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Résumés

Résumé

Les émissions de polluants toxiques d’origine industrielle dans I’environnement peuvent
avoir un impact négatif a la fois sur la santé de I’homme mais aussi sur son environnement, en
particulier, sur le microbiote du sol aussi bien en termes d’abondance, de richesse, que de
biodiversité. Ce qui pourrait conduire a la dégradation des écosystemes agricoles. Parmi les
microorganismes bénéfiques du sol, les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA)
jouent un réle majeur dans la nutrition minérale et hydrique ainsi que dans la protection des

plantes contre divers stress environnementaux dont la pollution.

Ainsi, ce travail de thése avait pour objectif principal d’étudier I’impact des rejets
industriels sur le développement et la diversité des CMA, sur I’établissement de la
mycorhization arbusculaire et sur la viabilité microbienne des sols des agro-écosystemes du
Nord-est algérien. Pour cela, différentes expérimentations ont été menées avec divers modes

de cultures : in situ, en microsomes et in vitro.

La premiére partie de cette thése a consisté a mesurer, in situ, I’impact de la pollution
industrielle générée par les complexe ArceloMittal Algériec (AMA) d’El-Hadjar, Fertial
(Annaba) et la Société des Ciments Hadjar-Soud SCHS (Skikda) sur la microflore bénéfique
des sols agricoles (cultivés par des tomates) situés a proximité de ces complexes. Les
biomasses microbiennes telluriques bactérienne et fongique (champignons mycorhiziens a
arbuscules, ectomycorhiziens et saprotrophes) ont été évaluées en utilisant des marqueurs
lipidiques spécifiques parmi lesquels, les acides gras associés aux phospholipides (PL) :
i15:0, al15:0, i16:0, i17:0, al17:0, cyl7:0, C18:1 o 7 et cyl9 :0 ont été adoptés pour
mesurer la biomasse bactérienne, 1’ergostérol et le C18: 2w6,9 associé aux PL comme
marqueurs des champignons saprotrophes et ectomycorhiziens, et le C16: 1®5 associé aux PL
comme marqueur des CMA. Parallelement a cela, des isolements de spores de CMA et leur
identification morpho-anatomique ainsi que la détermination de la capacité mycorhizogene
des différents sols d'étude via la mesure des taux de mycorhization et du potentiel

mycorhizogene infectieux du sol, ont eté effectués.

Dans un deuxieme temps, afin de mieux comprendre les mécanismes impliques dans
I’effet négatif des polluants sur le développement des plantes et les CMA, ’étude de 1’impact
d’un mélange de polluants organiques et inorganiques (le diesel), sur 1’établissement d’une
mycorhization arbusculaire fonctionnelle et sur la croissance des plantes a été conduite sur

deux essais, I’un en microcosmes et ’autre in vitro.
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Les principaux résultats obtenus a partir de I’ensemble de ces expérimentations ont
montré que 1’abondance microbienne (biomasses des CMA, des champignons
ectomycorhiziens et saprotrophes ainsi que la biomasse bactérienne) est significativement
plus faible dans les sols pollués par comparaison a un sol témoin non pollué prélevé d’un site
non exposé aux emissions industrielles situé a Seraidi (Annaba). De plus, la biodiversité des
CMA isolés et identifiés a partir des sites pollués est moins importante comparée au site
témoin. En effet, trois et cing espéces de CMA ont été isolées des sols pollués a proximité des

complexes Fertial et SCHS.

Nos résultats ont également montré des diminutions drastiques du taux de
mycorhization des plants de tomate cultivés a proximité de ces sites industriels et du potentiel

mycorhizogene infectieux dans les sols pollués par comparaison au sol non pollué.

Par ailleurs, les résultats des essais en microsomes et in vitro ont demontré que bien que
le diesel affecte négativement les principaux stades de développement du CMA R. irregularis
ainsi que la croissance de différentes plantes cultivées (tomate, blé chicorée), les CMA sont,
non seulement capables d’accomplir un cycle de développement complet en présence de
certaines concentrations de diesel, mais ils parviennent a protéger les plantes contre la toxicité
des polluants. En effet, I’inoculation mycorhizienne de plants de tomate et de blé grace a
I’ajout d’inoculums mycorhiziens permet d’améliorer la croissance de ces plantes malgré la
présence de polluants. Nous avons montré que les CMA conferent une protection aux plantes
en atténuant le stress oxydant induit par la phytotoxicité du diesel. Ceci a été mis en évidence
grace au dosage de biomarqueurs biochimiques du stress oxydant: le malondialdehyde
(marqueur de peroxydation lipidique), la peroxidase et la superoxyde dismutase (deux

enzymes a activités antioxydantes).

Mots clés : champignon mycorhizien a arbuscules, pollution, diesel, marqueur lipidique,

stress oxydant.
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Abstract

Emissions of industrial pollutants in the environment could present a negative impact
both on human health and environment, particularly, on abundance and biodiversity of soil
microbiota, which could lead to the degradation of agricultural ecosystems. Among the
beneficial soil microorganisms, arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) play a major role in
mineral and water nutrition as well as in plant protection against various environmental

stresses including pollution.

Thus, the present thesis aims at studying the impact of industrial pollution on the
microbial viability, in particular, on the development and biodiversity of AMF as well as on
the establishment of the arbuscular mycorrhizal symbiosis in agroecosystems of Northeastern

Algeria. Several experiments were carried out in situ, in microsoms and in vitro.

The first part of this thesis consisted of measuring in situ the impact of industrial
pollution generated by ArcelorMittal Algérie (AMA) complex of El-Hadjar, Fertial (Annaba)
and the Society of Cement Hadjar Soud SCHS (Skikda) on the beneficial microflora of
agricultural soils (cultivated with tomatoes). Bacterial and fungal biomasses (arbuscular
mycorrhizal, ectomycorrhizal and saprotrophic) were evaluated using specific lipid markers.
The phospholipid fatty acids (PLFA) i15: 0, al5: 0, i16: 0, i17: 0, al17: 0, cy17: 0, C18: 1 and
o 7 cy19: 0 were used to evaluate bacterial biomass whereas ergosterol, the PLFA C18: 26,9
and C16: 1o5 were used to quantify saprotrophic, ectomycorrhizal fungi and AMF
respectively. In addition, isolation and morpho-anatomical identification of AMF spores as
well as determination of root arbuscular mycorrhizal rates and soil mycorrhizal potential were

performed.

Secondly, to better understand the mechanisms involved in the negative effect of
pollutants on plant and AMF development, the impact of diesel (a mixture of organic and
inorganic pollutants) on the establishment of the arbuscular mycorrhizal symbiosis and on

plant growth was studied in microcosms and in vitro.

The main results showed that microbial biomass (AMF, ectomycorrhizal and
saprotrophic fungi as well as bacteria) was significantly lower in polluted soils compared to
control site located in Seraidi (Algérie). Furthermore, biodiversity of AMF isolated from the
polluted sites is less important compared to the control site. Indeed, only three and five AMF
species were isolated from polluted soil near the industrial complexes Fertial and SCHS.
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Our results also showed drastic decreases in the arbuscular mycorrhizal rates of tomato
plants grown near the three industrial sites as well as the arbuscular mycorrhizal potential of
contaminated soils compared to unpolluted soil.

Moreover, our finding resulting from microsom and in vitro experiments demonstrated
that although increasing diesel concentrations reduced the main stages of the AMF R.
irregularis development and the growth of the tested different crops (tomato, chicory wheat),
the fungus was not only able to fulfil its life cycle in the presence of diesel but it was also able
to improve the growth and to provide protection to the plants against the diesel toxicity
through oxidative stress alleviation. This result was pointed out via the assessment of
biochemical biomarkers such as malondialdehyde (lipid peroxidation marker), peroxidase and
superoxide dismutase (two antioxidant enzymes). Indeed, addition of mycorrhizal inoculum to
tomato and wheat cultures enhances the growth of these plants despite the presence of

pollutants.

Key words : arbuscula mycorrhizal fungus, soil pollution, diesel, lipid marker, oxidative

stress.
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INTRODUCTION GENERALE

Le sol constitue le milieu de vie permanent d’une multitude d’étres vivants dont la
plupart sont des microorganismes. La diversité des microorganismes y est considérable. Un
sol peut contenir plusieurs dizaines a plusieurs centaines de milliers d’espéces bactériennes et
fongiques. Dans un gramme de sol en bonne santé, les bactéries peuvent présenter jusqu’a 1
milliard d’individus et les champignons jusqu’a 1 million d’individus (Alabouvette et al.,
2009), ce qui correspond a des biomasses approximatives de 3000 et 5000 Kg par hectare de
sol respectivement (Metting, 1992). La distribution des microorganismes du sol est fonction,

entre autres, des caractéristiques physico-chimiques de ce dernier.

Les microorganismes du sol remplissent des fonctions environnementales essentielles
telles la décomposition de la matiere organique, libérant ainsi, des nutriments disponibles
pour les plantes. lls jouent également un role crucial dans la formation des sols et leur
évolution, la dégradation des polluants organiques et I'amélioration de la croissance des
vegétaux. Les microorganismes vivant en symbioses avec les racines des plantes jouent un
role 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, 2008a). Ils sont considérés comme des acteurs clés des services
écosystémiques. Grace a leur réseau mycelien, les CMA améliorent I’absorption de 1’eau et
des éléments minéraux chez la plante (Paul Schreiner, 2007; Mardukhi et al., 2011; Labidi et
al., 2012). lls augmentent la tolérance des plantes vis-a-vis des stress abiotiques tels que les
polluants (Verdin et al., 2006; Debiane et al., 2008, 2009; Lenoir et al., 2016), et biotiques tels
que les agents phytopathogenes (Dalpé, 2005). Il a été également démontré que ces
champignons facilitent I’installation des plantes dans les sols pollués et contribuent &
I’élimination des polluants en stimulant [’activit¢ des populations microbiennes

rhizospheriques (Joner & Leyval, 2003; Verdin et al., 2006; Lenoir et al., 2016).

La FAO (Food and Agriculture Organisation of the United Nations) définie la santé des
sols comme étant: «La capacité du sol & fonctionner comme un systeme vivant ». La santé du
sol fait référence a I’abondance, la diversit¢ et D’activité des organismes vivants qui
participent a son fonctionnement et a sa fertilité. Les sols en bonne santé maintiennent en leur
sein une diversité d'organismes qui contribuent a combattre les maladies des plantes, les

insectes et les adventices. Certains de ces microorganismes telluriques s'associent de fagon

1
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symbiotique aux racines et contribuent ainsi a améliorer la productivité végétale. En revanche,
on considére qu’un sol est pollué lorsqu’il présente un risque pérenne, réel ou potentiel pour
la santé des organismes vivants (Homme, animaux, plantes, bactéries et champignons) du fait
d'une pollution résultant de dépbts de déchets, de retombées de rejets atmosphériques ou
d'infiltration de substances polluantes. Un changement de I'état de santé du sol impacte
négativement le fonctionnement des microorganismes vivants ce qui entraine une diminution

de sa fertilité et par conséquent, une chute de la production végétale.

Le potentiel de production des sols agricoles diminue sous ’effet de divers facteurs de
dégradation du sol dont la pollution. La FAO estime que prés de la moitié des sols du monde
sont déja dégradés a cause des activités anthropiques. Parmi les principales sources de
contamination des sols figurent, outre les activités agricoles et urbaines, les activités
industrielles telles que la métallurgie, 1’industrie chimique, 1’industrie miniere, les activités de
transport, de stockage et de distribution des produits pétroliers, ainsi que la combustion des

produits pétroliers tels que le diesel.

L’accumulation dans le sol de divers polluants conduit a sa contamination et modifie ses
propriétés physiques, chimiques et biologiques. Les conséquences de telles perturbations
entrainent bien souvent la perte irréversible de la biodiversité des microorganismes

telluriques, accentuant le dysfonctionnement des écosystemes.

La partie nord de I’ Algérie, du littoral au massif montagneux de I’ Atlas tellien, occupe 4
% de la superficie totale et dispose d’un tiers des superficies cultivées du pays lesquelles sont
menacées par la concentration excessive de la population et des activités industrielles. Ces
terres sont plus fertiles que dans le reste du pays et exploitées principalement pour la
production des céréales et des plantes maraicheres. Cependant, des rapports récents
confirment que I’Algérie perd annuellement dans sa partie nord une superficie agricole utile

de 300.000 ha a cause de facteurs naturels et anthropiques.

La région d’Annaba compte plus de 80 unités industrielles dont certaines sont
implantées sur des sols agricoles connus jadis pour détenir des taux élevés de productivité.
Parmi les plus grandes unités industrielles figurent le complexe Sidérurgique ArcelorMittal
Algérie (AMA) d’El-Hadjar, mis en service depuis 52 ans, qui s’étend sur une superficie de
plus de 832 ha de terre agricole, la Société Algérienne des Fertilisants Fertial, en activité

depuis 32 ans, avec une superficie de 103 ha et la Société des Ciments de Hdjar Soud (SCHS)
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implantée dans la wilaya de Skikda depuis 43 ans, sur une superficie de plus de 29 ha de terre

agricole.

La plupart des études réalisées dans la région d’ Annaba ont porté sur 1’évaluation de la
contamination par divers polluants organiques et inorganiques des eaux des oueds qui
traversent les sols agricoles (Derradji et al., 2007; Chaoui et al., 2013; Zenati et al., 2013;
Reggam et al., 2015). Cependant, 1’étude des effets de ces polluants sur les sols eux-mémes
sont embryonnaires. C’est pourquoi, le premier objectif de la présente thése consiste en
I’évaluation de la biomasse microbienne a la fois fongique (champignons mycorhiziens a
arbuscules, ectomycorhiziens et saprotrophes) et bactérienne ainsi que la diversité des CMA
vivant en symbiose avec les racines de plants de tomate dans des parcelles agricoles situées a
proximité des trois installations industrielles précédemment citées, et dans une parcelle

témoin située a Séraidi, en dehors de la zone industrielle.

Le second objectif de la thése est basé sur le fait que la pollution du sol pourrait avoir
des effets délétéres sur les cultures agricoles. A cet effet, et grace a un dispositif expérimental
en microcosmes, une étude de I’impact d’une pollution du sol par le diesel sur la croissance de
deux types de plantes cultivées dans les agro-écosystemes Annabis (la tomate et le blé) ainsi
que sur I’efficience de 1’apport d’inoculums mycorhiziens arbusculaires commerciaux dans la

croissance et la protection des plantes contre la phytotoxicité du diesel est envisagée.

Enfin, le troisitme objectif vise a comprendre les mécanismes fondamentaux
cytologiques et biochimiques impliqués dans les effets négatifs du diesel sur le
développement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules et de chacun de ses deux
partenaires. Pour cela, des cultures monoxéniques in vitro sur le modele Rhizophagus

irregularis/racines transformeées permettront de formuler quelques éléments de réponse.
Cette thése est organisée en trois parties :

La partie | est une analyse de la littérature scientifique concernant les CMA. Les différentes
sources de la pollution anthropique et ses impacts sur les communautés microbiennes du sol,
notamment les CMA y sont traités. Les principaux mécanismes (stress oxydant et systemes
antioxydants) induits par les stress abiotiques, en particulier la pollution y sont également

définis.
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La partie Il décrit les méthodologies expérimentales utilisées lors de ce travail pour répondre

aux questions posées.

La partie 11l est consacrée a la présentation des résultats obtenus et leur analyse. Elle
comporte trois chapitres. Le premier porte sur 1’étude de la biomasse microbienne ainsi que la
biodiversité¢ et 1’abondance des CMA des sols provenant de parcelles agricoles situées a
proximité de sites industriels dans la région d’Annaba et de Skikda. Le deuxi¢éme chapitre
aborde I’impact de la pollution par le diesel sur la croissance de la tomate et le blé et la
contribution de I’inoculation mycorhizienne arbusculaire dans la protection de ces plantes
contre le stress induit par ce polluant. Le dernier chapitre est consacré a 1’étude des
mécanismes cytologiques et biochimiques qui pourraient étre a 1’origine de I’impact négatif
du diesel sur 1’établissement de la symbiose mycorhizienne et sur le développement de ses

deux partenaires.

Enfin, ce manuscrit se termine par une conclusion générale, des perspectives donnant
quelques pistes sur la poursuite de ce travail ainsi que les références bibliographiques citées
dans ce manuscrit. Les différentes valorisations et communications auxquelles j’ai participé

durant mes années de these seront présentées en annexe.
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Partie | Synthese bibliographique : La symbiose mycorhizienne a arbuscules

PARTIE | SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. LASYMBIOSE MYCORHIZIENNE A ARBUSCULES

Le terme mycorhize (du grec myco, qui signifie champignon, et rhiza qui signifie
racine) a été utilisé pour la premiere fois par le botaniste allemand Frank en 1885 pour décrire
les organes mixtes racines-champignons cités par ses prédécesseurs depuis plusieurs
décennies. Cependant, c’était les ectomycorhizes qui ont été d'abord reconnues comme une
symbiose mutualiste entre les plantes et les champignons. En 1877, Frank a été le premier a
attribuer a la mycorhize arbusculaire le statut de symbiose ‘symbiotismus’ (du grec sym qui
signifie ensemble, et bio qui signifie vie) comme un terme neutre n’impliquant pas de

parasitisme mais qui est basé sur la coexistence réguliére d’organismes différents.

La facon avec laquelle le champignon interagit avec les racines de la plante héte, et en
particulier la nature de I’interface qui se forme entre la plante hote et le champignon confere a
la mycorhize une organisation qui lui est propre. Ainsi, trois grands types de symbioses

mycorhiziennes peuvent étre distingués.
- Lasymbiose ectomycorhizienne

Les hyphes fongiques ne pénetrent pas dans les cellules mais s’insinuent dans les
espaces intercellulaires épidermiques corticaux pour former un systeme complexe appelé
réseau de Hartig (Fig. 1). Ce réseau constitue le siege des échanges nutritifs bidirectionnels
entre le champignon et la plante (Burgess et al., 1994; Dell et al., 1994; Smith & Read,
1997a). Les hyphes extraracinaires recouvrent completement la radicelle pour former un
manteau d’hyphes étroitement entrelacées, a partir duquel elles proliferent et s’étendent dans

le sol a la recherche des éléments nutritifs.

Plus de 5000 espéces de champignons appartenant principalement aux Basidiomycetes,
mais aussi aux Ascomycetes et Zygomyceétes forment des ectomycorhizes avec les plantes des
familles Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae, et Tiliaceae ainsi que des especes des

Rosaceae, Leguminoseae, Ericaceae, Juglandaceae, et autres familles (Brundrett, 2002).



Partie | Synthese bibliographique : La symbiose mycorhizienne a arbuscules

Mycélium §#

Manteau

Arbuscules

de Hartig

Figure 1 Schéma montrant les différences entre les ecto- et les endomycorhizes (Bonfante & Genre,
2010a)

Bien que les espéces concernées par cette symbiose ne représentent qu’environ 3 % des
especes végétales (Riedacker, 1993), les ectomycorhizes prédominent dans les écosystémes
des régions tempérées et boréales et dans les foréts des régions tropicales et subtropicales

(Smith & Read, 1997a), et présentent souvent un certain niveau de spécificite.
- Lasymbiose ectendomycorhizienne

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 (Laiho,
1965; Mikola, 1965; Yu et al., 2001). Ces derniers, présentent a I’intérieur des cellules
différents degrés de prolifération. Ils sont soit tres courts (mycorhizes monotropoides), ou

sous forme de pelotons (mycorhizes arbutoides).
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Les champignons ectendomycorhiziens appartiennent aux deux ordres d’ Ascomycétes,

Pezizales et Leotiales (Yu et al., 2001). Quelques especes de Basidiomycetes peuvent former

ce type de mycorhize.
- Lasymbiose endomycorhizienne

A I’inverse des ectomycorhizes, les hyphes des endomycorhizes pénétrent a I’intérieur
des cellules ou leur prolifération conduit a la formation d’arbuscules ou de pelotons. Le réseau
de Hartig et le manteau fongique sont absents, seul un lache réseau d’hyphes extraracinaire
entoure les racines. Il existe plusieurs types d’endomycorhizes qui différent en de nombreux

points. Les plus connus sont, les endomycorhizes a arbuscules, les endomycorhizes éricoides

et les endomycorhizes orchidoides (Fig. 1).

é{ arbuscules
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i des Orchidaceae
i 7 manteau
i mycélien
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Ericaceae et hélianthémes ¥ résean de Hartig

mycélium mtercellulaire

Figure 2 Principales formes de mycorhizes associées aux racines des plantes supérieures (Hallé, 2008,
figure modifiée d'aprés Le Tacon, 1985)

Les mycorhizes a arbuscules représentent le type mycorhizien le plus ancestral et le plus
répandu dans la flore actuelle (Smith & Read, 1997b). Elles ont d’abord été reconnues et

décrites dans les derniéres décennies du XI1Xe siecle en tant que mycorhizes endotrophiques
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ou mycorhizes vesiculaires-arbusculaires (Redecker & SchiRler, 2014). Le terme vesiculaire
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, référe aux
structures situées a ’intérieur des cellules corticales des racines appelées arbuscules (arbres
nains) (Fig. 2). La grande majorité des plantes terrestres (environ 80 % des especes végétales)
sont capables de former des mycorhizes arbusculaires (Brundrett, 2009). Seules quelques
plantes ne forment pas d’associations mycorhiziennes ; les plantes vasculaires aquatiques et
les membres des familles Brassicaceae, Chenopodiaceae, Cyperaceae, Juncaceae,
Caryophyllaceae, Cruciferaceae, Chenopodiaceae, Polygonaceae, Portulacaceae,
Urticaceae. Ce type de mycorhizes est assuré par un petit nombre de CMA caractérisés par
leur spécificité d’association relativement faible envers leurs hotes (Smith & Read, 1997Db).
Cependant il y a des différences spécifiques dans la réponse des plantes aux CMA et vis-versa
(van der Heijden et al., 1998).

1.1.Les champignons mycorhiziens & arbuscules

Il semble que les champignons mycorhiziens a arbuscules datent de plus de 1000
million d’années. Ils ont probablement joué un réle important dans la colonisation des milieux

terrestres par les plantes grace a leur role dans I’absorption des éléments nutritifs (Smith &

Read, 2008a).

Leur croissance est essentiellement hypogée, mais certains CMA formant des
sporocarpes, fructifient a la surface du sol (Redecker & Schufler, 2014). La reproduction des
CMA est asexuée et est assurée par les spores. Cependant, quelques groupes se reproduisent
par les hyphes ou les fragments racinaires déja colonisés. On utilise le terme propagule pour
désigner ces structures puisque elles servent toutes a la propagation de 1’espéce (Fortin et al.,
2008). Leurs spores multinuclées et riches en globules lipidiques et protéiques sont
relativement grandes. Elles se rencontrent séparées ou dans des sporocarpes (Redecker &

SchiRler, 2014) avec un diamétre compris entre 22 et 1 050 um (Souza, 2015).
1.1.1. Taxonomie des espéces de champignons mycorhiziens a arbuscules

En se basant sur des analyses moléculaires, les CMA qui faisaient partie du phylum des
Basidiomycetes, ont été déplacés dans un nouvel embranchement créé spécialement pour eux,
les Gloméromyceétes (Fig. 3) (SchiRler & Walker, 2010).
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Différentes clés d’identification basées sur les caractéristiques morphologiques des
spores ont été proposées. Les plus importantes étaient les clés de Trappe (1982), Hall & Fish
(1979), et Schenck & Perez (1989). Walker (1983) a proposé une nouvelle terminologie pour
la description des especes sur la base des types distincts de parois formés par les spores. Une
classification basée sur les caractéristiques phénotypiques (morphologie des spores et
caractéristiques de mycorhization) a été plus tard proposée par Morton et Benny (1990) qui

ont été les premiers a introduire 1’ordre des Glomales dans les zygomycétes.

La taxonomie basée sur des analyses moléculaires, en particulier sur I’analyse de la sous
unité ribosomique de I’ARN 18S, a permis de constituer 1’arbre phylogénétique des
Glomyromyceétes (Fig. 4). Cet embranchement compte a ce jour plus de 250 espéces décrites
regroupées en 4 ordres : les Glomerales, les diversisporales et deux lignées plus anciennes ;
les Paraglomerales et les Archeosporales (Tab. 1). La famille Entrophosporaceae dont la
position dans la taxonomie des CMA n’est pas encore totalement définie, est décrite comme
étant une familia incertae sedis (famille de position incertaine) n’appartenant a aucun des 4

ordres précédemment cités (Redecker & Schiiler, 2014).
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Figure 3 Phylogénie des champignons basée sur la séquence de la SSU rRNA (Schiiler et al., 2001).
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Archaeosporales
Archaeosporaceae
_ Archaeospora Paraglomerales
Rhiraphagus Ambisporaceae
Sclerocystis Ambispora
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Figure 4 Arbre phylogénique des Glomeromycota (SchiiRler et Walker, 2010), modifié par Schiiler
(http://schuessler.userweb.mwn.de/geosiphon/geosiphon_home.html)

Tableau 1 Classification des Gloméromycota (Redecker & Schiif3ler, 2014)

Ordre Famille Nombre approximatif d’espéces
Glomerales Glomeraceae 108
Claroideoglomeraceae 6
Diversisporales Diversisporaceae 10
Gigasporaceae 53
Acaulosporaceae 38
Pacisporaceae 7
Archaeosporales Archaeosporaceae 2
Ambisporaceae 9
Geosiphonaceae 1
Paraglomerales Paraglomeraceae 3
Familia incertae sedis Entrophosporaceae 3
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1.1.2. Cycle de développement des champignons mycorhiziens a arbuscules

Le cycle de développement des CMA peut étre divisé en deux phase : (i) la phase
présymbiotique comprenant la germination des spores, la ramification et le développement
des hyphes germinatives, et (ii) la phase symbiotique comprenant la prolifération des hyphes a
I’intérieur des racines de I’hote et leur expansion en dehors des racines qui est accompagnée
par la formation des spores. En dehors de ces deux phases, quand les conditions sont
favorables, les spores des CMA peuvent germer spontanément en absence d’une plante hote
sans avoir besoin d’utiliser leurs réserves lipidiques (Bécard et al., 2004). Durant cette phase
asymbiotique, le développement du tube germinatif reste tres limité. Apres un certain temps,
le protoplasme se rétracte dans la spore et la spore entre de nouveau en dormance. Certaines
spores peuvent germer jusqu’a dix fois (Koske, 1981), ce qui conduit a suggérer que durant la
phase asymbiotique, les spores des CMA économisent leurs ressources énergétiques pour
conserver leur potentiel de croissance et leur capacité a survivre (Logi et al., 1998). La
symbiose mycorhizienne a arbuscules est une interaction complexe et trés dynamique qui

nécessite un grand niveau de coordination entre les deux partenaires.

e Stade présymbiotique

L’interaction plante-CMA est initiée dans la rhizosphére par un dialogue chimique entre
les symbiotes (Fig. 5). La perception des signaux diffus par les deux partenaires leur permet
de détecter leur présence respective avant tout contact physique et conduit au développement
des structures fongiques (Bonfante & Genre, 2010b).

Dans le stade de pré-contact, une reconnaissance mutuelle est caractérisée par des
réponses de ramification hyphale induites par les strigolactones (SLs) (Fig. 6) d’origine
végetale (Akiyama et al., 2005) et I’expression des génes de la plante induite par des
molécules diffuses de signal fongique : les facteurs Myc (Fig. 7) (Kosuta et al., 2003; Kuhn et
al., 2010).

Cette phase est caractérisée par une ramification abondante du tube germinatif,

augmentant la probabilité de contact avec les racines et ainsi 1’établissement de la symbiose

(Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2006).
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Figure 5 Cycle de développement des CMA (Akiyama, 2007)

Les signaux émis par la plante

Le CMA percoit la présence proche d’une racine grace aux molécules de signal
diffusibles sécrétées par celle-ci (Giovannetti et al., 1993; Buée et al., 2000). L’effet
stimulateur des ces molécules de signal sur les hyphes des CMA a été reconnu depuis
longtemps, mais I’identité moléculaire des facteurs de ramification n’a été identifiée que
récemment. Il a été trouvé que les strigolactones (Fig. 6) sécrétés par les racines de la plante
sont responsables de la stimulation de la ramification (Akiyama et al., 2005) et des
modifications dans la physiologie du champignon et de I’activité de la mitochondrie (Besserer
et al., 2006). Le traitement des hyphes par une tres faible quantité d’un strigolactone
synthétique (le GR24) stimule la division nucléaire et la croissance du champignon par la
stimulation du métabolisme énergétique de la mitochondrie (Buée et al., 2000; Besserer et al.,
2008). En plus de leur role de facteur de ramification des hyphes fongiques, les strigolactones

stimulent la germination des spores chez certains CMA (Besserer et al., 2006).

Il a été démontré qu’une déficience de P et de N a des effets stimulants significatifs dans
la production et 1’exsudation des strigolactones par la plante (Yoneyama et al., 2007; Lopez-
Raez et al., 2008). Par exemple, il a été montré que les plantes augmentent la production des
strigolactones pour promouvoir I’établissement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules

sous un stress salin (Aroca et al., 2013).
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5-Deoxy-strigol

(+)-Strigol: Ry=CH;. R,=0H. R;=H
(+)-Strigyl acetate: Ry=CH;. R+=0Ac, Ry=H
(+)-Sorgolactone: R=H. R-=H. R;=H
Orobanchol: Rj=CH;, R,=H. R;=0H

Figure 6 Structures chimiques de strigolactones naturelles. (A) 5-deoxy-strigol, (B) 4 strigolactones
naturelles (Akiyama et Hayashi, 2006)

Les signaux émis par le champignon : Les Myc factors

Les Nod factors produits par les Rhizobiums induisent de nombreuses réponses dans les
racines des légumineuses. Ces réponses sont responsables de 1’établissement et du
développement de la symbiose Rhizobium-légumineuses. Des mutants de Medicago
truncatula affectés dans la voie de signalisation Nod, se sont avérés incapables d’établir la
symbiose mycorhiziennes a arbuscules, montrant le partage d’une voie SYM commune de
signalisation de deux symbioses. En analogie avec les signaux rhizobiens appelés Nod factors,
les signaux diffusibles fongiques ont été appelés Myc factors. (Genre et al., 2013). Pendant la
croissance en direction de la racine, les CMA libérent des Myc factors qui induisent la
réponse des racines de la plante hote a la symbiose ((Bonfante & Requena, 2011; Gough &
Cullimore, 2011). 1l semble que le Myc factor est un mélange de lipo-chitooligosaccharides
(LCO) sulfatés et non sulfatés (Fig. 7) (Maillet et al., 2011). 11 a été démontré qu’en plus de la
stimulation de 1’établissement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules, les Myc factors
agissent aussi comme des régulateur de la croissance des plantes en affectant le
développement des racines (Maillet et al., 2011). Les Myc factors pourraient donc déclencher

des changements dans I’architecture racinaire pour augmenter le nombre de sites colonisés.

Détection des Myc factor émis par le champignon

La détection par la plante des Myc factors induit la mise en place d’une régulation
génétique propre a I’établissement de la symbiose. Des études sur la symbiose Rhizobium-

légumineuse ont permis de caractériser plusieurs génes essentiels pour ’initiation des deux
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symbioses Rhizobium-légumineuses et endomycorhizienne (MtDMI1, MtDMI2 et MtDMI3

dans le cas de Medicago truncatula).
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Figure 7 Structures chimiques des lipo-chitooligosaccharides (LCO). a) Structure générale des LCO
montrant les sites des substituants chimiques (R), n est généralement 1 ou 2. b) Structure des deux Myc-LCO
sulfatés ou non sulfatés majoritaires de Rhizophagus irregularis: LCO-1V (C :16, +/-S) et LCO-IV (C18 : 109,
+/-S) (d’apres Maillet et al., 2011).

En 2011, Maillet et al. ont montré que le champignon R. irregularis sécrete une faible
quantité du mélange LCO appelés Myc-LCO qui stimule la mycorhization de M. truncatula,
mais aussi de plantes non légumineuses comme Tagetes patulaou et les racines transformées
de carotte (Daucus carota). Il induit également I’expression des génes marqueurs des

interactions symbiotiques et favorise la ramification des racines.

Les LCO déclenchent différentes réponses chez les racines de la plante hote, parmi
lesquelles des oscillations périodiques de la concentration en calcium au niveau des poils

absorbants.

e Stade symbiotique

La colonisation de la racine par I’hyphe du champignon s’effectue selon un

enchalnement de séquences définies que I’on peut briévement résumer comme suit:

Les hyphes du CMA s’arrondissent et s’aplatissent sur la paroi de la racine pour former

une structure particuliére nommée «hyphopodium» ou appresorium (Fig. 8, 9). La formation

14



Partie | Synthese bibliographique : La symbiose mycorhizienne a arbuscules

de cette structure indique que le champignon a reconnu une plante hote potentielle. Durant les
4 a 6 premicres heures qui suivent la formation de 1’hyphopodium, un appareil de pré-
pénétration (PrePenetration Apparatus ou PPA) se constitue (Fig. 9) (Genre et al., 2005). Le
PPA est une substructure qui prédétermine le chemin de la croissance du champignon a
travers la cellule végétale de la racine. La formation du PPA est précédée par la migration des
noyaux des cellules végétales vers le point prévu pour I’entrée du champignon. Les noyaux se
déplacent ensuite en avant du PPA comme pour guider son sens de croissance a I’intérieur de

la cellule.

Phase
a-symbiotique Phase pré-symbiotique Etapes symbiotiques

r N
v
' N
v
'
v

Myc Factors

Hyphal
branching Fungal

Plant
exudates
Strigolactones

—H—
oIoIoIo

Figure 8 Schéma des différentes étapes de colonisation des champignons MA (adapté d'aprés
Bonfante & Genre 2010)

La phase a-symbiotique : le champignon germe et forme quelques ramifications sans 1’aide ou la présence du
partenaire végétal. La phase pré-symbiotigue : échanges de signaux diffusibles sans contact direct entre les deux
partenaires. La plante sécrete des exsudats percus par le champignon, induisant sa ramification et son activité
métabolique. Le champignon produit lui aussi des signaux percus par les cellules racinaires, induisant des
variations de teneurs en calcium dans le cytoplasme et les noyaux, ainsi que I’activation de génes végétaux. La
phase symbiotique : le champignon forme un hyphopode a la surface de I’épiderme, la plante met en place un
appareil de pré-pénétration (PPA) pour guider le développement du champignon a travers les différentes couches
de cellules jusqu’aux cellules du cortex interne ou sont mis en places les arbuscules et ou ont lieu les échanges.
Ensuite le champignon peut finir son cycle de développement et former une nouvelle génération de spores.

exudates

Hyphopodium

:

Arbscules’

La PPA est un pont cytoplasmique épais a travers la cellule végétale. Il contient des
microtubules cytosquelettiques et des microfilaments qui, ensemble avec le réticulum
endoplasmique, forment un tube creux a I’intérieur du PPA. Seulement aprés que ce tunnel
« transcellulaire » soit complet, les hyphes fongiques peuvent pénétrer les cellules de la racine

jusqu’aux cellules corticales internes ou le champignon forme des structures intracellulaires
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hautement ramifiées en formes d’arbuscules et représentant la structure la plus importante des
CMA (Parniske, 2008). Les arbuscules restent séparées du cytoplasme des cellules par une
extension dérivée de la membrane plasmique, la membrane péri-arbusculaire qui entoure les
ramifications hyphales constituant le site des échanges nutritionnels entre les deux partenaires
(Smith & Read, 2008a). Le développement des arbuscules est accompagné par d’extrémes
changements dans la structure et les fonctions des cellules végétales. Ainsi, une cellule
corticale presque entierement remplie par une vacuole et effectuant principalement un réle

structural dans la racine, est reprogrammée par stimulation symbiotique (Harrison, 2012).

Fungal cell wall - Hyphopodium

Fungal plasma
membrane

Perifungal
space
Perifungal —
\_membrane_

Plant cell
wall

Plant plasma
membrane

Figure 9 Formation de I’appareil présymbiotique (Parniske, 2008)

La morphologie des structures symbiotiques intraracinaires a été classée en deux types,
Paris et Arum, selon les deux plantes ou ils ont été décrits pour la premiére fois. Dans la
colonisation de type Arum, le champignon prolifere le long de la racine dans les espaces
intercellulaires et 1’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 pelletons d’hyphes
sont formés sans ou avec des arbuscules (Fig. 10) (Bonfante & Genre, 2008). La plupart des
plantes forment une structure intermédiaire entre ces deux modéles, ce qui conduit a la

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

A
w

Figure 10 Les deux types de colonisation racinaires. A: Type Arum B : type Paris. 1: hyphe
extraracinaire ; 2 : appressorium ; 3 : arbuscule ; 4 : vésicule ; 5 : hyphe intraracinaire ; 6 : hyphe intraracinaire ;
7 : peloton.
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1.2. Bénéfices de la symbiose mycorhizienne a arbuscules

1.2.1. Bénéfices pour le champignon mycorhiziens a arbuscules

Les CMA sont caractérisés par un transfert bi-directionnel de nutriments. Le
champignon mycorhizien (hétérotophe) recoit de la plante (autotrophe) des molécules
carbonées issues de la photosynthése. En échange, celui-ci lui procure les éléments minéraux
(dont le phosphore et 1’azote) et I’eau ainsi que d’autres nutriments puisés dans le sol
(ammonium, certains oligoéléments tels le cuivre, le zinc) (Fig. 11). Les CMA dépendent
entierement de leurs partenaires pour le carbone et sont incapables de compléter leur cycle de
vie en dehors de la symbiose. Des études menées dans les années 1970 en utilisant le **CO;
marqué ont montré qu’une partie du *C marqué passe des racines des plantes mycorhizées
aux structures fongiques puis aux hyphes extraracinaires (Ho & Trappe, 1973; Bevege &
Bowen, 1975; Hirrel & Gerdemann, 1979). Le carbone alloué au partenaire fongique sous
forme d’hexoses est utilisé dans la croissance intra et extraracinaire du mycélium et dans la
respiration. Ce transfert bidirectionnel implique donc des processus complexes au niveau de
I’interface symbiotique. La localisation de ces transports, la nature des molécules transférées

et les mécanismes de transfert ne sont pas encore complétement définis.

Figure 11 Schéma récapitulant les principaux processus d’échanges de nutriments dans 1I’ensemble
des symbioses mycorhiziennes (Bonfante & Genre, 2010). Les interfaces entre les trois compartiments sol,
champignon et racine sont représentées. Le P inorganique (Pi) et les formes d’N organique ou inorganique, telles
que NH4*, NOjs et les acides aminés (AA), sont prélevés dans le sol par des transporteurs spécialisés localisés
dans le mycélium extra-racinaire. NH3/NH** et Pi (aprés hydrolyse des groupements poly-phosphate (Poly-P)
chez les CMA) sont importés au niveau de I’interface symbiotique au niveau des arbuscules chez les CMA vers
les cellules végétales grace a des transporteurs spécifiques. Les transporteurs d’hexoses importent le carbone (C)
cde la plante jusqu’au champignon.
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L'établissement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules présente un co(t
énergétique pour I'néte : il a été estimé que prés de 20 % du carbone fixé par la plante durant
la photosynthése est alloué au partenaire fongique sous forme de divers hexoses (glucose,
mannose, galactose, fructose, xylose, saccharose) (Jakobsen & Rosendahl, 1990; SchiRler et
al., 2006, 2007; Doidy et al., 2012; Helber et al., 2011). Une telle perte énergétique ne peut
correspondre a un caractéere sélectif adaptatif bénéfique que s'il est compensé par un apport
tres efficace en eau et en élements minéraux apportés par le champignon (Walder et al.,
2012). Pour éviter qu'un des deux partenaires ne prenne I’avantage sur I’autre, une régulation
fine des échanges et de I'invasion des tissus par le champignon est mise en place par la plante
(Kiers et al., 2011; Balzergue et al., 2011).

1.2.2. Bénéfices pour la plante
e Amélioration de la croissance et de la nutrition des plantes

La stratégie naturelle de 1’acquisition des éléments nutritifs par les plantes terrestres est
la symbiose avec les CMA. Le réseau hyphale externe des CMA joue un réle important dans
I’absorption des éléments nutritifs, surtout ceux de faible mobilité dans le sol comme le
phosphore (P). L’amélioration de I’absorption des éléments nutritifs chez les plantes

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

Le réseau hyphale agit comme une extension des racines de la plante hdte, améliorant
son efficacité d’explorer le sol (Gilroy & Jones, 2000). La longueur des hyphes peut atteindre
111 m.cm™ de sol (Miller et al., 1995) augmentant ainsi la surface d’échange entre la plante et
son environnement. Les hyphes des CMA peuvent absorber jusqu’a 80, 25, 10 % des besoins

de la plantes en phosphore, azote et potassium, respectivement (Marschner & Dell, 1994).

La croissance des plantes est liée a la disponibilité du phosphore inorganique dans la
rhizosphere de la plante (Holford, 1997). Le phosphore est un composant essentiel de
I’adénosine triphosphate (ATP) des acides nucléiques et des phospholipides membranaires. Le
phosphore est aussi inclus dans la phosphorylation des protéines qui est un mécanisme
fondamental dans la modulation de I’activité¢ des protéines. Compte tenu de la concentration
tres faible du phosphore dans la solution du sol qui dépasse rarement 8 uM (Barber et al.,
1962), les plantes ont souvent recours aux CMA pour ameliorer son absorption (Smith et al.,
2000). Les hyphes mycorhiziennes extra-racinaires absorbent le phosphore et le transporte

rapidement aux structures mycorhiziennes dans les racines ou il sera libéré dans 1’espace péri-
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arbusculaire adjacent aux cellules corticales racinaires (Smith & Smith, 1990). La
contribution des mycorhizes dans I’amélioration de 1’absorption du phosphore a été
démontrée par plusieurs auteurs (Fraga-Beddiar & Le Tacon, 1990; Marschner & Dell, 1994;
Smith et al., 2011).

L’azote est un élément indispensable a la vie de la plante. Il entre dans la synthése de
nombreuses molécules telles que les phospholipides, les coenzymes, les nucléotides et les
acides aminés. Les CMA prélévent ’azote sous sa forme ammonium (L6pez-Pedrosa et al.,
2006) et acides aminés (Cappellazzo et al., 2008) en utilisant des transporteurs spécifiques
localisés au niveau des hyphes extraracinaires. 1l peut également accélérer la dégradation de la
matiére organique afin d’en augmenter la biodisponibilité pour les plantes (Hodge et al.,
2001). Une fois prélevé, 1’azote est transporté jusque dans les hyphes intra-racinaires sous
forme d’arginine (Jin et al., 2005).

Le potassium est impliqué dans 1’activation des enzymes et le transfert d’eau et des
solutés dans les tissus conducteurs (xyléme et phloéme) des plantes ainsi que dans la

régulation de 1I’ouverture des stomates (Mahouachi et al., 2006).

Le calcium est un composant de la structure des membranes cellulaires et joue le r6le de
médiateur secondaire dans la réponse des plantes a certains stress biotiques ou abiotiques
(McAinsh & Pittman, 2009).

Le magnésium est un composant essentiel des chlorophylles et joue le réle de
coenzymes ainsi qu’un rdle fondamental dans la photosyntheése et la stabilisation des

nucléotides et des acides nucléiques.

Marschner & Dell (1994) et Clark & Zeto (2000) ont trouvé que les CMA peuvent
améliorer la nutrition des plantes en potassium, calcium et magnésium. Toutefois, les travaux
de Lambert et al. (1979) et de Buttery et al. (1988) ont montré des réponses contradictoires

des plantes mycorhizées envers 1’absorption de ces ¢€léments.

e Protection contre le stress biotique et abiotique

Bien que la fonction principale de la symbiose mycorhizienne est ’amélioration de la
nutrition minérale des plantes, cette symbiose est connue aussi pour ses rodles dans
I’amélioration de la tolérance des plantes envers les stress biotiques et abiotiques. Plusieurs

études ont montré le role joué par les CMA dans la protection des plantes sous les stress
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abiotiques tels que la salinité (Giri et al., 2008), la température (Abdel Latef & Chaoxing,
2011), le calcaire (Labidi et al., 2011), la secheresse (Ruiz-Sanchez et al., 2010) et le
compactage du sol (Miransari et al., 2008). Ils sont aussi impliqués dans I’atténuation des
effets néfastes des polluants tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (Verdin et
al., 2006; Debiane et al., 2008, 2009), les fongicides (Campagnac et al., 2010) et les éléments
traces métalliques (Firmin et al., 2015). De méme, les CMA interviennent dans I’amélioration

de la résistance a certaines maladies cryptogamiques (Dalpé, 2005).
e Biostabilisation du sol

Les hyphes des CMA étant présents en quantité importante dans les sols, ils peuvent
atteindre 111 m.cm™ de sol (Miller et al., 1995). Ils possédent la propriété d’agir sur la
macroagrégation des constituants du sol et donc sur sa stabilité (Tisdall, 1991). En effet, ces
hyphes excrétent une glycoprotéine, la glomaline, permettant 1’agglomération des
microagrégats d’un diametre inférieur a 250 pm pour former des macroagrégats stables
supérieur a 250 um (Tisdall, 1994; Wright & Upadhyaya, 1998). La concentration de la
glomaline dans les sols dépend de la plante hote et du champignon associé (Rilling et al.,
2002). La stabilit¢é du sol ainsi produite permet de lutter contre 1’érosion, la perte de
nutriments et de la matiere organique par lixiviation, qui sont a ’origine d’une baisse de

productivité en agriculture (Schreiner et Bethlenfalvay, 1995).
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1. LES POLLUTIONS ANTHROPIQUES

Le mot « pollution » est apparu vers 1860 pour désigner la pollution de 1’air. Il a fallu
attendre plus longtemps pour parler de pollution du sol (Massard-Guilbaud, 2010). Selon la
Directive Européenne 2000/60/CE du 23 octobre 2000, la pollution désigne I’introduction
directe ou indirecte, par suite de l'activité humaine, de substances ou de chaleur dans I'air,
I'eau ou le sol, susceptibles de porter atteinte a la santé humaine ou a la qualité des
écosystémes aquatiques et/ou terrestres. Elles entrainent des détériorations aux biens
matériels, une détérioration ou une entrave a l'agrément de I'environnement ou a d'autres

utilisations Iégitimes de ce dernier.

Avec I’¢ére industrielle, des pollutions d’une grande ampleur ont fait leur apparition dans
les écosystémes terrestres. Ces pollutions résultent de I’infiltration de substances polluantes
(fuites ou épandages de produits chimiques accidentels ou non) ou de la présence d’anciens
dépbts de déchets. Certains sites sont également contaminés par les retombées de rejets

atmosphériques issus de 1’industrie et accumulés au cours des années.

Un sol pollué est un sol dont la teneur en substances nuisibles dépasse le niveau
background et dont la quantité totale est significative. C’est aussi celui dont les composants
chimiques impliquent un risque important pour la santé ou I’environnement. Trois critéres
peuvent caractériser un sol pollué : la teneur du sol en substances polluantes, les usages et
destinations futures du sol (agriculture, habitation, industrie, etc.) et les risques pour I’homme

et ’environnement.

2.1. Sources de la pollution industrielle

La source de la contamination du sol par les polluants inorganiques et organiques peut
étre naturelle et anthropique. Elle résulte principalement des activités humaines pour les
polluants organiques tandis que, pour les éléments traces métalliques (ETM), I’impact
anthropique serait au plus equivalent voire inférieur a celui des processus naturels tels que

1’érosion éolienne de sites riches en ETM les éruptions volcaniques. (Feidt, 2012).

Les principales sources anthropiques sont : (i) les activités des industries chimiques et
miniere et les dépo6ts atmosphériques au voisinage des sites industriels, (ii) la production
d’énergie, et (iii) les activités agricoles telles que I’épandage des boues d’épuration et
I’utilisation des engrais phosphatés.
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2.1.1. Les activités industrielles

La pollution issue des activités industrielles comprend toute la gamme de substance
indésirables et de perte que ces activités génerent. Ces substances peuvent étre émises dans
I’air, rejetées dans les eaux de surface, déposées dans des sites d’enfouissement, épandues sur

les sols, incinérées, injectées sous terre, recyclées ou brilées pour produire de I’énergie.

Ces sources libérent dans les sols des substances chimiques organiques telles que les
hydrocarbures aliphatiques et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), le
benzéne, le toluene, 1’éthylbenzene, le xyléne (BTEX), les polychlorobiphényls (PCB), les
composés organiques halogénés volatils (COV), ou inorganiques telles que les ETM,

susceptibles de porter atteinte a la santé humaine et/ou a la qualité de I’environnement.

Parmi les industries les plus polluantes figure 1’exploitation des mines et le traitement
des minerais qu’elle implique, la production et le recyclage du plomb et les industries
pétrochimiques. Ces industries larguent dans I’atmosphére et dans le sol une multitude de

polluants dont les plus importants sont :

eLes éléments traces métalliques ou ETM : lls proviennent principalement de la
métallurgie, de I’industrie du textile, de I'imprimerie, de la peinture, du bois (agents
antibactériens), ou encore dans 1’industrie chimique (catalyseurs).

elLes BTEX (benzene, toluéne, éthylbenzene, xyléne) : Ce sont des hydrocarbures
aromatiques monocycliques utilisés comme solvants dans 1’industrie chimique et cosmétique,
dans I’imprimerie, ou générés par les industries de traitement du charbon (cokéfaction)..., ou
encore présents dans les combustibles et carburants.

e Les hydrocarbures aliphatiques (fraction C10-C40) : Dérivés du pétrole, ils sont
présents dans les combustibles, carburants, lubrifiants (huiles minérales) et goudrons, ou
généreés par les activités de transport, de stockage et de distribution des produits pétroliers.

e Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) : Les HAP sont synthétisés
lors de la combustion incompléte de la matiére organique ou bien lors de la formation de
fossiles (pétrole et charbon). Ces composés peuvent étre libérés dans I’environnement par des
phénomenes naturels comme les feux de forét, les éruptions volcaniques. lls sont aussi
génerés par des réactions géologiques associées a la formation de fuel fossile et mineral
(Wilson & Jones, 1993).
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e Les composés organiques halogénés volatils (COV) : Les COV anthropiques sont
¢émis lors de phénomeénes de combustion mais aussi par le raffinage du pétrole, 1’évaporation
de solvants, de carburants, ou encore des procédés chimiques.

e Les polychlorobiphényls (PCB) : Utilisés comme huile de transformateurs et de
condensateurs, comme fluides caloriporteurs et hydrauliques, comme plastifiants, lubrifiants,
dans les peintures, les vernis, les encres etc.

e Les cyanures : Utilisés comme intrants dans des procédés de traitement de surface, de
galvanoplastie, de traitement de minerais, ou générés comme sous-produits indésirables de la
cokefaction, des usines a gaz, de la chimie du charbon ou du pétrole (plastiques, pesticides,

teintures), ou encore présents dans les eaux de lavage des hauts fourneaux etc.

2.1.2.La production d’énergie

La production et I’utilisation en masse des énergies a une responsabilité trés importante
dans la contamination de I'environnement par d'innombrables substances toxiques. Les
énergies polluent non seulement au bout de la chaine, lors de leur utilisation, mais aussi au
début de la chaine, lors de leur exploitation ainsi que lors de leur transport. La plus grande
partie de la pollution est provoquée par I’utilisation de cette énergie. Cette pollution est
provoquée par 1’opération de transformation de la matiére, le produit fini (mazout, gaz, bois,
etc.) en énergie finale (chaleur, électricité, déplacement). En suivant les différentes étapes de
la chaine de production et d’utilisation des combustibles fossiles, on peut citer les principaux
facteurs d’impacts sur I’environnement et, en particuliers les principales émissions de

pollution.

e Extraction des combustibles : L’exploitation miniéres de charbon et l'extraction de
pétrole ou de gaz ont un impact sur I’environnement. Il peut en résulter une pollution terrestre
importante, ou massive. En outre, dans le cas du pétrole et du gaz, un grand risque d’incendie
existe, qui transforme la pollution terrestre en pollution atmosphérique (Gardel, 2013).

ePréparation et acheminement des combustibles: Certaines opérations de
traitement, comme le raffinage par exemple, s'accompagnent du rejet dans I'environnement de
composés organiques gazeux et de liquides (phénols, produits ammoniacaux...). Le
fonctionnement du systéeme d'extraction, de préparation et de transport nécessite une quantité
importante d'énergie, d’ou la combustion d’une partie de cette énergie. Cette combustion

génere des émissions atmosphériques de polluants (Bobin et al., 2012).

24


http://www.domo-energie.com/fr/page.asp?Id=31

Partie | Synthese bibliographique : Les pollutions anthropiques

eFuites au long des filieres d'approvisionnement : Des déverssements dans
I'environnement d'hydrocarbures liquides tels que le diesel, ainsi que des pertes
d’hydrocarbures volatils surviennent a toutes les étapes de la filiére pétroliére, en particulier
lors des stockages.

e Rejet dans I'environnement des produits de combustion : Dans la combustion, les
combustibles sont pour I'essentiel convertis en produits gazeux rejetés dans I'atmosphére.
Dans la mesure ou les combustibles contiennent du soufre (essence et diesel par exemple), la
combustion produit aussi du dioxyde de soufre (SO>). Suivant les conditions de combustion, il
y a oxydation d'une partie de I'azote de I'air et production d'oxydes d'azote (NOx) (Loranchet,
1992; Stellman, 2000).

Les produits de combustion rejetés dans I'atmosphére contiennent aussi, en proportions
variables, des composés résultant d'une oxydation incomplete du combustible (monoxyde de
carbone CO), des imbrdlés (particules de carbone), des hydrocarbures volatils, en particulier
des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), et d'autres composés organiques volatils
(COV) tels que des aldéhydes, des éléments minéraux inclus dans le combustible brut (As, Cr,
Cd, Hg, etc.) ou des éléments ajoutés (Pb), etc.

2.1.3. Les activités agricoles

Les activités agricoles peuvent engendrer une pollution ponctuelle ou diffuse du sol
provenant de mauvaises pratiques de fertilisation ou de traitement phytosanitaire, ou encore

de manipulations accidentelles des produits phytosanitaires.

Certaines substances potentiellement toxiques, présentes dans les pesticides et les
engrais chimiques, peuvent contaminer les sols de différentes facons ; soit par accumulation a
la surface ou dans les horizons du sol, soit apres assimilation par les microorganismes du sol
qui les transforment en de nouveaux métabolites parfois aussi toxiques voir plus pour la flore,

la microfaune ou la microflore du sol.

Les métaux lourds peuvent s'accumuler dans les sols suite a I'épandage de fumier
liquide et solide, ainsi que les engrais inorganiques (Atafar et al., 2010). L’application de
nombreux biosolides, tels que les effluents d’élevage, les compostes et les boues des stations
d’épuration sur les sols agricoles conduit a leur contamination par divers polluants
inorganiques (Basta et al., 2005) et organiques. La chaux et les engrais superphosphates

contiennent également des ETM tels que le cadmium. La présence du cadmium dans certains
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engrais (en particulier dans les engrais phosphatés) constitue un grand risque pour
I’environnement en raison de la toxicité de ce métal et de sa capacité a s’accumuler dans le sol
ainsi que dans les tissus des plantes et des animaux. Des produit contenant du cuivre, de

I’arsénique et du plomb sont aussi utilisés en tant que pesticides et insecticides.

Les fertilisants chimiques utilisés dans 1’agriculture intensive afin d’augmenter la
croissance et le rendement des cultures pose de sérieux problémes pour 1I’environnement et la
santé humaine et animale. lls entrainent la contamination des eaux par une concentration
élevée en nitrates et phosphates (Lacroix, 1995; Calvet, 2003). En effet, moins de la moitié de
I’azote appliqué est absorbée par les plantes, le reste est perdu dans 1’air, dissous dans les
eaux de surface ou évacué dans les eaux souterraines (, Programme des Nations Unis pour
I’Environnement, PNUE, 2000)

La teneur en métaux lourds des eaux usées, des excrétas et des boues provenant des
sources domestiques sont généralement suffisamment faibles pour permettre leur utilisation

pour la fertilisation des cultures (Jiménez et Wang, 2006).

Les  polluants  organiques  (polychlorodibenzodioxines/furanes  (PCDD/F),
polychlorobiphényles (PCB), hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)) sont
lipophiles, toxiques et de persistance variable selon les familles. Une importante partie de ces
polluants est bioaccumulable et se dégrade lentement. Les polluants métalliques, quant a eux,
sont des éléments non lipophiles, de toxicité variable selon les molécules et les doses
administrées. Ces polluants ne se dégradent pas biologiquement comme certains polluants

organiques, et ils se bioaccumulent au niveau des chaines alimentaires (Breton et al., 2008).

2.2. Impact des polluants sur les microorganismes du sol

Les activités industrielles passées et actuelles sont a 1’origine des pollutions de
I’écosystéme terrestre en libérant des substances toxiques et des particules polluantes dans
I’environnement (Asubiojo et al., 1991; Shukurov et al., 2014; Yang et al., 2009). Cette
pollution devient de plus en plus importante lorsqu’elle implique des conséquences directes

ou indirectes sur I’environnement et sur la santé publique (Baize, 1997).

Le sol est le milieu de vie le plus favorable des micro-organismes vu sa richesse en
éléments nutritifs nécessaires a leur croissance. Un gramme de sol agricole peut contenir

jusqu’a plusieurs billions d’Unités Formants Colonies (CFUs, Colony Forming Unit) de
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micro-organismes appartenant a des milliers d’espéces (Rossell6-Mora & Amann, 2001)
(Tab. 2).

Tableau 2 Nombre relatif et biomasse approximative du microbiote du sol (Metting, 1992)

] Nombre )
Organismes Biomasse Kg.ha*
Par m? Par gramme
Bactérie 10%3-10% 108-10° 300-3000
Actinomycétes 1012-10% 107-108 300-3000
Champignons 10%0-101* 10°-10° 500-5000
Microalgues 109-10%° 103-106 10-1500

Les microorganismes sont le premier biota qui subit les impacts directs et indirects des
polluants du sol. Des concentrations €élevées d’ETM peuvent avoir des effets toxiques sur les
organismes vivants (Bruins et al., 2000). Plusieurs études ont montré que la pollution du sol
peut diminuer la biomasse et les activités des microorganismes du sol ce qui conduit a la
modification des processus biologiques du sol tels que la fixation de 1’ Azote et la dégradation
de la matiére organique (Brookes, 1995; Baath et al., 1998; Chen et al., 2014). La
concentration des ETM peut provoguer des dommages au niveau des enzymes et par
conséquent leur inactivation (Bruins et al., 2000). En outre, les ETM modifient les structures
conformationnelles des acides nucléiques et des protéines, et forment ainsi des complexes
avec des molécules de protéines qui les rendent inactifs. Ces effets entrainent une rupture de
I'intégrité des membranes cellulaires microbiennes ou la destruction de I'ensemble de la
cellule (Bong et al., 2010). Les ETM forment également des précipités ou des chélates avec

des métabolites essentiels (Sobolev & Begonia, 2008).

Plusieurs classes de composés organiques sont toxiques vis-a-vis des microorganismes
puisqu’ils alterent leurs membranes cellulaires. Ainsi, D’effet toxique de la plupart des
polluants organiques hydrophobes est provoquée par des effets généraux non spécifiques, sur
la fluidité de la membrane en raison de leur accumulation dans la bicouche phospholipidique.
La contamination du sol par les produits pétroliers a un impact négatif sur 1’écosysteme
terrestre et sur les microorganismes vivants. Sawulski et al. (2014) ont montré que la
contamination du sol par les HAP affecte significativement la diversité des communautés
bactériennes et fongiques. Sutton et al. (2013) ont également observé un effet négatif de la

pollution par le diesel sur la diversité microbienne quelle que soit la structure du sol. Les
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résultats obtenus par Zhang et al. (2006) indiquent qu'il y a divers effets toxiques des résidus
du pétrole brut sur la croissance et la reproduction des bactéries telluriques. Les activités
enzymatiques des micro-organismes du sol sont aussi perturbées en présence des produit

pétroliers tels que le diesel et le kérosene (Alrumman et al., 2015).

L’utilisation des pesticides affecte les micro-organismes non cibles en interférant avec
les processus vitaux tels que la respiration, la photosynthése et les réactions de biosynthése,
ainsi que la croissance et la division cellulaire (DeLorenzo et al., 2001). Dans un premier
temps, I'application de pesticides diminue le nombre et I'activité microbienne, mais comme le
produit chimique persiste, les microorganismes développent une forme de tolérance /
résistance a ces produits. Bunemann et al. (2006) ont signalé que la pratique conventionnelle
d'engrais et I’application de pesticides peuvent affecter certains groupes d'organismes dans le

sol.

2.3. Impact des polluants sur les CMA

Les polluants organiques et inorganiques pourraient avoir des effets déléteres sur la
structure, la formation et la fonction des CMA telles que la germination des spores, le taux de
colonisation et la croissance hyphale. Les polluants organiques affectent 1’activité des CMA
en affectant le transfert du carbone de la plante vers le champignon, tandis que les ETM
inhibent directement I’activité des CMA (Wang et al., 2006).

Plusieurs études ont montré que les stades de développement des CMA (germination,
élongation des hyphes extraracinaires et sporulation) pourraient étre négativement influencés
en présence des polluants d’origine industrielle (Lenoir et al., 2016b) (Tab. 3). Il a été
démontré que la germination des spores de CMA et 1’élongation des hyphes germinatives sont
inhibées en présence de divers HAP (Alarcén et al., 2006; Franco-Ramirez et al., 2007;
Verdin et al., 2006), de fongicides (Calonne et al., 2010; Twanabasu et al., 2013; Venedikian
et al., 1999; Zocco et al., 2008) et I’ETM (Pawlowska & Charvat, 2004). Cet effet négatif sur
la germination et I’élongation des hyphes germinative pourrait se répercuter par la suite sur la
colonisation racinaire. En effet, une réduction du taux de mycorhization a été observee chez
des plantes cultivées en présence d’ETM (Del Val et al., 1999; Firmin et al., 2015; Kumar et
al., 2015; Sun et al., 2016), de diesel (Hernandez-Ortega et al., 2012; Tang et al., 2009),
d’HAP (Debiane et al., 2009; Gaspar et al., 2002; Leyval & Binet, 1998) et de fongicides
(Calonne et al., 2010; Campagnac et al., 2010). La diminution du taux de colonisation est due

a Deffet négatif des polluants sur le CMA soit pendant les stades pré-symbiotiques par
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I’inhibition de la germination et de 1’élongation des hyphes germinatives et donc la non
détection d’une racine hote, soit pendant le stade symbiotique par la perturbation du processus
de colonisation racinaire (Bolgiano et al., 1983; Debiane et al., 2009; Estaun, 1990). En
paralléle a cela, une diminution du taux d’arbuscules et de vésicules dans les racines
mycorhizées a été observée en présence de divers HAP (Aranda et al., 2013; Rabie, 2005;
Verdin et al., 2006), de fongicides (Sainz et al., 2006; Calonne et al., 2010; Campagnac et al.,
2008; Zocco et al., 2011) et ’ETM (Citterio et al., 2005; Ruscitti et al., 2011). L’effet négatif
des polluants sur les spores et les hyphes extraracinaires d’un part et sur la colonisation
racinaires d’autre part peut diminuer la capacité des CMA a produire de nouvelles spores
extra et intra-racinaires. Une diminution de la sporulation des CMA a été observée en
présence des fongicides (Campagnac et al.,, 2008, 2010; Sainz et al., 2006) des ETM
(Pawlowska & Charvat, 2004; Zarei et al., 2008) et des HAP (Alarcén et al., 2006; Debiane et
al., 2008, 2009; Verdin et al., 2006).

Cependant, plusieurs autres études ont montré un meilleur développement des CMA en
présence des polluants (Koomen et al., 1990; Shetty et al., 1994). Ce phénomeéne pourrait étre
une forme de défense afin de minimiser les effets négatifs du polluant (Bartolome-Esteban &
Schenck, 1994; Pawlowska & Charvat, 2004). En présence de substances toxiques, les
champignons ont la capacité de changer leur architecture hyphale en favorisant la croissance
linéaire des hyphes germinatives au détriment de la croissance ramifiée. Cardenas-Flores et al.
(2011) rapportent qu’en présence de fongicides, les spores du CMA germent selon un mode
linaire. Selon Fomina et al. (2003), ce changement pourrait constituer un moyen pour
minimiser le contact entre le champignon et le polluant et atteindre des milieux moins pollués.
De plus, une amélioration de la colonisation racinaire par les CMA en présence des ETM

cuivre et arsenic a été également rapportée par Todeschini et al. (2007) et Bona et al. (2011).
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Tableau 3 Tableau récapitulant les effets des polluants sur les stades de développement des CMA (Lenoir et al. (2016)

Stade de développement affecté

Type de CMA Culture Elongation N Elongation Sporulation  Références
stress _— Colonisation
Germination des hyphes racinaire des hyphes
germinatives extraracinaires
Rhizophagus irregularis (Pawlowska & Charvat,
P g g ! In vitro X X X X 2004; Gonzalez-Guerrero et
Claroideoglomus etunicatum
al., 2005)
Claroideoglomus En vot (Andrade et al., 2005;
etunicatum, Funneliformis P - Citterio et al., 2005;
ETM . (contamination X X .
mosseae, Rhizophagus artificielle) Nogueira et al., 2002; Abdel
irregularis Latef & Chaoxing, 2011)
Glomus sp., Acaulospora sp., In situ « « (Del Val et al., 1999; Zarei
Scutellospora sp. et al., 2008, 2010)
. . . En pot .
. Rhizophagus irregularis, N (Kirk et al., 2005; Tang et
diesel . . . (contamination X X X
Funneliformis constrictum e al., 2009)
artificielle)
E
. . . " pot oo (Franco-Ramirez et al.,
pétrole Funneliformis mosseae, (contamination X
o . 2007)
artificielle)
(Campagnac et al., 2008,
Funneliformis mosseae, 2009, 2010; Venedikian et
fongicides  Rhizophagus irregularis, In vitro X X X X X al., 1999; Zocco et al., 2008;

Rhizophagus irregularis

Calonne et al., 2010, 2012;
Twanabasu et al., 2013)
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Funneliformis caledonium

En pot
(contamination

(Huang et al., 2007, 2009)

artificielle)
. En pot
Glomus, Gigaspora, (contamination (Sainz et al., 2006)
Scutellospora .
historique)
| . .
Glomus monosporum, In situ (Dodd & Jeffries, 1989)
Funneliformis mosseae
Funneliformis caledonium,
Gigaspora margarita,
E?:rz?:fﬂz;;zg”'am' (Alarcén et al., 2006;
Iamellosurgr]\ Aranda et al., 2013; Debiane
Rhizopha u’s roliferus In vitro X et al., 2008, 2009, 2011; Liu
phagus p ' et al., 2004; Verdin et al.,
Funneliformis mosseae,
. 2006)
Glomus ambisporum,
Scutellospora heterogama,
HAP Rhizophagus custos
Funneliformis geosporum En pot (Gaspar et al., 2002; Rabie,
ormis geosporur, ot 2004, 2005; W et al., 2009)
Funneliformis mosseae, (contamination X
Claroideoglomus etunicatum  artificielle
En pot
Funneliformis mosseae (contamination (Leyval & Binet, 1998)
historique)
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1. LE STRESS OXYDANT

3.1. Les espéces réactives de I’oxygéne

Le stress oxydant est un déséquilibre entre la production des espéces réactives de
I’oxygéne (ERO) telles que le radical superoxyde (O27), le radical hydroxyl (‘OH), le
peroxyde d’hydrogéne (H20>), et la capacité de 1’organisme a contrebalancer ou détoxifier

leurs effets néfastes (Mittler, 2002).

Les ERO sont des formes réduites de 1’oxygéne (O2) possédant un électron célibataire
sur leur couche périphérique (Gardes-Albert & Jore, 2005). Elles résultent soit de 1’activation
de 1’02 qui donne I’oxygene (O2), soit du transfert de un, deux ou trois électrons de 1’O2 pour
former respectivement un radical superoxyde (O2""), du peroxyde d’hydrogeéne (H202) et un
radical hydroxyl ("OH) (Mittler, 2002). La concentration des ERO et leur influence sur le
métabolisme cellulaire sont régulées entre autres par I’intervention d’enzymes anti-oxydantes

comme par exemple la superoxyde dismutase, les peroxidases et les catalases.

Les ERO se forment dans les cellules a la suite de nombreux processus tels que les
stress biotiques ou abiotiques, et les déséquilibres rédox. Chez les plantes, les ERO sont
produites principalement dans le chloroplaste (Asada, 2006). En effet, lors de la
photosyntheése, deux processus principaux consomment de 1’oxygene. Le premier, est la
réduction directe de 1’oxygéne moléculaire par la chaine de transfert des électrons du
photosysteme | (PS ). Le second processus, qui constitue la premiere étape de la
photorespiration, est I’activité oxygénase de la ribulose-1, 5-biphosphate carboxylase (Arora
et al., 2002). Les ERO sont également produites dans les mitochondries et les peroxysomes au
niveau de la chaine respiratoire et de I’oxydation du glycolate au cours de la photorespiration

(Mittler, 2002; Rhoads et al., 2006).
3.2. Dommages causées par les especes réactives de I’oxygéne

Lorsque la quantité¢ d’ERO générée dépasse les capacités antioxydantes de 1’organisme,
la toxicité des ERO s’exprime par de nombreux aspects, en particulier par la perturbation de
nombreux processus physiologiques comme la photosynthese (Arora et al., 2002;

Langebartels et al., 2002). Cette toxicité s’explique par la réactivité des ERO, notamment
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celle de I’"OH envers les macromolécules biologiques ( Farmer & Mueller, 2013; Maller et
al., 2007).

e Dommages causés sur les lipides

Les dommages causés sur les membranes sont localisés principalement au niveau des
lipides membranaires. L’oxydation de ces derniers par les ERO est appelée peroxydation des
lipides ou lipoperoxydation. Le maintien de la composition lipidiqgue des membranes est
important car il contréle leur perméabilité et leur efficacité en tant que barriere semi-
perméable. Des modifications au niveau des lipides membranaires peuvent induire un

changement au niveau de la perméabilité selective des biomembranes (Meharg, 1993).

La peroxydation des lipides altere la structure et donc la fonctionnalité des membranes
(membranes cytoplasmiques et membranes des organites) avec des modifications des
potentiels transmembranaires, des flux ioniques, des transports transmembranaires,

I’inactivation de récepteurs, la dérégulation des systémes messagers.

L’oxydation des acides gras polyinsaturés (LH) est une réaction en chaine qui se

subdivise en trois phases : initiation, propagation et terminaison.
L’initiation

L’attaque par le radical hydroxyle d’un LH conduit a la formation d’un radical lipidique

(L") et a la stabilisation d’*OH en H20 (réaction (1)).
1) LH+'OH > L"+H0

Il est possible que d’autres radicaux puissent également initier la peroxydation lipidique.
La propagation

Le radical lipidique (L*), formé lors de I’initiation, fixe trés rapidement I’oxygéne
moléculaire a 1’état normal et forme un radical libre peroxylé (LOO") instable (réaction (2))
qui peut réagir avec une nouvelle molécule d’acide gras insaturé pour former un peroxyde

(acide gras OOH) (réaction (3)).

2 L'+ O,— LOO’
3 LOO'+ LH—LOOH + L*
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Les peroxydes peuvent egalement se décomposer pour former un radical alcoyle (LO")
et hydroxyle ("OH). Le radical alcoyle réagit avec d’autres substrats, aussi il y a propagation

de la réaction en chaine.
La terminaison

Au cours de la derniere phase, deux cas de figures peuvent se présenter selon la position
du LOO" sur la chaine de carbone. Si ce dernier est positionné a la fin du systeme de doubles
liaisons, il sera réduit en hydroperoxyde lipidique (LOOH). En revanche, si le radical LOO"
est situé au milieu de la chaine d’acides gras, une cyclisation avec la double liaison adjacente

aura lieu.

e Dommages causeés sur les protéines

Les protéines sont particulierement sensibles a I’action des ERO. Ces derniers agissent
sur les chaines latérales de certains acides aminés, comme c’est le cas pour les acides aminés
de nombreuses enzymes et protéines de transport comportant un groupement sulphydryle (-
SH) (Stadtman & Levine, 2000).

L’oxydation protéique conduit a 1’addition de groupes carbonyles, la formation des
liaisons croisées et la fragmentation des chaines peptidiques, ce qui induit une modification de
la conformation des protéines et provoque une modification de I’activité biologique (activités
enzymatiques, transduction de signal ou systeme de transport). L’histidine, 1’arginine, la
lysine ou encore la proline sont des cibles privilégiées de ce processus d’altération oxydative
(Stadtman & Levine, 2000). De nombreux autres acides aminés sont également susceptibles

d’étre oxydés par les ERO.

Le dommage oxydatif des protéines peut méme contribuer au dommage secondaire
comme |’inactivation des enzymes de réparation de ’ADN et la perte de fidélit¢é des ADN
polymérases (Aruoma, 1998).

e Dommages causés sur ’ADN

L’action des ERO sur I’ADN se traduit par I’addition des bases et des groupes de
sucres, cassures au niveau de la simple et double hélice ainsi que la formation des liaisons
croisées avec d’autres molécules (Beckman & Ames, 1998). La thymine et la guanine sont

plus susceptibles aux modifications suivies de la cytosine et I’adénine. Les ERO peuvent
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également induire différentes perturbations au niveau des groupes thiols du fuseau mitotique.
IIs ont par conséquent des effets sur la mitose et sur le partage des chromosomes, aboutissant
a des aberrations chromosomiques (Patra et al., 2004).

L’hydroxylation de la désoxyguanosine (dG) en position 8 est un des dommages les
plus fréquents de I’ADN et forme [I’adduit oxydatif appelé 7,8-dihydro-8-oxo-2’-
deoxyguanosine (8-OHdG). Lors de la réplication de I’ADN, cet adduit peut s’apparier non
seulement avec la cytosine, mais aussi avec l’adénine et d’autres bases. Ces mauvaiS
appariements engendrent une mauvaise lecture des bases avoisinantes (Nishimura, 2006) et
par consequent, entrainent des erreurs dans la synthese de certaines molécules ou une

inhibition de certaines enzymes.
3.3. Les systemes antioxydants

Afin de se protéger des dommages causes par le stress oxydant, les végétaux supérieurs
utilisent des systémes de protection et de détoxification appelé systéemes antioxydants qui sont

de deux types: non enzymatiques et enzymatiques (Ahmad et al., 2008).
3.3.1. Les systemes antioxydants non enzymatiques
e Le glutathion

Le glutathion est un tripeptide dont la fonction thiol lui confere un réle d'antioxydant,
voire, de réducteur, qu'il exerce vis-a-vis de nombreuses especes oxydées, et en particulier
vis-a-vis de l'eau oxygénée et des radicaux hydroxyles. C’est 1’antioxydant majeur des
cellules végétales. On le retrouve dans différents compartiments cellulaires tels que le cytosol,
les chloroplastes, le réticulum endoplasmique, les vacuoles et les mitochondries (Jiménez et
al., 1997). Ce composé joue de nombreux roles dans les défenses des plantes contre les stress
biotiques et abiotiques. Une stimulation de la biosynthese du glutathion en conditions de
stress est fréquemment observéee et son accumulation permet de compenser la diminution de

I’efficacité d’autres antioxydants (Shao et al., 2007).

Le glutathion participe au contréle du niveau de I’H20. (Alscher et al., 2002).
Cependant la réduction de I’H20- par le glutathion n’est pas la voie de dégradation privilégiée
dans la cellule vegétale. La détoxification de cet oxydant est principalement réalisée par la

réduction de 1’acide ascorbique qui doit donc étre continuellement sous sa forme oxydée.
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e L’acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine C est une molécule hydrosoluble au fort pouvoir réducteur mais tres
sensible a la lumiére et a la chaleur. Elle est connue pour son action protectrice contre
I’oxydation membranaire (Retsky et al., 1999). Son caractere antioxydant provient de sa
forme ionisée abondante (AscH’) qui peut aisément réagir avec des radicaux et produire le

radical ascorbate tricarbonyle (AscH").
e L’a-tocophérol (vitamine E)

La vitamine E synthétisée dans les chloroplastes, a la capacité de capter et de stabiliser
par résonance 1’¢lectron célibataire des radicaux libres. Ainsi, ce composé peut limiter la
peroxydation des acides gras polyinsaturés en réagissant avec le radical LOO" selon la
réaction suivante oT-OH + LOO" - oT-O" + LOOH (Girotti, 1998). Le radical produit peut
étre régénéré en oT-OH par le cycle ascorbateglutathion (Munné-Bosch, 2005). Ce composé

peut aussi réduire 02 et O, pour former 1’a-tocophérolquinone (Wise and Naylor, 1987).
3.3.2. Les systémes antioxydants enzymatiques

Les systemes enzymatiques antioxydants les plus efficaces chez les plantes sont la
superxoyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et le glutathion peroxydase (APX) (Mates et
al., 1999; Sharma et al., 2012). La balance entre 1’activité¢ de la SOD et de ’APX ou de la
CAT est cruciale pour que la quantité de radicaux Oz~ et H2O> soit stable (Mittler, 2002; Apel
& Hirt, 2004). Elle est aussi importante pour limiter la formation d’OH", trés toxique (Mittler,
2002).

e Lasuperoxyde dismutase (SOD)

La SOD fait partie de la famille des métallo-enzymes. Elle peut étre classée en trois
groupes selon le métal utilisé en co-facteur: Fe-SOD (localisée principalement dans les
chloroplastes), Mn-SOD (située principalement dans les mitochondries) et Cu-Zn SOD
(présente principalement dans les chloroplastes, le cytosol et potentiellement dans la paroi)
(Aroraetal., 2002; Grene, 2002).

Le r6le majeur de la SOD est de catalyser la dismutation des ions superoxydes en
peroxyde d’hydrogéne et en oxygeéne moléculaire (réaction (4)). Cette réaction utilise

alternativement la réduction et I’oxydation du métal associé a I’enzyme (Scandalios, 1993).
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4) 2027+ 2H" > H202 + O2
e L’ascorbate peroxydase (APX)

L’APX est I'une des enzymes antioxydantes les plus importantes des plantes qui
détoxifie I’H2O2 (réaction (5)) et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en H»O,

utilisant 1’ascorbate pour la réduction (Abdul Jaleel et al., 2009).

Différentes isoformes d’ APX sont actives dans les chloroplastes, cytosol et microsomes.
Dans les chloroplastes, le cycle acide ascorbique/glutathion constitue une importante voie de
détoxification pour la dégradation de I’ H20:2 et d’autres radicaux réactifs de I’oxygene
(Sgherri et al., 2003). 11 est supposé que 1’augmentation de la voie enzymatique acide
ascorbique/glutathion et spécialement celle de I’APX, confére une résistance générale a

I’ensemble des contraintes environnementales (De Gara et al., 2000).
(5) APX + H.0; > Déhydroascorbate + 2 H.O

e Lacatalase (CAT)

Essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, la CAT est
capable de transformer le 1’ H.O2 en H2O et en O (réaction (6)). Cette enzyme est abondante
dans les glyoxysomes des lipides de stockage des tissus en germination de I’orge, ou elle
dégrade ’H>0, formé pendant la -oxydation des acides gras (Fazeli et al., 2007). Elle est
abondante aussi dans les peroxysomes de feuilles de plantes ou elle supprime 1’ H2O2 produit
au cours de la photorespiration par la conversion du glycolate en glyoxylate (Jayakumar et al.,
2008). Ceci est également dd au fait qu’il y ait prolifération des peroxysomes au cours du
stress, ce qui pourrait aider a la récupération de 1’ H202, qui peut diffuser a partir du cytosol
(Abdul Jaleel et al., 2009).

D’autres CAT sont situées dans les tissus vasculaires et peuvent étre impliquées dans la
protection contre le stress environnemental (Fu and Huang, 2001). Les différentes affinités de
I’APX et de la CAT pour I’ H202, respectivement de I’ordre uM et mM, suggérent que ’APX
est chargée d’une régulation plus fine des ERO que la CAT, cette derniére pouvant étre

responsable de 1’¢élimination d’un excés d’ERO en condition de stress (Mittler, 2002).

(6)  CAT+2H20:-> 2 H,0 + O,
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3.3.3. Les autres peroxydases

La glutathion peroxydase (GPX) est une autre enzyme capable de détoxifier I’H20- en
H-0. Elle utilise directement le glutathion réduit (GSH) comme agent réducteur, son cycle est
proche de celui de 1’ascorbate-glutathion ou la GSH est régénérée a partir du glutathion oxydé
GSSH par la glutathion réductase (GR). Il existe également une autre peroxydase, ne
possédant pas de substrat spécifique, est aussi capable de former H.O a partir du H20.. Elle
est en général appelée gaiacol peroxydase car le gaiacol est utilisé dans les expérimentations

comme substrat universel (Chaoui et al., 1997; Blokhina et al., 2003).
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PARTIE Il MATERIELS ET METHODES

1. Matériels biologiques
1.1. Matériel végétal
1.1.1. Matériel végétal utilisé pour ’expérience in vitro

L’expérience in vitro a été menée sur des cultures axéniques de racines de chicorée
(Cichorium intybus L.) de la variété Orchies, transformées par Agrobacterium rhizogenes
(Fontaine et al., 2004) et colonisées ou non par le CMA Rhizophagus irregularis. Les graines
de chicorée, ayant données les plantules et les racines qui ont servies a la transformation,
proviennent de la société Florimond-Desprez et ont été fournies au laboratoire de 1’Unité de
Chimie Environnementale et Interactions sur le Vivant (UCEIV) dans le cadre d'un
programme d'amélioration des plantes. Cichorium intybus L. est une espece diploide (2n = 8)

dont la taxonomie établie par Cronquist en 1981 est la suivante:

Espéce végétale La chicorée
Régne Plantae

Sous régne Trachéobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae

Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Cichorideae
Genre Cichorium
Espéce Cichorium intybus L.

1.1.2. Matériel végétal utilisé pour ’expérience en microcosme

L’expérience en microcosme a été menée sur deux plantes : la tomate (Solanum
lycopersicum L.) et le blé dur (Triticum durum Desf.) dont la taxonomie établie par Cronquist

en 1981 est la suivante.
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Espéce végétale Le blé dur La tomate
Regne Plantae Plantae

Sous regne Trachéobionta Trachéobionta
Division Magnoliophyta Magnoliophyta
Classe Liliopsida Magnoliopsida
Sous classe Commelinidae Asteridae
Ordre Cyperales Solanales
Famille Poaceae Solanaceae
Sous famille Pooideae

Tribu Triticeae

Genre Triticum Solanum
Espéece Triticum durum Desf.  Solanum lycopersicum L.

1.2. Matériel fongique

La souche de champignon mycorhizien a arbuscules (CMA) utilisée lors des études in
vitro est R. irregularis, référencée DAOM 197198 (SchiRler & Walker, 2010).

Pour I’expérience en microcosme, deux inoculums commerciaux composés de
fragments de racines colonisées et de propagules de CMA ont été utilisés. Les deux inoculums

sont composés de:

- Funneliformis mosseae (souche FR140, MycoAgro Laboratory, Breteniére, France).
- Un mélange de Glomus sp. (SolRize Pro® inoculums, Agrauxine, Saint Evarzec,

France).

Selon la classification de (SchuBler & Walker, 2010) les CMA utilisés appartiennent a :

Espece fongique Rhizophagus irregularis Funneliformis mosseae
Régne Fungi Fungi

Division Glomeromycota Glomeromycota
Classe Glomeromycetes Glomeromycetes

Ordre Glomerales Glomerales

Famille Glomeraceae Glomeraceae

Genre Rhizophagus Funneliformis

Espece Rhizophagus irregularis Funneliformis mosseae
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2. Les sols utilisés
2.1. Présentation des sites de préléevement

Quatre parcelles agricoles (P1, P2, P3 et P4) cultivées avec de la tomate ont été
choisies pour 1’¢tude de la biodiversité des CMA et la viabilité microbienne des sols. P1, P2 et
P3 se trouvent a proximité de trois grandes usines actives depuis plus de 30 ans. La parcelle

P4 se trouvant dans un site non industriel a été choisie comme parcelle témoin.

La parcelle P1 (altitude: 12 m, latitude: 36°47°N, longitude: 7°43’E) se situe a 0,5 km a
I’est du complexe sidérurgique ArcelorMittal Algérie (AMA) d’El-Hadjar (le plus grand en
Afrique d’une superficie de 832 hectares) inauguré en 1964 dans la commune de Sidi Ammar
au sud d’Annaba. La capacité de production d’acier liquide du complexe est passée ces
dernieres années de 1 million a 500 000 tonnes/an. Une opeération de réhabilitation du
complexe est lancée en octobre 2015 en vue de porter la production annuelle a 2 millions de

tonnes.

La parcelle P2 (altitude: 6 m, latitude: 36°51°N, longitude: 7°45°E) se situe & 0,5 km au
sud-ouest de la Société Algérienne des Fertilisants Fertial fondée en 1984 a I’est de la wilaya

d’Annaba. L’usine s’étend sur une superficie de 103 hectares et produit de :

- L’ammoniac, avec une capacité de production annuelle de 330 000 tonnes.

- L’acide nitrique, avec une capacité de production annuelle de 264 000 tonnes.

- Le calcium ammonitrate, avec une capacité de production annuelle de 330 000 tonnes.

- L’urée ammonitrate, avec une capacité de production annuelle de 240 000 tonnes.

- Les engrais phosphatés simples, super triple phosphate (STP), les engrais complexes et
le Sulfazote, avec une capacité de production annuelle de 330 000 tonnes.

- Les engrais phosphatés simples, super simple phosphate (SSP), avec une capacité de

production annuelle de 330 000 tonnes.

La parcelle P3 (altitude: 30 m, latitude: 36°45°N, longitude: 7°18’E) se situe & 0,5 km
au sud—ouest de la Société du Ciment de Hadjar Soud (SCHS) fondée en 1973 au sud-est de la
wilaya de Skikda. La superficie de 1’assiette du terrain de la cimenterie est de plus de 29
hectares. La cimenterie est constituée de deux lignes de fabrication avec une capacité

contractuelle de production de 900 000 tonnes de clinker et de ciment.

41



Partie Il Matériels et méthodes

La parcelle P4 (altitude: 792 m, latitude: 36°54°N, longitude: 7°40’E) se situe a Séraidi
a plus de 8Km des sources de pollution au nord d’ Annaba.

2.2. Prélevement des échantillons de sol et de racines de tomate

Les prélevements du sol et des racines de tomate ont été effectués pendant la saison
estivale (Juillet 2012). Le sol a été collecté de I’horizon 0-20 cm de la rhizosphere de la
tomate au niveau de trois points différents de chaque parcelle. Apres tamisage a 2 mm, une
partie du sol a été séchée a I’air libre pour servir a I’isolement des spores de CMA, aux
dosages physico-chimiques et a 1’étude du potentiel mycorhizogeéne du sol. Une autre partie a
été conservée a -20 °C pour servir au dosage de la biomasse microbienne. Parallelement a
cela, des racines de tomate ont été prélevées et utilisées fraiches pour la détermination de
leurs taux de colonisation par les CMA.

2.3. Caractéristiques physico-chimiques des sols

Le dosage de 1’azote, phosphore et potassium ainsi que la détermination de la structure
des sols ont été effectués par le laboratoire d’analyses des sols Horizon (Annaba, Algérie). Le
pH, la conductivité électrique (CE), la matiére organique (MO) et le calcaire total (CaCOs)

ont été mesurés au Laboratoire de Biologie Végétale et Environnement (LBVE).
2.3.1. Détermination du pH des sols

La mesure du pH a été effectuée selon la méthode décrite par Pauwels (1992), sur une
suspension 1/2,5 de sol/eau distillée au moyen d’un pH métre a lecture directe de précision
0,01.

2.3.2.Détermination de la conductivité électrique

La conductivité électrique permet d’obtenir une estimation globale en sels solubles
d’un sol. La mesure a été effectuée sur un extrait 1:5 sol:eau distillée agitée pendant 1 heure a
I’aide d’un conductimétre de précision 0,01. La CE est exprimée en millisiemens par

centimetre (ms/cm).
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2.3.3.Détermination de la matiére organique

La matiére organique a €té mesurée par incinération. Les échantillons de sol ont été
placés pendant une nuit (16 heures) dans un four a moufle a 375 °C. La perte de poids, apres

calcination, nous donne la matiere organique.
2.3.4. Détermination du calcaire total
La détermination du calcaire total a été effectuée par titration.

2.3.5.Dosage des polluants

Les meétaux lourds ont été analysés au Laboratoire Horizon par spectrométrie

d’absorption atomique (Perkin EImer 3110). L’ammonium et I’ammoniac ont été analysés par

spectrophotométrie (DIN 38406-E5).

2.4. Isolement et identification des champignons mycorhiziens a arbuscules autochtones
des sols

2.4.1. Isolement des spores

100 g de sol prélevé de chaque parcelle, séché a ’aire libre et tamisé a 2 mm a servi
pour I’isolement des spores de CMA. La technique utilisée pour cette fin est celle du tamisage
humide décrite par Gerdemann & Nicolson (1963). La technique consiste a soumettre a un jet
d’eau I’échantillon de sol déposé sur une série de tamis a mailles décroissantes (250, 125, 100
et 40 um) disposés respectivement I’un au dessus de 1’autre dans 1’ordre ci-dessus mentionné.
Les particules de sol retenues dans chaque tamis sont transférées dans un bécher puis
observées a la loupe binoculaire. Les spores prélevées a 1’aide d’une micropipette, sont

conservées a 4 °C dans des tubes Eppendorf contenant de 1’eau distillée stérile.
2.4.2. Observation microscopiques des spores

Aprés avoir isolé les différents types de spores correspondants a chaque parcelle, ces
derniéres ont été séparées en groupes, sous binoculaire, selon leur forme et leur dimension.
Ces groupes de spores ont été places entre lame et lamelle dans une goutte du réactif de
Melzer pour les observer au microscope optique et en déterminer les différentes espéces. La
détermination des espéces des CMA grace aux caractéristiques morphologiques des spores est

la methode la plus utilisée. Il faut toujours commencer par mesurer au microscope (G 100x) le
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diamétre de la spore, celui de I’hyphe suspenseur ainsi que 1’épaisseur de la paroi de la spore.
Ensuite, la spore doit étre écraseée pour déterminer le nombre de couches constituant la paroi
de la spore ainsi que leur aspect. Enfin, grace auxcaractéristiques morphologiques, les especes
fongiques ont été déterminées en ayant recours a la collection des CMA décrits dans le site de
la collection de culture internationale des champignons mycorhiziens a arbuscules et a
(vesicules) (International Culture Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi:

http: //invam.caf.wvu.edu/) et celui crée par Janusz Blaszkowski (www.agro.ar.szczecin.pl).
2.5. Détermination du potentiel mycorhizogéne des sols

Le potentiel mycorhizogéne du sol reflete la richesse du sol en propagules (spores,
mycélium, racines colonisées, fragments) susceptibles de générer une mycorhization
(Gianinazzi-Pearson et al., 1985). Pour évaluer le potentiel mycorhizogéne des quatre sols, la
technique du nombre le plus probable MPN de 1’anglais Most Probable Number (Alexander,
1965) a été utilisée. Cette technique adaptée aux CMA par (Porter, 1979) consiste a préparer

des dilutions successives de sol
2.5.1. Préparation du dispositif

Les dilutions ont été réalisée au nombre de cing en homogénéisant du sol non stérilisé
(inoculum) contenant les CMA de chaque échantillon de sol étudié mélangé avec du sol

stérilisé par autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes.
Les dilutions ont été préparées comme suit :

- Dilution 107 : 30 g de sol non stérile + 270 g de sol stérile = 300 g (1).

A partir de ces 300 g de mélange, 250 g ont été répartis dans les cing répétitions a raison
de 50 g par pot. Des 50 g restants, 30 g ont servis d’inoculum pour la dilution qui suit
(102).

- Dilution 102 : 30 g (1) + 270 g de sol stérile = 300 g (2).

- Dilution 10 : 30 g (2) + 270 g de sol stérile = 300 g (3).

- Dilution 10 : 30 g (3) + 270 g de sol stérile = 300 g (4).

- Dilution 107 : 30 g (4) + 270 g de sol stérile = 300 g (5).
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Les dilutions ont été mises dans des pots de 100 ml & raison de cinqg répétitions par
niveau de dilution, des témoins de sol stérile ont été prévus. Le mais a servi de plante piége
pour la mycorhization. Aprés avoir été désinfectées par immersion dans I’alcool (70 %)
pendant 5 minutes puis rincées abondamment a ’eau distillée, les graines de mais sont mises
a germer a I’obscurité a 25 °C dans des boites de Pétri contenant de la vermiculite stérile
imbibée d’eau distillée stérile. Les graines pré germées ont été repiquées dans les pots
auparavant préparés a raison d’une plantule par pot et placées dans une chambre de culture
pendant 6 semaines. Les conditions de culture sont maintenues a une température 18/24 °C
jour/nuit, une humudité relative de 43 %, photopériode de 12h/12 h et une intensité lumineuse

de 800 lux. L’arrosage a été fait trois fois par semaine a I’eau distillée.
2.5.2. Coloration et observation des systemes racinaires

Aprés six semaines de culture, les systemes racinaires sont récoltés et colorés selon la
méthode décrite par Phillips & Hayman (1970). Pour chaque dilution de sol, la présence ou
I’absence de mycorhization est ensuite évaluée sous microscope (G 40x) et le nombre de
plantes mycorhizées est noté. Le tableau 4 illustre les différentes étapes de la coloration des

racines.

Tableau 4 Etapes de la coloration des structures fongiques

Etape Réactif Durée Température
1. Eclaircissement KOH 10 % 20 minutes 90 °C
2. Ringage eau distillée suffisamment ambiante
3. Acidification HCI 1% 5 minutes ambiante
4. Coloration bleu de Trypan 0,05 % (dans 20 minutes 120 °C

I’acide lactique (C3HsO3) +
glycérol (CsHgO3) + eau
distillée)
5. Décoloration et acide lactique 50 % suffisamment ambiante

conservation

2.5.3. Calcul du potentiel mycorhizogene

Cette estimation se fait par 1’intermédiaire de la table d’Alexander (1965) a partir des

racines mycorhizées ou non mycorhizées obtenues pour chacun des niveaux de dilutions et
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pour les cing répétitions. La lecture de la table se fait en définissant la dilution la moins
concentrée (pl) pour laquelle la mycorhization est observée dans les cing répétitions et si ce
cas ne se présente pas on prend celle ou on trouve le maximum de plantes mycorhizées. Le
nombre de plants colonisés dans les deux dilutions successives représente donc le p2 et le p3.
Les trois valeurs pl, p2 et p3 seront reportées sur la table pour en déduire un nombre qui
servira & la détermination du MPN pour 30 g de sol initial, en multipliant ce nombre par le
facteur de dilution de p2, le nombre de propagules par kilogramme de sol est alors calculé.

3. Dispositifs expérimentaux
3.1. Cultures in vitro

L’impact du diesel sur les deux partenaires de la symbiose mycorhiziennes, a savoir les
racines de chicorée transformées par Agrobactérium rhizogenes et le CMA R. irregularis, a
été évalué in vitro. Les deux expériences ont été réalisées a I’'UCEIV a Calais en France. La
premiére expérience comporte 6x2 traitements avec un traitement témoin (0 %) et cing
concentrations de diesel (0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1%) croisés avec deux types de racines :
mycorhizées (M) ou non mycorhizées (NM). La deuxiéme expérience comporte un traitement
témoin (0 %) et quatre concentrations de diesel (0,1 ; 0,25 ; 0,5 et 1%).

3.1.1. Milieu de culture

Le milieu de culture utilisé lors des expériences in vitro est le milieu minimum M (Tab.
6) solidifié par 0.3 % (p/v) de phytagel (Sigma, St. Louis, MO, USA) et autoclavé pendant 20
minutes a 120 °C et a une pression de 1 bar. Le milieu est adapté a la fois au développement
des racines de chicorée transformées et au développement de certains CMA (Bécard & Fortin,
1988). Ce milieu est caractérisé par une structure transparente qui permet d’effectuer les

observations liées a certains parametres de la symbiose mycorhizienne.
3.1.2. Introduction du diesel dans les milieux de culture

Le diesel a été stérilisé par filtration a 0.25 pm sous une hotte a flux horizontal et ajouté
au milieu M pour obtenir les différentes concentrations finales de 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 et 1%.

Le milieu témoin a consisté en un milieu M sans diesel.
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Tableau 5 Composition du milieu M (Bécard & Fortin, 1988)

Solution mére Concentration

1. Macroéléments

Mg SOs4, 7 H20 73,1 (g/)
KNO3 08,0 (g/l)
KCI 06,5 (g/l)
KH2PO4 00,48 (g/1)

2. Microéléments

Mn Clz, 4 H20 0,6 (g/1)

Zn S04, 7 H20 0,265 (g/l)
H3BOs 0,150 (g/1)
Cu S04, 5 H20 0,013 (g/l)
Naz Mo Os, 2 H20 0,0024 (mg/l)
3. NaFeEDTA

EDTA, 2 Na 916 (mg/500 ml)
FeSOs, 7TH20 684 (mg/500 ml)
4. Ca (NOs)z, 4 H20 28,8 (g/l)

5. Kl 0,075 (g/)

6. Vitamines

Glycine 300 (mg/l)
Thiamine hydrochloride 10 (mg/l)
Pyridoxine hydrochloride 10 (mg/l)
Acide nicotinique 50 (mg/l)
Myo Inositol 5 (mg/l)

Le pH est ajusté a 5,6 (KOH) puis ajustement a 1L d’eau distillée

3.1.3. Cultures monoxéniques des racines de chicorée mycorhizées ou non par le CMA

R. irregularis

25 mL de milieu contenant les différentes concentrations de diesel (0 ; 0.05, 0.1, 0.25,
0.5, 1 %) ont été coulés de facon stérile dans des boites de Pétri standards mono-
compartimentées (9 cm de diamétre). Le coulage du milieu a été fait sous hotte a flux
laminaire horizontal, a I’aide de pipettes en plastique stériles. Il faut signaler que tout le long
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de I’opération du coulage, le milieu a été agité par un agitateur magnétique stérile afin

d’assurer ’homogénéité¢ du mélange milieu M/diesel.

Apreés refroidissement du milieu de culture dans les boites de Pétri, des cubes de gélose
(1 cm? de surface) contenant des racines de chicorée mycorhizées avec R. irregularis (M) ou
des racines non mycorhizées (NM) prélevés de cultures racinaires agés de 6 semaines ont été
déposés sur le milieu M contenant ou non les différentes concentrations de diesel (photo 1).
Dix boites ont été préparées par traitement : cing boites pour les racines mycorhizées et cing
autres pour les non mycorhizées. Les boites ont été incubées a 27 °C a I’obscurité pendant 9

semaines.

Photo 1 Repiquage des racines de chicorée in vitro

3.1.4. Test de germination des spores du CMA R. irregularis

Afin de compléter I’étude de I’effet des différentes concentrations de diesel sur le
développement du CMA R. irregularis, un deuxiéme essai in vitro a été installé. Une spore de
R. irregularis a été déposée par boite de 5,5 cm, sur le milieu de culture M contenant les
différentes concentrations en diesel (0; 0,1; 0,25; 0,5et 1 %). Cinquante boites ont été
préparées par traitement. Les boites ont été placées en incubation a 27 °C et a 1’obscurité
pendant un mois. Un suivi de la germination des spores a été effectué toutes les 48 heures

sous loupe binoculaire (G 40x) pendant la premiére semaine d’incubation. Ensuite, une fois
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par semaine, la germination des spores a été examinée et la longueur des hyphes germinatives

a été mesurée.
3.2. Microcosmes

Une expérience en microcosmes avec des plants de tomate et de blé dur cultivés sur un
sol contaminé artificiellement par le diesel et inoculés ou non par deux inoculums Fm et SZE
composes respectivement du CMA F. mosseae et d’un mélange de Glomus sp. a été installé
dans une chambre de culture au laboratoire de I’"UCEIV. Cet essai comporte 9 traitements
pour chaque plante, les traitements sont récapitulés dans le tableau 7, chaque traitement a été

répété cing fois.

Tableau 6 Les différents traitements de 1I’expérience en microcosmes

Inoculation Non inoculé Inoculé par Fm  Inoculé par SZE

Dose de diesel (%)

0 X X X
0,25 X X X
1 X X X

Le sol utilisé dans cet essai provient d’un site non contaminé dans la commune de
Fouquiere-Lés-Lens située dans la région du Nord-Pas-de-Calais-Picardie. Le sol a été mis
dans deux sacs en plastique spécial pour deux cycles d’autoclavage espacés de 24 h. Chaque
cycle a duré une demi-heure, a une température de 121 °C et sous une pression de 1 bar. Le
sol a été laissé sécher pendant une semaine, puis il a été tamisé a 2 mm. Le diesel a été
mélangé avec le sol pour I’obtention des concentrations 0 ; 0,25 et 1 % (cl de diesel/g de sol).
Le sol a été mélangé et tamisé a 2 mm sous hotte aspirante tout les jours pendant deux
semaines pour s’assurer de I’homogénéité du mélange diesel/sol et I’évaporation des

composants non stables contenus dans le diesel.

Ensuite, le sol a été réparti dans 90 pots contenant chacun 270 g de sol (9 traitements x
5 répétitions/plante). Pour les traitements mycorhizés, 10 g par pot d’inoculum mycorhiziens
(Fm ou SZE) ont été ajoutés. Alors que pour les traitements non mycorhizés, 10 g par pot

d’inoculum autoclavé dans les mémes conditions que le sol ont été ajoutes.
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Avant le semis, les graines de tomate et de blé ont été désinfectées a 1’éthanol 70 %
(v/v) pendant 5 minutes et rincées trois fois avec de 1’eau distillée puis mises a germer dans de
la vermiculite a 28 °C a I’obscurité. Aprés germination des graines, 5 plantules de tomate ont
été transférées dans la moitié des 90 pots, le méme nombre de plantules de blé ont été
transférées dans I’autre moitié des pots. Les pots ont été placés dans une chambre de culture
avec une photopériode de 12 h jour 824 °C ; 12 h nuit a 18 °C ; une humidité de 43 % ; et une
lumiére de 800 lux d’intensité (photo 2 et 3). Les plantes ont été arrosées 3 fois par semaine

avec de I’eau distillée. Les plantes ont été récoltées apres 12 semaines de culture.

Photo 2 Culture en pot de la tomate mycorhizée et non mycorhizée par Fm et SZE

Photo 3 Culture en pot du blé mycorhizé et non mycorhizé par Fm et SZE
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4. Mesures des développements racinaires et fongiques
4.1. Mesure du développement racinaire
4.1.1. Longueur racinaire

Apres 9 semaines d’incubation, les longueurs racinaires ont été déterminées selon la
méthode décrite par Declerck et al. (2003). La technique consiste a comptabiliser sous loupe

binoculaire (G 40x) le nombre d’intersections des racines sur un quadrillage circulaire et a

appliquer la formule de Newman (1966) : L = (7t x N x A)/2H, ou :

L : longueur racinaire (m)
N : nombre d’intersections
A : surface totale du quadrillage (=58,088cm?)

H : somme de la longueur des lignes du quadrillage (=119,2cm)
4.1.2. Biomasse séche
e Essaiin vitro

Apres 9 semaines d’incubation, les racines de chicorée mycorhizées ou non, cultivées en
absence ou en présence de diesel, ont été récupérées apres solubilisation des milieux de
culture dans du tampon Tris HCI (50 mM, pH=7.5) + EDTA (10 mM) v/v sous agitation
magnétique pendant 15 minutes a température ambiante. Apres filtration et ringage a I’eau
distillée, les racines ont été récupérées et conservées dans du papier aluminium a -80°C, puis
Iyophilisées. Aprés 48 h de lyophilisation, la masse séche a été déterminée par pesée des

papiers aluminium préalablement tarés.
e [Essai en microsomes

Aprés récolte des plantes de tomate et de blé, les racines ont été bien rincées puis
séparées des parties aériennes. Ensuite, les deux parties aériennes et racinaires ont été placées
dans une étuve a 70 °C pendant 72 h pour les dessécher. La biomasse seche en gramme a été

déterminée par pesage des échantillons a I’aide d’une balance de precision 0,01.
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4.2. Mesure du développement fongique
4.2.1. Cinétique de germination des spores de R. irregularis

La germination des spores sur milieu M sans ou avec les différentes concentrations en
diesel a éteé suivie par observation sous loupe binoculaire (G 40x) toutes les 48 heures pendant
la premiére semaine d’inoculation. Ensuite, une fois par semaine la germination des spores a

été examinée. Une spore est dite germée lorsqu’un tube germinatif commence a étre apercu.
Les taux de germination ont été calculés comme suit :
Taux de germination = (Nombre de spores germées x 100)/ Nombre de spores
4.2.2. Longueur des hyphes de R. irregularis

La longueur des hyphes fongiques du CMA a été estimée en appliquant la méthode
décrite par Declerck et al. (2003) et en appliquant la formule de Newman (1966).

4.2.3. Détermination du mode de germination des spores de R. irregularis

Le mode de germination des spores de R. irregularis a été déterminé aprés 30 jours
d’incubation dans le milieu M contenant ou pas les différentes concentrations de diesel. Les
spores peuvent présenter deux modes de germination ramifié ou linéaire. Dans la germination
ramifiée, les filaments d’hyphes se ramifient et divergent dans toutes les directions, tandis que

dans la germination linéaire, le tube germinatif ne forme pas plus de 3 courtes ramifications.
4.2.4. Nombre de spores de R. irregularis

Le nombre de spores produites par les racines mycorhizées par le CMA R. irregularis a
été déterminé sous loupe binoculaire en additionnant le nombre de spores comptabilisées dans

chaque case du quadrillage circulaire.
4.2.5. Test de viabilité des spores

Les spores non germées ont été récupérées puis rincées avec de 1’eau distillée stérile et
repiquées sur un milieu M sain. Aprés une semaine d’incubation a 27° C a I’obscurité, les

spores germées ont été comptées sous microscope optique (G 100x).
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4.2.6. Détermination du taux de colonisation racinaire par les CMA

Pour détecter la colonisation des racines par les CMA, cingq systemes racinaires de
chaque traitement ont été examineés. Les racines ont éte colorées selon la technique décrite par
Phillips & Hayman (1970).

Les taux de mycorhization ont été déterminés par la méthode de McGonigle et al.
(1990). Cette technique consiste a placer entre lame et lamelle 20 fragments racinaires colorés
ayant chacun 1 cm de longueur. L’observation des différentes intersections pouvant exister
entre 1’axe de 1’objectif et le fragment de racine colorée a été faite au microscope optique (G
400x). Trois lectures par fragment ont été réalisées et cing lames par traitement ont été
préparées. Au total, au moins 100 fragments racinaires ont été utilisés pour chaque traitement
(Fig. 12).

Le pourcentage de colonisation total = (nombre d’intersections observées — nombre

d’intersections sans champignon)*100 / nombre d’intersections.
Taux total H = 100*(G-p)/G
Taux d’arbuscules A = 100*(q+s)/G

Taux de vésicules V = 100 (r+s)/G

p : aucune structure fongique

q : présence d’arbuscules

%
%

: présence de vésicules

] arbuscule | vésicules

I | I A
I | I | Vi

(72}

: présence d’arbuscules et de vésicules

|

e
—*

: présence d’hyphes

G : nombre d’intersections

Figure 12 Les différentes intersections possibles entre 1’axe de 1’objectif du microscope et les
structures fongiques dans un fragment racinaire mycorhizé par les CMA
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5. Extraction et analyses des acides gras liés aux phospholipides (AGPL) et de

I’ergostérol a partir des sols
5.1. Extraction des acides gras liés aux phospholipides (AGPL)
5.1.1. Extraction des acides gras

Les AG sont extraits selon la méthode de Bligh & Dyer modifiée par (Frostegard et al.,
1991). 10 ml de la solution Bligh and Dyer (250 ml de chloroforme + 500 ml de méthanol +
200 ml de tampon citrate) ont été ajoutés a 5 g de sol lyophilisé. Apres agitation pendant 15
secondes, les tubes sont laisses au repos pendant 2 h a température ambiante. Les échantillons
ont été centrifuges a 3000 rpm pendant 10 minutes et le surnageant a été transféré a un autre
tube a essai (50 ml). Le sol a été rincé avec 5 ml de la solution Bligh & Dyer, le tube a été
agité pendant 15 secondes et les échantillons centrifugés a 3000 rpm pendant 20 minutes. Le
surnageant a été ajouté au tube de 50 ml. La phase contenant les lipides a été séparée en
ajoutant 4 ml de chloroforme et 4 ml de tampon citrate. Apres agitation pendant 1 minute, les
échantillons sont laissés au repos toute la nuit a tempeérature ambiante. La phase supérieure a

été transférée vers un tube a essai en verre (15 ml), puis évaporée sous azote a 40 °C.
5.1.2. Trans-estérification

20 pl de standard interne C9:0 méthylé (0,25 pg/ul) ont été ajoutés a chaque
échantillon. Apres évaporation sous azote, les échantillons ont été dissouts dans 1 ml de
Toluéne/Méthanol (1:1) et le mélange a été bien vortexé. 1 ml de KOH (0,2M) préparé dans
du méthanol le jour méme a été ajouté aux échantillons. Ces derniers ont été incubés a 37 °C
dans un bain-marie pendant 15 minutes. Les échantillons ont été laissés se refroidir pendant
20 minutes. 2 ml d’Hexane/Chloroforme (4:1) + 0,3 ml d’acide acétique (LM) + 2 ml d’eau
ultra pure ont été ajoutés aux échantillons. Aprés agitation, les échantillons ont été centrifugés
a 3000 rpm pendant 5 minutes. La phase supérieure de chaque échantillon a été transférée
dans un tube en verre (15 ml) avec une pipette Pasteur et évaporés sous azote sans chauffer.
Les échantillons secs ont été dilues dans 100 ul d’Hexane et agités pendant quelques
secondes, puis ils ont été ensuite transférés dans de petits vials et analysés par

chromatographie en phase gazeuse (CPG).
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5.2. Extraction de I’ergostérol

L’ergostérol a été extrait a 1’abri de la lumiére en ajoutant 5 ml de méthanol a 4 g de sol
lyophilisé. Apres agitation de 1 minute, les échantillons sont laissés toute la nuit a température
ambiante puis incubés le lendemain a 70 °C pendant 90 minutes. lls sont ensuite refroidis
dans un bain de glace. 1 ml d’cau distillée et 2 ml de cyclohexane sont ajoutés et les
échantillons sont agités pendant 20 secondes, puis centrifugés a 3000 rpm pendant 5 minutes.
La phase supérieure a été jetée et la phase restante a été rincée deux fois avec 1.5 ml de

cyclohexane et évaporée sous azote a 40 °C.
5.3. Analyses des acides gras liés aux phospholipides et de I’ergostérol

L’analyse des AG a été réalisée a I’aide d’un chromatographe a phase gazeuse Perkin
Elmer Autosystem, équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID) (Norwalk, CT) et
d’une colonne capillaire EC-1000 (Alltech) (30m x 0,53mm i.d.). Le gaz vecteur est
I’Hydrogéne (3,6 ml.min™?). Aprés analyses, les échantillons sont évaporés sous azote et
conservés au congélateur. L’extrait final de I’extraction de I’ergostérol a été analysé en
utilisant un chromatographe a phase gazeuse Perkin Elmer Autosystem équipé d’un détecteur
d’ionisation de flamme (FID) (Norwalk, CT) et d’une colonne capillaire HP5. La
concentration d’ergostérol est déterminée grace a une courbe d’étalonnage de différentes

dilutions.
6. Parametres du stress oxydant et dosage protéique
6.1. Extraction du contenu protéique des racines

Entre 8 et 30 mg des échantillons ont été broyés a 1’aide d’un mortier dans de 1’azote
liquide, puis suspendus dans 1 mL de tampon phosphate (10 mM). Aprés centrifugation (3
min/1000 g) a 4 °C, 2,5 ul de 2,6 di_tert-butyl-4-methylphenol (2,5 g/L d’éthanol) ont été
ajoutés a 250 pL du surnagent pour éviter I’oxydation du malondialdéhyde (MDA). Le reste

du surnagent a été utilisé pour déterminer 1’activité totale de la SOD et la peroxydase (POD).
6.2. Dosage du malondialdehyde (MDA)

La production du MDA a eté évaluée grace a la chromatographie liquide a haute
performance (CLHP). 200 pl de I’extrait végétal ont été mélangés avec 1 ml de HCI (0.1 N) et

extraits deux fois avec 3 ml d’acétate d’éthyle. Le mélange a été ensuite agité pendant 5
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minutes puis centrifugé a 3000 g pendant 10 minutes. La phase organique a éeté prelevee et
évaporée sous azote. Apres évaporation, I’extrait a été resuspendu dans 100 pl de méthanol.
Le systeme analytique comporte une pompe Jasco PU-980, une colonne Nucleosil (C18, 150
X 4.6 mm, 5um particle size), un injecteur automatique (Rheodyne 7725), un détecteur a UV
(=532 nm) et un intégrateur Shimadzu CR3A (Vasse Industries, Lille, France). La phase
mobile est constituée d’un mélange de méthanol et de tampon phosphate dans les proportions
suivantes 60/40 (v/v). Le tampon phosphate est un mélange de tampon phosphate (50 mM) et
de méthanol 60/40 (v/v) ajusté au pH 6,8 avec du KOH (1 M). Le tetraethoxypropane (Sigma,
Saint Quentin Fallavier, France) a été utilis¢é comme standard, et 1’acide thiobarbiturique
(TBA) comme réactif du dosage du MDA. 100 pl des solutions standards et de I’extrait
méthanolique ont été injectés dans le systeme CLHP, et le produit MDA-TBA a été détecte.

6.3. Dosage de I’activité peroxidase (POD)

L’activité de la POD a été déterminée selon la méthode décrite par Mitchell et al. (1994)
qui utilise le BTS 2,2’-Azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) comme donneur
d’électrons. Pour chaque échantillon, 5uL du surnageant précédemment obtenu ont été
mélangés a 995 pL du mélange réactionnel. Pour chaque échantillon, le témoin est constitué
de 5 pL d’échantillon mélangé avec 995 puL de mélange réactionnel sans le substrat de la
réaction enzymatique, I’H20,. La formation de radicaux cationiques a été mesurée par
’augmentation de 1’absorbance a 412 nm (¢ = 32400 M™cm™) grace a un lecteur de
microplague avec spectrophotomeétre UV/Visible intégré (Multiscan GO, ThermoScientific,

France) pendant 20 minutes. L’activité spécifique a été mesurée en unité/mg de protéines.
6.4. Dosage de I’activité superoxyde dismutase (SOD)

L’activité totale de la SOD a été déterminée a partir de 20 pL de surnageant en utilisant
le kit (19160 SOD) commercialisé par Sigma-Aldrich (3050 Spruce Street, St. Louis, MO
63103 USA), selon les instructions du fabricant. La SOD a été quantifiée grace a une gamme
étalon réaliseée avec des concentrations croissantes de solution standard SOD allant de 0,001
U/mL a 200 U/mL. La lecture a eté realisée grace a un lecteur de microplaque avec
spectrophotomeétre UV/Visible intégré (Multiscan GO, ThermoScientific, France) a 450 nm.

L’activité enzymatique a été exprimée en U/ug de protéines.
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6.5. Dosage des protéines

Les concentrations des protéines totales ont été déterminées selon la méthode de Smith
et al. (1985) a I’aide d’un lecteur de microplaque avec spectrophotomeétre UV/Visible intégré
(Multiskan GO, Thermo Scientific, France). La teneur en protéines a eté mesurée en utilisant
un kit commercial (BCA kit de dosage de protéines, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,

France) et la BSA (albumine du sérum bovin) comme standard.
7. Analyses statistiques

Le logiciel utilis¢ pour I’analyse statistique des résultats est STATGRAPHICS
(Manugistic Inc. Rockville, MD, USA).

Le test de I'nomogénéité de la variance de Levene a été vérifié avant l'utilisation des
tests des comparaisons multiples (ANOVA).

Les différences entre le témoin (0 %) et les différentes concentrations de diesel et celles
entre le contenus en acides gras spécifiques aux bactéries et en ergostérol ont pu étre

analysées grace au test LSD (Least Significant Difference) avec un risque d’erreur de 5 %.

Les différences entre les taux de germination des spores en absence et en présence de
diesel ont pu étre analysées gréace au test chi2 disponible sur le site de I’université de Jussieu :

http://marne.u707.jussieu.fr/ biostatgv/?module=tests/chideux. La P valeur utilisée est 0,05.

Toutes les données exprimées en pourcentage ont été transformées en coordonnées
angulaires (arcsinus de la racine carrée : p’ = arcsin Vp), afin de pouvoir réaliser le test LSD

avec un risque d’erreur de 5 %.
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PARTIE I1l. RESULTATS ET DISCUSSION

CHAPITRE |.BIODIVERSITE DES CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS A
ARBUSCULES DANS LES SOLS AGRICOLES CULTIVES PAR LA TOMATE A
PROXIMITE D’INSTALLATIONS INDUSTRIELLES

1. Introduction

La santé des sols est définie comme étant la capacité continue du sol a fonctionner
comme un écosystéme vivant. Un équilibre entre les différentes composantes chimiques,
physiques et biologiques, notamment microbienne contribue a maintenir la santé des sols.
Ainsi, parmi les indicateurs biologiques qui pourraient étre utilisés pour évaluer la sante et la
qualité des sols, la biomasse microbienne (bactérienne et fongique saprotrophe et
mycorhizienne) est considérée comme un bon marqueur (Rosa & Sobral, 2008). En effet, les
microorganismes constituent d'excellents indicateurs de la santé du sol car ils répondent
rapidement aux changements des écosystemes dans le sol (Masto et al., 2009). Les
microorganismes telluriques participent a la décomposition de la matiére organique du sol; en
outre, ils sont les principaux moteurs de tous les cycles de nutriments. lls jouent également un
role crucial dans I'amélioration de la structure du sol, la dégradation des polluants et
I'amélioration de la croissance des plantes. Ainsi, un bon fonctionnement des
microorganismes du sol se traduit généralement par un bon fonctionnement de I'écosysteme

(Brookes, 1995; Wagg et al., 2014) et donc une bonne santé du sol.

Les activités industrielles contribuent a la pollution de I'atmosphere en libérant des
produits chimiques et des particules polluantes dans I'air. Une partie importante des émissions
atmosphériques industrielles finit par étre déposé a la surface du sol et conduit a sa
contamination (Asubiojo et al., 1991; Shukurov et al., 2014; Yang et al., 2009; Zhang et al.,
2013). Cette pollution du sol d’origine principalement anthropique pourrait compromettre la
viabilité du sol et son bon fonctionnement en impactant la biodiversité microbienne tellurique
(Abaye et al., 2005; Hu et al., 2007). Plusieurs études ont montré que la pollution du sol peut
diminuer la biomasse et les activités des microorganismes du sol ce qui conduit a la

modification des processus biologiques du sol tels que la fixation de I’ Azote et la dégradation
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de la matiére organique (Baath, 1989; Brookes, 1995; Chen et al., 2014). Une diminution de
la diversité et du nombre de spores des champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) dans
les sols contaminés par les ETM a été rapportée par Del Val et al. (1999), Zarei et al. (2008)
et Krishnamoorthy et al. (2015). De plus, la diminution de la diversité des CMA et / ou du
potentiel mycorhizien du sol peut avoir des effets négatifs sur 1’établissement et la
productivité des plantes (van der Heijden et al., 1998; Gattai et al., 2011; Hart and Reader,
2002; Munkvold et al., 2004).

La structure de la communauté microbienne peut étre utilisée comme un bon indicateur
des effets toxiques des polluants car il est possible de détecter une altération dans la
communauté microbienne avant méme que la performance globale du systeme du sol soit
altérée, d'ou la nécessité d'un moyen qui donne une indication sur la biomasse et la viabilité
microbienne. L’un des moyens permettant d’évaluer la biomasse microbienne est la
quantification des marqueurs lipidiques spécifiques. Il s’agit de 1’analyse des acides gras
associés aux phospholipides (AGPL) i15: 0, al5: 0, i16: 0, i17: 0 et al7: O spécifiques des
bactéries Gram-positive, les AGPL 18:1w7, cy17: 0 et cy19:0 spécifiques des bactéries Gram-
négative, le C16: 1w5 associé aux phospholipides (PL) et aux lipides neutres (NL) spécifiques
des CMA, D’ergostérol et le C18: 2w6,9 associé aux PL speécifiques des champignons
saprotrophes et ectomycorhiziens (Frostegard et al., 1991). Cette technique permet de
caractériser la communauté microbienne directement dans son habitat naturel, sans avoir
recours a des techniques traditionnelles d'isolement (Baath et al., 1998). Elle permet
également de fournir des informations sur des groupes particuliers de microorganismes
présents dans le sol. Les changements dans les profils des AGPL révélent des changements
dans la structure globale des communautés microbiennes (Frostegard et al., 2011).

Ainsi, ce travail avait pour objectif d'évaluer I'impact de la pollution industrielle sur la
viabilitt des microorganismes tellurigues en évaluant la biomasse microbienne
tellurique fongique (CMA, ectomycorhiziens et saprotrophes) et bactérienne, le potentiel
mycorhizogene du sol et la diversité des CMA dans trois parcelles agricoles cultivées par des
tomates situées a proximité de trois sites industriels du Nord-est d’Algérie, le Complexe
Sidérurgique ArcelorMittal Algérie (AMA) d’El-Hadjar, la Société Algérienne des
Fertilisants Fertial et la Société du Ciment de Hadjar Soud (SCHS) et dans une parcelle

témoin située dans une zone non industrialisé a Séraidi.

59



Partie 111 Résultats et discussion

2. Expression des résultats
2.1. Caractérisation physico-chimiques des sols des sites étudiés

Les sols des parcelles P1, P2 et P3 correspondant respectivement aux sites AMA, Fertial
et SCHS, se caractérisent par un pH alcalin (7,9 ; 8,38 et 8,19) tandis que le sol de la parcelle
témoin P4 se caractérise par un pH faiblement alcalin (7,01). La conductivité électrique de la
solution aqueuse des quatre sols est faible allant de 0,16 a 0,35 mS/cm. indiquant une faible
salinité des sols. Les quatre parcelles sont faiblement calcaires (1,37 - 1,98 %) et riches en
azote (46 -154,5 mg.Kg™?), en phosphore (11,3 — 135,6 mg.Kg™?) et en potassium (155 - 725
mg.Kg?). La teneur en matiére organique des quatre parcelles est relativement faible allant de
0,85 a 1,79 %. Les sols des parcelles P1 et P4 ont une structure limono argileuse tandis que
les sols des parcelles P2 et P3 ont une structure argileuse et limoneuse (Tab. 7).

Tableau 7 Caractérisation physico-chimique des sols des quatre parcelles P1, P2, P3 et P4.

Parcelles P1 P2 P3 P4
limono argileuse limoneuse Limono
Parametres argileuse argileuse
PH ea 7,940,026 8,38+0,04 8,1940,015 7,01+0,09
CE (mS/cm) 0,24+0,01 0,16+0 0,310 0,3540,01
MO (%) 1,05+0,03 1,75+0,19 0,8510,1 1,79+0,12
CaCOs tot (%) 1,44+0,01 1,98+0 1,46+0 1,370
Argile (%) 36 44 10 15
Limon (%) 32 20 50 34
Sable (%) 32 36 40 51
N Total (mg.Kg?) 68 154.50 95.50 46
P,0s (mg.Kg?) 12.85 135.60 11.35 97.95
K total (mg.Kg™) 300 725 400 155
Ammonium (NH4")
7.50 16 6.55 4.70
(mg.Kg™)
Ammoniac (NHz")
07 15.25 5.70 04
(mg.Kg)

2.2.Caractérisation de la pollution chimique

Les teneurs maximales autorisées en éléments meétalliques dans les sols agricoles fixées

par la norme AFNOR NFU 44-041 ont été considérées comme valeurs seuils dans notre étude.
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La teneur du sol de la parcelle P1 en ETM (Plomb, Chrome et Nickel) est élevée
(1154,2 ; 203 et 136,3 mg.Kgl) et dépasse largement la valeur seuil. Dans le sol de la
parcelle P2, les teneurs des deux ETM, Plomb et Manganese, dépassent légérement la valeur
seuil. Elles sont de 120,99 et 314,57 mg.Kg* de sol. La parcelle P3 est caractérisée par la
présence de teneurs élevées en ETM (Plomb, Cuivre, Zinc, Manganése, Chrome et Nickel)
comparées a celles admises par la norme. Ces teneurs ont atteint respectivement les valeurs de
632,12 ; 512,38 ; 977,36 ; 1120,36 ; 233 et 183,69 mg.Kg* de sol. Dans le sol de la parcelle
témoin P4 la teneur en Plomb (121,29 mg.Kg?) dépasse Iégérement la valeur seuil autorisée
dans les sols agricoles (Tab. 8).

Tableau 8 Quantité des éléments traces métalliques (ETM) en mg.Kg*de sol dans les quatre parcelles
P1, P2, P3 et P4.

Parcelles Pl P2 P3 P4 Norme (mg.Kg? de sol)

Parameétres

Pb 11542 12099  632.12 121.29 100.0 (AFNOR N F U 44-041)

Cd 1.254 0.45 0.89 0.39 2.00 (AFNOR N F U 44-041)

Fe 5104 771.33 1002.17 185.6 4000.0 (AFNOR N F U 44-041)

Cu 21 27.57 512.38 6.26 100.0 (AFNOR N F U 44-041)

Zn 133.4 281.25  977.36 289.96 300.0 (AFNOR N F U 44-041)
300.0 (AFNOR N F U 44-041)

Mn 290 31457 112036 174 >8000  (Kabata-Pendias,
2000)

Cr 203 106.32 233 95.65 150.0 (AFNOR N F U 44-041)

Se 0.12 0.13 0.15 0.12 10.00 (Baize, 2002)

Hg 0.15 0.08 0.1 0.07 1.00 (Arrété 08/01/1998.
ineris.fr)

Ni 1363 2457  183.69 28.34 50.00 (AFNOR N F U 44-041)

100.0 (Baize, 1997 et 2002)
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2.3.Détermination de la biomasse microbienne du sol

2.3.1. Teneur des sols en acides gras associes aux phospholipides (AGPL) spécifiques
des bactéries

Les quantités des AGPL spécifiques des bactéries Gram-positive i15: 0, al5: 0, i16: 0,
i17: 0 et al7: 0 et Gram-négative 18:1w7, cyl7: 0 et cy19:0 montrent des différences
significatives dans les parcelles P1, P2 et P3 comparées avec la parcelle P4 (Fig.13). D’une
maniére générale, la quantité de la biomasse bactérienne Gram-positive a été plus élevée que
celle des bactéries Gram-negative dans les quatre parcelles. Par comparaison a P4, Les
quantités des AGPL spécifiques aux bactéries Gram-négative ont été entre 84 et 90 % plus
faible dans les parcelles P1, P2 et P3, tandis que celles spécifiques aux bactéries Gram-
positive étaient de 76 & 80 % plus faibles dans les mémes parcelles P1, P2 et P3 (Fig. 13). Le
rapport de la biomasse champignon/bactérie a été de 0,15 et 0,11 dans les parcelles P3 et P4
respectivement, il diminue dans Pl et P2 pour atteindre une valeur de 0,04 et 0,08

respectivement.
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Figure 13 Quantité des AGPL bactériens (Gram - et Gram +) dans les quatre parcelles P1, P2, P3 et
P4. Les moyennes ont été obtenues a partir de 5 répétitions. Les différentes lettres indiquent des différences
significatives entre P1, P2 et P3 par comparaison avec P4 selon le test LSD (P<0,05).

2.3.2. Teneur des sols en acides gras 16:1®5 associés aux phospholipides (AGPL) et
aux lipides neutres (AGLN) spécifiques des champignons mycorhiziens a arbuscules

La quantité des AGPL 16:1w5 a été en moyenne six fois plus faible dans les parcelles
P1, P2 et P3 comparée a la parcelle témoin P4. De méme, la quantité d’AGLN 16:1w5 a été
significativement faible dans les parcelles P1, P2 et P3 par comparaison a la parcelle P4, ou
elle baisse de 88, 76 et 84 % respectivement (Fig. 14).
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Figure 14 Teneur en acides gras associés aux phospholipides (AGPL) 16:1®5 et en acides gras
associés aux lipides neutres (AGLN) 16:1®5 dans les quatre parcelles P1, P2, P3 et P4. Les moyennes
ont été obtenues a partir de 5 répétitions. Les différentes lettres indiquent des différences significatives entre P1,
P2 et P3 par comparaison avec P4 selon le test LSD (P<0,05)

Le rapport AGLN 16:105 a AGPL 16:1w5 a été compris entre 2,05 et 2,27 dans les
quatre parcelles (Fig. 15).
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Figure 15 le rapport AGLN 16:105 a AGPL16:1®5 dans les quatre parcelles P1, P2, P3 et P4. Les
moyennes ont été obtenues & partir de 5 répétitions. Les différentes lettres indiquent des différences
significatives entre P1, P2 et P3 par comparaison avec P4 selon le test LSD (P<0,05)

2.3.3. Teneur des sols en acides gras 18:216,9 associés aux phospholipides spécifiques
des champignons saprotrophes et ectomycorhiziens

Les résultats montrent une différence significative entre la quantité d’AGPL 18:2w6,9
dans les parcelles P1, P2 et P3 et celle estimée dans la parcelle P4. La diminution est de 92,

84 et 74 % dans les parcelles P1, P2 et P3 respectivement (Fig. 16).

63



Partie 111 Résultats et discussion

EC18:206,9

AGPL 18:216,9 (nmol/g sol)
o [l N w SN ol (o)) ~ (0]

b
b
- Iu
[ ]
P1 P2 P3
Figure 16 Quantité des AGPL 18 :2 ® 6,9 dans les quatre parcelles P1, P2, P3 et P4. Les moyennes ont

été obtenues a partir de 5 répétitions. Différentes lettres indiquent des différences significatives entre P1, P2 et
P3 par comparaison avec P4 selon le test LSD (P<0,05)

P4

2.3.4. Teneur des sols en ergosterol spécifiques des champignons saprotrophes et
ectomycorhiziens

La quantité d’ergostérol a été 27, 5 et 8 fois plus faible dans les parcelles P1, P2 et P3

respectivement, comparée a la parcelle P4 (Fig. 17).
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Figure 17 Quantité d'ergostérol dans les quatre parcelles P1, P2, P3 et P4. Les moyennes ont été
obtenues a partir de 5 répétitions. Les différentes lettres indiquent des différences significatives entre P1, P2 et
P3 par comparaison avec P4 selon le test LSD (P<0,05)

2.4. Potentiel mycorhizogene du sol

Le potentiel mycorhizogéne du sol a été estimé pour les quatre parcelles. Le nombre de
propagules a été plus faible dans les parcelles P1, P2 et P3 par rapport a celui calculé pour la
parcelle témoin P4. Dans la parcelle P1, le potentiel mycorhizogene a été six fois plus faible
par comparaison a la parcelle témoin P4. Une baisse de 12 et 13 fois a été observée dans les
parcelles P2 et P3 respectivement (Tab. 9)
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Tableau 9 Nombre de Propagules dans les quatre parcelles (P1, P2, P3 et P4)

P1 P2 P3 P4

Propagules/Kg sol 1300 700 666 8666

2.5. Diversité et abondance des spores de champignons mycorhiziens a arbuscules

En se basant sur les caractéristiques morphologiques des spores isolées a partir des
quatre parcelles (Planche 1), 13 espéces de CMA (Funneliformis mosseae, Funneliformis
geosporum —like, Septoglomus constrictum, Septoglomus deserticola, Rhizophagus clarus,
Rhizophagus irregularis—like, Scutellospora calospora, Acaulospora laevis-like, Acaulospora
sp, Entrophospora infrequens, Pacispora scintillans-like, Glomus rubiforme,
Claroideoglomus  lamellosum)  appartenant a cinq  familles  (Glomeraceae,
Claroideoglomeraceae, Gigasporaceae, Acaulosporaceae, Pacisporaceae) ont été identifiées
(Tab. 10, 11). La parcelle P3 situé a proximité de la SCHS, compte le nombre de spores le
plus faible, 20 spores/100 g de sol, ce qui correspond & 5 % du nombre total des spores
collectées dans les quatre parcelles. Les espéces de CMA identifiées dans le sol de la parcelle
P3 appartiennent aux deux genres Funneliformis et Septoglomus de la famille Glomeraceae.
Le nombre des spores augmente pour atteindre 40 spores/100 g de sol dans la parcelle P2
située a proximité de la Société des Fertilisant d’Algérie Fertial, caractérisée par des teneurs
élevées en Pb et en Mn et 136 spores/100 g de sol (Tab. 10) dans la parcelle P1 située a
proximité du Complexe Sidérurgiqgue AMA caractérisée par une teneur tres élevée en Pb
(1154,2 mg.Kg™) et des teneurs en Cr et en Ni qui dépassent les valeurs seuils. Les spores
isolées de la parcelle P2 appartiennent aux deux familles de CMA: Glomeraceae et
Gigasporaceae et aux quatre genres: Funneliformis, Scutellospora, Rhizophagus, et
Septoglomus, tandis que celles issues de la parcelle P1 font partie de trois familles :
Glomeraceae, Gigasporaceae et Acaulosporaceae et cing genres: Acaulospora,
Funneliformis, Scutellospora, Rhizophagus, et Septoglomus. Le nombre de spores le plus
élevé a été noté dans la parcelle P4 (216 spores/100 g de sol). Les spores identifiées dans cette
parcelle P4 appartiennent aux quatre familles de CMA Glomeraceae, Acaulosporaceae,
Pacisporaceae et Claroideoglomeraceae et sont représentées par sept genres : Funneliformis,

Septoglomus, Acaulospora, Entrophospora, Pacispora, Glomus et Claroideoglomus.
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La famille Glomeraceae compte le nombre de spores le plus élevé avec 71 % du
nombre total. Elle est représentée par ses quatre genres Funneliformis, Septoglomus,
Rhizophagus et Glomus dans les quatre parcelles. Les familles Gigasporaceae et
Acaulosporaceae représentent un pourcentage de 15 et 8 % du nombre total des spores,
respectivement. Les spores de la famille des Gigasporaceae ont été identifiées dans les sols
des parcelles P1 et P2, tandis que les spores de la famille des Acaulosporaceae ont été
identifiées dans les parcelles P1 et P4. Les spores des familles Pacisporaceae et
Claroideoglomeraceae identifiées exclusivement dans la parcelle témoin P4 ne représentent
que 5 et 1 % du nombre total des spores identifiées dans les quatre parcelles. 68 et 31 % des
spores identifiées dans les parcelles polluées appartiennent aux familles Glomeraceae et
Gigasporaceae respectivement.

Tableau 10 Nombre de spores de CMA identifiées dans les parcelles P1, P2, P3 et P4

Espéces de CMA P1 P2 P3 P4
(Nombre de spores /100 g de sol)
Funneliformis mosseae 46 nd 4 88
Funneliformis geosporum -like 12 4 10 nd
Septoglomus constrictum 12 2 6 62
Septoglomus deserticola 2 nd nd nd
Rhizophagus clarus 14 18 nd nd
Rhizophagus irregularis—like nd 4 nd nd
Scutellospora calospora 48 12 nd nd
Acaulospora laevis-like nd nd nd 30
Acaulospora sp 2 nd nd nd
Entrophospora infrequens nd nd nd 2
Pacispora scintillans-like nd nd nd 20
Glomus rubiforme nd nd nd 10
Claroideoglomus lamellosum nd nd nd 4
Total (nombre de spores /100 g 136 40 20 216
de sol)
Nombre d’espéces 7 5 3 7
Nombre de genres 5 4 2 7
Nombre de familles 3 2 1 4

nd : Non déterminé
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F. mosseae et S. constrictum sont les espéces de spores les plus abondantes puisqu’elles
représentent plus de la moitié du nombre total des spores collectées dans les quatre parcelles.
S. Constrictum a été détectée dans les quatre parcelles et F. mosseae dans les trois parcelles
P1, P3 et P4. L’espeéce F. geosporum n’a été détectée que dans les parcelles polluées P1, P2 et
P3. L’espece S. calospora qui représente 15% du nombre total des spores et I’espéce R. clarus
ont été détectées dans les parcelles polluées P1 et P2. Les autres espéces de spores n’ont été
identifiées que dans la parcelle P4 a I’exception de 1’espéce Acaulospora sp qui a été détectée

dans la parcelle P1.
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Tableau 11 Classification des especes de CMA autochtones

Division Classe Ordre

Glomeromycota Glomeromycetes Glomerales

(www.mycobank.org)

Famille

/ Glomeraceae <

Diversisporales<

\ Claroideoglomeraceae

- Gigasporaceae

Acaulosporaceae {

\ Pacisporaceae

68

Genre Espéece
Funneliformis mosseae
Funneliformis {
Funneliformis geosporum
) Rhizophagus irregularis
Rhizophagus {
Rhizophagus clarus
Septoglomus constrictum
Septoglomus {
Septoglomus deserticola
Glomus Glomus rubiforme
Claroideoglomus Claroideoglomus lamellosum
Scutellospora Scutellospora calospora
Acaulospora Acaulospora laevis

Entrophospora  Entrophospora infrequens

Pacispora Pacispora scintillans
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Planche 1 : Spores de champignons mycorhiziens a arbuscules isolées des quatre parcelles P1, P2, P3

et P4. (CH
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2.6. Taux de mycorhization des racines des plants de tomate par les CMA autochtones

L’observation microscopique montre la présence de structures spécifiques de CMA
(arbuscules, vésicules et hyphes intra-racinaires) dans les racines colorées au bleu de trypan
des plants de tomate prélevés des quatre parcelles P1, P2, P3 et P4. La colonisation racinaire
totale a eté approximativement 3 fois plus faible dans la parcelle P1 (21,66 %) et P2 (22,22
%) et 2 fois plus faible dans la parcelle P3 (30 %) par comparaison a la parcelle témoin P4
(62,22 %) (Fig. 18). De méme, les pourcentages d’arbuscules et de vésicules dans les racines
des plants de tomate collectées dans les parcelles P1, P2 et P3 (8,9, 11,7 et 13,9 %
respectivement) étaient significativement faibles par comparaison a ceux des racines de
tomate collectées dans la parcelle P4 (27,8 %) (Fig. 18).
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Figure 18 Taux de colonisation total, arbusculaire et vésiculaire des racines des plants de tomate dans
les quatre parcelles P1, P2, P3 et P4. Les moyennes ont été obtenues a partir de 5 répétitions. Les différentes

lettres indiquent des différences significatives entre P1, P2 et P3 par comparaison a P4 selon le test LSD
(P<0,05)

3. Discussion

L’objectif de ce premier volet de la thése est 1’étude de I’impact des rejets industriels
(dépodt des émissions atmosphériques et déversement) sur la biomasse microbienne. L’intérét
a porté notamment sur 1’abondance et la biodiversité des CMA autochtones associés a la
rhizosphére de plants de tomate cultivés sur des parcelles agricoles situées a proximité
d’installations industrielles et donc potentiellement contaminées par divers types de polluants.

Depuis plus de 30 ans, les trois parcelles P1, P2 et P3 sont exposées aux émissions polluantes
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des usines installées avoisinantes, qui sont respectivement le Complexe Sidérurgique
ArcelorMittal (AMA) d’El-Hadjar, la Société Algérienne des Fertilisants Fertial et la Sociéte
du Ciment de Hadjar Soud (SCHS). Les analyses physico-chimiques ont révélé une forte
contamination des sols des trois parcelles P1, P2 et P3 par les ETM dont le Plomb, le Cuivre,
le Zinc, le Manganese, le Chrome et le Nickel. En revanche, la teneur du sol de la parcelle
témoin P4 en ETM est en dessous des seuils fixes par la norme AFNOR NFU 44-041, excepté
le Plomb qui dépasse 1égerement le seuil. L’impact de la pollution sur le microbiote des sols
des différentes parcelles étudiées a été évalué grace a la quantification des marqueurs
lipidiques spécifiques des bactéries (Les AGPL i15: 0, al5: 0, i16: 0, i17: 0, al7: 0, 18:1w7,
cyl7: 0 et cy19:0) ainsi que des champignons saprotrophes et ectomycorhiziens (1’ergostérol
et ’AGPL C18: 216,9) et mycorhiziens a arbuscules (’AGPL et ’AGLN Cl16: 1®5)
(Frostegard et al., 1991). La quantit¢ d’AGPL peut étre affectée par plusieurs facteurs
environnementaux, y compris la présence de polluants comme les ETM (Baath et al., 1998).
Nos résultats montrent une diminution significative des quantités des différents AGPL
specifiques des bactéries Gram-positive et Gram-négative dans les parcelles polluées par
rapport a la parcelle témoin. L’effet négatif des ETM sur la biomasse bactérienne du sol a été
rapporté par Shentu et al. (2014) qui ont trouvé une corrélation négative entre les quantités
des AGPL bactériens et la teneur du sol en cadmium. Des teneurs tres élevées du méme ETM
provenant de I’épandage des boues de stations d’épuration sur des sols agricoles ont provoqué
une baisse des AGPL bactériens (Abaye et al., 2005). De méme, notre étude montre que la
quantit¢ d’AGPL 18:2w6,9 ainsi que celle de I’ergostérol, marqueurs des champignons
ectomycorhiziens et saprotrophes (Frostegard & Baath, 1996; Yuan et al., 2008), sont
significativement plus faibles dans les trois parcelles polluées comparées a la parcelle témoin
non pollué. Nos résultats sont en accord avec les résultats de Pennanen et al. (1996) qui ont
constaté une diminution des AGPL 18:2w6,9 dans le sol de deux foréts de coniféeres
historiquement polluées par les ETM. Dans notre étude, la quantit¢ de ’AGPL 16:15,
marqueur de la biomasse des CMA (Olsson et al., 1997), a été six fois plus faible dans les
parcelles polluées que dans la parcelle témoin. Nos résultats sont en concordance avec ceux
de Frostegard et al. (1993) qui ont démontré que ’ajout d’ETM (cadmium, Cuivre, Nickel,
Plomb et Zinc) a différentes concentrations, provoque une baisse significative des teneurs des
sols en AGPL 16:1®5. Dans une étude sur I’effet des ETM Chrome, Zinc, Plomb, Molybdeéne,
Nickel et Cadmium sur la structure des communautés microbiennes, Akerblom et al. (2007)
ont constaté que I’AGPL 16:1w5 a été négativement affecté par la présence des ETM dans le

sol. De plus, le rapport AGLN/AGPL 16:1w5 est compris entre 2,05 et 2,27 dans les parcelles
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polluées P1, P2 et P3 et dans la parcelle ttmoin P4, indiquant un impact négatif de la pollution
métallique sur le développement des CMA. En effet, un rapport (AGLN/AGPL 16:105)
supérieur a 1 indique une prédominance des CMA (Olsson, 1999; Baath, 2003) puisque ces
derniers stockent une grande proportion de leur carbone sous forme de lipides neutres (Olsson
& Johansen, 2000)

L’estimation de la viabilit¢ des propagules de CMA via 1’évaluation du potentiel
mycorhizogene infectieux du sol (Porter, 1979) fournit des estimations réelles de 1’état
géneral de la communauté des CMA ( Cabello, 1997). Le potentiel mycorhizogene du sol est
jugé acceptable au-dela de 1500 propagules/Kg de sol et trop faible en dessous de 500
propagules. Nos résultats montrent que le potentiel mycorhizogene des sols issus des parcelles
P1, P2 et P3 est de 6 a 13 fois plus faible que celui du sol de la parcelle témoin P4. Des effets
similaires ont été décrits sur des sols contaminés par divers polluants par (Cabello, 1997;
Gattai et al., 2011). La diminution du potentiel mycorhizogene infectieux des sols serait
probablement due a une diminution du pouvoir germinatif. En effet, Weissenhorn & Leyval
(1996) ont démontré qu’en plus du pH du sol et sa concentration en phosphore disponible, la
teneur en ETM influence la germination des spores de CMA. La variation significative du
potentiel mycorhizogene infectieux et du rapport AGLN /AGPL 16:1w5 enregistrés pour les
quatre sols est confirmée par une diminution du nombre des spores de CMA qui a été de 6 a
37 fois plus faible dans les parcelles polluées comparées a la parcelle témoin P4.

13 especes de CMA appartenant a cing familles (Glomeraceae, Claroideoglomeraceae,
Gigasporaceae, Acaulosporaceae, Pacisporaceae) et neuf genres (Funneliformis,
Rhizophagus, Septoglomus, Glomus, Claroideoglomus, Scutellospora, Acaulospora,
Entrophospora, Pacispora) ont été isolées et identifiées a partir des quatre parcelles. La
diversité spécifique la plus faible a été trouvée dans la parcelle P3 avec seulement trois
espéces de CMA (Funneliformis mosseae, Funneliformis geosporum —like, Septoglomus
constrictum) suivie par la parcelle P2 qui compte cing especes (Funneliformis geosporum —
like, Septoglomus constrictum, Rhizophagus clarus, Rhizophagus irregularis—like,
Scutellospora calospora). La famille Glomeraceae est la famille dominante dans les différents
sites étudiés qu’ils soient pollués ou non. Elle constitue toute seule plus de 68 % du nombre
total des spores collectées dans les trois parcelles polluées et 56 % des spores collectées dans
la parcelle non polluée P4. La dominance de la famille Glomeraceae a été rapportée dans
d’autres études réalisées sur différents habitats tels que les sites géothermiques (Appoloni et
al., 2008), les foréts tropicales (Wubet et al., 2004), et les sols agricoles (Daniell et al., 2001)
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mais aussi les sols contamines par les ETM (Hassan et al., 2011, Schneider et al. (2013). Les
CMA appartenant a la famille Glomeraceae ont été decrits pour leur grande adaptabilité aux
conditions de stress (Jacobson, 1997; Lenoir et al., 2016b). Nos résultats ont montré aussi que
le genre Funneliformis représente plus du tiers des spores isolées dans les trois parcelles
polluées. Cette espéce a deja été isolée par plusieurs auteurs a partir de sols pollués par les
ETM tels que I’Arsénic, le Cadmium, le Cuivre, le Plomb, 1’étain et le Zinc (Weissenhorn et
al., 1993 ; Whitfield et al., 2003; Ortega-Larrocea et al., 2007; Hassan et al., 2011). Les
especes du genre Funneliformis ont également été trouvées dominantes dans des sols riches en
phosphore (Renker et al., 2005), dans des sols calcaires (Labidi et al., 2011) et dans des sols a
forte salinité (Bencherif et al., 2015).

Par ailleurs, nos résultats ont révélé que les taux de mycorhization des racines de tomate
cultivée dans les parcelles P1, P2 et P3 avoisinant les sites industriels sont relativement plus
faibles (21 - 30 %) par comparaison a ceux de la tomate cultivée dans la parcelle témoin non
polluée (62,22 %). Ces résultats corroborent plusieurs études sur des sols pollués par les ETM
(Del Val et al., 1999; Firmin et al., 2015 ; Kumar et al., 2015; Sun et al., 2015) et sur des sols
fortement salins ( He et al., 2007; Abdel Latef & Chaoxing, 2011; Bencherif et al., 2015). La
diminution des taux de mycorhization des plants de tomate dans les parcelles polluées pourrait
s’expliquer par I’effet négatif des ETM sur la germination des spores de CMA (Del Val et al.,
1999). Pawlowska & Charvat (2004) ont démontré que la présence des ETM diminue la
sporulation présymbiotique des spores des CMA ainsi que le développement des hyphes

extraracinaires ce qui se répercute par la suite sur la colonisation racinaire.
4. Conclusion

Les résultats de cette étude montrent I’impact négatif de la pollution industrielle sur les
communautés microbiennes des sols des agro-écosystémes. L’analyse des marqueurs
lipidiques révele une baisse de la biomasse fongique et bactérienne dans les sols pollues.
L’effet de la contamination des sols par les ETM s’est traduit par une diminution de la
biodiversité et I’abondance des spores de CMA dans la rhizosphére des plants de tomate dans
les quatre parcelles étudiées ce qui a eu comme conséquence, la diminution du potentiel
mycorhizogene des sols agricoles et du taux de mycorhization des plants de tomate. Cette
étude met en évidence les conséquences de la pollution industrielle sur les microorganismes
bénéfiques du sol et souligne 1I’importance de préserver les agro-écosystémes de I’impact

néfaste des activités industrielles.
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Chapitre I1. Impact de la pollution par le diesel sur la mycorhization chez la
tomate et le blé cultives en microcosmes

1. Introduction

Les produits pétroliers, tels que le diesel, sont des dérivés utilisables du pétrole brut
issus de son raffinage. Ils contiennent un mélange mixte d'hydrocarbures. Leur présence dans
I'environnement, soit de facon accidentelle, lors des fuites des réservoirs de stockage ou des
déversements pendant le transport, ou suite aux activités humaines, peut provoquer une
pollution locale ou diffuse de I'environnement (Yanxun et al., 2011). La contamination des
sols par le diesel a montré une augmentation constante en paralléle avec I'augmentation de la
demande mondiale en énergie et I'augmentation du volume transporté de diesel (Njoku et al.,
2009).

Une fois dans l'environnement, en particulier dans le sol, les composés du diesel
présentent des effets délétéres sur le fonctionnement de I’ensemble des systéemes biologiques.
Les hydrocarbures contenus dans le diesel constituent un risque potentiel pour la santé
humaine (Sydbom et al., 2001) et environnementale (Macoustra et al., 2015; Kim, 2014). Ils
induisent une importante détérioration des propriétés chimiques et physiques des sols.
Plusieurs études ont montré que la contamination du sol par le diesel augmente sa teneur en
éléments traces métalliques (ETM) tels que le cadmium, le fer et le plomb, et entraine des
modifications du pH, de la conductivité électrique et des indices de fertilité du sol (Ujowundu
et al., 2011; Khan et al., 2013; Wang et al., 2013). De nombreuses études ont montré que le
diesel affecte négativement les communautés microbiennes telluriques. En effet, la
contamination du sol par le diesel entraine un changement dans leur structure, biomasse et
activités enzymatiques (Serrano et al., 2009; Sutton et al., 2013; Cheraghi et al., 2015).

Le diesel exerce egalement des effets toxiques sur les plantes. Il a été démontré qu’il
réduit la teneur des plantes en éléments minéraux (Wyszkowski & Wyszkowska, 2005), le
taux de chlorophylle (Sanches et al., 2013) et le taux de germination des semences (Adam &
Duncan, 1999). De plus, la contamination par le diesel conduit & des changements dans la
morphologie racinaires et réduit leur conductivité hydrauliqgue (Hernandez-Ortega et al.,
2012). Les effets toxiques du diesel se traduisent par une diminution de la croissance et du

développement des plantes (Adam & Duncan, 2003; Bona et al., 2011).
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Dans la plupart des cas, le stress biotique et abiotique tels que la sécheresse, les
inondations, les températures extrémes, la salinité, les polluants organiques et inorganiques
ainsi que les agents phytopathogénes déclenchent chez les plantes une réaction appelée stress
oxydant qui peut endommager les composants cellulaires et provoquer leur
dysfonctionnement (Demidchik, 2015). Le stress oxydant est un déséquilibre entre la
production des especes réactives de I'oxygéne (ERO), tels que le radical superoxyde (O2™), le
radical hydroxyle (‘OH), le peroxyde d'hydrogéene (H20>) et le radical alkoxyle (RO") et la
capacité de I'organisme a contrebalancer ou détoxifier leurs effets nefastes par les
antioxydants. Les ERO sont des molécules contenant de I'oxygéne ayant un ou plusieurs
électrons non appariés, ce qui les rend hautement réactives avec d'autres biomolécules.
L’accumulation des ERO dans les cellules végétales peut causer des dommages réversibles ou
irréversibles au niveau des différentes biomolécules telles que les lipides, les protéines et les
acides polynucléiques (Farmer & Mueller, 2013; Mgller et al., 2007). La peroxydation
lipidique conduit & la production de substances nocives telles que les produits secondaires
aldéhydiques (malondialdehyde, 4-hydroxy-2-nonenal, 4-hydroxy-2-hexenal et acroléine),
marqueurs de la peroxydation lipidiques (Del Rio et al., 2005; Farmer & Mueller, 2013).
Parmi les produits secondaires de la peroxydation lipidique, le malondialdehyde (MDA) a été
largement utilisé comme un indicateur des dommages causés par les ERO au niveau des
membranes cellulaires dans les conditions de stress. L’oxydation des acides aminés par les
ERO peut se traduire par une modification de la structure et la fonction des protéines.
L’oxydation de quelques acides aminés tels que la lysine et I'histidine peut également se
produire suite a la production et I’accumulation des produits de peroxidation lipidique
(Demidchik, 2015). L’accumulation des ERO peut causer des altérations au niveau des acides
polynucléiques tels que I’ADN mitochondrial et chloroplastique qui peuvent conduire a un
disfonctionnement ou une inactivation des génes codant pour certaines protéines (Sharma et
al., 2012).

Pour se protéger contre les dommages causés par le stress oxydant, les plantes utilisent
les ERO comme molécules de signal pour déclencher les mécanismes de défense. Le maintien
d’un niveau homéostatique des ERO est assuré par 1’implication des systémes de défense
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Ahmad et al., 2008). Parmi les enzymes
antioxydantes impliquées dans la protection des plantes contre les dommages dus au stress
oxydant, la superoxyde dismutase (SOD) constitue la premiére ligne de défense dans la
cellule. Sous des conditions de stress, la SOD catalyse la dismutation du O>" en H2O>
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(Demidchik, 2015), un produit relativement stable mais toxique. La peroxydase (POD) est une
autre enzyme importante impliquée dans la neutralisation et la conversion du H20- en especes

moins réactives.

En plus de l'activation des systemes anti-oxydants, la symbiose avec les champignons
telluriques constitue un autre mécanisme de défense mis au point par les plantes pour se
protéger contre les effets négatifs de la toxicité des polluants. La symbiose mycorhizienne a
arbuscules constitue le type de symbiose entre les plantes et les champignons mycorhiziens a
arbuscules (CMA) de loin le plus répandu et le plus ancien dans la nature (Smith & Read,
2008a). Les CMA ont la capacité de procurer de nombreux avantages a la plante héte, dont
une meilleure croissance due a une nutrition hydrique et minérale améliorée dans des
conditions naturelles et extrémes (Redon et al., 2008; Redondo-Gomez et al., 2014) et une
meilleure tolérance aux stress ( Dalpé, 2005; Verdin et al., 2006; Chen et al., 2015; Firmin et
al., 2015;Zhu et al., 2015). De plus, les CMA peuvent améliorer la qualité du sol (Jeffries et
al., 2003; Medina & Azcon, 2010)

Le but de ce travail était, d'une part (i) d'étudier les effets de la pollution par le diesel sur
deux plantes largement cultivées dans les agro-écosystemes du Nord-est algérien, le blé dur
(Triticum turgidum L.) et la tomate (Solanum lycopersicum L.) inoculés ou non par deux
inoculums mycorhiziens commerciaux, Fm et SZE, composés respectivement du CMA
Funneliformis mosseae et d’un mélange de Glomus sp. et d’autre part (ii), d'évaluer la
contribution de la symbiose mycorhizienne dans la protection de ces deux plantes contre la
pollution au diesel et ce, via la quantification de marqueurs du stress oxydant : le
malondialdéhyde (MDA), marqueur de peroxydation lipidique,, ainsi que les activités
enzymatiques anti-oxydantes, superoxyde dismutase (SOD) et peroxydase (POD).

2. Expression des résultats

2.1. Taux de mycorhization racinaire

L’observation des racines colorées des deux plantes, tomate et blé, non inoculées

cultivées sur sol stérilisé a montré 1’absence des structures fongiques spécifiques des CMA.

2.1.1. Taux de mycorhization racinaire chez la tomate

Les estimations de la colonisation mycorhizienne (Fig. 19) ont révélé, en moyenne, des

taux nettement élevés en absence de diesel. La colonisation des racines de tomate par Fm a
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atteint un taux de 96 % tandis que la colonisation par SZE était de 50 %. En présence des
concentrations croissantes de diesel, le taux de mycorhization totale des racines de tomate par
les deux inoculums a diminué de fagon significative par rapport a celui calculé en absence de
diesel. A 0,25 et 1 % de diesel, le taux de mycorhization par Fm a diminué de 20 et 55 %
respectivement, tandis que le taux de mycorhization par SZE a diminué de 70 et 90 %
respectivement. Les taux d’arbuscules et de vésicules ont connu la méme baisse en présence
du diesel a I’exception du taux de vésicules a 0,25 % de diesel ou aucune différence

significative n’a été observée par comparaison au témoin non pollué.
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Figure 19 Taux de colonisation mycorhizienne de la tomate inoculée par Fm et SZE et cultivée en
absence (0 %) et en présence des concentrations croissantes de diesel (0,25 et 1 %). Les moyennes ont
été obtenues a partir de 5 répétitions. Les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les
différentes concentrations de diesel selon le test LSD (P<0,05)

2.1.2. Taux de mycorhization racinaire chez le blé

Chez le blé inoculé par Fm (Fig. 20), les taux de mycorhization ont été de 76, 79 et 71
% en absence et en présence des deux concentrations de diesel 0,25 et 1 % respectivement. Le
taux de mycorhization total par I’inoculum SZE a atteint 18 % en absence de diesel et a baissé

de 95 et 100 % en présence des concentrations 0,25 et 1 % de diesel respectivement.

Le taux d’arbuscules dans les racines du blé cultivé en présence de 0,25 et 1 % de diesel
a significativement augmenté de 20 et 10 % par comparaison au témoin non pollué.
Concernant le taux de vésicules, une augmentation significative de 40 % a été enregistrée en
présence de la concentration 0,25 % de diesel tandis qu’aucun changement par rapport au
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témoin n’a été remarqué chez le plantes cultivées en présence de la concentration 1 %. Chez
les plantes inoculées par SZE, le taux d’arbuscules a atteint 17 % en absence de diesel, il a
diminué de facon significative de 97 et 100 % en présence des concentrations 0,25 et 1 %,
respectivement. Quelle que soit la concentration testée, aucune vésicule n’a été observée dans

les racines du blé inoculé par SZE.
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Figure 20 Taux de colonisation mycorhizienne du blé inoculé par Fm et SZE et cultivé en absence (0
%) et en présence des concentrations croissantes de diesel (0,25 et 1 %). Les moyennes ont été obtenues a
partir de 5 répétitions. Les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les différentes
concentrations de diesel selon le test LSD (P<0,05)

2.2. Impact du diesel sur la croissance des plantes

En absence de diesel, I’inoculation de la tomate par Fm et SZE a engendré une
augmentation significative de 16 et 23 % de la biomasse séche des parties aériennes et de 15
% des parties racinaires. En revanche, I’inoculation du blé a réduit significativement la
biomasse seche des parties aériennes et racinaires de 5-23 et 17 % respectivement (Fig. 21,
22).

La présence du diesel dans le sol a entrainé une baisse significative de la biomasse

seche des deux plantes par rapport aux témoins (0 %).

2.2.1. Impact du diesel sur la croissance de la tomate

Chez la tomate, des diminutions dans la biomasse seche des parties aériennes et

racinaires variant entre 10 a 95 % et 21 a 88 %, respectivement, ont été enregistrées. Les

79



Partie 111 Résultats et discussion

parties aériennes et racinaires des plantes de tomate cultivées en présence de la concentration
0,25 % de diesel et inoculées par Fm ont connu un décroissement significatif de leur biomasse
séche tandis qu’en présence de la méme concentration de diesel aucune différence
significative n’a été observée chez la tomate inoculée par SZE. Excepté les parties aériennes
de la tomate inoculée par Fm qui ont une biomasse seche plus élevée que celle des plantes non
inoculées, aucune différence significative n’a été observée entre les biomasses seches des
parties racinaires de la tomate inoculée et non inoculée et cultivée en présence de la

concentration 1 %.

ENM ®Fm OSZE

7_
a a
< 6 -
)
2 5 -
~%A
2E 4
G 8
82 37
%9 2 e
§ 1 o |
%) 0 -
0 0,25 1
Diesel (%0)

Figure 21 Biomasses séches des parties aériennes de la tomate mycorhizée et non-mycorhizée cultivée
en absence (0 %) et en présence de concentrations croissantes de diesel (0,25 et 1 %). Les moyennes ont
été obtenues a partir de 5 répétitions. Les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les
différentes concentrations de diesel selon le test LSD (P<0,05)
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Figure 22 Biomasses seches des parties racinaires de la tomate mycorhizée et non-mycorhizée cultivée
en absence (0 %) et en présence de concentrations croissantes de diesel (0,25 et 1 %). Les moyennes ont
été obtenues a partir de 5 répétitions. Les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les
différentes concentrations de diesel selon le test LSD (P<0,05)
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2.2.2. Impact du diesel sur la croissance du blé

La biomasse séche des parties aériennes et racinaires du blé cultivé en présence de
diesel ont subit un décroissement de 3 & 53 % et de 10 a 32 % respectivement par
comparaison aux plantes témoins (Fig. 23, 24). A 0,25 % de diesel, aucune différence
significative n’a ¢été enregistrée entre la biomasse séche du blé inoculé par Fm par
comparaison a celle du blé non-mycorhizé. Cependant, 1’inoculation par SZE a diminué
significativement la biomasse séche des parties aériennes du blé. A 1 % de diesel, la biomasse
seche racinaire du blé inoculé par Fm et SZE a été constante comparée aux témoins non-

mycorhizées.
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Figure 23 Biomasses seches des parties aériennes du blé mycorhizé et non-mycorhizé cultivé en
absence (0 %) et en présence de concentrations croissantes de diesel (0,25 et 1 %). Les moyennes ont été
obtenues a partir de 5 répétitions. Les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les
différentes concentrations de diesel selon le test LSD (P<0,05).
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Figure 24 Biomasse seches des parties racinaires du blé mycorhizé et non-mycorhizé cultivé en
absence (0 %) et en présence de concentrations croissantes de diesel (0,25 et 1 %). Les moyennes ont été
obtenues a partir de 5 répétitions. Les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les
différentes concentrations de diesel selon le test LSD (P<0,05)
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2.3. Impact du diesel sur les paramétres du stress oxydant
2.3.1. Impact du diesel sur les parameétres du stress oxydant chez la tomate
e Impact du diesel sur la teneur en MDA

L’incorporation du diesel aux deux concentrations a significativement augmenté le

contenu en MDA dans les feuilles et les racines de la tomate mycorhizée et non mycorhizée.

En absence de diesel, la teneur en MDA chez la tomate inoculée par Fm a été constante
dans les feuilles tandis qu’elle a augmenté de facon significative dans les racines par
comparaison aux plantes non mycorhizées. La concentration 0,25 % de diesel a
significativement baissé le contenu en MDA des feuilles et des racines de la tomate inoculée
par Fm. De méme, une augmentation significative du contenu en MDA a été observée dans
les feuilles et les racines de la tomate inoculée par Fm et cultivée en présence de 1 % de diesel

par comparaison a la tomate non mycorhizée (Tab. 12).

En absence de diesel, une augmentation significative du MDA produit dans les feuilles
et les racines de tomate inoculée par SZE a été observée par comparaison au témoin non
mycorhizé. Tandis que les plantes de tomate cultivées en présence de 0,25 % de diesel et
inoculées par SZE ont connu une diminution significative dans leur contenu en MDA foliaire
et racinaire par comparaison a celles non mycorhizées, aucun changement significatif dans le
contenu en MDA n’a été observé dans les feuilles et les racines de tomate inoculée par SZE et

cultivée en présence de 1 % de diesel par comparaison a celles non mycorhizées.

Tableau 12 Concentration de MDA dans les feuilles et les racines de tomate mycorhizée (Fm, SZE) et
non mycorhizée (NM), et cultivées en absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de
diesel (0,25 et 1 %)

MDA (umol.g de protéines)

NM Fm SZE
o 0% 4.76+0.27a 4.980+49a* 5.96+0.49a°
= 025% 8.09+0.3b? 5.45+0.32a° 5.44+0.353"
£ < 1% 9.68+0.18¢* 6.78+0.9b" 9.26+1.18b*
E o 0% 0.96+0.15a° 1.94+0.26a° 2.55+0.36a°
S 025% 4.7+0.65b? 3.6+0.48b" 3.06+0.42b°
S 1% 7.62+0.69c? 5.46+0.45¢" 7.5+0.65¢*

N= 5 (+SD). Les différentes lettres entre les lignes indiques des différences significatives entre les cultures a
différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0,05).
Les différentes lettres entre les lignes indiques des différences significatives entre les plantes mycorhizées et non

mycorhizées selon le test LSD (p<0,05).
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e Impact du diesel sur ’activité SOD

A Texception des feuilles de la tomate non mycorhizée, I’augmentation de diesel a
entrainé une augmentation significative de I’activité SOD dans les deux organes de la tomate

mycorhizée et non mycorhizée (Tab. 13).

En absence de diesel, I’inoculation de la tomate par Fm n’a pas changé ’activit¢ SOD
dans les feuilles et les racines. Cependant, une augmentation significative de I’activit¢é SOD
dans les deux organes a été enregistrée en présence de 0,25 et 1 % de diesel par comparaison a
celle enregistrée chez la tomate non mycorhizées cultivees en présence des mémes

concentrations de diesel.

Chez la tomate inoculée par SZE, une diminution significative de 1’activité SOD a été
observée dans les feuilles et les racines en absence de diesel. Une augmentation significative
de I’activité SOD a été également enregistrée dans les feuilles de tomate cultivée a 0,25 % de
diesel par comparaison au témoin non mycorhizé. Cependant, aucun changement n’a été
observé dans les racines. En présence de la plus haute concentration de diesel, 1’activité SOD
chez la tomate inoculée par SZE n’a montré aucun changement significatif dans les feuilles.
Cependant, une diminution significative de I’activité SOD a été enregistrée dans les racines
par comparaison au témoin non mycorhize.

Tableau 13 Activité de la SOD dans les feuilles et les racines de tomate mycorhizée (Fm, SZE) et non

mycorhizée (NM), et cultivées en absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de diesel
(0,25 et 1 %)

SOD (U.g* de protéines)

NM Fm SZE
o 0% 10.23+0.942% 10.84+1.92a% 8.43+1.78a°
= 025% 11.23+1.41a° 13.57+1.37h 12.27+1.71b°
£ 1% 10.76+1.48a° 15.68+1.66h" 11.60+1.64b?
E 5 0% 26.09+2.47a% 24.95+2 274 18.32+2.46a°
S 025% 27.57+2.6a° 37.62+2.2b" 24.67+2.080°
S 1% 40.92+5.09b? 54.366.29c” 24.461.76b°

N= 5 (+SD). Les différentes lettres entre les lignes indiques des différences significatives entre les cultures a
différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0,05).

Les différentes lettres entre les lignes indiques des différences significatives entre les plantes mycorhizées et non
mycorhizées selon le test LSD (p<0,05).

e Impact du diesel sur ’activité POD

L’augmentation de la concentration de diesel a entrainé une augmentation de ’activité

POD dans les feuilles et les racines de la tomate mycorhizée et non mycorhizée (Tab. 14).
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Par comparaison aux plantes non mycorhizée, une augmentation significative de
I’activité POD a été enregistrée dans les feuilles et les racines de tomate inoculée par Fm

quelque soit la concentration du diesel.

Chez la tomate inoculée par SZE, une augmentation similaire a été observee dans les
feuilles et les racines en absence et en présence de la concentration 0,25 % de diesel. A 1 %
de diesel, une diminution significative de 1’activit¢ SOD a été enregistrée dans les feuilles.
Cependant, aucun changement n’a été observé dans les racines.

Tableau 14 Activité de la POD dans les feuilles et les racines de tomate mycorhizée (Fm, SZE) et non

mycorhizée (NM), et cultivées en absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de diesel
(0,25 et 1 %)

POD (U.g! de protéines)

NM Fm SZE

@ 0% 28.43+1.84a° 61.07+4.71a° 77.67+6.52a°

= 025% 53.52+2.24b? 79.42+6.91b" 91.5+6.04b°

£ S 1% 94.79+7.37¢? 119.40+6.58¢" 89.04+1.51b?
E @ 0% 203.24+8.66a°  231.35+11.17a°  283.94+12.63a°
S 025% 247.46+7.69b*  296.75+19.13h°  345.07+12.66b°
S 1% 450.16+11.16c*  535.33+12.92c®  413.36+21.55¢°

N= 5 (£SD). Les différentes lettres entre les lignes indiques des différences significatives entre les cultures a
différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0,05).
Les différentes lettres entre les lignes indiques des différences significatives entre les plantes mycorhizées et non

mycorhizées selon le test LSD (p<0,05).

2.3.2. Impact du diesel sur les parameétres du stress oxydant chez le blé
e Impact du diesel sur la teneur en MDA

L’incorporation du diesel aux deux concentrations a significativement augmenté le

contenu en MDA dans les feuilles et les racines du blé mycorhizé et non mycorhizé (Tab. 15).

Tandis qu’une production constante de MDA a été observee dans les feuilles du blé
inoculé par Fm et cultive en absence de diesel, une augmentation significative a été observée
dans les racines par comparaison au blé non mycorhizé. La teneur du MDA a été constante a
0,25 % de diesel dans les deux organes du blé inoculé par Fm par rapport au témoin non
mycorhizé. Cependant, une diminution significative a été observée en présence de la

concentration la plus élevée.

L’inoculation du blé par SZE n’a pas changé la quantit¢é de MDA produite dans les

feuilles mai elle I’a significativement augmentée dans les racines. A 0,25 % de diesel, une
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production constante de MDA foliaire et racinaire a été enregistrée chez le blé inoculé par
SZE par rapport au blé non mycorhizé. Le contenu en MDA a également été constant dans les
feuilles du blé inoculé par SZE et cultivé a 1 % de diesel comparé a celui non mycorhize.
Cependant, une augmentation significative du contenu en MDA a été observée dans les

racines.

Tableau 15 Concentration de MDA dans les feuilles et les racines de blé mycorhizé (Fm, SZE) et non
mycorhizé (NM), et cultivées en absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de diesel
(0,25 et 1 %)

MDA (umol.g* de protéines)

NM Fm SZE
2 0% 2.50+0.31a%® 2.74+0.47a% 2.17+0.15a"
% 0.25% 3.08+0.32b® 2.66+0.6a° 3.65+0.55h°
@ 1% 4.95+0.43c? 2.32+0.27a" 4.45+0.63c?
o @ 0% 0.47+0.06a* 0.73+0.11a" 0.72+0.11a"
5 0.25% 0.57+0.11a% 0.60+0.11a* 0.69+0.08a*
S 1% 0.84+0.07b? 0.58+0.12a" 1.11+0.26b°

N= 5 (£SD). Les différentes lettres entre les lignes indiques des différences significatives entre les cultures a
différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0,05).

Les différentes lettres entre les lignes indiques des différences significatives entre les plantes mycorhizées et non
mycorhizées selon le test LSD (p<0,05).

e Impact du diesel sur ’activité SOD

L’augmentation de la concentration de diesel a entrainé une augmentation de I’activité
SOD dans les feuilles et les racines du blé mycorhizé et non mycorhizé (Tab. 16).
Tableau 16 Activité de la SOD dans les feuilles et les racines de blé mycorhizé (Fm, SZE) et non

mycorhizé (NM), et cultivé en absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de diesel
(0,25 et 1 %)

SOD (U.g* de protéines)

NM Fm SZE
@ 0% 16.37+1.02a* 18.83+1.43a° 16.57+1.05a%
= 025% 19.12+1.5b? 22.61+176b° 14.31+1.47b°
o £ 19 26.6+1.6¢% 39.94+2.8cP 16.48+1.43a°
[ w 0% 20.21+1.35a% 29.89+1.88a° 26.39+1.69a°
% 0.25 % 29.15+2.29h% 32.88+2.18h° 26.661.29a°
S 1% 35.86+1.57¢c? 40.72+2.09c® 21.70+2.65b°

N= 5 (£SD). Les différentes lettres entre les lignes indiques des différences significatives entre les cultures a
différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0,05).
Les différentes lettres entre les lignes indiques des différences significatives entre les plantes mycorhizées et non

mycorhizées selon le test LSD (p<0,05).
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Quelle que soit la concentration de diesel, une augmentation significative de ’activité
SOD a été observée dans les feuilles et les racines du blé inoculé par Fm par comparaison au

blé non mycorhizé.

Chez le blé inoculé par SZE, I’activité SOD enregistrée dans les feuilles a été constante
par comparaison a celle enregistrée dans les feuilles du blé non mycorhizé. Cependant, une
augmentation significative a été enregistrée dans les racines. En présence des deux
concentrations de diesel 0,25 et 1 %, activité SOD a significativement diminué dans les

feuilles et les racines du blé inoculé par SZE par rapport au blé non mycorhize.

e Impact du diesel sur ’activité POD

A I’exception des feuilles du blé inoculé par SZE, ’augmentation de la concentration de
diesel a entrainé une augmentation de 1’activité POD dans les feuilles et les racines du blé

mycorhizé et non mycorhizé (Tab. 17).

Chez le blé inoculé par Fm, une augmentation significative de 1’activit¢ POD a été
enregistrée dans les feuilles et les racines en présence et en absence des différentes
concentrations de diesel par comparaison au blé non mycorhizé.

Tableau 17 Activité de la POD dans les feuilles et les racines de blé mycorhizé (Fm, SZE) et non

mycorhizé (NM), et cultivées en absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de diesel
(0,25 et 1 %)

POD (U.g* de protéines)

NM Fm SZE
o 0% 15.09+2.15a 82.14+6.04a° 78.23+5.19a
% 0.25% 50.44+5.84b  131.56+7.89b°  81.77+4.09a°
@ S 1% 94.74+3.67¢% 144.868+6.6c®  85.34+6.04a°
o 2 0% 211.5010.63a 271.59+18.41a° 194.56+9.27a%
S 025% 281.67+15.34b%  497.67+20.85b° 255.43+16.63b?
€ 1% 430.65+9.11¢*  553.99+28.61c° 272.25+14.33c°

N= 5 (£SD). Des lettres différentes entre les lignes indiques des différences significatives entre les
cultures & différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0,05).

Des lettres différentes entre les lignes indiques des différences significatives entre les plantes
mycorhizées et non mycorhizées selon le test LSD (p<0,05).

En absence et en présence de 0,25 % de diesel, I’activit¢ POD a augmenté
significativement dans les feuilles du blé inoculé par SZE par rapport au blé non mycorhizé.
Par contre, aucun changement dans I’activit¢ POD n’a été observé dans les racines en

présence de la méme concentration de diesel. A 1 % de diesel, I’activité POD a montré une
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diminution significative dans les feuilles et les racines de blé inoculé par SZE par rapport au

blé non mycorhizé.

3. Discussion

La contamination par le diesel a engendré une baisse significative des taux de
mycorhization de la tomate inoculée par les deux inoculums et ceux du blé inoculé par SZE.
L’effet négatif des polluants sur la colonisation MA a été rapporté pour plusieurs autres
polluants tels que les produits pétroliers (Hernandez-Ortega et al., 2012), les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (Verdin et al., 2006; Campagnac et al., 2010) et les métaux lourds
( Zhong et al., 2012; Firmin et al., 2015). Dans un essai in vitro, Driai et al. (2015) ont trouvé
que la pollution par le diesel entrainait une réduction de la production et la germination des
spores du CMA R. irregularis ainsi que la croissance des hyphes extraracinaires. Cela laisse
supposer que la diminution des taux de mycorhization des deux plantes peut étre due a 1’effet
négatif du diesel sur le développement des CMA. Bien que la colonisation mycorhizienne par
SZE ait été inhibée en présence de la plus forte concentration de diesel (1 %), la colonisation
par Fm est restée possible. L’augmentation des taux de mycorhization chez la tomate et le blé
inoculés par F. mosseae pourrait probablement étre due a la grande tolérance du champignon
aux contaminants. Dans un sol pollué par I’arsénique, Christophersen et al. (2012) rapportent
une augmentation significative du taux de mycorhization de Medicago truncatula par F.
mosseae que par R. irregularis. En plus, F. mosseae a été le seul CMA isolé dans un sol
contaminé par le plomb, le cadmium et le zinc, pres de 1’usine Metaleurop a Evin-Malmaison
(Nord de France) (Firmin et al., 2015). 1l a également été suggéré que F. mosseae est 1’espéce
de CMA la plus dominante dans des sols contaminés par les métaux lourds (Weissenhorn et
al., 1993; Whitfield et al., 2003; Ortega-Larrocea et al., 2007).

Le traitement du sol par le diesel a engendré une importante diminution de la biomasse
seche des deux plantes. La diminution de la biomasse des plantes a été plus marquée a 1 % de
diesel chez la tomate mycorhizée et non mycorhizée que chez le blé. La tomate est une espece
sensible a la sécheresse (Unyayar et al., 2006) a I’inverse du blé dur qui est une espéce
résistante (Nezhadahmadi et al., 2013). La grande sensibilité de la tomate au diesel serait donc
due a sa sensibilité au stress hydrique puisque le diesel exerce un effet similaire a celui exercé
par la sécheresse en diminuant 1’activité hydraulique dans les racines (Hernandez-Ortega et
al., 2014). Le méme résultat a été trouvé par Redondo-Gomez et al. (2014) qui ont constaté

que le traitement du sol par une concentration de 1 % de diesel réduisait la biomasse séche de
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Spartina argentinensis de 65 %. Les mémes auteurs rapportent également une diminution du
contenu chlorophyllien des plantes exposées au diesel. La diminution de la biomasse séche
des plantes pourrait aussi étre due a la réduction du contenu des plantes en macroéléments.
Des concentrations élevées de diesel ont eu un effet négatif marqué sur la teneur de tous les
macroéléments chez 1’avoine, a 1’exception du phosphore (Wyszkowski & Wyszkowska,
2005). Les hydrocarbures du diesel peuvent avoir un effet indirect sur les plantes en modifiant
les propriétés physico-chimiques du sol qui a leur tour modifient la fertilité du sol (Khan et
al.,, 2013; Wang et al., 2013). Une telle modification peut limiter la croissance et le
développement des plantes. En plus, la nature huileuse de certains composés du diesel peut
¢galement baisser le transfert d’oxygéne dans le sol en bloquant les espaces d’air entre le sol

et I’atmosphére (Uzoho et al., 2006).

L’inoculation par F. mosseae a significativement augmenté la biomasse seche des
feuilles des deux plantes cultivées a 1 % de diesel et les racines de tomate cultivée a 0,25 %.
Ceci peut s’expliquer par I’intervention du réseau hyphale du champignon dans 1’absorption
de I’eau et des éléments minéraux par la plante (Smith & Read, 2008b). Dans une étude sur
I’effet de la salinité sur la tomate inoculée par les CMA, Huang et al. (2013) ont constaté que
I’amélioration de la croissance et de 1’acquisition des éléments minéraux a été plus marquée
quand les plantes étaient inoculées par F. mosseae que par Claroideoglomus etunicatum. Il a
également été démontré que les CMA améliorent la croissance des plantes dans les sols
pollués (Leyval & Binet, 1998; Joner & Leyval, 2003). L’effet de 1’inoculation par F.
mosseae sur la croissance de Medicago sativa cultivée dans un sol pollué par I’arsénique a été
étudié par Chen et al. (2007). Les résultats de leur étude montrent que 1’inoculation par F.
mosseae augmente la biomasse seche foliaire et racinaire de Medicago sativa par un facteur

de six par rapport aux plantes non inoculées.

Il est connu que le fonctionnement des différentes combinaisons CMA-plante dépend de
I’efficacité du champignon en tant que symbiote et de la réponse de la plante en terme de
croissance par rapport aux témoins non mycorhizé (Smith et al., 2003). Burleigh et al. (2002)
ont testé I’effet de I’inoculation par sept espéces de CMA sur la croissance de Medicago
sativa, leurs résultats ont montre que la meilleure croissance a eté enregistrée chez les plantes
inoculées par F. mosseae par comparaison aux plantes inoculées par les six autre CMA.
L’absorption du phosphore a été significativement plus élevée chez les plantes de Medicago
truncatula inoculées par F. mosseae que celles inoculées par R. irregularis (Christophersen et

al., 2012). L’amélioration de la croissance des plantes mycorhizeées par F. mosseae peut se
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produire méme quand le taux de mycorhization des plantes est faible. Ceci a été constaté par
Heijden (2001) qui rapporte qu’un taux de mycorhization de moins de 5% par F. mosseae
entraine une énorme augmentation de la croissance et 1’absorption du phosphore chez Salix

repens.

Sur le plan biochimique, le contenu en MDA a augmenté de facon significative chez les
plantes cultivees sur le sol pollué par le diesel par rapport a celles cultivées sur le sol non
pollué indiquant que les plantes cultivées en présence de diesel ont subit des dommages au
niveau des membranes cellulaires résultant de la peroxydation lipidique. L’augmentation de la
teneur en MDA a ¢été observée chez la tomate et le blé exposés a d’autres types de stress
abiotique tels que les métaux lourds (Panda et al.,, 2003; Nogueirol et al., 2015); les
pesticides (Yildiztekin & Kaya, 2015); la sécheresse ( Pei et al., 2009; Murshed et al., 2013)
et la pluie acide (Dolatabadian et al., 2013). La mycorhization des plantes de tomate et du blé
a provoqué des effets variables sur la production du MDA dans les deux organes feuilles et
racines. Tandis que ’inoculation par les deux inoculums Fm et SZE a réduit la production du
MDA chez la tomate cultivée a 1 % de diesel, elle n’a eu aucun effet sur le bl¢. De plus, le
contenu en MDA a été deux fois plus élevé chez la tomate que chez le blé ce qui indique que
la tomate est plus sensible au stress induit par le diesel que le blé. En fait, la réponse des
plantes au stress abiotique dépend a la fois de 1’espece de plante et du type de stress (Roy &
Basu, 2015). La variation dans I’expression de la tolérance au stress oxydant existe méme au
sein d’une méme espéce comme le confirme Chakraborty & Pradhan (2012) qui rapportent
que la quantité de MDA produite chez le blé exposé a un stress hydrique est trois fois plus
¢levée chez les variétés sensibles que chez les tolérantes. L’atténuation des dommages
oxydatifs chez les plantes mycorhizées, évaluée par la mesure de la production du MDA, a été
rapportée par Hashem et al. (2015) qui ont observé une diminution de la teneur en MDA chez
la tomate mycorhizée cultivée dans un sol pollué par le cadmium. Tang et al. (2009) ont
également rapporté que les plantes de Zea mays cultivées dans un sol pollué par le diesel
produisent de faibles quantités de MDA quand elles sont mycorhizées par F. constrictum.
L’effet positif de la mycorhization sur la production du MDA a été démontré chez les plantes
exposées a d’autres types de stress induit par la sécheresse et les herbicides (Bressano et al.,

2010; Fouad et al., 2014).

La diminution des quantités de MDA chez la tomate mycorhizée a été associée a une
amélioration des activités SOD et POD, indiquant I’implication de ces deux enzymes dans

’atténuation de la peroxydation lipidique. A 1 % de diesel, une diminution significative du
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contenu en MDA foliaire chez les deux plantes inoculées par Fm a été associée a une
amélioration de la croissance. A ce niveau de pollution, I’inoculation par Fm a été capable de
procurer aux plantes une protection contre les effets négatifs du stress par 1’amélioration des
activités antioxydantes. Abad & Khara (2007) ont rapporté que la peroxidation lipidique
induite par le cadmium chez les plantes de blé dépend de I’espéce de CMA utilisé pour
I’inoculation; ils ont démontré que Diversispora versiformis a diminué la production du MDA
tandis que Claroideoglomus etunicatum 1’a significativement augmentée. He et al. (2007) et
Garcia-Sanchez et al. (2014) ont rapporté que F. mosseae réduisait le contenu en MDA chez
la tomate cultivée en conditions de stress causé par la salinité et I’ajout des grignons d’olive

utilisés comme composte.

La SOD est une enzyme clé responsable de 1’¢limination du O2'", alors que la POD
convertit les produits de la dismutation a des sous produits moins toxiques. L’augmentation
des activités SOD et POD protége les cellules végétales contre les dommages associés au
stress oxydant (Gill & Tuteja, 2010). Nos résultats montrent que les activités SOD et POD ont
été significativement élevées chez la tomate et le blé inoculés par Fm que ceux non inoculés
ou inoculés par SZE indiquant que ces deux enzymes ont été impliquées dans I’¢limination
des ERO chez les plantes mycorhizées par Fm. Cette augmentation s’est accompagnée d’une
diminution de la production du MDA, cela laisse supposer que 1’inoculation par Fm confére
une meilleure protection aux deux plantes. Nos résultats concordent avec ceux de Tang et al.
(2009) qui ont rapporté une diminution des activités SOD et POD chez Zea mays inoculé par
F. constrictum et cultivé en présence du diesel. L’augmentation de 1’activité des enzymes
antioxydantes concordent aussi les résultats rapportés par He et al. (2007) qui ont démontré
que I’inoculation de la tomate par F. mosseae augmentait significativement les activités SOD
et SOD par comparaison a la tomate non inoculée. Plusieurs autres études ont démontré le
méme effet de I’inoculation par les CMA sur les activit¢ SOD et POD chez les plantes
exposées a d’autres stress abiotiques tels que les métaux lourds (Garg & Singla, 2012; Chen et
al., 2015; Firmin et al., 2015 ) et la salinité (Ghorbanli et al., 2004).

4. Conclusion

Les résultats de 1’expérience en microcosmes montrent que la pollution par le diesel
réduit significativement le taux de mycorhization des deux plantes et inhibe completement la
mycorhization du blé par SZE a 1% de diesel. Le diesel a également baissé la croissance des

deux plantes non inoculées et inoculées par les deux inoculums. Son effet a été plus marqué
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chez la tomate cultivee a 1 % de diesel. Les concentrations croissantes de diesel ont entrainé
une augmentation significative des quantités de MDA et des activités SOD et POD chez les
deux plantes mycorhizées ou non. Nos résultats montrent une diminution significative de la
production du MDA accompagnée d’une augmentation des activités SOD et POD chez la
tomate et le blé¢ inoculés par Fm que ceux non inoculés ou inoculés par SZE. L’inoculation
par Fm confére une meilleure protection aux plantes contre la phytotoxicité du diesel. Cette
protection est due a une induction plus efficace des enzymes antioxydantes chez les plantes

mycorhizées par Fm.
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Chapitre I11. Impact de la pollution par le diesel sur le développement in
vitro du CMA Rhizophagus irregularis

1. Introduction

Produit du raffinage du pétrole, le diesel est un fioul léger utilisé comme carburant pour
les moteurs diesel. Sa composition est trés variée et dépend de son origine et de la Iégislation
en cours. Il est en grande partic composé d’hydrocarbures saturés (n-alkanes C12-C26 et
naphténes) (Khalladi et al., 2009). L’utilisation accrue du diesel est susceptible de provoquer
un risque pérenne pour I’environnement et pour I’homme. Ses déversements continus dans la
nature provoquent la contamination des sols. La toxicité du diesel est due au faible poids
moléculaire de ses composants saturés, plus solubles et plus biodisponibles que les composés
a poids moléculaire élevée (Kauppi, 2011), et a sa nature hydrophobe qui augmente sa

récalcitrance a la biodégradation et sa persistance dans I’environnement (Abed et al., 2002).

L’effet toxique des polluants organiques sur les plantes et les microorganismes du sol a
été démontré par plusieurs auteurs (Leyval & Binet, 1998 ; Verdin et al., 2006 ; Debiane et
al., 2008 ; Debiane et al., 2009 ; Campagnac et al., 2010). Les polluants organiques limitent la
croissance et I’absorption des éléments nutritifs chez les plantes (Merkl et al., 2005;
Hernandez-Ortega et al., 2012;) et induisent la formation des especes réactives oxygénées
(ERO) comme I’anion superoxyde (O2"), le peroxyde d’hydrogéne (H20.) et les hydroxyles
(‘'OH) (Parida et al., 2004). Parmi les dommages oxydatifs causes par les ERO, figure la
peroxydation des lipides membranaires pouvant générer du malondialdéhyde (MDA) utilisé
comme biomarqueur d’altérations membranaires (Bailly et al., 1996; Arora et al., 2002; Goel
& Sheoran, 2003). Les plantes ont la capacité de maintenir un niveau non toxique des ERO en
utilisant des systémes antioxydants non enzymatiques (Dat et al., 2000) et enzymatiques tels
la superoxyde dismutase (SOD) qui catalyse la dismutation du O2™ en H2Og, et la peroxydase
(POD) qui decompose le H20. (Arora et al., 2002).

Par ailleurs, présents dans les sols de la plupart des écosystemes, les champignons
mycorhiziens a arbuscules (CMA) forment des associations symbiotiques avec les racines de
plus de 80% des espéces végétales terrestres (Smith & Read, 2008a). Grace a son réseau

mycélien, la symbiose mycorhizienne améliore I’absorption de I’eau et des ¢éléments minéraux
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chez la plante en particulier le phosphore (Debiane et al., 2009; Aroca et al., 2007; Paul
Schreiner, 2007; Mardukhi et al., 2011; Labidi et al., 2012). Les CMA jouent également un
role dans 1I’augmentation de la tolérance des plantes vis-a-vis des stress abiotiques tels que les
polluants (Debiane et al., 2008, 2009; Leyval & Binet, 1998; Verdin et al., 2006), et biotiques
tels que les agents phytopathogénes (Akhtar & Siddiqui, 2008; Dalpé, 2005). Il a été
également démontré que les CMA améliorent la croissance des plantes dans les sols pollués et
participent a I’élimination des polluants (Joner & Leyval, 2003; Leyval & Binet, 1998; Verdin
et al., 2006).

L’objectif du présent travail est d’étudier dans des conditions monoxéniques, I’impact
de concentrations croissantes de diesel sur les principaux stades du cycle de développement
du champignon mycorhizien R. irregularis (germination des spores, €longation des hyphes
germinatives, taux de mycorhization, développement des hyphes extraracinaires et
sporulation) et sur la croissance des racines de chicorée (élongation racinaire et biomasse
séche). Au niveau biochimique, la mesure de marqueurs du stress oxydant tels que la
production du MDA et les activités SOD et POD est également envisagée.

2. Expression des résultats
2.1. Test de germination des spores de R. irregularis en absence et en présence de diesel

2.1.1. Cinétique de germination

La figure 25 montre les cinétiques de germination des spores de R. irregularis cultivées
in vitro pendant 3, 5, 7, 10, 20 et 30 jours en absence (témoin) et en présence de
concentrations croissantes de diesel (0,1 ; 0,25; 0,5 et 1 %). Alors que sur milieu non pollug,
le taux de germination atteint 92% apres 3 jours d’incubation, celui-ci montre des réductions
significatives de 47, 53, 86 et 100 % respectivement sur les milieux contenant 0,1; 0,25 ;
0,5 et 1 % de diesel.

2.1.2. Elongation des hyphes germinatives de R. irregularis en absence et en présence de

diesel

La longueur moyenne des hyphes germinatives des spores de R. irregularis cultivées en
absence de diesel a atteint 2,5 cm apres 30 jours d’incubation. Elle a été réduite de facon
significative de 87, 88, 92 et 100 % dans les milieux pollués par 0,1; 0,25; 0,5et 1 % de
diesel respectivement (Fig. 26).
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Figure 25 Cinétique de germination des spores de R. irregularis cultivées pendant 30 jours en absence
(0 %) ou en présence de concentrations croissantes de diesel (0,1; 0,25; 0,5et 1 %). N=50. Les
différentes lettres indiquent des différences significatives entre les cinétiques de germination pour les différentes
concentrations de diesel selon le test LD (p<0.05).
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Figure 26 Longueurs hyphales moyennes des spores de R. irregularis, aprés 30 jours d’incubation en
absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de diesel (0,1; 0,25; 0,5 et 1 %). N=50
(xSD). Les différentes lettres entre les colonnes indiquent des différences significatives entre les longueurs
hyphales aux différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0.05).

2.1.3. Mode de germination des spores de R. irregularis en absence et en présence de

diesel

En absence de diesel (témoin), la majorité des spores de R. irregularis (92 %) ont germé
de facon ramifiee (Photo 4.a). Seules 8 % des spores ont germé de facon linéaire (Photo 4.b)
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(Fig. 27). En présence de diesel, la germination des spores selon un mode linéaire a augmenté
de facon significative au détriment de la germination ramifiée. A 0,1 et 0,25 % de diesel, le
taux de spores & germination ramifiée a été réduit significativement a 10 et 8 % et les taux de

spores a germination linéaire ont atteint respectivement 90, 92 et 100 % dans les milieux
pollués par 0,1 ; 0,25 ; 0,5 et 1 % de diesel (Fig. 21).

lPhoto 4. Modes de germination des spores de R. irregularis observés au microscope optigue (G

100x). a : mode ramifié, b : mode linéaire.

0O Germination linéaire B Germination ramifiée
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Figure 27 Mode de germination des spores de R. irregularis, observées apres 30 jours d’incubation en
absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de diesel (0,1; 0,25; 0,5et 1 %). Les
différentes lettres entre les colonnes indiquent des différences significatives dans le mode de germination des
spores cultivées a différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0.05).

*Indique une différence significative entre les spores a germination ramifiée ou linéaire pour chaque
concentration de diesel selon le test LSD (p<0.05).

95



Partie 111 Résultats et discussion

2.1.4. Test de viabilité de spores

La totalité des spores qui n’avaient pas germé en présence des différentes concentrations

de diesel, n’a pas regermé apres repiquage sur milieu M témoin (sain sans polluant).

2.2. Culture in vitro des racines de chicorée mycorhizées ou non mycorhizées par le

champignon Rhizophagus irregularis en absence et en présence de diesel
2.2.1. Taux de colonisation racinaire

La colonisation des racines de chicorée par le champignon R. irregularis aprés 9
semaines d’incubation en présence et en absence des différentes concentrations de diesel est
représentée dans la figure 28. Le taux de mycorhization totale a été réduit significativement
(p<0.05) de 32 et 50 % a 0,1 et 0,25 % de diesel. En présence des mémes concentrations de
diesel, les taux d’arbuscules et de vésicules ont connu le méme déclin avec une diminution
significative de 47 et 75 % pour la colonisation arbusculaire, et de 45 et 55 % pour la
colonisation vésiculaire. Concernant les taux de mycorhization hyphale, aucune différence
significative au seuil 5 % n’a été observée entre le témoin et en présence des différentes
concentrations de diesel.

90 - B Témoin mdiesel 0.05% DOdiesel 0.1% Odiesel 0.25%
a

Taux de colonisation (%)

H—

Total Arbusculaire Vésiculaire Hyphale

Figure 28 Taux de colonisation totale, arbusculaire, vésiculaire et hyphale des racines de chicorée
mycorhizées par R. irregularis, cultivées en absence (0 %) ou en présence de concentrations croissante
de diesel (0,05; 0,1 et 0,25). N=5 (+SD). Les différentes lettres entre les colonnes indiquent des différences
significatives entre les taux de colonisation a différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0.05).
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2.2.2. Developpement extraracinaire du CMA R. irregularis en absence et en présence

de diesel

La longueur hyphale extraracinaire moyenne du CMA R. irregularis cultivé en absence
de diesel atteint plus de 5,3 m. Alors que la concentration de 0,05 % de diesel n’affecte pas le
développement hyphal extraracinaire, les concentrations de 0,1 et 0,25 % de diesel font chuter

les longueurs hyphales moyennes de 25 et 47 % par comparaison au témoin (Fig. 29).

W Longueur hyphale extraracinaire (cm)/ boite de Pétri O Nombre de spores (cm)/ boite de Pétri
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Diesel (%)

Figure 29 Longueurs hyphales extraracinaires et nombre moyen de spores de R. irregularis, cultivé en
absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de diesel (0,05 ; 0,1 et 0,25). N= 5 (+SD).
Les différentes lettres entre les colonnes indiquent des différences significatives entre les cultures a différentes
concentrations de diesel selon le test LSD (p<0.05).

Le nombre de spores produites par le champignon reste constant en absence et en
présence des concentrations 0,05 et 0,1 % de diesel. En revanche, une diminution significative

de 35 % a été observée a la concentration de diesel de 0,25 % (Fig. 29).

2.2.3. Impact du diesel sur la croissance des racines de chicorée

L’effet du diesel sur la croissance des racines de chicorée colonisées ou non par le CMA
R. irregularis, cultivées en absence (0 %) ou en présence de diesel (0,05;0,1;0,25;0,5¢et1
%) a été mesuré aprés 9 semaines d’incubation. La longueur moyenne des racines non
mycorhizées cultivées en absence de diesel a atteint 8m. En présence des concentrations 0,25
et 0,5 % de diesel, une diminution de 27 et 85 % a été observée. La longueur moyenne des
racines mycorhizées a atteint 8.46m en absence de diesel. Elle diminue de 88 % en présence
de la concentration 0,5 % de diesel. (Tab. 18).
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En absence de diesel, les biomasses séches des racines mycorhizées et non mycorhizées
sont respectivement de 88,4 et 81,1 mg et ne montrent aucune différence significative (Tab.
18). Alors qu’aucune différence dans les biomasses produites par les racines mycorhizées et
non n’est observée en présence de 0,05 et 0,1 % de diesel, celles-ci diminuent
significativement de 75 et 78 % en présence de la concentration 0,5 % de diesel par

comparaison au témoin. La concentration 1 % a complétement inhibé la croissance racinaire.

Tableau 18 Longueurs racinaires et biomasses séches des racines de chicorée mycorhizées (M) ou non
(NM), apres 9 semaines de culture en absence ou en présence de différente concentrations de diesel
(0;0,05;0,1;0,25;0,5et1 %).

Longueur racinaire (m/boite) Biomasse seche (mg/boite)

Diesel (%) NM M NM M

Témoin 8.1+0.99 8.5+0.94 % 81.1+4.69%  88.47.302
0.05 7.620.62%" 8.9+0.71°2 75.943.61% 7845512
0.1 6.8+1.22"" 8.1+0.55% 74.1+1258%  75.4+6.55%
0.25 5.9+1.85%" 7.7+0.82" 38.5+10.09¢" 62.4+6.10"°
0.5 1.1%0.1¢ 0.940.19 20.4+2.6¢ 19+3.2¢

1 0¢ 0¢ 0¢ 0°

Les différentes lettres indiquent des différences significatives entre les concentrations de diesel selon le test LSD
(p<0.05).

*Indique une différence significative entre les racines mycorhizées et non mycorhizées pour chaque
concentration de diesel selon le test LSD (p<0.05).

2.3. Impact du diesel sur les parametres du stress oxydant
2.3.1. Impact du diesel sur la teneur en MDA

La quantité de MDA formé par les racines mycorhizées et non mycorhizées en présence
de diesel reste constante par comparaison au témoin non pollué. Aucune différence
significative n’a été observée entre les quantités de MDA produites dans les racines

mycorhizées par rapport aux racines non mycorhizées (Fig. 24).

2.3.2. Impact du diesel sur P’activité SOD

Aucun changement significatif dans ’activit¢é de la SOD n’a été observé dans les
racines non mycorhizées en absence et en présence de diesel. Cependant, une diminution
significative dans D’activit¢ SOD a été enregistrée chez les racines mycorhizées aux

concentrations 0,1 et 0,25 % de diesel par comparaison au témoin mycorhizé (Fig. 30). A 0,1
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et 0,25 % de diesel, ’activit¢ SOD a été significativement plus faible dans les racines

mycorhizées par comparaison aux non mycorhizées.

m Racines non mycorhizées ORacines mycorhizées
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Figure 30 Concentration de MDA dans les racines de chicorée mycorhizées et non mycorhizées par le
CMA R. irregularis, et cultivées en absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de
diesel (0,05 ; 0,1 et 0,25 %). N=5 (+SD). Les différentes lettres entre les colonnes indiquent des différences
significatives entre les cultures a différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0.05).

*Indique une différence significative entre les racines mycorhizées et non mycorhizées pour chaque
concentration de diesel selon le test LSD (p<0.05).
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Figure 31 Activité de la SOD dans les racines de chicorée mycorhizées et non mycorhizées par le
CMA R. irregularis, et cultivées en absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de
diesel (0,05 ; 0,1 et 0,25 %). N= 5 (+SD). Les différentes lettres entre les colonnes indiquent des différences
significatives entre les cultures a différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0.05).

*Indique une différence significative entre les racines mycorhizées et non mycorhizées pour chaque
concentration de diesel selon le test LSD (p<0.05).
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2.3.3. Impact du diesel sur I’activité de la POD

L’augmentation de la concentration de diesel a entrainé une augmentation de 1’activité
POD dans les racines mycorhizées et non mycorhizées. En présence et en absence de diesel,
I’activit¢ POD montre une augmentation significative dans les racines mycorhizées par

comparaison aux racines non mycorhizées (Fig. 32).
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Figure 32 Activité de la POD dans les racines de chicorée mycorhizées et non mycorhizées par le
CMA R. irregularis, et cultivées en absence (0 %) ou en présence de concentrations croissantes de
diesel (0,05 ; 0,1 et 0,25 %). N= 5 (+SD). Les différentes lettres entre les colonnes indiquent des différences
significatives entre les cultures a différentes concentrations de diesel selon le test LSD (p<0.05).

*Indique une différence significative entre les racines mycorhizées et non mycorhizées pour chaque
concentration de diesel selon le test LSD (p<0.05).

3. Discussion

Le second volet du présent travail a consisté a étudier I’impact du diesel sur les
principaux stades de développement du CMA R.irregularis et la croissance des racines de la
plante hote, la chicorée (Cichorium intibus L.). Nos résultats ont montré que la présence du
diesel aux concentrations 0,1; 0,25; 0,5 et 1 % provoque non seulement une baisse
significative du pourcentage des spores germées avec une inhibition totale a la plus forte
concentration (1 %), mais également une chute dans 1’élongation hyphale ainsi qu’une
modification dans le mode de germination des spores. En effet, en présence du polluant, la
germination des spores selon un mode linéaire se produit au détriment de la germination

ramifiée. La germination de fagon linéaire observée en présence de diesel, peut étre une forme
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d’adaptation du champignon au milieu pollué¢ afin de minimiser la surface de contact avec le
polluant. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Kirk et al., (2005) qui ont observé
qu’une concentration de 0,5 % de diesel ralentissait la croissance des hyphes germinatives
mais n’affectait pas la germination des spores de R. irregularis in vitro et dans le sol. Des
effets similaires ont déja été décrits avec d’autres types de polluants (hydrocarbures
aromatiques polycycliques, fongicides) sur les spores de R. irregularis (Alarcén et al., 2006;
Zocco et al., 2008; Debiane et al., 2008, 2009; Calonne et al., 2010). Les spores qui n’ont pas
germé en presence de diesel ont perdu leur pouvoir germinatif dénotant leur mortalité. Ces

résultats suggerent un effet fongicide du diesel.

L’incorporation du diesel dans le milieu de culture a fait baisser significativement les
taux de mycorhization arbusculaires et vésiculaires. Nos résultats sont en accord avec ceux de
Tang et al. (2009) et Trejo et al. (2013) qui ont constaté une baisse du taux de mycorhization
des plantes de Zea mays et Brachiaria decumbens cultivées en présence de diesel. La
diminution du taux de mycorhization pourrait étre due a la réduction du taux de germination
des spores (Hirrel, 1981), et/ou a la modification de I’architecture hyphale. Le diesel a 0,25 %
a également affecté négativement le développement extraracinaire de R. irregularis aussi bien
en termes d’¢longation des hyphes que de formation de spores. Le méme effet négatif a été

observé en présence de fongicides par Campagnac et al. (2009).

La présence du diesel a également eu un effet négatif sur la croissance de la racine héte,
aussi bien au niveau de 1’élongation que de la biomasse des racines de chicorée mycorhizées
et non. Cette baisse a été plus marquée chez les racines non mycorhizées par comparaison aux
racines mycorhizées. Ces résultats corroborent les travaux de Hernandez-Ortega et al. (2012)
qui ont observé une diminution de la croissance des plants de Melilotus alba Cultivés en
présence de diesel ainsi que ceux de Barrutia et al. (2011) sur Trifolium repens et Lolium
perenne, de Muratova et al. (2012) sur les plants de Secale cereale, Sorghum bicolor, Zea
mays, Lolium perenne et Onobrychis antasiacia et les travaux de Jagtap et al. (2014) sur
Pinus densiflora, Populus tomentiglandulosa et Thuya orientalis, cultivés dans un sol

contaminé par le diesel.

Nos résultats ne montrent aucune augmentation du MDA, marqueur de peroxydation
lipidique, chez les racines de chicorée en présence de diesel. Ceci indique que 1’écotoxicité du

diesel ne peut s’expliquer par une altération membranaire. Cette chute dans la biomasse
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pourrait étre le résultat d’une déficience dans 1’absorption hydrique et minérale (Quifiones-

Aguilar, 2003; Sangabriel et al., 2006).

A 0,25 % de diesel, les racines mycorhizées avaient une biomasse séche plus importante
que celle des racines non mycorhizées montrant ainsi une meilleure croissance lorsque le
champignon est présent. Ces donnees suggérent un effet protecteur de la mycorhization contre
la toxicité du diesel. Le méme effet positif de la mycorhization sur la biomasse de Brachiaria
decumbens et Lolium multiflorum a été observé avec le diesel (Alarcon et al., 2006; Trejo et
al., 2013) et d’autres polluants (hydrocarbures aromatiques polycycliques, métaux lourds)

(Joner & Leyval, 2003; Debiane et al., 2009; Redon et al., 2009).

D’aprés les résultats obtenus, I’effet protecteur de la mycorhization observé chez la
chicorée serait di a une induction de I’activité anti-oxydante POD. En effet ’accroissement
des concentrations de diesel a conduit a une augmentation plus accrue de ’activité POD chez
les racines mycorhizées, permettant d’¢éliminer plus efficacement les ERO qui seraient
induites par la présence du diesel. Ces résultats sont en concordance avec ceux de Campagnac
et al. (2010) qui ont constaté une augmentation de la POD dans les racines mycorhizées en
présence d’un fongicide inhibiteur de la biosynthése des stérols le fenpropimorphe (0,02
mg/l). Le méme effet a été observé par Tang et al. (2009) sur les plants de Zea mays cultivés

en présence de diesel.

En revanche, I’activit¢ SOD reste constante chez les racines non mycorhizées et
diminue chez les racines mycorhizées en présence des concentrations 0,1 et 0,25% de diesel.
Ces résultats ne sont pas en accord avec d’autres études qui rapportent une augmentation de
I’activité SOD chez les racines mycorhizées (Debiane et al., 2009; Tang et al., 2009). La
diminution de I’activité SOD pourrait étre due (i) a une faible génération d’O2™ chez les
racines mycorhizées, (ii) a I’implication d’autres systémes antioxydants enzymatiques ou non
enzymatiques tels que la vitamine C (ascorbate) molécule intervenant dans le piégeage du
02", (iii) a I’inactivation de I’enzyme SOD par les ERO. A la concentration 0,25 % de diesel,
une amélioration de la croissance des racines mycorhizées concomitant avec une baisse de
I’activité SOD a été observée. Ceci pourrait €tre une conséquence de 1’atténuation du stress
oxydant liée a la présence du CMA. Il serait intéressant d’étudier, dans le futur, les
mécanismes moléculaires mis en ceuvre par le CMA pour protéger les plantes contre la

phytotoxicité du diesel.
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4. Conclusion

Les résultats du présent travail montrent bien que le diesel affecte négativement les
differents stades de développement du CMA R. irregularis et la croissance des racines de
chicorée. Il ne les inhibe pas complétement, excepté a la concentration testée (1 %). Le
champignon mycorhizien arrive, non seulement, & accomplir un cycle de développement
complet en présence du diesel mais il confére également une protection a la racine contre la
toxicité du polluant. L’ effet protecteur serait dii a une induction de I’enzyme POD mais pas a
la SOD. De plus, ’altération des lipides membranaires ne semble pas étre a 1’origine de la

phytotoxicité observée.

D’une fagon générale, ce travail contribue non seulement a 1’évaluation de la toxicité
des polluants d’origine industrielle sur la symbiose mycorhizienne arbusculaire mais aussi
permet de fournir un outil dans les études d’écotoxicologie des sols et de 1’évaluation des
risques. En outre, il souligne I’intérét des cultures in vitro pour étudier les mécanismes de

toxicité des polluants sur la flore bénéfique du sol comme les CMA.
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SYNTHESE, CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La région Nord-est de I’ Algérie connue par ses sols agricoles fertiles abrite depuis plus
de 30 ans de grands complexes industriels. Les rejets de ces complexes constituent une vraie
menace aussi bien pour la santé de I’Homme que pour la santé des sols agricoles et leur
qualité agronomique. L’impact des rejets industriels sur les agro-écosystémes dans cette
région est peu étudié. C’est pourquoi, les travaux menés dans le cadre de cette these avaient
pour objectif principal I’étude de I’'impact des rejets industriels issus de diverses activités
anthropiques sur la biomasse microbienne des sols des agro-écosystémes du Nord-est
algérien. Nous nous sommes intéressés plus particulierement a la diversité et a 1’abondance
des CMA, leur développement ainsi qu’a 1’établissement de la symbiose mycorhizienne
arbusculaire sur des sols potentiellement pollués ou dopés (c'est-a-dire artificiellement
contaminés). Ainsi, nos investigations ont été menées a la fois in situ, en microsomes et in

vitro.

Tout d’abord, les analyses physico-chimiques effectuées ont montré que les sols des
parcelles agricoles P1, P2 et P3 situées a proximité de trois installations industrielles
(complexe Sidérurgique d’El-Hajdar, Société Algérienne des Fertilisants Fertial, Société des
Ciments de Hdjar Soud respectivement) et de la parcelle témoin P4 située a Séraidi se
caractérisent par un pH alcalin a faiblement alcalin, par un taux relativement faible de matiére
organique et par des teneurs faibles a élevées en éléments minéraux (azote, phosphore et
potassium). Les sols des parcelles P1, P2 et P3 contiennent des teneurs totales en éléments
traces métalliques (plomb, cuivre, zinc, manganése, chrome et nickel) allant de 121 a 1154
mg.Kg™ de sol. Ces concentrations sont élevées par comparaison a celles fixées par la norme

AFNOR NFU 44-041, indiquant une forte contamination métallique de ces parcelles.

Nos résultats ont également démontré que cette pollution d’origine industrielle exercait
un effet négatif sur la viabilité microbienne des sols des agro-écosystémes. En effet, la
quantification de la biomasse microbienne tellurique des sols de ces différentes parcelles
grace a des marqueurs lipidiques spécifiques des bactéries (AGPL i15:0, al5:0, i16 :0,
i117:0, al7:0, cyl7:0, C18:1 ® 7 et cyl9:0), des champignons saprotrophes et
ectomycorhiziens (ergostérol et AGPL C18: 216,9) et des CMA (AGPL C16 :1 »5) a montré
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que la biomasse des champignons saprotrophes et ectomycorhiziens est de 7 a 13 fois plus
faible dans les parcelles polluées P1, P2 et P3 par comparaison a la parcelle témoin P4. De
méme, les biomasses des bactéries et des CMA sont, en moyenne, 5 fois inférieures dans les
parcelles polluées par rapport a la parcelle témoin P4. Les données des analyses lipidiques
révelent également une prédominance des communautés bactériennes par rapport aux CMA
dans les parcelles polluées. Ces résultats sont en accord avec de nombreux travaux qui ont
montré que les rejets industriels généraient une contamination des sols environnants par
divers types de polluants (Al-Khashman and Shawabkeh, 2009; Shukurov et al., 2014;
Salmanighabeshi et al., 2015) et que cette contamination impactait négativement la diversité
et la biomasse des communautés microbiennes telluriques (Deni and Penninckx, 2004; Hu et
al., 2007; Krishnamoorthy et al., 2015; Yang et al., 2015; Sun et al., 2016).

L’isolement des spores de CMA associées a la rhizosphéere de plants de tomate dans les
trois parcelles agricoles polluées par les ETM (P1, P2 et P3) et dans la parcelle témoin non
polluée P4, et suivie de leur identification basée sur des critéres morphologiques (en
collaboration avec Y. Dalpé, CRECO, Ottawa) nous ont permis de mettre en évidence 13
especes (Funneliformis mosseae, Funneliformis geosporum —like, Septoglomus constrictum,
Septoglomus deserticola, Rhizophagus clarus, Rhizophagus irregularis—like, Scutellospora
calospora, Acaulospora laevis-like, Acaulospora sp, Entrophospora infrequens, Pacispora
scintillans-like, Glomus rubiforme, Claroideoglomus lamellosum) appartenant a cing familles
(Glomeraceae, Claroideoglomeraceae, Gigasporaceae, Acaulosporaceae, Pacisporaceae).
Cependant, il apparait clairement d’aprés nos résultats que la diversité des CMA est moinS
importante dans les parcelles polluées P1, P2 et P3 comparativement a la parcelle témoin P4.
De méme, d’un point de vue quantitatif, le nombre de spores de CMA isolées a partir des sols des
parcelles polluées P1, P2 et P3 était plus faible que celui de la parcelle témoin P4. Ceci a été
d’ailleurs confirmé par le faible potentiel mycorhizogéne des sols et le faible taux de
mycorhization des plants de tomate dans les parcelles polluées. En effet, le taux de
mycorhization des plants de tomate cultivés dans les quatre parcelles est de 2 a 3 fois plus
faible dans les parcelles polluées que dans la parcelle témoin P4.

Dans la deuxiéme partie de cette thése, afin d’étudier les conséquences de la pollution
du sol et de ses effets déléteres sur les populations microbiennes telluriques (mis en évidence
dans la premiere partie) sur la croissance des plantes, le développement des CMA et

I’établissement de la symbiose mycorhizienne arbusculaire, deux expérimentations, 1’une in
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vitro et 1’autre en microcosmes sur du sol dopé au diesel et cultivé avec de la tomate et du blé

( plantes largement cultivées dans les agro-écosystemes Annabis), ont été conduites.

Quel que soit le mode de culture, nos résultats ont montré que le diesel réduisait
significativement les taux de mycorhization des plantes testées et pouvait dans certains cas
inhiber complétement la mycorhization a la concentration de 1 % de diesel. En outre, I’essai
in vitro nous a permis de démontrer que le diesel affectait négativement les principaux stades
du cycle de développement du CMA (germination, colonisation, développement des hyphes
extraracinaires, sporulation) et les inhibait complétement a la concentration de 1 % de diesel.
Il a été montré que non seulement le diesel diminuait le taux de germination des spores de R.
irregularis mais ce polluant agissait sur 1’architecture des hyphes. Une augmentation de
spores qui germent selon un mode linaire au détriment de la germination ramifiée a été
observée en présence de diesel. Ceci serait probablement a 1’origine de la réduction des stades

de développement qui suivent.

En plus de I’effet délétére du diesel vis-a-vis du développement des CMA, nos travaux
ont montré que celui-ci avait un impact négatif sur la croissance des plantes testées, qu’elles
soient mycorhizées ou non. En présence de 1 % de diesel, ’effet est plus marqué chez la
tomate que chez le blé. Nos resultats corroborent les travaux de Barrutia et al. (2011),
Hernandez-Ortega et al. (2012) et Muratova et al. (2012) qui ont observé une diminution de la

croissance des plantes cultivés sur des sols contaminés par le diesel.

Cependant, nos résultats ont montré que cet impact négatif du diesel sur la croissance
était moins prononcé chez les plantes mycorhizées par comparaison aux plantes non
mycorhizées suggérant une protection des plantes par la mycorhization contre la toxicité du

diesel.

Enfin, afin d’essayer de comprendre ’origine de la phytotoxicité du diesel ainsi que les
mécanismes biochimiques impliqués dans 1’effet protecteur de la mycorhization observé

précédemment, différents marqueurs du stress oxydant ont été mesureés.

Des concentrations croissantes de diesel ont entrainé une augmentation significative des
quantités de MDA suggérant que les plantes cultivées en présence de diesel ont subit des
dommages au niveau des membranes cellulaires résultant de la peroxydation lipidique due

probablement a un stress oxydant. La teneur en MDA des cellules était deux fois plus élevée
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chez la tomate que chez le blé ce qui explique la faible croissance des plants de tomate.
Cependant, aucune augmentation de la production du MDA n’a été détectée chez les racines
de chicorée mycorhizées ou non cultivées en présence de diesel. L’augmentation de la teneur
en MDA a ¢té déja décrite chez la tomate et le blé exposés a d’autres types de polluants tels
que les ETM et les pesticides (Panda et al., 2003; Nogueirol et al., 2015; Yildiztekin et Kaya,
2015).

Par ailleurs, il est important de souligner que nos données de I’essai en microcosmes
montrent une production du MDA moins importante chez la tomate et le blé inoculés par Fm
par comparaison aux plantes non inoculées ou inoculées par SZE. Cette diminution s’est
accompagnée d’une augmentation des activités SOD et POD. Ces résultats sont en faveur
d’une induction des systémes enzymatiques anti-oxydants par la mycorhization (Fm) afin
d’¢liminer les espéces réactives de I’oxygéne générées par la pollution et qui seraient a
I’origine d’une altération des membranes cellulaires. Cette protection s’est traduite par une
amélioration de la croissance des plants de tomate et du blé inoculés par Fm a la concentration
1 % de diesel. A ce niveau de pollution, I’inoculation par Fm a été plus efficiente dans la
protection contre les effets négatifs du diesel par D’atténuation du stress oxydant.
L’augmentation de I’activité des enzymes anti-oxydantes corroborent les résultats rapportés
par He et al. (2007) et Tang et al. (2009) qui ont démontré que 1’inoculation de la tomate et du
mais augmente significativement les activités SOD et POD par comparaison aux plantes non
inoculées. Chez les racines de chicorée, 1’effet positif de la mycorhization observé sur leur

croissance serait di a une induction de I’enzyme POD mais pas a la SOD.

En conclusion, I’'impact de la pollution anthropique sur la santé des sols est indéniable
avec notamment comme conséquence des changements drastiques au niveau de la diversite,
de I’abondance et de I’activité des microorganismes telluriques, notamment les CMA qui
jouent un role essentiel dans la fertilité du sol et par conséquent dans la nutrition des plantes et
la productivité agricole. Ainsi, la menace de la pollution industrielle sur la santé et le bon
fonctionnement des agro-écosystemes est bien réelle. Nos résultats mettent en évidence les
conséquences des pollutions industrielles générées par les complexes ArcelorMittal Algérie
(AMA) d’El-Hadjar, Fertial et la Société des Ciments de Hadjar Soud (SCHS) sur les
microorganismes bénéfiques du sol et souligne I’importance de préserver les agro-
¢cosystemes de DI’impact néfaste des activités industrielles. Les résultats de [’essai en

microcosmes montrent 1’intérét de 1’ajout d’un amendement biologique a base de CMA dans
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les sols anthropisés ainsi que 1’importance du choix du type d’inoculum dans son efficience
sur la croissance des plantes et leur protection contre la phytotoxicité induite par les polluants.
Bien que certains polluants tel que le diesel réduisent les principaux stades de développement
des CMA, ils ne les inhibent pas complétement. En présence de certaines concentrations de
polluants, les CMA arrivent non seulement a accomplir un cycle de développement complet
mais ils sont également capables de protéger les plantes contre la phytotoxicité des polluants
en atténuant le stress oxydant grace a une moindre production de malondialdéhyde
(biomarqueur de peroxydation lipidique) et a une induction des activités enzymatiques anti-
oxydantes telles que la SOD et la POD. Cependant, au-dela d’une certaine concentration de
polluant, la pérennité de ces champignons et par conséquent de la symbiose mycorhizienne

bénéfique ainsi que de ses fonctions écologiques seront menacées.

Afin de compléter et de poursuivre ce travail, des perspectives a la fois fondamentales et

appliquées peuvent étre envisagées:

1. Approfondir la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la
tolérance des plantes mycorhizées a la pollution en étudiant 1’expression de certains
génes comme par exemple des genes de résistance contre le stress oxydant codant
pour la superoxyde dismutase (MtSOD), la glutarédoxine (MtGRX), la peroxydase
(MtPOX) et I’ascorbate peroxydase (MtAPX); des génes impliqués dans la réparation
de I’ADN : le facteur d’¢élongation de la transcription TFIIS (MtTFIIS), les Tyrosyl-
ADN phosphodiestérase o et p (MtTdpla et MtTdplp) et des genes de
métabolisation des polluants organiques codant pour la glutathion-S-transférase
(MtGST). Plusieurs études ont révélé une induction de ces génes en présence de
divers stress (métaux, ozone, osmotique) (Puckette et al., 2008; Chandran et al.,
2008; Aloui et al., 2009; Balestrazzi et al., 2011)

2. Caracteriser les populations microbiennes des sols pollués grace a des outils de
biologie moléculaire. Cette etude sera basée sur le décryptage du genome du
microbiote du sol (métagénomique) pour isoler des souches indigenes tolérantes et
efficaces dans la dégradation de polluants organiques (comme le diesel) et la
séquestration des polluants inorganiques (comme les ETM). L’analyse des profils
taxonomiques poura se faire principalement par 1’utilisation du séquengage a haut
débit de marqueurs génétiques sélectionnés pour leur résolution phylogénétique

(analyse des séquences ITS et 16S d’ADN ribosomique pour les champignons et
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bactéries respectivement). La finalité d’une telle étude serait la sélection d’espéces
et/ou souches microbiennes spécifiques ayant un potentiel élevé dans la dégradation
ou la séquestration des polluants organiques et inorganiques respectivement et la
formulation d’inoculum a base de consortia microbiens combinant plusieurs souches
de bactéries et de champignons indigénes des sols pollues et efficaces dans la
dépollution in situ en association avec des plantes phytoremédiatrices.

Produire des inoculums autochtones a partir des souches microbiennes indigénes
isolées des sols pollués et conduire d’essais de phytoremédiation assistée par les
CMA in situ sur les sites pollués. Il s’agit de la phytostabilisation pour les ETM et
de la phytorhizodégradation pour les polluants organiques comme le diesel par
exemple. Il est important également de suivre le devenir des polluants dans les
plantes (bioaccumulation, transferts dans les parties aériennes,...).

Evaluer le risque que présentent ses sols pollués vis-a-vis de I’ Homme en effectuant
des tests de cytotoxicité comme par exemple la mesure de I’intégrité/la perméabilité
membranaire via le test de la LDH (Lactate DésHydrogénase) et la viabilité

cellulaire a 1’aide du test de la DHm (DésHydrogénase mitochondriale).
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Les sols agricoles du Nord-est algérien sont des sols fertiles exploités principalement
pour la production des céréales et des plantes maraichéres. Cependant, depuis plus de 45 ans,
plusieurs usines ont été implantées dans le voisinage de ces terres, engendrant via leurs rejets,
une forte contamination qui pourrait présenter un risque pour la viabilité microbienne du sol
et par conséquent pour le bon fonctionnement de ces agro-écosystémes. C’est pourquoi,
I’objectif du présent travail vise a étudier I’impact de la pollution industrielle sur la microflore
bénéfique du sol en évaluant la biomasse microbienne tellurique a la fois fongique
(champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA), ectomycorhiziens et champignons
saprotrophes) et bactérienne, dans des parcelles agricoles P1, P2 et P3 du Nord-est algérien.
P1 est située a proximité du complexe sidérurgique d’El-Hadjar (ArcelorMittal Algerie), P2
de la Société des Fertilisants d’Algérie (Fertial), et P3 de la Société des Ciments de Hadjar
Soud (SCHS). La parcelle temoin P4 est localisée dans une zone non industrialisee a Seraidi.
Des marqueurs lipidiques ont été utilisés pour la détection et la quantification de la

microflore tellurique parmi lesquels, le C16: 1w5 associ¢ aux phospholipides (PL) a été



adopté comme marqueur des CMA, I’ergostérol et le C18: 2w6,9 associ¢ aux PL comme
marqueurs des champignons saprotrophes et ectomycorhiziens, et les acides gras associés aux
PL: i15:0, a15:0, i16:0, i17:0, al17:0, cyl7:0, C18:1 ® 7 et cyl9:0 pour mesurer la
biomasse bactérienne . Parallelement a cela, des isolements de spores de CMA et leur
identification morpho anatomique ainsi que la détermination de la capacité mycorhizogene
des différents sols d'étude via la mesure des taux de mycorhization on été effectués. Les
résultats du dosage des marqueurs lipidiqgues montrent que la biomasse des champignons
saprotrophes et ectomycorhiziens est de 7 a 13 fois plus élevée dans la parcelle témoin P4 par
comparaison aux parcelles polluées P1, P2 et P3. De méme, les biomasses des bactéries et des
CMA sont, en moyenne, 5 fois supérieures dans la parcelle témoin P4 par rapport aux autres
parcelles. Concernant la biodiversité des spores de CMA isolées de ces différents sols, 14
especes appartenant a 7 genres différents ont été identifiées: Glomus, Pacispora,
Acaulospora, Entrophospora, Paraglomus, Funneliformis et Scutellospora. Les résultats
montrent également que la capacité mycorhizogene de ces sols est moins importante dans les
parcelles polluées par comparaison a la parcelle témoin et varie de 14 a 70%. Cette étude met
en évidence les conséquences des pollutions industrielles sur les microorganismes bénéfiques
du sol et souligne I’importance de préserver les agro-écosystemes de I’impact néfaste des

activités industrielles.

Mots-cles : viabilité microbienne tellurique, pollution, biodiversité des champignons

mycorhiziens a arbuscules, mycorhization, marqueurs lipidiques, agro-écosystemes.
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En raison des activités économiques humaines, le nombre de sites pollués par le diesel

ne cesse d’augmenter. Cette pollution est en grande partie causée par des fuites dans les



réservoirs de stockage souterrains et des deversements accidentels pendant le transport. Le
diesel est principalement composé d'un mélange complexe de n-alcanes (C-8-C26) et
d’hydrocarbures aromatiques polycycliques. Certains de ses composés présentent une toxicité
avéree non seulement vis-a-vis de ’homme (cancérogéne et/ou mutagéne) mais aussi vis-a-Vvis
des microorganismes du sol. Sa nature hydrophobe et sa persistance dans 1’environnement
font augmenter les risques qu’il présente pour ’homme et son environnement. Parmi les
microorganismes bénéfiques du sol, les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) sont
considérés comme des acteurs clés des services écosystémiques en raison des fonctions
¢écologiques essentielles qu’ils remplissent dans les écosystémes. lls interviennent notamment
dans I’amélioration de 1’absorption hydrique et minérale des plantes ainsi que dans leur
tolérance contre divers stress environnementaux. Cependant, leur capacité de développement
dans les milieux pollués est peu connue. C’est pourquoi I’objectif du présent travail a consisté
a ¢tudier I’impact de concentrations croissantes de diesel (0.05, 0.1, 0.25, 0,5 et 1%) sur les
principaux stades de développement (germination de spores, élongation des hyphes
germinatives, colonisation racinaires, croissances des hyphes extraracinaires, sporulation)
d’un CMA, Rhizophagus irregularis, cultivé in vitro. Nos résultats ont montré que bien que
les différentes concentrations de diesel testées affectent négativement les principaux stades du
cycle de développement de R. irregularis, ceux-ci ne sont pas completement inhibés, sauf a
1%. Le champignon mycorhizien arrive a accomplir un cycle de développement complet en
présence du polluant. Il est a signaler que, la présence du diesel a entrainé une augmentation
du pourcentage des spores qui germent selon une architecture hyphale linéaire au détriment
d’une architecture ramifiée. Cette étude met en évidence I’impact négatif de la pollution des
sols sur le développement du CMA R. irregularis et sur 1’établissement de la symbiose
mycorhizienne avec les racines des plantes et montre qu’au-dela d’une certaine concentration
de polluant, la pérennité de ces champignons et par conséquent de la symbiose mycorhizienne

bénéfique ainsi que de ses fonctions écologiques seront menacées.
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The diesel is a type of hazardous fuel commonly used for vehicles and machinery. The
majority of its components consist of alkanes, both straight and branched chains as well as
aromatic compounds including mono-, di- and polyaromatic hydrocarbons. These compounds
are relatively persistent in the soil. Their presence in the environment not only adversely
affects human health but also hinder the growth of plants and the multiplication of many other
beneficial telluric microorganisms. Plants exposed to such pollutants show various
physiological and biochemical disorders resulting in a growth delay and severe loss of
performance. It is now accepted that the arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) provides plant
protection against toxicity induced by organic and inorganic pollutants. Thus the introduction
of AMF would be a good solution to avoid or reduce the toxicity induced by pollutants. In this
context, the current study aims to investigate, in the first time, the impact of increasing diesel
concentrations (0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1%) on the Rhizophagus irregularis mycorrhizal and non
mycorrhizal chicory (Cichorium intybus L.) roots grown in vitro, by measuring: root
colonization rate, radical elongation and dry weight. In the second time, the assessment of the
AMF role in the protection of chicory roots against oxidative stress induced by diesel by
assessing malondialdehyde (MDA, a lipid peroxidation biomarker) production as well as
superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (POD) activities, two antioxidant enzyme. Our
results showed that the different diesel concentrations affect negatively the chicory root
growth as well as the mycorrhizal symbiosis by decreasing the mycorrhizal rate. Furthermore,
the fungus was able to provide protection to chicory root against the diesel toxicity. In fact,
the decrease in the chicory root growth in the presence of diesel was less important when they
were mycorrhized. This protection could be due to an induction of the anti-oxidative enzyme
POD but neither to the anti-oxidative enzyme SOD nor to the production of MDA. Taken
together, our findings demonstrated the toxic effect of diesel on mycorrhizal symbiosis and
suggest a probable involvement of mycorrhizal fungus in the protection of chicory roots

against oxidative stress induced by this pollutant.

Keywords: Mycorrhiza, Rhizophagus irregularis, Cichorium intybus L, Diesel, oxydative
stress.



Résumé

Les émissions de polluants toxiques d’origine industrielle dans 1’environnement peuvent avoir un impact négatif
a la fois sur la santé de I’homme mais aussi sur son environnement, en particulier, sur le microbiote du sol aussi bien
en termes d’abondance, de richesse, que de biodiversité. Ce qui pourrait conduire a la dégradation des écosystémes
agricoles. Parmi les microorganismes bénéfiques du sol, les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) jouent un
réle majeur dans la nutrition minérale et hydrique ainsi que dans la protection des plantes contre divers stress
environnementaux dont la pollution.

Ainsi, ce travail de these avait pour objectif principal d’étudier ’impact des rejets industriels sur le
développement et la diversité des CMA, sur 1’établissement de la mycorhization arbusculaire et sur la viabilité
microbienne des sols des agro-écosystemes du Nord-est algérien. Pour cela, différentes expérimentations ont été
menées avec divers modes de cultures : in situ, en microsomes et in vitro.

La premiére partie de cette thése a consisté a mesurer, in situ, I’impact de la pollution industrielle générée par
les complexe ArceloMittal Algérie (AMA) d’El-Hadjar, Fertial (Annaba) et la Société des Ciments Hadjar-Soud
SCHS (Skikda) sur la microflore bénéfique des sols agricoles (cultivés par des tomates) situés a proximité. Les
biomasses microbiennes telluriques bactérienne et fongique (champignons mycorhiziens a arbuscules,
ectomycorhiziens et saprotrophes) ont été évaluées en utilisant des marqueurs lipidiques spécifiques parmi lesquels,
les acides gras associés aux phospholipides (PL) : i15 :0, a15:0, i16 :0, i17 :0, al17 :0, cy17 :0, C18:1 ® 7 et cy19 :0
ont été adoptés pour mesurer la biomasse bactérienne, ’ergostérol et le C18: 26,9 associé aux PL comme marqueurs
des champignons saprotrophes et ectomycorhiziens, et le C16: 1®5 associé aux PL comme marqueur des CMA.
Parallélement a cela, des isolements de spores de CMA et leur identification morpho-anatomique ainsi que la
détermination de la capacité mycorhizogéene des différents sols d'étude via la mesure des taux de mycorhization et du
potentiel mycorhizogene infectieux du sol, ont été effectués.

Dans un deuxiéme temps, afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans ’effet négatif des
polluants sur le développement des plantes et les CMA, 1’étude de I’'impact d’un mélange de polluants organiques et
inorganiques (le diesel), sur 1’établissement d’une mycorhization arbusculaire fonctionnelle et sur la croissance des
plantes a été conduite sur deux essais, I’un en microcosmes et I’autre in vitro.

Les principaux résultats obtenus a partir de I’ensemble de ces expérimentations ont montré que 1’abondance
microbienne (biomasses des CMA, des champignons ectomycorhiziens et saprotrophes ainsi que la biomasse
bactérienne) est significativement plus faible dans les sols pollués par comparaison a un sol témoin non pollué prélevé
d’un site non exposé aux émissions industrielles situé¢ a Séraidi. De plus, la biodiversité des CMA isolés et identifi¢s a
partir des sites pollués est moins importante comparée au site témoin. En effet, trois et cing espéces de CMA ont été
isolées des sols pollués a proximité du complexe.

Nos résultats ont également montré des diminutions drastiques du taux de mycorhization des plants de tomate
cultivés a proximité de ces sites industriels et du potentiel mycorhizogéne infectieux dans les sols pollués par
comparaison au sol non pollué.

Par ailleurs, les résultats des essais en microsomes et in vitro ont démontré que bien que le diesel affecte
négativement les principaux stades de développement du CMA R. irregularis ainsi que la croissance de différents
plantes cultivées (tomate, blé chicorée), les CMA sont, non seulement capables d’accomplir un cycle de
développement complet en présence de certaines concentrations de diesel, mais ils parviennent a protéger les plantes
contre la toxicité des polluants. En effet, I’inoculation mycorhizienne de plants de tomate et de blé grace a 1’ajout
d’inoculums mycorhiziens permet d’améliorer la croissance de ces plantes malgré la présence de polluants. Nous
avons montré que les CMA conférent une protection aux plantes en atténuant le stress oxydant induit par la
phytotoxicité du diesel. Ceci a été mis en évidence grace au dosage de biomarqueurs biochimiques du stress oxydant :
le malondialdehyde (marqueur de peroxydation lipidique), la peroxidase et la superoxyde dismutase (deux enzymes a
activités antioxydantes).



