante inoculée par une souche de
CMA sont plus élevées que celles des plantes non inoculées (I'augmentation est de I'ordre
de 2 g/ plante pour la biomasse aérienne et de 1 g/plant pour la biomasse racinaire).
Aussi, nous pouvons expliquer cette amélioration de performance par le fait que les CMA
améliorent I'accessibilité de la plante aux nutriments du sol par I'augmentation du volume
de sol exploité par les racines. Nous pouvons aussi penser a ’amélioration d’acquisition
du phosphore par la solubilisation du phosphore indispensable, c¢’est grace a la sécrétion
du phosphatases par les CMA qui sont une enzyme capable de dégrader le P organique
en orthophosphates [Garbaye, 2013].

Comme attendu, 'effet de la mycorhization a été moindre dans le cas non limitant en
phosphore (P30) par rapport au traitement PO comme le montre les différentes réponses
mycorhiziennes MGR. En effet, les plantes ayant grandi dans des conditions déficientes
en P ont des réponses mycorhiziennes plus importantes, les MGR.A et MGR.R sont
plus élevées en PO qu’en P30 mais elles restent positives en P30. Cela suggere que la
dépendance mycorhizienne du pois chiche est plus importante en PO qu’en P30. Nous

pouvons expliquer ces résultats par le fait que la plante en P30 trouve directement dans le
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sol une certaine quantité de phosphore (30 mg/kg du sol) qui est suffisante pour acquérir
une biomasse aérienne et une biomasse racinaire. Aussi, d’aprés [Sawers et al., 2008], la
plante investit davantage dans les CMA afin d’améliorer ’acces aux ressources en cas de
limitation en phosphore. Dans le cas contraire o les concentrations en phosphore sont
élevées, le role facilitateur des mycorhizes dans la nutrition des plantes diminue car la
plante investit moins dans I’établissement de la symbiose et le transfert de sucre vers les

champignons.

Contrairement a ce que nous attendions, d’apres nos résultats les plantes présentent une
biomasse racinaire plus importante en présence du phosphore (P30). Selon [Hetrick, 1991]
dans le cas limitant en phosphore, la plante s’investit dans le développement du systéeme
racinaire pour aller chercher les nutriments et il y aura une augmentation de la biomasse
racinaire. De plus, le MGR.R est positif mais moindre en P30, nous pouvons expliquer
ces résultats par le fait que 'absence de fixation d’azote due a une absence de nodulation
par les rhizobia n’a pas permis de réduire la biomasse racinaire en P30 contrairement a
ce qui avait été observée dans 'expérimentation de ’année derniere ou les plants de pois

chiche étaient correctement nodulés (données non publiées).

Le ratio R A/R est plus élevé en P30 et en présence de mycorhize. Ces résultats peuvent
étre expliqués par le fait qu’en P30 et en présence de mycorhize, la plante a développé
plus de biomasse aérienne et de biomasse racinaire et nous remarquons que la plante a

développé plus de biomasse aérienne que de biomasse racinaire.

Nous voulions savoir si dans le cas limitant en phosphore la mycorhization permettait a
la plante d’avoir un niveau de nutrition en P équivalent au traitement avec phosphore
P30. D’apres nos résultats, nous observons que le P végétal total aérien des plantes my-
corhizées en PO est proche du celui des plantes non mycorhizées en P30. Nous voulions
aussi évaluer 'efficacité d’absorption de phosphore par la plante en proposant de calculer
le ratio P végétal total aérien/ BMR. En effet, ce ratio traduit la stratégie de la plante a
absorber le phosphore, plus ce ratio est faible plus la plante mise sur ses propres racines
pour absorber et non sur les mycorhizes. D’apres nos résultats, le ratio P végétal total
aérien/ BMR est plus important en P30 qu’en PO, cela peut étre di au fait qu’en P30 le
phosphore est plus abondant dans le sol et que la teneur en P des plantes dépends moins
de l'activité des mycorhizes. De plus, les plantes non mycorhizées présentent une faible
efficience d’absorption du phosphore. Nous pouvons expliquer ces résultats par le fait que
I’absence de mycorhize a engendré une diminution de la quantité du phosphore absorbé

par la plante.
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3. Effet de la communauté des CMA sur le développement du

pois chiche

Nous faisons I’hypothese que la diversité mycorhizienne aura des effets plus importants
sur le pois chiche que lorsque ce dernier est cultivé en présence d’'une souche unique. I1
est difficile de confirmer cette hypothese puisque pour la majorité des variables mesurées,
nos résultats ne sont pas significativement différents entre les traitements avec apport
d’une souche unique (solo 1, solo 2, solo 3, solo 4) et le traitement commu. Nous pouvons
expliquer ces résultats par le manque de robustesse de nos tests statistiques et une aug-
mentation du nombre de répétitions semble utile. Néanmoins, d’apres nos résultats nous
observons que le traitement commu posséde une BMA moindre que les autres traitements
(solo 1, solo 2, solo 3, solo 4), cela nous améne a penser & une compétition entre les
souches qui forment la communauté. De plus, nous remarquons que le traitement commu
présente une faible efficience d’absorption de phosphore (la valeur du rapport P végétal
total aérien/ BMR n’est pas significativement différente du P végétal total aérien/ BMR
des traitements souche unique mais reste faible). Une hypothése qui peut expliquer ces
résultats est une compétition interspécifique entre les souches qui forment la communauté
(cas du traitement commu). [Maherali and Klironomos, 2012] ont montré qu’un mélange
de souches de CMA phylogénétiquement proches dans sa composition était & méme d’en-
trer en compétition pour la ressource en C. En effet, les quatre souches qui forment notre
mélange appartiennent au méme genre (Rhizophagus) donc la probabilité que ces espéces
soient entrées en compétition est non négligeable. D’apres ces observations, nous pouvons
confirmer que le mécanisme qui controle notre communauté est la compétition entre les

souches.

Aussi, 'objectif était de comprendre le mécanisme derriere 'effet bénéfique de la di-
versité mycorhizienne. Nous avons pensé a une complémentarité fonctionnelle entre les
souches ou un effet de sélection. D’apres nos résultats aucun de ces deux mécanismes ne
permettent d’expliquer l'effet de la communauté, puisque nous n’avons pas vu un effet
plus important de la communauté sur la performance de la plante. Comme nous 1’avons
énoncé précédemment, une compétition peut avoir lieu entre les souches. Par contre, dans
la littérature ils ont montré que la compétition peut étre bénéfique. Une étude faite par
[Thonar et al., 2014] ont trouvé qu’'une plante inoculée par plusieurs CMA présente une
biomasse plus importante que lorsqu’elle est inoculée avec les souches uniques (la bio-
masse total seche est de I'ordre de 0.4g pour les plantes inoculées avec une communauté
par contre elle est de 'ordre de 0.3g pour les plantes non inoculées). Ce bénéfice peut étre
expliqué par une diversité fonctionnelle au sein de la communauté qui pourrait améliorer

la performance de la symbiose. De plus, en 2005 [Jansa et al., 2005] ont montré que la
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proximité phylogénétique au sein d’'une communauté ne présente pas un obstacle a une
diversité fonctionnelle dans la prise et le transfert du P. Dans leur expérimentation, ils
ont observé une variabilité de stratégies d’acquisition du phosphore entre les especes, par
exemple Glomus intraradicesa absorbé le phosphore a 10 cm des racines alors que Glomus
claroideum a absorbé le phosphore a 6 cm. Cette variabilité de stratégies est traduite par

un gain supérieur pour ’acquisition du phosphore par la plante.

Aussi, nous voulions savoir si 'apport du 30 mg du P /kg du sol engendre une diminution
du taux de colonisation. D’apres les tests statistiques que nous avons faits, le traitement
phosphore n’a pas un effet significatif sur la plupart des indices du taux de colonisation
(intensité globale de mycorhization dans le systéme racinaire et intensité arbusculaire
dans le systéme racinaire). Néanmoins, en 2000, [Méader et al., 2000] ont fait une étude
qui a montré que l'utilisation de fertilisants phosphatés induits une diminution de la
colonisation des racines par les CMA. Une autre étude a été faite par [Dai et al., 2014]
a montré aussi une relation négative entre la disponibilité du phosphore dans le sol et le
taux de mycorhization. Une étude faite par [Weber et al., 1992] a montré que leffet de
I'infection mycorhizienne sur la croissance du pois chiche est bloqué en présence de 25 mg
du P/kg. Admettant que la colonisation des racines par les CMA dépend de I’allocation du
C par la plante et en absence du rhizobium, la majorité du C sera alloué aux mycorhizes

et de ce fait nous pouvons expliquer ’absence d’effet significatif de I’apport du phosphore.

D’apres nos tests statistiques, nous n’avons pas observé une différence significative entre
le taux de colonisation de différents traitements. Pourtant, les résultats de I’expérience de
I’année derniére ont montré un taux de colonisation plus faible dans le cas de la commu-
nauté. De plus, en 2014 [Thonar et al., 2014] ont trouvé un taux de colonisation faible pour
la communauté et ont proposé I'idée d’'une allocation préférentielle des ressources a 1’espece
la plus adaptée pour la plante. Il est possible que le cultivar de pois chiche régule 1’alloca-
tion du C de maniere différente entre les souches afin d’arriver a un ratio cotit bénéfice le
plus optimal possible pour expliquer ce taux faible. Selon [Maherali and Klironomos, 2012]
une compétition interspécifique peut aussi expliquer le faible taux de la colonisation. Dans
notre cas, nous nous attendions en répétant I'expérience et en augmentant le nombre de

répétitions a avoir un taux de colonisation faible dans le cas de la communauté.

En se basant sur le fait que les arbuscules sont le lieu d’échange entre les plantes et les
mycorhizes, nous avons proposé de calculer le ratio BMRA qui est le ratio entre I'intensité
arbusculaire dans le systeme racinaire et le BMR qui traduit la stratégie de prélevement
entre le systeme racinaire de la plante du pois chiche et les mycorhizes. Plus ce ratio est
élevé, plus la plante dépend des mycorhizes pour le prélevement des nutriments. D’apres

nos résultats, le BMRA est plus élevé en PO qu’en P30, cela suggere qu’en situation de
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phosphore limitant la plante compte beaucoup sur les mycorhizes pour le prélevement des
nutriments en produisant plus d’arbuscules. Aussi, nos tests statistiques montrent qu’il
n’existe pas de différence significatives entre les BMRA des traitements solo 1, solo 2, solo

3, solo 4 et traitement commu.

4. Une relation préférentielle entre Rhizophagus aggregatus et
le cultivar FLIP 84 92C

Dans notre étude, bien que statistiquement nous n’ayons pas détecté de différences signi-
ficatives entre les traitements solo (solo 1, solo 2, solo 3, solo 4) , nous pouvons observer
que l'inoculation des plantes de pois chiche avec Rhizophagus aggregatus (traitement solo
4) est plus avantageuse pour la BMA, BMR, le P végétal total aérien (en P30) , le taux
de mycorhization (intensité globale de mycorhization, I'intensité des vésicules (en P30)).
Cela suggere qu’une relation préférentielle existe entre le cultivar de pois chiche FLIP 84
92C et la souche de R.aggregatus utilisée. D’apres [Pivato et al., 2007], une association
préférentielle peut exister entre 'espece végétale et les CMA. En effet, il a été montré par
séquencage d’ADN qu’il existait une différence d’abondance relative de CMA présents
dans les racines et le sol, ce qui peut étre expliqué par le fait que la plante exerce une
pression de sélection induisant un changement de la composition de communauté dans
ses racines. Une hypothese qui peut expliquer 'efficience de R.aggregatus est que cette
derniere a une forte capacité de production de spores et posseéde en conséquence un fort
potentiel de colonisation des racines par rapport aux autres souches utilisées dans notre
expérience [Nacoon et al., 2021].De méme, une étude faite par [Hart and Reader, 2002]
a montré que R.aggregatus colonise les racines tres rapidement une semaine apres leur

inoculation.

5. Discussion de la méthode

Notre expérience s’est déroulée en serre dans des conditions différentes de la réalité, les
CMA qui ont mycorhizé les racines sont surement différents de ceux qui se trouvent au
champ, notamment du fait de la stérilisation préalable du sol. Néanmoins, nous avons
choisi de travailler sous condition contrdlées vue la difficulté de tester une seule souche

sur le terrain et avoir un témoin strict sans mycorhize.

La culture en pots contraint les racines en termes de volume disponible pour I'exploitation
racinaire, et nous ne pouvons donc pas considérer que notre expérience reflete une image

fidele de la réalité.

L’utilisation d’inoculum de mycorhize est capable de refléter le systeme de culture notam-
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ment en termes de fertilité phosphatée des sols, mais leur role est intimement lié a ’activité
des autres organismes biologiques du sol. D’aprés notre expérimentation nous avons vu
que 'absence du fixation symbiotique d’azote a un fort impact sur le fonctionnement des

mycorhizes.

6. Perspectives

Une expérience au champ serait utile pour vérifier si les résultats seraient similaires & ceux
obtenus dans notre expérimentation. Aussi, pour consolider les résultats, il faudrait répéter
I’expérimentation avec plus de répétition notamment avec la souche de R.aggregatus afin
d’avoir des différences significatives entre les traitements. Il serait pertinent de prolonger
la période de croissance du pois chiche afin de pouvoir suivre le nombre de nodosités
sur les racines en parallele avec le taux de mycorhization. Aussi, il apparait que le taux
de mycorhization est simple a mesurer mais long, la récolte et la coloration des racines
sont faciles a mettre en ceuvre. L’interprétation de cet indicateur a un intérét important,
mais reste limité et une étude de la diversité des CMA basée sur la biologie moléculaire
est nécessaire. En effet, le séquencage d’ADN des CMA présents dans les racines semble
étre utile pour mettre en évidence les communautés fongiques qui se sont développées
notamment en condition de mélange. Aussi, une quantification de ’allocation du carbone
par la plante aux mycorhizes est importante pour vérifier les hypothéses que nous avons

mises (I’allocation préférentielle du carbone par la plante pour les mycorhizes).
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Chapitre 7
Conclusion

En travaillant selon deux niveaux de disponibilité de phosphore et six niveaux d’inocu-
lation, nous avons pu mettre en évidence un effet significatif de la mycorhization sur la
croissance du pois chiche et sa nutrition surtout en condition de faible disponibilité de
phosphore. Notre résultat semble indiquer qu’un mécanisme est entré en jeu dans la com-
munauté. Il semble probable que les souches qui forment la communauté soient entrées
en compétition. Aussi, nous avons remarqué que les plantes inoculées avec Rhizophagus
aggregatus présentent de meilleures performances comparées aux plantes inoculées avec

les autres souches uniques ou avec la communauté.

Pour finir, je voulais insister sur le fait que les mycorhizes sont un levier tres impor-
tant pour le recyclage des nutriments mais leur réle est lié¢ a l'activité des autres micro-
organismes et aussi des pratiques agricoles appliquées. De ce fait, pour favoriser le dévelop-
pement des champignons mycorhiziens, il semble utile de changer les pratiques culturales

(fertilisation, traitements phytosanitaires).
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Chapitre 8

Annexe

TABLE 8.1 — Les résultats des différents tests statistiques pour le N végétal total aérien
(ANOVA, test post Hoc de Tukey).-,NS : non significatif

Test Variables P value
P 1.237e-13 ok
ANOVA mycorhize 0.007522 ok
P :mycorhize NS
Variables Modalités Moyenne (en g/pot)
P PO 0.0783 A
P30 0.1532 B
0 0.0841 a
solo 1 0.1211 ab
mycorhize solo 2 0.1158 ab
solo 3 0.1163 ab
solo 4 0.1386 b
commu 0.1187 ab
0 0.0492 -
Tukey HSD solo1 | 0.0790 -
solo 2 | 0.0765 -
Po solo 3 0.0791 -
solo 4 0.0962 -
P :mycorhize commu | 0.0898 -
0 0.1190 -
solo 1 0.1633 -
P30 solo 2 0.1551 -

solo 3 0.1535 -
solo 4 0.1810 -
commu | 0.1476 -
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PRODUCTION MONDIALE PRINCIPALES FAMILLES DE LEGUMINEUSES
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FIGURE 8.1 — Production mondiale de différentes familles de légumineuses en 2013 [FAO,
2016]
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FIGURE 8.2 — Evolution des surfaces de légumes secs en France. Déclaration PAC pour
le pois chiche. [Schneider and Huyghe, 2015]
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FIGURE 8.3 — Les principaux types de mycorhizes [Selosse and Le Tacon, 1998|

48



Num- Species Form Color Spore's Wall size Spore’s Hyphae

ber size surface length
1 G. versiforme Brown yellow Globular 70 25 Granular -
2 G. intraradices Yellow Globular 7.5 2 Granular
3 . aggregatum Orange Globular 70 25  Smooth
4 P. scintillans Dark brown yellow  Globular 65 25  Granular
5 Entrophospora sp. Brown Globular 0 25  Granular
L] A nigra Globular Black 100 25 Smooth
7 Gigaspora sp. Yellow Globular 70 25 Smooth
8 D. biornata Dark brown Globular 75

9 G. clarum Light yellow brown Globular 75 25  Granular
10 G. badium Brown Globular 70 25  Smooth
1 Acaulospora sp. Yellow Globular 125 25  Smooth
12 A, laevis Light yellow Globular 7.5 25  Granular
13 G. fecundisporum Orange Globular 725 25  Granular
14 G. margarita Yellow brown Globular 70 25  Granular
15 R. fulva Light brown Globular 75 25  Granular
16 A. gedanessis Light yellow Globular 0 25  Granular
17 E. inferguens Brown yellow Globular 75 25  Granular
18 G. macrocarpum Light brown Globular 62.5 25  Smooth
19 G. deseriicola Dark brown Globular 75 25  Smooth
20 G. etunicatum Yellow brown Globular 315 25  Granular
21 Glomus sp. Yellow Globular 75 25 Smooth
22 G. microcarpiim Globular Yellow brown 75 25  Granular

FI1GURE 8.4 — Quelques especes de champignons endomycorhiziens isolées de rhizospheres
de pois chiche [El Hazzat et al., 2018]
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FIGURE 8.5 — (C) Biomasse des nodules et (D) La nodulation pour des plants de soja
mycorhizés (+AM) et non mycorhizés (-AM) dans des conditions de faible teneur en P et
dans des plants non mycorhizés avec un apport suffisant en P (-AM + P) aux stades de
la floraison et de remplissage des grains [Bulgarelli et al., 2017]
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FIGURE 8.6 — Présentation de la réponse mycorhizienne (MGR) calculée sur la biomasse
aérienne mesure des 4 cultivars de pois chiche (Résultats 2020, données non publiées) en

présence de 0 ou 30 mg de P par kg de sol [Paul COLLART , 2020]
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FIGURE 8.7 — Arbuscules et vésicules de CMA (microscope optique*100)

TABLE 8.2 — Récapitulatif des variables mesurées et des méthodes d’analyse utilisées

Variables mesurées

Méthodes d’analyse

Biomasse aérienne seche totale (BMA)

Modele linéaire

ANOVA
Biomasse racinaire séche totale (BMR) X[l(\)Ic(ije\l/e Ahnealre mixte
Modele linéaire
R-A/R ANOVA

P total aérien

Modele linéaire ANOVA

N totale aérien

Modele linéaire ANOVA

P total aérien/BMR

Modele linéaire ANOVA

Réponse mycorhizienne MGR

Modele linéaire ANOVA

Intensité globale de mycorhization dans le systéme racinaire (M)

Modele linéaire ANOVA

Intensité arbusculaire globale dans le systéme racinaire (A)

Modele linéaire ANOVA

Intensité des vésicules (V)

Modele linéaire ANOVA

Ratio intensité arbusculaire sur la biomasse racinaire sec totale (BMRA)

Modele linéaire ANOVA
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FI1GURE 8.8 — Fiche de calcul des indices de caractérisation des endomycorhizes
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FIGURE 8.9 — Moyennes (et écart-types, n=6) de I'intensité des vésicules dans le systeme
racinaire (%) en réponse au traitement mycorhize et du traitement P
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FIGURE 8.10 — Moyennes (et écart-types, n= 6) de BMRA (%) en fonction du traitement
phosphore. Les lettres différentes indiquent une différence significative (ANOVA, p < 0,05
, suivie du test post-hoc de Tukey)
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FIGURE 8.11 — Moyennes (et écart-types, n= 6) BMRA (%) en réponse au traitement
mycorhize(données PO et P30 regroupées). Les lettres différentes indiquent une différence
significative (ANOVA ,p < 0,05, suivie du test post-hoc de Tukey)
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FIGURE 8.12 — Moyennes (et écart-types, n= 6) des BMA (g de matieére seche/pot) en
fonction du traitement en phosphore : PO (absence de P) et P30 (30 mg P/kg). Les
lettres différentes indiquent une différence significative (ANOVA, p < 0.05, suivie du test
post-hoc de Tukey)
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Résumé

Dans un contexte de transition agro écologique, la gestion de la fertilité du sol et la sécurité
alimentaire sont des questions centrales. La valorisation de la culture des légumineuses est
actuellement une alternative pour restaurer la fertilité des sols. Les légumineuses ont la
capacité d’étre co-inoculées par les champignons mycorhiziens arbusculaires et les rhizobia,

ce qui induit des bénéfices importants pour la plante.

Le pois chiche Clicer arietinum L. est parmi les légumineuses qui bénéficient de la sym-
biose rhizobienne qui lui permet de fixer 'azote atmosphérique. Cette fixation est un
mécanisme tres demandant en phosphore. Pour cela, la plante développe des stratégies
pour améliorer 'acquisition du phosphore comme la symbiose mycorhizienne. Ainsi une
attention particuliere a été portée sur I’évaluation de l'effet de la diversité des champignons
endomycorhiziens sur la croissance du pois chiche et sur I’amélioration de ’absorption du
phosphore. Pour cela une expérimentation en serre a été réalisée pour évaluer l'effet de
la diversité de CMA sur la croissance du pois chiche avec en particulier 'acquisition du
phosphore et de 'azote. Cette évaluation se fait en comparant les effets obtenus sur le
pois chiche inoculé par une communauté avec ceux obtenus avec le pois chiche inoculé par
chacune des souches composant la communauté. De plus, nous cherchons a comprendre
le mécanisme qui controle la relation pois chiche-CMA pour deux situations contrastées

de disponibilité de phosphore.

Les résultats obtenus ont montré que la mycorhization a un effet bénéfique sur la crois-
sance de pois chiche et sur I'acquisition du phosphore et de ’azote en absence de fixation
symbiotique d’azote. Les performances des plantes inoculées avec la communauté de Rhi-
zophagus sont moindres par rapport aux autres traitements avec inoculation, cela nous
amene a penser qu'une compétition a eu lieu entre les souches de la communauté. Aussi
nous avons remarqué une relation préférentielle entre le cultivar FLIP 84 92C, Rhizophagus

aggregatus et le sol de Cazevieille.

Les mots clés : Cicer arietinum L., champignons mycorhiziens, phosphore,

diversité, relation préférentielle, Rhizophagus
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