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Résumeé

Cette étude a pour objectif I'étude de I'impact deangements climatiques sur la diversité des
communautés telluriqgues en l'occurrence des champig ectomycorhiziens (ECM) associés
au chéne-liege de la Madmora. Une analyse phémpiymt moléculaire de la diversité spatio-
temporelle des ECM a été realisdeanalyse phénotypique des ECM isolées a montré
'existence de 11 morphotypes (MT) différents, diéetbondance relative et la distribution sont
dépendantes de I'état du milieu ainsi que de Isosade prélevementenococcum geophilum
est le morphotype le plus abondant avec une abopdatative atteignant jusqu’a 74 %. Ces
MTs ont fait I'objet d’'une analyse moléculaire RER/RFLP et un séquencage de I'ITS de
I’ADN ribosomique. Le produit d’amplification delTS a révélé la présence d’'une seule bande
électrophorétique pour certains MT et pour d’aytiesa révélé la présence d’au moins 2
bandes. Le poids moléculaire des ITS est en généaahpris entre 500 et 1400 pb. L'analyse
RFLP, avec les enzymé&xoR et Tag a montré I'existence de 10 types ITS-RFLP digtnc
Le séquencage de I'ITS des différents MTs a pefidigntification, outreC. geophilum des

champignons ectomycorhiziens du genPeziza RussulaTomentellaet Scleroderma

Mots clés: Changement climatiquQuercus suberchampignons ectomycorhiziens, espaceur
intergénique transcrit (ITS), PCR-RFLP, séquencage.



SOMMAIRE

INTRODUCTION .ttt i e e e e e e e e e e e e e eae s
PRESENTATION DU CENTRE DE RECHERCHE FORESTIERE .................
1- DENOMINALION, SIUATION. .. ... ettt e e e e e e e e e en
2- Activités principales du CRF ..o e e e e
B0 Y11= [0 1
7 ] ] 1= 0] 11 £
S = 1= =
RO oo o =] = 11 0] o
@ (o= g 151 1o o [P
8- Principaux domaines de recherche.............cocoiiii i e
PREMIERE PARTIE: ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE .......ccoiiiiiiiiiiiieie e

I-Présentation de Chéne-lieg@uercus suber.............ccooeiii i v,
I 1= (0 T o 1=
2- Description et caraCteriStiqUES..........vvveviiiieiie et neeaans
3- La SUDErai@ MarOCaINE. ... ...ttt e et e e e e

[[-LES MYCOINIZES. .. e e e e e e et e e e e et e e e

1-Les champignons eCtomyCOrNIZIENS..........vvuiiiiiie i e,

2-Rdle et fonctionnement de I'ectomycorhize.............c..cooivueemninnen.
a-Nutrition mMiNérale...... ...,
b-Alimentation €N auU............ov i
C-Production d’hormones..........oooii i e
d-Protection phytosanitaire..............c.ccooeiiiiii i
[lI-Diversité génétique des champignons ectomy@ehis............................
1-Approche classique de I'étude de la communawté&dampignons ECM...
2-Approche actuelle de I'étude de la communautétampignons ECM.....
b-1-Marqueurs MOIECUIAIrES. ... ... vvve it e e
b-2- Application des techniques moléculaires ailétdes
champignons eCtOMYCOINIZIENS........ooe it e e e e

IV-Les ectomycorhizes pour un développemduntable...................c.coeevnie.

B~ b

0 0 0 N o o o1 o1 A B~ b

©

12
14
16
17
17
17
18
19
20
22

23
25



DEUXIEME PARTIE: MATERIELS ET METHODES ...,

- CROIX B8 SIS . ..,

lI- Diversité phénotypique des champignons ectomy@@®ns........................

llI- Diversité moléculaire des champignons ectomicdens.................c..........

1- Extraction d’ADN par le protocole du Kit Qiagen...........................
2- Amplification par PCR de I'lTS d’ADN ribosomique........................

3- Purification d’ADN a partir du gel
4- Polymorphisme de Longueur des

5- Electrophorese sur gel d’agarose

parle Kit@yen................c.oeeennes
Fragments deiBestr(RFLP)..........

a- Préparation du gel........cocouii i

b- Dépodt des echantillons..........coovieiie i
c- Révélation des bandes d’ADN .......oooi i,

6- Analyse des données moléculaires PCR et PCR/RELP.................

7- Quantification et qualification de |

'ADN purifation par le séquencage.....

8- SEQUENGAGE A'ADN ... ettt e e e e e e

V- ANAlYSE STAlISHQUE ... .eu ittt et e e e e e e e e e e e e e eaeeaeeen e
TROISIEME PARTIE: RESULTATS ET DISCUSSIONS ......ccoiiiiiii e,

I- Diversité phénotypique des champignons ectomye@ms..........................

[I- Diversité moléculaire des champignons ectomf@ens...................c........

1- Amplification de I'lTS................
2- Analyse des résultats RFLP.......

3- Distance génétique et arbre phylogénique................coovvie i,

a- Distances génétiques..........

b- Relations génétiques entre les ITS de I’ADNr hieg des différents

10 0] 0] 57/ =S

4-Analyse statistique de la diversité

5-ANalySe Par SEQUENGAGE . ... vttt et eenet e et aeteeeaeaenee e e nen e ennns

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

26
27
28
28
29
29
30
30
31
31
32
32
32

33
33
34
35
39
39
40
42
42

43
44
48
50
51



Liste des figures

Figure 1 : Arbres du chéne liege « Quercus suber » donéde la été leveé du tronc........ 8

Figure 2 : Mycorhize avec détail de la relation mycélium-cadlie.................ccoeeeeeeinns 12
Figure 3 : lllustration schématique d’une éctomycorhize ea galaté ............................ 14
Figure 4 : Schéma représentatif des difféerentes formes diggtorhizes........................ 19
Figure 5 : Schéma représentatif d'un carpophore..............ccoooiiiiii i e e s 21

Figure 6 : Représentation schématique de la région de I'AbNsomique ITS (Internal
Transcribed Spacer) chez les organismes eUCaryOIeS.........cccuviieeeeveiiiiiieeeeeeiiennans 25
Figure 7 : Schéma explicatif de I'aire d'e@SSaie .......ccccceeeeeeiieeeiiieiiiieeeee e 27
Figure 8a : Photos des différents morphotypes d’ectomycorhazssciées au

(o] g =T o TC T =T o = RSP 36

Figure 8b : Photos des différents morphotypes d’ectomycorhésssciées au

(03 g1 TS 1= o = P 37
Figure 9 : Photos de carpophores trouvées sous Chéne-liege..........ccceeeeeeieeieeeeeeennnn. 38
Figure 10 : Electrophorese de I'I'TS des 10 morphotypes d’egtarhizes .................... 39
Figure 11a : Electrophorése de I'I'TS des 15 morphotypes digpegdes enzymeEcoR et
T PP PR 40
Figure 11b : Electrophorese de I'ITS des 15 morphotypes diggagdes enzymebad et
VIS ettt ettt ettt e ettt ettt et e et et et e et e n et et et et een e, 41

Figure 12 : Dendrogramme (UPGMA) des relations génétique dasréTS et 'ADNTr digéré
parEcoR et Tad des différents MOrphotyPES .........cooii e e e e e e e e 43
Figure 13 : Représentation graphique de I'abondance relaggedifférents types
d’ectomycorhizes dans les deux sites en périodé é¥en printemps .......ccccccccvvvveeeeennn. 45
Figure 14 : Présentation de la diversité des ectomycorhizelysgmpar le logiciel R ....46
Figure 15 : Dendrogramme phylogénétique des différents mogpest des champignons

ectomycorhiziens du ChENE-lEQE ..........uueeeeiiiiiiii 48



Liste des tableaux

Tableau 1 :liste des enzymes de restriction utilisées etd@erde coupure .................... 31
Tableau 2: taille de I'ITS et de son produit de digestion @déampignons étudiés, obtenue
avec les enzymes de restrictiBooR, Tad, Hinfl et Mpg .......ooovviviiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 24

Tableau 3:indices de la diversité calculés par la méthode AMO...........cccccvvvvveeeeeeen.. a7



Introduction

Le Maroc, de part sa position géographique, situéeela Méditerranée au
nord, 'Océan Atlantique a I'ouest et le Saharasad, abrite des milieux naturels tres
variés. Il dispose aprés la Turquie, de la plusdgarichesse floristique en espéces
méditerranéennes et est considéré parmi les régigast une forte concentration
d’endémisme (Ezzahi et al. 200€e patrimoine joue un role vital pour I'économie,
I'écologie et la vie sociale. Prés du tiers du dimmdorestier qui couvre quelque 9 525
400 ha, soit 12 % du territoire national, est cométde foréts productives. Le reste est
constitué de foréts de protection et de récréati@s. produits fournis par la forét
marocaine sont innombrables : fruits, champigntiage, huiles, bois... (EL Asri et
al., 1996).

Parmi les essences forestiéres rencontrées, ovettewchéne liege. Cet arbre
s'étend sur une superficie de pres de 350 000rhmipalement dans les régions de la
Maamora - la plus vaste des subéraies du Marog stahde-, du Plateau central et du
Rif (Hammoudi, 2002).

Représentant 15 % de la superficie mondiale degrsigs, les subéraies
marocaines génerent, rien que par la productioleéde, I'équivalent de 15 millions
de dollars U.S., soit pres de 40% des recettes ellesu générées par la
commercialisation des produits forestiers locaudesE assurent l'activité a 45
entreprises de récolte de liege et a 13 unitéssinédlles de transformation et de
valorisation de ce produit. 95% de la productiorranaine de liege est destinée a

I'exportation.



Sur le plan social, les subéraies marocaines csesgri une grande activité
pastorale dont la valeur du produit en viande gatv@lente a celle des produits bois
et liege. Les activités d’exploitation de bois &t likge générent environ 375.000
journées de travail par an. En plus, la produation ligneuse représente annuellement
I'équivalent de 5 mille tonnes de glands doux, idithes de champignons et 2 milles

tonnes de miel ...

Or, ces subéraies sont des écosystemes fragitestéasées par la présence de
sols souvent pauvres en matiere organique et etémeainéraux, et sont soumises a
des agressions diverses liées aux contraintes taines (sécheresse, pluviométrie
erratique, etc.), une surexploitation (défrichetagnexploitations abusives,
surpaturage écimage, etc.) ainsi que des attagaeasifaires notamment des
deéfoliateurs et d’agents pathogenes. Ceci a corduite régression, de plus en plus
accentuée, marquée par la rareté de la régénéradiomelle et des phénomenes de
dépérissement d'origine complexe (Sbhay et al. 199ddendrant ainsi des problemes
plus graves comme [|'érosion intense des sols, iEsbales productivités forestieres et
pastorales, la désertification galopante, la baiksda biodiversité et des ressources
génetiques (Ezzahiri et al., 2006). Les activitamaines en général et les pratiques
sylvicoles en particuliers sont des facteurs quiveat considérablement perturber les
milieux forestiers et leur biodiversité. Toutefoies perturbations d’origine humaine
(dépressage, éclaircie, ...) peuvent avoir des effestifs sur la diversité biologique
(Ezzabhiri et al. 2006)

Le recours a des techniques de conservation eesiauration écologiques
s’est imposé pour satisfaire les demandes natisralebois et pour lutter activement
contre les risques d’érosion et de désertificatiphmenacent directement la fertilité
des sols provoquant des baisses de rendementslagritenvasement des barrages,

etc.

Dans ce contexte, les services forestiers ont mispkce différents
programmes de conservation et d’entretien de cpaces forestiers, visant a les
réhabiliter en réalisant des plantations ou enanetn défens certaines parcelles afin
de protéger le couvert arboré contre le bétail,pkrs de la mise en place des
programmes d’amélioration génétique, de régéméraditificielle, de création des

aires protégées.



Or, dans toutes ces actions, le role de la mia@flellurique, en particulier
celui des champignons mycorhiziens, sur le cyclgétatif de I'essence forestiére
principale, le Chéne-liege, a rarement été priscempte. En effet, I'alimentation
hydrominérale de la majorité des especes lignedsssforéts mediterranéennes,
tempérées et boréales est en grande partie dépgerakaieur cortege mycorhizien. |l
est maintenant parfaitement établi que ces micesosgnes interviennent
significativement dans tous les stades de dévetoppedes espéces forestieres et sont
indispensables au développement des essence®phtxrdu genr@uercus(Smith et
Read, 1997 ; Dickie et al., 2002, 2004).

Dans le contexte des changements climatiques, |I& €& propose de faire un
inventaire exhaustif des champignons ectomyconhszed de certains hyménopteres (fourmis)
des subéraies connaissant différents niveaux dediégpns et de perturbation afin d’évaluer
I'évolution spatio-temporelle de ces étres vivants.

Ce travail, mené dans le cadre d'un projet de metieepiloté par le Centre de la
Recherche Forestiere de Rabat (CRF) (Maroc) enécatipn avec le Conseil National de la
Recherche (CNR) (ltalie), contribuera a :

i). Définir 'impact des différentes perturbatiossr la structure des communautés des
champignons ectomycorhiziens et des fourmis ;

i). Déterminer les espéces qui résistent le mewstress ;

iii). Identifier les especes de champignons ectamyiziens et de fourmis bio-indicateurs
de la qualité des écosystémes forestiers.

Par ailleurs, le but attendu de ce projet est lacEén d’isolats de champignons
mycorhizogénes d’intérét biotechnologique conféranéa plante héte la capacité de tolérer
des conditions stressantes.

Au cours de mon stage, jai été chargé du voletceorant la diversité des
communautés de champignons ectomycorhiziens. Naapogons d'étudier I'évolution
spatio-temporelle des communautés de champigndosgcorhiziens du chéne-liege de la
forét de la Maamora. Notre objectif est de déteeman quel point I'anthropisation combinée
aux conditions climatigues peuvent influencer laodbiersité microbienne, et donc
indirectement la résilience du peuplement fore$siee aux contraintes environnementales.

L’étude de la biodiversité spatio-temporelle desanshignons ectomycorhiziens
associés au chéne-liege a été faite par une casatign macroscopique suivie d'une

identification de ces partenaires fongiques pautifode la biologie moléculaire, PCR



(Réaction de polymérisation en Chaine), RFLP (Pohlphisme de Longueur des Fragments

de Restriction) et séquencage de I'espaceur inteanscrit (ITS) de I’ADN ribosomique.

Apercu sur le Centre de Recherche Forestiere

1- Dénomination, Situation

En 1945, un institut de recherche a été créeé t téeStation des Recherches
Forestieres de Rabat, qui est devenue en 1992 rigeCHational de la Recherche
Forestiere et en 1998, la Division de Recherch#Eetpérimentations Forestieres. A
partir de 2005 le centre a changé d’applicatioih €t nommé : Centre de Recherche
Forestiere (CRF).

2- Activités principales du CRF

» La connaissance du milieu forestier, des écosysteshales filieres (bois, plantes

aromatiques et medicales, chasse et péche, portetdila nature, etc....).



» La malitrise des techniques culturales des prinegpadspeces productives, en

particulier le chéne-liege, le cédre, le pin etdasalyptus.

3- Missions

» Procéder aux études scientifiques, techniques @hoétiques ayant pour objet la
conservation, le développement et la valorisaties ressources forestieres.

» Effectuer des études prospectives, en particudibes qui portent sur le milieu naturel,
la flore et la faune sauvage.

» Adapter les technigues acquises en matiére detdoiesau niveau international et
national et en assurer le transfert vers les difftsr partenaires.

» Coordonner I'action du Haut Commissariat aux Eaukagéts et a la Lutte Contre la

Désertification en matiere de documentation foeest{HCEFLCD).

4- Obijectifs

» Amélioration de la productivité forestiere.
> Identification des criteres et des indicateurs dstign durable des ressources
naturelles.

» Valorisation des produits de la forét.

5- Stratégie

» Programmation au long terme, par especes ou systenaésciplines.

> Orientation et coordination des activités de recihes forestieres.

6- Coopération

Le CRF a établi des relations de coopération aves istitutions nationales et

internationales de recherche, de formation etrinfiement des travaux scientifiques.

7- Organisation



Le CRF est organisé en quatre services :

» Service de Génétique et Amélioration des arbressfamrs.

» Service de Technologie du Bois et des Produitsdtiers.

» Service d’Ecologie, d’Erosion, de Biodiversité et@onservation des Sols.

» Service de Sylviculture et Santé des Foréts.

8- Les principaux domaines de recherches
> Activités du Service Sylviculture et Santé des Fot&

Détermination des techniques culturales des espederelles et de reboisement.
Estimation de la croissance et de la productivi® eéssences forestieres.
Amélioration de la qualité des plantes par mycatiin et parla fertilisation.

Entomologie (Etude des insectes ravageurs dessadnestiers).

> Activités de génétique forestiere

Evaluation des possibilités d’adaptation des espetprovenances exotiques et indigenes.
Caractérisation de la variabilité génétique desrasss marocaines.
Etablissement de vergers a graines a partir de ssemi de clones issus d’arbres

sélectionnés.

» Protection de la forét

Identification et étude des champignons pathogétess les différents peuplements
naturels et de reboisement.

Etude de la bio-écologie et du cycle biologiqueidssctes xylophages.

» Valorisation des produits forestiers



Amélioration des techniques d’exploitation des piitslde la forét.
Détermination des caractéristiques technologiqusshais et liege et promotion de leurs

utilisations.

Estimation des potentialités et valorisation desoearces aromatiques et médicinales.

» Erosion et climatologie

Quantification de I'érosion et élaboration de mégmde lutte.
Développement d’indicateurs de lutte contre la dé®sation et des changements
climatiques.

Optimisation et rationalisation du réseau climagajae forestier.

> Ecologie et biodiversité

Suivi des populations de la faune sauvage.
Etude de I'évolution des écosystemes naturels.
Suivi des populations par la chasse.

Suivi de la biodiversité dans les aires protégéesilgarisation des résultats concernant sa
richesse

> Recherche en zones arides

Réhabilitation des zones arides et lutte contoekertification.

Amélioration des techniques sylvopastorales damgdees arides.
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Etude bibliographigue



Présentation du Chéne-liege Quercus suber»

1- Taxonomie
Le chéne liege est warbrea feuilles persistantes dignreQuercus(le chéng,
appartenant a la famille désgacéeganciennemenCupuliferes) exploité pour son

écorcequi fournit le liege (figure 1).

y ﬂ o n . oL I e ke ]
e g i e ' o adn )
= s WATITRA R TR _:mi“- el
e = Ja S £ ""{’.-_t' b < iy S
: b i E ¥ - .L o apar - Vit
> L L) " g | >

TR Py e £ F t =

A RS R

Figure 1 : Arbres du chéne-lieg€)sube) dont le liege a été levé du tronc.

2- Description et caractéristiques

C’est une espéce extrémement polymorphe commauferildes chénes ; elle
est caractérisée par la formation subéreuse désmaee donnant le liege. Le chéne-
liege est un arbre généralement de taille moyermegnt atteindre 7 a 10 m de
hauteur lorsqu’il est en peuplement. A I'état isp& contre, il peut atteindre jusqu’a
20 a 25 m de hauteur. Le chéne-liege est fortermardciné, son pivot, sur sol
suffisamment perméable, atteint plusieurs meétres poagfondeur. Il peut vivre
longtemps ; sa longévité moyenne est de 130 ais0 a

Cette essence pousse a une altitude tres variddnie de 0 a 1200 m et méme
2200 m (Atlas marocain).

Les feuilles de forme assez ovale sont dentéekesurords ; elles sont vertes,
luisantes sur la face supérieure, alors que la faférieure est blanchatre et

tomenteuse. Elles portent 5 & 7 paires de nenat@sles peu saillantes.



Les fleurs jaunatres s’épanouissent vers Avril-Mées fleurs males, en
chatons, et femelles, minuscules, sont séparéds sdme pied.

Le gland, fruit du chéne liege, est trapu et arr@udsommet, sa longueur est
comprise entre 2,5 et 3 cm. Les glands sont enpgébpur la moitié de leur longueur
par les cupules et sont réunis par deux sur desnpates courts et renflés. Les
premiers glands apparaissent vers I'age de 15falmsutomne, les glands tombent sur
le sol et au printemps suivant les premiéres chalactivent le gland encore humide
des derniéres pluies d’hiver et la germination cemce.

Pour sa répartition géographique, c'est une espdgpiquement
meéditerranéenne dont l'aire est limitée au bassaidental de la méditerranée, Maroc,
Algérie, Tunisie, Italie, France, Espagne et autésdAtlantiques du Maroc et du
Portugal.

Le chéne-liege forme la forét climax sur sol nolt&iae dans les régions ayant
une tranche pluviométrigue minimale de 600 m. Sohitla et per humide, quelques
ilots se trouvent dans le climat semi-aride en Signalors qu’au Maroc le chéne-liege
y est régulierement représenté y compris dangjgesami-aride a cause de l'influence

atlantique.

3- La subéraie marocaine

Le chéne-liege constitue pour le Maroc une essdooestiere des plus
intéressantes. Son domaine se compose d'lotstitne®t comprend trois groupes
principaux : i) la région cétiere avec comme fon@bortante la Maamora; ii) la région
de moyenne altitude et iii) la région montagneuse.

Le chéne-liege est tres apprécié par la populgbionr la diversité de ses
produits. En effet, en plus du liege et du bois sebéraies produisent et disposent
d’un feuillage abondant, tres apprécié par le bé@iamment en période de disette.
Son sous bois a base d’arbustes constitue un refilgégié pour la faune sauvage.

Pour la production fourragére, le sous bois de€rmsids est reconnu par sa
richesse en plantes pastorales (graminées et laguses). Cette production est
enrichie par les glands, consommeés par le bétéal ®iune cynégétique, ainsi que par
les préléevements des branches effectués directepmntes éleveurs pendant les

périodes de sécheresse et de disette.



En plus, les subéraies produisent des champignergudlité, notamment les
truffes, des glands doux pour la consommation honengurtout en Maamora, des
lichens, du miel, des plantes aromatiques et maalies et attirent par leur richesse
cynégétique un nombre important de chasseurs despgtos gibier.

La diversité et la beauté des paysages forestiegeréral et des subéraies en
particulier, la richesse et la qualité du patrineogqulturel et la douceur du climat sont
autant de facteurs qui contribuent au développend&me activité économique
touristique en croissance permanente.

La forét de la Maémora, est située a proximité oestgrandes villes
(Rabat/Salé, Kénitra et Khémisset), signifiana 4ructifere » et I'origine de ce nom
proviendrait de la qualité exceptionnelle des gtaddux de ses chénes, se développe
depuis la frange atlantique jusqu’a 80 km a I'&dle repose sur des terrains primitifs
constitués de substrats marneux du Miocene et gréde Pliocéne, recouverts de
sables sur argiles. Ce type de sol acide est éddgtif de Quercus suberexigeant
toujours des terrains pauvres en calcaire actif.

Par ailleurs, la strate arbustive des subéraiesndetagne en particulier,
constitue I'une des principales sources de boisat@gie destiné a la consommation
domestique et au fonctionnement des briqueteriee®tfours a chaux. La souche de
bruyére, assez abondante en zones de montagnet aexgloitée, il n'y a pas

longtemps, pour la production des ébauches de.pipes

Dans la forét de la Maédmora, on constate un dépeloent continu et non
organisé de la fréquentation touristique qui attem niveau de 30.000 visiteurs par
semaine avec plus de 3.000 véhicules. Cette actidtiue de nuire a la forét si les
mesures ne sont pas prises a temps pour I'orgaeider développer d’'une maniére

durable.

La Maamora qui releve de I'étage thermoméditerranée caractérise par la
seule association ddelino linifoliae-Quercetum suberigui, sous l'effet des
nombreux facteurs de dégradation, a céde la pldes formations préforestiéres et de
matorrals a base d’especes arbustives. Cette @rohdigressive s’est traduite par une
réduction de la densité du chéne liege, ce quinaéldieu a I'apparition de matorrals a
Cistus salviifoliusHalimium halimifolium etc. parsemés de quelques arbres de chéne
liege et a l'apparition, dans le cas général detmession, de formations denses de

chéne liege sans strates arbustive et herbacéesigrifie que ces formations sont



dans une situation non favorable a leur productieny renouvellement et leur
pérennité.

Donc, I'état actuel de cet écosysteme forestiemme celui de la plupart des
foréts du globe, est le produit d’'interactions ens activités humaines (pratiques
agro-sylvo-pastorales et aménagements récents)lyfamique naturelle de la
végétation (expansion, dégradation, adaptation,lie®se ...) et [linfluence
momentanée des perturbations naturelles (vents, $égheresse,...).

[I- Les mycorhizes



Le terme mycorhize vient de l'associatide deux mots grec, mykes =
champignon et rhiza = racine. Les mycorhizes s@% associations symbiotiques
contractées par les racines des végétaux aveensecteampignons du sol. [l y a prés
de 400 millions d'années, l'invasion de la terrengepar les végétaux a été un succes
grace a l'association symbiotique entre lestpka terrestres et des champignons
(Kendrick, 1992). Habitués aux milieux aquatiques, végétaux primitifs baignaient
constamment dans un bouillon nutritif et n'ambiequ'a absorber les éléments
minéraux par diffusion. Lors de l'apparitiomsccontinents, les systemes racinaires
des plantes n'étaient pas assez efficaces pourleondur besoin en eau et en
éléments minéraux dans le cas d'une éventuell@isakion de la terre ferme.

Il'y a prés de 2000 ans, Théophraste avait déjangné la curieuse disposition
de certaines especes de champignons au voisinageaees d'essences forestieres.
Ce n'est cependant qu'en 1885 que Frank (Boull®6) décrit le complexe de la
mycorhization, qu'il crée le mot «mycorhizien »qetil explique les relations entre les
deux organismes associés, et sans oublier less de Pfeffer (Boullard, 1968) qui
supposa le premier, en 1877, que les champignssscigés aux racines de divers
arbres devaient servir de convoyeurs de substdinées de I'humus au bénéfice de la
plante héte. La connaissance des champignongorhigens est donc relativement
récente. De grandes découvertes ont été fawpgndant de tres nombreux points
restent a éclaircir au sujet de cette importantso@ation. Ces symbioses
mycorhiziennes sont omniprésentes dans notre emeéroent naturel, mais
insuffisamment utilisées en agriculture moderne.

Les mycorhizes favorisent I'absorption par lesnagides éléments minéraux,
grace aux hyphes extramatriciels, de la rhizospkérdu sol et améliorent ainsi la
nutrition de la plupart des espéces végétales.ekmn, le végétal fournit le carbone
nécessaire, sous forme de sucres issus de la phtiteése, a son partenaire fongique
hétérotrophe. Les structures générées par l'associmycorhizienne peuvent étre
classées sur la base de criteres écologiques, ologiues et physiologiques. Il
existe difféerents types de mycorhizes, mais ceaitgporte plus particulierement

sur:les Ectomycorhizes.



1- Les champignons ectomycorhiziens

Les mycorhizes ectotrophesu ectomycorhizes, bien qu’elles ne concernent
que 3 a 5% des espéces végétales terrestres,idipngance forestiére considérable,
mais un nombre d’especes relativement variés. Bi¢sine spécificité plus ou moins
étroite d’hbte végétal et de sol. Elles présentemntintérét pour la production de
champignons comestibles et un intérét forestierdi¥ieme des macromyceétes serait
des champignons mycorhiziens (Senn-Irlet et al.0720 Plusieurs especes
ectomycorhiziennes peuvent coexister autour demescd’'un méme arbre voire
autour d’'une méme racine (Durrieu, 1993). En rekancbeaucoup d’especes
fongiques (comme les espéces du g&uilug sont spécifiqgues a une essence. Les
mycorhizes sont trés sensibles aux pluies acidesust pratiques sylvicoles :
traitements chimiques, tassement du sol, mécamisagngrais minéraux... qui
provoquent leur disparition (Courtecuisse, 2000). Elles sont directement
reconnaissables en observant sous la loupe binecutes systémes racinaires

mycorhizés.

Figure 2 : mycorhize avec détail de la relation mycélium-catle



La symbiose ectomycorhizienne entre racines desétagg ligneux et
champignons concerne la plupart des essences iéoesstdes zones tempérées
(bouleaux, chénes, hétres, peupliers, pins, sapinst..de nombreuses especes
fongiques, Ascomycetes et Basidiomycetes, dontaices bien connues (amanites,
bolets, truffes...). Cette association conduit a&dsnges bidirectionnels d’éléments
nutritifs entre les partenaires et améliore laitiatr hydrominérale et la résistance au
stress des arbres. Il est aujourd’hui admis queptiliade a la symbiose
ectomycorhizienne est apparue plusieurs fois inodg@ment au cours de I'évolution

au sein du groupe des champignons.

Molina et al (1992) estiment qu’il existerait entre 5000 eD®@&speces de
champignons capables de former des ectomycoriNkgré cette grande diversité, la
structure d’'une ectomycorhize est généralementervés.Les ectomycorhizes sont
des associations ou le mycélium progresse entreelades du cortex racinaire pour
former le réseau intercellulaire de Hartig. Le niyogé progresse entre les cellules
corticales mais ne pénétre pas dans les cellulgantds. L'ectomycorhize se
concrétise chez la plupart des végétaux ligneudgérmation de tissus spécialisés
(manchon fongique pseudoparenchymateux, réseaucefitdaire de Hartig). Au
niveau anatomique, I'ectomycorhize est constittigaré 3):

des hyphes extramatriciels, établissent le lierreemhanteau et la rhizosphére, se
propageant dans le milieu extérieur et assumantrGe essentiel d'exploration et

d'absorption,

des hyphes étroitement agglomérées et formant endpparenchyme et constituant le

manchon mycélien ou manteau gainant la racine,

des hyphes du réseau de Hartig qui s'insinuené déedr cellules du cortex racinaire sans
jamais pénétrer dans les cellules de I'h6te ; a'éstir niveau que sont supposés s'effectuer

les échanges d'éléments nutritifs (sucres, acitgss, €léments minéraux).
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Figure 3: lllustration schématique d’une ectomycorhize en éciatée

Dans le détail, il existe une grande variabilitdalstructure du manteau et du
réseau de Hartig. Le manteau et les hyphes extriaials varient par leur couleur et

leur texture.

2- Role et fonctionnement général de I'ectomycorhize

Des 1885, Frank et les premiers mycorhizologuesnasnt déja que les
champignons ectomycorhiziens favorisaient la natritazotée et phosphatée des
arbres associés et dépendaient des sucres préle2ses derniers pour assurer leur

croissance végétative et accomplir leur cycle sexfbez les ectomycorhizes, les



relations nutritionnelles entre les symbiotes sbasées sur deux caractéristiques

essentielles.

Premierement, I'hyphe progressant dans le solriladsée plus souvent de
facon active, les ions minéraux qui sont alors dpantés par le mycélium ou les
rhizomorphes vers la racine-h6te. L'absorption éésents minéraux peu mobiles
dans le sol (phosphate, potassium...) ou adsorlgésles particules du sol
(ammonium...) est particulierement dépendante deméeanisme. En effet, ces ions
sont rapidement absorbés par la racine en croisstritse forme dans la rhizosphére
de celles-ci une zone de déplétion conduisant &aesices minérales. L'absorption
de la racine est alors fonction de l'approvisioneeimen éléments minéraux de la
région péri-racinaire par diffusion des ions dansdl plutét que des besoins réels des
tissus racinaires. Les vitesses de transport ddsboiées le long du mycélium
ectomycorhizien sont plus élevées que les tauxiflessidn des ions dans le sol et de

ce fait les hyphes restaurent un approvisionnemeambal du systéme racinaire.

La fourniture, par la plante-héte, de composésararb au champignon associé
constitue la seconde caractéristique des relathtistionnelles entre champignons
ectomycorhiziens et racine. Harley et Smith (19&3%) souligné que ces échanges de
nutriments ne s'effectuaient qu'entre les cellvigantes et en contact étroit. Cette
condition n'est remplie que pendant une périodetdendu développement de la
symbiose et dans une région racinaire restreitdezone d'infection mycorhizienne.
Avant ce stade de développement le contact endr@detenaires est réduit et apres

celui-ci les cellules de la racine et/ou du champigsont en phase de sénescence.

Le succes d'une association symbiotique, qu'ild&fini en termes d'évolution
ou de physiologie, nécessite un degré élevé deduwmtion intercellulaire et de
corégulation métabolique aboutissant a la miselareple caractéristiques spécifiques
de la symbiose a différents niveaux de I'orgarosasiymbiotique. Cette coordination
entre les partenaires est indispensable si uneiatsa a long terme doit s'établir. Ces
quarante derniéres années, nos connaissances gwslalogie et le fonctionnement
de la symbiose ectomycorhizienne se sont consiiéngimt accrues (Harley & Smith,
1983 ; Smith & Read, 1996). Ces travaux ont pemi£omprendre les mécanismes
d'absorption, d'accumulation et de transport disphate, de I'azote et des sucres dans

les ectomycorhizes. Les approches génétiques €cnlalres ont permis de démontrer



que le développement et le fonctionnement des gaorhizes étaient sous le contréle

métabolique et génétique des deux partenairesofiedte s’exerce sur :

les processus de reconnaissance plante-héte-chaonpig

la pénétration et I'infection des tissus racingires

la morphologie de la racine (prolifération des masi latérales, allongement radiale des
cellules rhizodermiques) et des tissus fongiqueam@tion du manteau et du réseau de
Hartig),

la réorganisation du métabolisme des symbiotes,

la régulation du fonctionnement de I'ectomycorhétd’intégration de ce nouvel organe
dans la biologie de la plante entiére.

La plupart des recherches appliquées effectuéesjauc renforce l'idée que
I'application rationnelle des mycorhizes, en vuamgliorer la production forestiere
passe par lintroduction d'un matériel végétal dgmuement et/ou génétiquement
modifié. Il existe un réservoir inexploré de souhf®ngiqgues mycorhiziennes,

souvent mal connues sur le plan taxonomique.

a- Nutrition minérale

Les champignons mycorhiziens sont tous hétérotoploeir le carbone et la
plupart le sont pour les vitamines telles que lanttine et la biotine. Pour la grande
majorité de ces champignons, la source essentieltarbone est fournie par la plante-
héte sous forme de saccharose, glucose et fruct@ss certaines especes utilisent des
protéines et des complexes polymeérisés, comme llalas®, la lignine. Quand le
champignon n'est pas associé a la plante-hoteasaciteé a dégrader les composés
macromoléculaires, comme la lignine, est limitéle.sémblerait toutefois que la
capacité de celui-ci a assimiler les protéinesdaFjement sous-estimée. Les plantes
sont limitées dans leur croissance par leur indepacptimiser le prélevement par les
racines des éléments minéraux du sol, comme le ppbos et l'azote. Les
ectomycorhizes stimulent généralement la croissehedéveloppement de la plante-
héte, en particulier dans les sols forestiers alidponibilité en éléments minéraux est
faible (1-10 uM). Cette stimulation de la croissarge traduit, en particulier, par

'augmentation des teneurs en phosphore et en destarbres mycorhizés. Or, il est



connu que dans les sols forestiers, l'azote ehtsghore sont les deux principaux

facteurs limitant la croissance des arbres.

La surface d'absorption par les racines de touléesents est tres fortement
augmentée par la présence du mycélium tout autsiratines. Les hyphes mycéliens
peuvent s'étendre assez loin du systeme raciri2é®.expériences réalisées avec du
phosphore radioactifP, ont démontré que les hyphes mycéliens absorlgent
phosphore a plus de 7 cm de la racine, dans ldesaendomycorhizes, et a 10 cm, ou

plus, dans le cas des ectomycorhizes.

Cependant, si la symbiose mycorhizienne est carsété par un flux
d'éléments minéraux dans le sens champignon-atime,faut pas oublier qu'elle est
définie également par un flux de photosynthétatssda sens arbre-champignon. Les
champignons ectomycorhiziens jouent également lenim@portant dans I'absorption,
le transfert ou I'immobilisation d'autres élémaniaéraux du sol, comme le cuivre, le
fer, le zinc et le potassium. Des métaux lourdgfomaprésents en exces dans certains
sols acides (aluminium, cadmium, zinc), sont ab&s®rdt accumulés par les cordons
mycéliens qui les piégent. Cette faculté fait de @deampignons de bon détoxificateurs

des sols.

b- Alimentation en eau

Les études morphologiques ont montré que les smegtmycéliennes sont
bien adaptées aux mouvements de l'eau entre lespaieons et les plantes. Les
rhizomorphes ont, en particulier, des grands élésneonducteurs possédant peu de
cloisons transversales et pratiquement dépourvus/iplasme. Ce systéeme est bien
adapté au transport des solutés sur de longuendéstt assure les inter-connections
entre différentes plantes. L'infection mycorhiziermeut augmenter l'adaptation des
plantes aux conditions de sécheresse. L'effet lmpméfde la mycorhization dans
I'alimentation hydrique de la plante-héte est enigdié au vaste réseau d’hyphes qui
prospectent le sol augmentant ainsi la surfaceotact entre le sol et le systéme
racinaire. Mais il existe également des mécanisnmaigects comme le contrdle de la

régulation stomatique et I'ajustement osmotiquiagdante par le champignon.

c- Production d'hormones



L'association mycorhizienne joue un role dans latt®se de composés
complexes, comme les vitamines et les phytohormor@srtaines molécules
synthétisées par la plante stimulent le développérde champignon (formation du
carpophore, maturation des organes de reproductiom) effet rhizogéne du
champignon a été mis en évidence par Slankis et Gast di a son aptitude a
produire des composés hormonaux et notamment add'andole-3-acétique (AIA).
Les auxines produites par le champignon interviehnerobablement dans
I'établissement de l'association symbiotique emudint la formation de racines
courtes réceptives a linfection. De plus, les phgtmones produites par le
champignon sont exportées vers la plante-hétefettaht la croissance du systeme

racinaire, du tronc, des tiges et des feuilles.

d- Protection phytosanitaire

La modification de I'environnement rhizosphérique f& symbiote fongique
influence le développement des autres micro-orgass incluant les pathogénes.
L'association mycorhizienne peut également jouerdleindirect sur la croissance de
la plante-hote en affectant la microflore des ssils, les autres micro-organismes du
sol et surtout sur les micro-organismes pathogéddassociation symbiotique est un
moyen de lutte biologique contre les organismebqugines telluriques. Les exsudats
racinaires sont modifiés par la présence du champigjui les utilise pour ses propres
besoins nutritionnels, réduisant d'autant la ter@ursubstrats carbonés simples du
milieu rhizosphérique. Par ailleurs, le manteawique peut jouer le réle d'obstacle
meécanique difficile a franchir pour certains mian@anismes. De plus le champignon
synthétise des inhibiteurs du développement deaiosrtmicro-organismes du sol
(Rhizoctonia praticolaPhytophora cinnamohiet contribue a l'augmentation de la
résistance des plantes par divers mécanismes. Enfgurtout, de tres nombreux
champignons ectomycorhiziens sont capables de jpeodes substances antibiotiques

(chloromycorrhizin A, mycorrhizin A) qui peuventqgiéger la plante-hote.
[lI- Diversité génétique de champignons ectomycorhiziens
Le polymorphisme est une caractéristique souventi€ien biologie. Que ce soit pour

différencier des populations d’organismes, déteemies pathovars, cibler des populations

naturelles pour en apprécier les relations et descdistances génétiques ou déterminer



I'écotype. Les critéres utilisés peuvent étre agmnoigues, biochimiques, phénotypiques, ou
moléculaires.

Les champignons ectomycorhiziens peuvent ssepter sous trois entités
distinctes : d’abord sous sa forme la plus conraecarpophore (aussi appelé
fructification) (i); sous forme d'un organe mextnéoformé plante-champignon, la
mycorhize (ii); puis sous forme de mycélium)({iFigure 4). Ces trois entités ont
été utilisées dans le temps pour l'étude des coramtés et des populations

ectomycorhiziennes.
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1- Approche classique de I'étude de la communauté dekampignons
ECM

Cette approche consiste a recueillir tous les qdrpes présents en surface.
Plusieurs auteurs (ex. Mehus, 1986 ; Brandbrudy I98alamees et Silvers, 1988 ;
Arnolds, 1991 ; Brunnest al, 1992 ; Egli et Ayer, 1997 ; Gardes et Bruns,GE)%nt
utilisé cette technique aisée, peu destructivei@grtification relativement facile.

Cependant, une premiére contrainte s'impose puiptusgeurs champignons
ectomycorhiziens, de type Asco- ou Basidio-mycemsduisent des carpophores
hypogés tel que les truffes et IBhizopogorsp. Leur prise en compte est toutefois
possible (Fogel, 1981), quoique plus laborieuspliet dommageable pour le sol. De
plus, la fructification est un processus complexe @st dépendant de plusieurs
facteurs et dont le déterminisme varie selon lpgass (Voget al, 1992 ; Gardes et
Bruns, 1996a ; Dahlbergt al, 1997 ; Gehringt al, 1998 ; Jonssoet al, 1999). Les
variations climatiques (sécheresse) peuvent dimitaudructification (Wasterlund et
Ingelog, 1981). L’age du peuplement (Jansen et e N988) et les traitements
sylvicoles comme la fertilisation (Garbaye et Lecdia, 1982 ; Petest al, 2001) ou
I'éclaircie (Egli et Ayer, 1997) affectent égalenénfructification.

De nombreuses études comparatives ont démontré legiecarpophores

reflétent mal les populations souterraines (Heneioal, 1994 ; Mehmanet al, 1995

; Gardes et Bruns, 1996a ; Karen, 1997 ; Priestchl, 1997). lls ont découvert que
plusieurs especes fructifient abondamment, maisdat peu de mycorhizes (Gardes
et Bruns, 1996a) alors que d’autres semblent frectque trés peu ou pas du tout,
comme leCenococcum geophilugui malgré cela, est un champignon cosmopolite et
tres présent sous forme de mycorhizes (DanielsoRretien, 1989). En bref, la
présence de carpophores doit étre associee autpmaient a la présence de
mycélium, mais I'absence de carpophores ne sigpdgenécessairement 'absence de

mycélium.

2- Approche actuelle de I'étude de la communauté deshampignons
ECM

a- Diversité phénotypique



La plupart des champignons supérieurs possedechapeau a lames et un
pied (stipe). Certaines especes plus évoluées, eofamanite, portent un anneau et
une volve.

Afin de classer les différentes especes de charmpgyn les spécialistes se

basent sur les caractéristiques des carpophotetifiration) (Figure 5).

La forme du chapeau: bien que souvent ronde, el §re plus ou moins sphérique,
en cloche, plate, mamelonnée ou en entonnoir etree@tement peut étre lisse,
soyeux, ridé, pelucheux, etc.

L'hyménium peut étre: lisse, plissé, lamellé, digns ou poré.

l'insertion de 'hyménium sur le pied peut étrecd@ent, adné, libre, ...

Le stipe (ou pied) peut étre lisse, fibrilleux, @@ sans anneau, cortiné, avec ou sans
volve, cylindrique, ventru, bulbeux ou pointu, pleu creux, etc.

La couleur de la chair peut étre blanche ou coloséecolorant au toucher ou a la

coupe.
L'odeur : chaque espece possede une odeur casaqtei

La couleur des spores.

Cuticule

Chair

CHAPEAU

HYMENIUM

&— Anneau

STIPE

Stipe (pied)

Bulbe

BASE

Mycélium

Figure 5 : schéma représentatif d’'un carpophore.



L’étude de la diversité phénotypique des ectomyizedrepose sur la
description des caractéres morphologiques (coudspect : dichotome, simple ou
ramifiée, turgescente, poilues... ; présence/absgaoeycélium au contact).

b- Diversité moléculaire des ectomycorhizes

La variabilité génétique doit étre quantifiée etrité par un nombre réduit de
parametres et ceci pour une meilleure exploitatiorsélection. Elle peut étre estimée
a partir de données phénotypiques ou moléculaikémpport de la génétique
Mendélienne classique a I'évaluation de la varigbiénétique est malheureusement
entravé par la lenteur de I'expression des génetypet par linfluence de
'environnement sur ces derniers. Les biotechnelgifournissent des outils
performants par I'étude directe du génotype a tsaVADN et permettent ainsi de
contourner ce handicap. lls permettent une étudigg de la biodiversité et
constituent des outils précieux pour I'applicattbane gestion forestiere durable.

Les analyses directes de la variation génétiqua\aaau de I'’ADN permettent
une estimation des variabilités dans les différentgeaux hiérarchiques de
I'organisation des populations naturelles. Danscoatexte, plusieurs techniques
moléculaires ont été développées. Leur utilisatioété efficace dans I'étude de la
variabilité génétique intra et inter-spécifique desnstituants de I'écosysteme
forestier. Au Maroc, ils pourront aider a la sél@ctde génotypes les mieux adaptés

aux conditions environnementales, devenues degplydus stressantes.

b-1- Les marqueurs moléculaires

Un marqueur moléculaire est un caractére mendéigierement déterminé
par la nature des génes présents a un locus.gbbghorphe du fait que chaque locus
est caractérisé par de nombreux alléles a deseinégs élevées et co-dominants car
chacun des génotypes possibles se traduit par odealité propre du caractére. Les
caractéeres qui peuvent étre utilisés comme margusoint fournis par différentes
sources de polymorphisme dont on peut citer :

> La
PCR ou « Réaction de Polymérisation en Chainee(more ACP : Amplification en Chaine
par Polymérase), est une méthode de biologie miaiéewd’amplification génétique cible In



vitro, qui permet de copier en grand nombre, umpieéce d’ADN ou ARN connue, a partir
d’'un échantillon complexe et peu abondant. Sorcip@ et les conditions expérimentales qui
ont découlent sont tres simples. Il est basé ser népétition de cycle de transition de
température. Chaque réaction met en ceuvre deuxcamaligo-nucléotidiques dont les
extrémités 3-prime pointent I'une vers l'autre. laasorces définissent alors, en la bornant, la
séquence a amplifier. Le programme de la PCR camdpreis phases majeures :

v Dénaturation initiale : cette étape permet de déstigr les ADN double brin, de
casser les structures secondaires, d’homogénéesemilieu réactionnel par
agitation thermique, d’activer les polymérases eetdénaturer d’autres enzymes
qui pourraient étre dans la solution.

v' Amplification : cette étapes se répete un certaimbre de fois et comprend trois
étapes :

* La premiére étape correspond a la phase de dénatur&lle permet de
déshybrider les ADN, de décrocher les polyméraseseayaient encore liées a
une matrice et d’homogénéiser le milieu réactionnel

» La deuxiéme étape correspond a la phase d’hylsidaty d’appariement des
amorces. Cette étape permet aux amorces sensi-seastde s’hybrider aux
ADN matrices grace a une température qui leur lestntodynamiguement
favorables.

» La troisieme étape correspond a la phase d’élangatiette étape permet aux
polymérases de synthétiser le brin complémentarkear ADN matrice a une
température qui leur est optimale. Ce brin estidaiéra partir des dNTPs libres
présents dans le milieu réactionnel.

v Polymérisation finale : correspond a I'hybridatiGmariage) des doubles brins
d’ADN.

> La
RAPD (ou Amplification Aléatoire d’ADN Polymorphegst une application directe de la
PCR. Son principe est celui de la PCR, basé stilidation d’une seule amorce synthétique

de 10 nucléotides (Williams et al., 1990) mais danselle les segmentsADN amplifiésne

sont pas choisis par I'expérimentateur, c’est-a-dmplifiés « au hazard ».

> La
RFLP ou « Polymorphisme de la Longueur des FragsrndmiRestriction » constitue un outil puissant
pour la détection de la variabilité génétique deeent mesurée au niveau de ’ADN. Cette technique

se base, au niveau moléculaire, sur les mutationstpelles qui modifient le site de reconnaissance



de I'endonucléase de restriction. Un site de md#dr peut étre perdu ou gagné suite a ces mugtion
ou a une modification chromosomique conduisanteingertion, délétion, translocation ou inversion.
Toutes ces situations donnent des différencesreguéur des fragments de restriction détectables par
les hybridations de type « Southern ADN/ADN » (Benann et Soller 1986). Son principe est trés
simple, il consiste a la digestion enzymation qee gies enzymes de restriction des produits de la
PCR.

> La
AFLP ou « Polymorphisme d’Amplification de la Loregur des Fragments » (Vos et al., 1995). Elle
est basée sur une double digestion enzymatiquie teéehnique permet d’'évaluer tout le génome, elle
consiste en une double digestion enzymatique éngfg, selon la combinaison des amorces utilisées,
plusieurs fragments d’ADN. Ces fragments sont didglipar PCR en utilisant des amorces
spécifigues complémentaires a un brin des adapsateu

> Les
SSR ou « microsatellites » sont des simples ségsergpétitives chez les Eucaryotes (Brayan et al.,
1998). Ces microsatellites ont une séquence rigeétiontenant un motif de base inférieur a 6 pts. Le
microsatellites & deux nucléotides sont les plumdants et réparties dans tout le génome. L'analyse

des microsatellites est basée sur I'amplificatian PCR.

b-2- Applications des techniques moléculas a I'étude des champignons

ectomycorhiziens

La collecte des ectomycorhizes est plus destrucevebeaucoup plus
fastidieuse que la récolte des carpophores. Patrecoalle permet de visualiser
directement la composition des communautés (Vid895 ; Karen et Nylund, 1996 ;
Horton et Bruns, 2001). Le probléme majeur de qethode a longtemps résidé dans
l'identification des especes fongiques impliquéesansd les morphotypes
ectomycorhiziens. Malgré la publication d’ouvragesréférence (Agerer, 1987-2001 ;
Goodman etal., 1996-2000), beaucoup de morphotypes demeuremtidentifiés.
Grace principalement a I'établissement des méthdddsiologie moléculaire (Gardes
etal., 1991b ; Gardes et Bruns, 1996b ; Goodmaal.e1996-2000 ; Horton et Bruns,

2001), cette contrainte de la reconnaissance @e&ses a pu étre en partie résolue.

Ainsi, aprés un bref tri morphologique sous loup®bulaire, l'identification
moléculaire s’est avérée une méthode trés effidae@proche couramment utilisée
consiste a amplifier par PCR une région de 'TADNosomique (ADNTr) nucléaire
(Figure 6) a I'aide d’amorces nucléotidiques urdefles et spécifiques (White ek,



1990 ; Gardes et Bruns, 1993). Cette région estéép(Srivasta et Schlessinger,
1991) de 50 a 100 fois (Cassidyatkt 1984) et est donc déja «pré-amplifiée» au sein
du génome. L’ADNr nucléaire comprend des séqueocgdantes trés conservées (5S,
18S, 28S et 5.8S) utilisables en phylogénie modéul(Begerow etal., 1997),
séparés par des espaceurs transcrits (ITS, vasighlee espéce a l'autre mais tres
rarement au sein d'une méme espéce) (Brunal.etl991) et des espaceurs non
transcrits (IGS, peu conservés a I'échelle de 8esp Par la suite, une digestion est
pratiquée sur la région amplifiee a I'aide d’enddeases de restriction (PCR-RFLP).
Un patron ITS-RFLP, propre a chaque espéce, esitersbtenu par électrophorese

sur gel d'agarose.

Une étape supplémentaire de séquencage et de csgpade sequences avec
des banques de références électroniques est g&mérdlnécessaire afin de s’assurer
de la bonne identification des champignons. Unepkintomparaison avec des
banques de données RFLP, réalisées préalablemenesucarpophores clairement
identifiés peut également suffire (Agerer, 1987200Gardes et Bruns, 1996b ;
Dahlbergetal., 1997 ; Kareretal., 1997 ; Kernaghaetal., 1997 ; Sakakibaret al,
2002 ; Bakkali et al., 2008). L'utilisation de 'S a donc permis la constitution de
bases de données non négligeables (Bakkali €009). Gardes et al. (1991a et b) ont
montré qu’il est également possible d'utiliser latile sous-unité de I'ADNr
mitochondrial pour lidentification et la phylog@nd’espéces fongiques. Cette région
est polymorphe d'une espéce a l'autre, tout comAB®Nr nucléaire et ce, en

longueur et en séquence.

ITSIF
—
TSI ITS3
— —
188 f(DNA  ITSI 5 8S rDNA ITS2 28S fDNA
[— — ——
106 b
e L ITS2 ITS4 ITS4B LR2I

Figure 6 : Représentation schématique de la région de 'ANsomique ITS (Internal
Transcribed Spacer) chez les organismes eucaryotes.



Légende : Les fleches représentent les sites de fixation eféaines amorces les plus

utilisées en écologie moléculaire des champignons.
IV-  Les ectomycorhizes pour un développement durable

Les mycorhizes existent naturellement dans lesnpeis traditionnelles. |l
s’agit le plus souvent de champignons sans inp&rét le développement ultérieur des
plants. Par contre en forét, les mycorhizes soahdénts et nécessaires a une bonne
croissance des arbres, mais disparaissent tr&derapnt 1 a 2 ans aprés une coupe
rase. Les mycorhizes sont également absentes éaratiennes terres agricoles et
dans les sites perturbés (routes, autoroutes, moagseres, friches industrielles).
Dans ces conditions les plants traditionnels peuxemcontrer d’énormes problémes
de reprise et de croissance, en revanche les ptayterhizés avec des souches
sélectionnées (Mycorhization contrélée) exprimenstleurs avantages, en ameéliorant
leurs performances en plantatioGette pratique est actuellement adaptée pour le
développement et une meilleure pratique sylvicGlette technique consiste a établir
la symbiose, en pépiniére, entre un jeune semis ehampignon mycorhizien d’'une
souche particuliere. Cette souche aura été préatelt sélectionnée, par I'outil
moléculaire, pour ses caractéristiques intrinsediges a sa capacité de coloniser
efficacement les racines fines des semis et sacit@pm améliorer la croissandes
plants, notamment en augmentant le potentiel dipism du systeme racinaire.
Apres transfert de ces plants en forét, les soudbegiques inoculées peuvent
survivre et assurer ainsi une meilleure repriseioe meilleure croissance des arbres
(Le Tacon efal., 1997).Donc, un cortége mycorhizien optimal agirait comuame«
engrais » sans ses inconvénients, et gratuitenemtse passant de pesticides,

fongicides et amendements.



Deuxieme partie

MATERIELS ET METHODES



Choix des sites

Notre étude a été focalisée sur I'une des subétageplus importantes au
Maroc et du monde, il s’agit de la forét de la Ma&an Deux sites expérimentaux ont
été définis avec des différents niveaux d’anthiatos :

> Site | (N 34° 12’ 34", W 6° 35’ 57”) : un site aessible nomlbturé, exposé
au paturage et a toutes les contraintes anthrapique
> Site I (N34° 1" 39", W 6° 32’ 49”) : un site éituré, protégé contre les

intrusions du gibier, des promeneurs....

Pour réaliser ce travail, des tournées de prospeotit été effectuée dans les 2
sites a des périodes différentes. Les premierandes ont été effectuées en période
d’été par I'équipe chargée du projet en CRF, daithénéficié de leur résultats, et
une autre tournée, a laquelle j'ai participé, yarsn du mois de Janvier.

Au niveau de chaque site, une aire d’essai a didieléde longueur de 30 m et
de largeur de 7,5 m, dans laquelle 10 échantilldasol-racine de chéne-liege, distant
'une de l'autre de 7,5 m, ont été prélevés (FigayePour ceci, on élimine de la
couche organique superficielle et on préléve dmtde organo-minérale sous-jacente
jusqu’a une profondeur de 10 cm. Les échantillmiectés sont rapidement amenés

au laboratoire et conservés a +4°C.
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Figure 7 : Schéma explicatif de l'aire d’essai.

[I-  Diversité phénotypique des champignons mycorhiziens

La mise en évidence de I'existence des ectomyoeshpeut étre effectuée a
I'ceil nu sans aucun grossissement (Marx et Bry&75) tandis que la description
deétaillée est faite a la suite d’observation soasldupe binoculaire et sous le

microscope (Agerer, 1987-1991).

Au laboratoire, le sol-racines est versé dans ymeusette de 1000 ml,
contenant 300 ml d’eau, puis le volume final esénépres, le tout est verseé sur deux
tamis superposés, dont le diametre de maille dfirelnt, et on préleve cing sous
échantillons dont le poids doit étre compris erite et 100 g. Puis chaque sous
échantillon est récupéré sur deux tamis de diamdifférent et les racines sont
soigneusement lavées a l'aide d’un filet d’eau @hinret pour ne pas endommager les
racines courtes, éliminer le sol, et pour les d@lsaer de toutes les particules de sable,
de la matiere organique et les débris et permaitr@ une meilleure observation sous

la loupe binoculaire.

Apreés ce lavage du matériel récupére, les ectorhizms sont triées dans I'eau
sous la loupe binoculaire et la diversité de chagplantillon est décrite sur des bases
des caractéristiques morphologiques (Agger 198BJ19%our chaque sous

échantillon, on compte le nombre de differentesyd’ectomycorhizes et le total des



apex mycorhizés et non mycorhizés. Les donnéegéedede chaque échantillon sont

notées.

Les différents ectomycorhizes sont séparées selituré générale, le mode de
ramification, la texture de la surface, la coulalr manteau, la présence des
rhizomorphes. Les ectomycorhizes trouvées sontitensiécrites, photographiées,
séchées et conservées dans des tubes eppend@df@ pour des identifications

moléculaires ultérieures.

Remarqgue : Pour I'étude de I'effet de saison sur la divergitenotypique, nous avons
exploité les résultats du comptage des ectomyoceshigalisé en période d'été au
centre CRF, par I'équipe du projet, pour les compaavec les résultats des
prélévements en printemps.

[lI-  Diversité moléculaire des champignons ectomycorhins

L’analyse moléculaire des ectomycorhizes consistedentifier chaque
morphotype trouvé en utilisant les technigues md&es modernes. Cette
caractérisation spécifique est réalisée en étutkapdlymorphisme de I'ITSliiternal
Transcribed Spacérde I’ADN ribosomique nucléaire par la techniquERRRFLP
(Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragmenigtle Polymorphisinet du
séquencage de I'ITS. Ceci permettra de complétepleservations phénotypiques et

de mieux mettre en valeur cette diversité des cignmops ectomycorhiziens.

3- Extraction d’ADN par le protocole du Kit Qiagen

Pour chaque morphotype, I'ADN total a été extraipartir d’'un apex racinaire

mycorhizé en utilisant le kit Qiagen (Dneasy Plimi Kit). Le protocole est décrit ci-apres :

Il consiste a broyer un seul apex, a I'aide deopisavec 400 pl du tampon AP
et quelques milligrammes de PVP (polyvinylpyrromjio Puis on ajoute 4ul de
’ARNase et nous incubons les échantillons pend@niin a 65°C en agitant 2 a 3
fois par inversement des tubes. La solution esitiaddée de 130 pl du tampon AP

Apres incubation 5 min dans la glace, on centriftigein a 13 000 rpm a température



ambiante et on récupere le surnageant dans des-cobmines de filtration

« QIASchredder Mini Column ». On centrifuge de neaty pendant 2 min a 13 000
rpm. Le surnageant est transféré dans de nouvebaes puis additionner de 1,5 (v) du
tampon AR. Le mélange est transféré dans des colonnes <«sPRnkni Spin
Column » (permettent la fixation d’ADN). Aprés cefuigation a 8000 rpm pendant 1
min nous éliminons le surnageant. Les colonnes sansférées dans de nouveaux
tubes de 2 ml et lavées par 500 pl du tampon AWsur@ageant est éliminé apres
centrifugation a 8 000 rpm pendant 1 min. Un demeiéavage est réalisé avec 500 pl
de AW puis centrifugation pendant 2 min a 13 00® it élimination du surnageant.
Une étape de séchage supplémentaire est réaliséemafugation 2 min a 13 000
rpom. La membrane est transférée dans des eppenidoif$ ml et additionnée de 20ul
du tampon AE (préchauffé a 65°C). Apres 5 min dilvattion a température ambiante,

nous centrifugeons a 8000 rpm durant 1 min. L’AD#at est conservé a + 4°C.

4- Amplification par PCR de I'I'TS d’ADN ribosomique

Les amorces ITE (amorce spécifigue des champignons (Gardes atsBru
1993)) (5’ CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A 3) et IT(5’ TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC 3’) ont été utilisées pour amplifigrar la PCR, I'espaceur interne
transcrit (ITS). Le kit utilisé pour I'amplificatioest leKit Bioline.

La réaction d’amplification est réalisée en ajoutanul de I'extrait d’ADN a

48 pl du mélange réactionnel contenant 25,9 ululelrapure, 5 pl du tampon
d’enzyme (10x), 1,5 pl du Mgel(50 mM), 5 pl des désoxyribonucléotides
triphosphates dNTPs (2 mM), 5ul des amorcesFT&uUM), 5ul des amorces IS
(5uM) et 0,6ul de la Taqg polymérase (5unités/ph).tBmoin négatif est réalisé pour
déceler la présence ou I'absence d’ADN contamidans le mélange réactionnel. Les
amplifications se sont déroulées dans un thermteay¢Applied Biosystems 2720)
selon le programme suivant : dénaturation init{@emin a 94°C), suivi de 35 cycles
comprenant trois phases : dénaturation (30 s 94fixgtion des amorces (30 s a
55°C), élongation (1 min a 72°C), puis une étapealymérisation finale (7min a
72°C). Les échantillons sont maintenus a +4°C.dst des produits de la réaction se
fait par I'électrophorese sur gel d’agarose de 2%.



5- Purification d’ADN a partir du gel par le kit Qiage n

A partir d’'un gel d’électrophorése de tous le PG@R,bandes d’ADN-agarose
sont excisées sous la table UV, puis mises dantuldes d’eppendorf. Aprés la pesée
des bandes, on y ajoute 3 volumes du tampon QG Jwalume de gel (soit 100 mg
de gel équivalent a 100 ul de gel). Les tubes smoibés, par la suite au bain-marie a
50°C pendant 10 minutes jusqu’a la dissolution detepdu gel et on vortexe toutes
les 2 a 3 minutes. Aprés, on ajoute 1 volume d®piopanol (100%) pour 1 volume
du gel et on mélange bien par un mouvement detwasres. On transfére le mélange
dans les colonnes « Qiaquick Spin Column » puisentrifuge 1minute a 13000 rpm
et on élimine le filtrat. Puis, on lave la colonpar 500 pl du tampon QG et on
centrifuge a nouveau 1 minute a 13000 rpm. On gaénké filtrat et on ajoute 750 pl
du tampon PE et on incube 5 min a température ant&i®n centrifuge 1 min a
13000 rpm et on élimine le surnageant puis on ifege a sec a nouveau. On
transfére les colonnes dans des tubes d’eppendornf @oute au centre de la colonne
25 ul de I'eau ultra pure stérile. Aprés incubattomin a température ambiante, on
centrifuge 1 min & 13000rpm et ’ADN récupéré asiserve a -20°C.

6- Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restrioh (RFLP)

Quatre enzymes ont été utilisés pour digérer georéITS. Un aliquot d8 pl d’amplifiat
d’ADN est digéré dans un volume final de 10 pl dimélange réactionnel contendhg pl d’'eau
ultra-pure, 1pl de tampon denzyme 10x, 0,1ul deAB@Omg/ul) et 0,5ul d’enzyme
(10unités/pl) Le mélangeest incubé une nuit a 37°C pour les enzyMep |, ECOR et Hinf |
et 2heures a 65°C pour I'enzym@d. Le test des produits de la digestion est réghme
électrophorése sur gel d’agarose de 3%, permedaséparation de fragments d’ADN de
petite taille. Un marqueur de poids moléculairekb(ladder Promega) est mis a migrer
parallelement aux produits de la digestion poumatire la détermination de la taille des

fragments digérés.

Tableau 1:liste des enzymes de restriction utilisées et dedie de coupure

Enzyme Site de coupure



Hinfl 5'...G"ANTC...3

EcoRlI 5...GMAATTC...3
Taq| 5..T"CGA...3
Mpsl| 5 ...C"CGG...Z

Avec N:AouCouTouGet ”: Site de coupure des enzymes

7- Electrophorese sur gel d’agarose

L’électrophorése sur gel d’agarose permet d’analigsprésence et la taille des acides
nucléiques contenus dans la préparation. Ceuxoi s&vélés sous UV par le bromure
d’éthidium (BET) (1pg/ml), un colorant dont la fluorescence augmedne sensiblement
guand il interagit avec I’ADN. Le déplacement dADN est proportionnel a la taille des
fragments. Les plus petits fragments migrent pysdement que les fragments de taille plus

grande.

a- Préparation du gel

Sa préparation se fait comme suit: selon le potage souhaité du gel, on pése
'agarose auquel on ajoute le TBE 1X pH=8 (TBE 10X89 M Tris-HCI, 0,89 M acide
Borique, 25mM EDTA), puis le mélange est porté allélon jusqu’a dissolution compléte
d’agarose et laissé refroidir jusqu’a ce qu'il qmissible de le saisir par la main nue (environ
60°C). Apres, le gel est coulé doucement dansdguya de migration, ou on a positionné le
peigne qui permettra de creuser les puits. L’épaisdu gel est déterminée par le volume du
dépbt souhaité. Une fois le gel est solidifié, éggpe est retiré et nous le mettons dans la cuve
de migration, remplie de TBE 1X, en positionnarg fiits du c6té de la cathode car la
migration se fait de la cathode vers I'anode vu tpse fragments d’ADN sont chargés

négativement.

b- Dépbt des échantillons

2l du tampon de charge (bleu de bromophénol 2%96epl 50% et TE qsp 50%)
sont mélangés avec 8 ul d’ADN dans le cas du ptdiDR et 10ul d’ADN du produit RFLP.
Dans le cas de la purification d’ADN a partir dd, @ul du tampon de charge sont mélangés

avec tous le produit PCR, soit 50 ul. Par la suiteis prélevons le mélange ; a l'aide d’'une



micropipette réglée sur le volume approprié ; @isle mettons dans le puits. Un puits sera
réservé au marqueur de poids moléculaire : 2kb [@0BCR et 1kb pour la RFLP. Avant de
lancer la migration, on vérifie que le TBE 1X coente gel, puis la cuve est fermée et les
cables sont branchés pour mettre la cuve souotend00V jusqu’a la pénétration de 'ADN
dans le gel, puis on baisse le voltage a 80V. Wielé tampon de charge arrive a proximité

du bord du gel, l'alimentation est coupée et laptacontenant le gel est récupérée.

c- Révélation des bandes d’ADN

Pour la révélation, le gel est mis dans un baibrdenure d’éthidium (BET) (1ug/ml)
pendant 12 a 20 min selon I'épaisseur du gel, puc® par de I'eau distillée, pour étre enfin
exposé aux UV. L’ADN migré apparait sous forme dades fluorescentes puis photographié

avec un systeme photoprint.

8- Analyse des données moléculaires PCR et PCR/RFLP

Pour la détermination de la taille des marqueutsrais (PCR ou PCR/RFLP),
Il existe une relation inverse entre la distanceg@arue par le fragment d’ADN et le
log décimale de son poids moléculaire. Pour les BER/RFLP des ectomycorhizes
associées au chéne-liege, les bandes polymorphesadee profil sont désignées par

leur présence (1) ou absence (0).

Les matrices ainsi établies pour les différents quanrs générés par les
différentes enzymes utiliséeBqoRI, Hinf I, Mps| et Taql) ont été regroupés par la
méthode UPGMA (méthode de la classification asaeteddiérarchique non pondéré)

et l'indice de similitude de Jaccard aboutissatd éonstruction d’un dendrogramme

phylogénique.

9- Quantification et qualification de I'’ADN purifié po ur le séquencage

Avant le séquencage des ITS, les concentratiofes pireté de '’ADN ont été
déterminées par le nanodrop au Laboratoire Intiemeat Mixte au sein de la Faculté
des Science de Rabat.

La quantification et la qualité de I'ADN sont esées par la mesure de la
densité optique a 260 nm, 280 nm et 230 nm. Laaooimiation par les ARNs et les



protéines est évaluée respectivement par les rappP@hed/DO230et DOpd/DO,go. Le
rapport DQgd/DOsgo renseigne sur la contamination d’ADN par les prasi Pour
une bonne qualité d’ADN ce rapport doit étre compmmtre 1,8 et 2. Par ailleurs, la
qualité et la quantité d’ADN peuvent étre estime@egaisant comigrer sur le méme gel
avec une gamme de solutions d’ADN de concentrattonsues. Cela permet aussi de

voir si ’ADN est dégradé ou pas (présence de ss)ear

10- Séq

uencage d’ADN

Le séquencage des espaceurs intergeniques tran$ts), souvent amplifiés
conjointement avec le 5,8S qui les sépare, a &éteé au sein du Centre National de
la Recherche Scientifique et Technique (CNRST) deaR dans la divisiodATRS :
Unités d'Appui Technique a la Recherche Scientdiqu

Les séquences obtenues sont ensuite comparéegquenses déposees dans
les banques de données internationales en utilisaprocédure BLAST du site
Internet NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.goy/ L'analyse phylogénétique a utilisé la

méthode du maximum de vraisemblance mise en ceawre lé programme PhyML

sur le site lttp://www.phylogeny.ff).

V- Analyse statistique
Nous avons évalué les données des difféerents gittmide des indices de
diversité (Richesse spécifique et I'indice de Stuamn
Pour évaluer limpact des différents facteurs (état site, saison de
prélevement), on a eu recours a l'analyse multiéearpar la méthode d’ordination
Capscale.

Toutes des analyses statistiques ont été réabiséade du logiciel R.
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Diversité phénotypique des champignons ectomycorhens

L’'analyse des différents échantillons a révélé 1lorphotypes
d’ectomycorhizes dont certains sont représentés ldarphotos de la Figure 8.

Les onze morphotypes sont décrits comme suit :
Morphotype 1: ectomycorhizes souvent ramifiées, de couleur magiaire et
possédant un mycélium de la méme couleur.
Morphotype 2 : ectomycorhizes simples, hirsutes de couleur nawvec des hyphes
raides noires radiantes. Ce type est forméjamococcum geophilum
Morphotype 3: ectomycorhizes souvent ramifiees, de couleur masambre et
possédant un mycélium de la méme couleur.
Morphotype 4 : ectomycorhizes de couleur claire « hyaline » amacmycélium
d’aspect cotonneux et possédant une ramificatioarpiglale.
Morphotype 5 : ectomycorhizes de couleur marron, simple ou r&esj possédant
un myceélium argenté et des cordons blancs alloegesnifie.
Morphotypes 6 : ectomycorhizes marron sombre, souvent ramifiéesrvues d’'une
longue chevelure rougeatre.
Morphotypes 7 : ectomycorhizes simple, de couleur claire avecefietrargenté.
Morphotype 8 : ectomycorhizes de couleur noire, simples, alloagetepossedent
une faible chevelure noire.
Morphotype 9 : ectomycorhizes jaune translucide, lisse, simplegpassedent une
ramification pyramidale.
Morphotype 10 : ectomycorhizes de couleur noire, allongées de fiation
irreguliere pyramidale et possedent un mycéliunommoeux.
Morphotypes 11: ectomycorhizes de couleur marron foncé avec elggemités

claires « blanchatre » et possédant un mycéliumctdda base des racines.



Photo 1 : MT 1

Photo 3 : MT 3 Photo 4 - MT 4



Photo 5 - MT 5

Figure 8a: Photos des différents morphotypes d’ectomycorhaesociées au chéne-
liege.

Photo 6 - MT 4 Photo 7:MT 6

Photo & - MT 2 et MT 8 sur la méme racine Photo 9 - MT 2 et MT 9 sur la méme racine



Photo 10 - MT 7 Photo 11 :MT 9

Figure 8b : Photos des différents morphotypes d’ectomycorhaassciées au chéne-

liege.

Lors des tournées de prospection, on a retrouvdrdetifications de certains
champignons, dont certains sont facilement idé#ifelon leur aspect phénotypique,
'exemple de Peziza badia Amanita gemmata, Scleroderma citrinum, Laccaria

laccata (figure 9).

Photo BAKKALI

Laccaria laccata Scleroderma citrinum
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Amarita gemmata Peziza badia

Lactarius cfstaphﬂus |
Figure 9 : Photos de

carpophores trouvées sous chéne-liege.

[I-  Diversité moléculaire des champignons ectomycorhizns

L’outil de la biologie moléculaire permet de contptées observations phénotypiques
et de mieux mettre en valeur cette diversité deamgignons ectomycorhiziens. Une
caractérisation moléculaire par PCR-RFLP et un esdgage de I’ADN ribosomique a été
adoptée pour les morphotypes détectés en périogardamps.

1- Amplification de I'lTS

Pour chaque morphotype, I'amplification de I''TSét réalisée sur I'ADN

M T MIT1MI3 MI4 MI5 MT6é6 MI7 MI2 MTE MT9 MT10

2000ph

1000pb

500pb




ribosomique extrait a partir d’'un seul apex. L'asal du profil électrophorétique du
produit d’amplification de I'ITS des différents npdrotypesa montré la présence
d’'une bande de poids moléculaire situé entre 50@@D pb pour tous les échantillons

analyseés (figure 10).

Figure 10: Electrophorese de I'I'TS des 10 morphotypes d’ectmrhizes de chéne-liege
(M : marqueur de poids moléculaire (2 kb); ®moin négatjf

Cependant, certains échantillons, présumés unreegphotype, ont montré
plus d’une bande d’ITS. Il s'agit de différentsividus d’ectomycorhizes. Ceci est d(
a la succession et la superposition de plusieyr&ces, les unes sur les autres, sur le

méme apex racinaire.

La comparaison du profil électrophorétique des IT®s différents
morphotypes, montre que certains échantillons jplesgda méme taille de I'l'TS alors
gue d'autres possédent des tailles différents @eS)’ Donc, la taille de I'I'TS ne
permet pas la discrimination de différents morppesytrouvés. C’est pour cette raison

gu'on a eu recours a l'analyse RFLP.

Pour remédier le probléme de plusieurs bandes d’Apiur le méme
morphotype et pour une meilleure discriminationlaeliversité des ectomycorhizes
du par le séquencage, une purification d’ADN aeasgentielle par une extraction a

partir du gel d’électrophorése du produit PCR.
2- Analyse des résultats RFLP

L’'analyse et la comparaison des profils de restmgtde chaque morphotype,

MT1 MT2 MT3 MT4 MT5 MT6 MT7 MT8 MT9 MT10 M

1000 pb
750 pb

500 pb




des quatre enzymes testédm(l, EcCOR, Mpsl et Tad) montre une différence claire

entre les différents ectomycorhizes (figure 11).

MT1 MT2 MT3 MT4 MT5 MT6 MT7 MTS MT9 MT10 M

«— 1000phb
750 pb

500 pb

«— 250/233pb

Figure 11a :Electrophorése de I'ITS des 10 morphotypes digéaé¢des enzymeScoR
(A) etHinfl (B). M : marqueur de poids moléculaire (1 kb)).
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MT1 MT2 MT3 MT4 MT> MT6 MT7 MT8& MT9 MT10 M

1000 pb
750 pb

500 pb
250/253 pb

Figure 11b : Electrophorese de I'I'TS des 10 morphotypes digga¢des enzymelglpd
(C) etTad (D). M : marqueur de poids moléculaire (1 kb)).



La taille des ITS et des fragments de restricties différents MT est présentée
dans le tableau 2.

Tableau 2 : Taille de I'ITS et de son produit de digestion @ésmpignons
étudiés, obtenue avec les enzymes de restriEtoi, Tad, Hinfl etMspl.

Morphotype Taille des bandes ITS (bp)

ITS EcoRI Tagl Hinfl Mpsl
860 930, 290, 190, 420, 790, 700
810, 60 305,

350 240
800 870,375 325, 235, 330, 660, 550
170, 290,
105, 240,
60 175,
155
860 930, 405 260,215 370, 945
305, 790,
175 700
860 375 260, 85, - 740, 485
60
800 810, 350 170, 105, 270, -
60 225,
85

800 810, 350 325, 235, 175, 135 660




60

925 930, 290, 235 350, 165 835, 740
430,
375
1420, 930, 925, 325, - 700,
925 570, 260, 580,
375, 215, 515,
305 60 455
925 930, 360, 325, 395 790, 660
530, 60
375,
305
860, 745 375, 235, 105, 290, 240 790,
325, 60 700,
285 380,
100

3- Distance génétique et arbre phylogénique
a- Distances génétiques

L’'analyse de I'I'TS de I’ADN ribosomique des ectoroyizes du chéne-liege
par la méthode RFLP, a permis une étude quanttafies distances génétiques
directement au niveau des séquences d'’ADN. Ce dfue d'avantage de lire
directement les divergences entre segments d’ADAl. réprésentation de telles
divergences moléculaires sous forme d’arbre estdxglicite dans la mesure ou elle
favorise une visualisation plus significative desteucturation des séquences d’ADN.
Les matrices de présence (1) — absence (0) dandrag (marqueurs) générés par des
combinaisons des enzymé&xoR, Tad et la taille de I'ITS, chez les différents

morphotypes trouvés, ont été établies (figure 12).
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Figure 12 : Dendrogramme (UPGMA) des relations génétiques éedrél S de I’ADNr
digéré paiEcoR et Tag des différentes morphotypes identifiés par lahnée
PCR/RFLP.

b- Relations génétiques entre les ITS de ’ADNr ampliés des différents
morphotypes

Les relations génétiques entre les séquences o 8té calculées a partir des
données des fragments de restriction visualisés lagedeux enzymdscoR et Taq.
Comme les distances génétiques ne peuvent passtingees a partir d’'un meélange
indéfini de différentes molécules d’'ITS (Nei, 1981s profils complexes ont été
assimilés a des profils simples en négligeant éegles additionnelles, en agissant de
méme avec les profils des deux enzymes.

Le dendrogramme basé sur le regroupement par lhoaetUPGMA est
montré dans la figure 15. A un niveau d’agrégatien0,25, les 10 morphotypes sont
répartis en un groupe majeur (A). Au-dela de ceanivd’agrégation, le groupe majeur
(A) se subdivise a un niveau d'agrégation de 0,A9%deux sous groupes majeurs
(groupes | et ). Le groupe | rassemble les motybes 5, 6, 1, 2, 10, 3 et 4, le groupe
Il rassemble les morphotypes 8, 9 et 7.

Le groupe | apparait plus hétérogene que le grougepeut étre divisé en
deux sous groupes : le groupe la, trés hétérogenayrend les morphotypes 5, 6, 1, 2

et 10, alors que le groupe Ib contient seulemenx deorphotypes 3 et 4. Remarquant



aussi qu'a 0 % d’agrégation, les dix morphotyped sonsidérés comme des especes

différentes.

Sur la base des caractéristiques morphologiqueectesnycorhizes, I'identification
de certaines espéces fongiques a été possible.plicappon récente du concept
phylogénétique de I'espece, qui décrit 'espéce rnenun groupe monophylétique au sein
duquel le taux d’homologie entre séquences esEglaeté favorisée par les progrés des
techniques d’analyses moléculaires, et tend a mmssivement employée en mycologie
(Mischler & Brandon 1987). Ainsi, le développemet¢s techniques moléculaires en
particulier I'analyse de la diversité de lI'opérabosomique par PCR/RFLP, permet une
caractérisation suffisante pour reconnaitre avetituwde une espéce fongique (Henriorak)
1992 ; Taylor et al., 2000). Bakkali &k, (2009a) ont rapporté une variabilité intersp§ai
au sein des champignons ectomycorhiziens récolgs bbs subéraies au Maroc. L’analyse
PCR/RFLP de I'ITS des 10 morphotypes, avec les mmcléases utilisées, a confirmé la
diversité des champignons ectomycorhiziens paetiification de 10 ITS-RFLP types.

Cependant, une étape supplémentaire de séquenead€ides différents MT et de
comparaison de séquences avec des banques decétsdectroniques a été nécessaire afin

de s’assurer de la bonne identification de ces pigmons.

4- Analyse statistique de la diversité

La figure 13 donne la diversité et I'abondance tieda des différents
morphotypes d’ectomycorhizes associées au chége-lidans les deux sites
expérimentaux pendant I'été et le printemps. Powaluer l'effet des différents
facteurs (état du site, saison de prélevement)lasuliversité spatio-temporelle des
ECM identifiés, on a eu recours a I'analyse mudtii®e par la méthode d’ordination

Capscale a I'aide du logiciel R (figure 14).
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Figure 13 : Représentation graphique de I'abondance relatigalidfgrents types
d’ectomycorhizes associées au chéne-liege damelessites en période d'été (A) et en

printemps (B).
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Figure 14 : Présentation de la diversité des ectomycorhizelysg®par le logiciel R

Les premiéres observations concernant la diverdé8 ectomycorhizes
identifiés sur les racines du chéne-liege, montrelig est plus élevée au cours du
printemps (R=10) qu’a la période d’été (R=6). Ldtspassage de I'été au printemps,
certains morphotypes apparaissent, cas des mop#®8y 4, 6 et 7, alors que d’'autres
disparaissent le cas du morphotype 11. Cela pouétae di a des exigences
spécifigues, a chaque morphotype, a savoir la teatyr@ et I'humidité. Les
morphotypes 3, 4, 6 et 7 exigent des conditiongedepérature et d’humidité plus
douces. Le morphotype 11, au contraire, s’adapeeixmaux conditions climatiques de
sécheresse. Cependant, certains morphotypes §1,&8¢t 9), s’adaptent aussi bien
aux conditions favorables de température et d’hiténigli’aux conditions stressantes,
mais avec des abondances relatives différentesndmphotype 2 qui s’apparente a



celui deCenococcum geophilynsemble étre proportionnellement mieux représenté
aussi bien en été qu’au printemps avec une aboadasative atteignant jusqu’a
0,73:0,23.

Par ailleurs, cette diversité varie aussi entrediesx sites expérimentaux, en
fonction de leur état (cl6turé ou accessible). Hatedans les deux sites d’étude, le
nombre de MT est plus élevé dans la situation adales(11 morphotypes) que dans la
situation cléturé (10 morphotypes). On constatesiagae I'abondance relative des
différents morphotypes varie d’'un site a I'autréosegqu’il est cléturé ou accessible.
Par exemple, le morphotype 2 est Iégérement ploadamt dans la situation du site
cléturé que dans le cas du site accessible, aloasi gontraire, les morphotypes 5 et 6
sont plus abondants dans le site accessible.

L’'analyse de la figure 14 nous montre que les dearables étudiées se
trouvent a des endroits opposées et confirme g&iln effet significatif (P=0,005) de
ces 2 facteurs sur la distribution spatio-tempergés EMC identifiés. Pour 'effet de
la saison de prélevement, en été la diversité clesngcorhizes décroit. Pour 'effet de
I'état du site, les différents morphotypes sonturidistribués en état cléturé, qu’en
milieu accessible. Ceci peut étre expliqué paaiedue le potentiel hydrique décroit
plus vite dans ce type de traitement et que, ra@porun méme volume du sol, la
biomasse racinaire y est plus faible que dansdeciéduré. Le morphotype 2, 8 et 11
s’'adaptent mieux aux conditions stressantes erogerd’été et en état de milieu
accessible. Ceci suggére que ces morphotypes kantopérant a la sécheresse du sol
que ceux formées par d’autres champignons, et/edeyu formation est favorisée par
un potentiel hydrique bas. Pour d’autres, au ety I'exemple du morphotype 4, 6

et 10, leur formation n’est favorisée que par uat lpotentiel hydrique.

Tableau 3 :indices de la diversité calculés par la méthodeMN.

Saison

Indice de Printemps Accessible Cléturé

diversité
Richesse n=6 n=10 n=10 n=11

spécifique




Shannon n=1,55 n=1,66 n=1,34 n=1,81

5- Analyse par séguencage

Les séquences des ITS obtenues ont été comparées les séquences

nucléiques des banques de données. Ceci a pedffiiation phylogénétique des
différents morphotypes observés (Figure 15).
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Figure 15 : Dendrogramme phylogénétique des différents morglestyles champignons

ectomycorhiziens chéne-liege.

L’analyse phylogénétiqgue, par maximum de vraisemi#a « Maximum
Likelihood », a confirmé la diversité des champigme@ctomycorhiziens associés au
chéne-liege et a permis leurs classements au sédntakonsu lieu de 10 révélés par

'analyse PCR-RFLP. Les MT1 et MT3 sont identigués.agirait de 2 ribotypes de



la méme espece du genRaissula Pour le MT2, la comparaison des séquences a
révélé une trés grande proximité taxinomique a®egeophilumlLe MT5 a montré
une proximité génétique av&cleroderma citrinunpar une homologie de 100% et un
recouvrement de 92%. Quant aux MT4, MT9 et MT18 demparaisons de séquences
indiquent une tres grande proximité génétique alex séquences de référence du
genrePeziza En ce qui concerne le MT6, MT7 et 8, les companms des séquences
avec les souches de référence ont indiqué une mit@xigénétique respectivement
avecThelophora sp.Russulasp. efTomentellasp.

A I'exception du MT 2 identifié jusqu’a I'espec€€nococcum geophilyma
quasi-totalité des MT ont été identifiés a I'échall genre.

Les différents taxons sont répartis sur deux pHgs,Ascomycetes présentés
par les MT2, MT4, MT7, MT8, MT9 et MT10 et les Bdsimycetes regroupant les
MT1, MT5 et MT6.

Dans cette étude, nous avons montré la dominanc€.dgeophilum Cet
ascomycete mycorhizien qui ne fructifie pas domiseuvent fortement les
communautés des champignons ectomycorhiziens (Rishe al., 2005 ; De Roman
et De Miguel, 2005). Par ailleurs, selon HortorBetins (2001), il n’existe aucune
étude de communauté de champignons ectomycorhiaiens taxon n’ait été recenseé.
La plupart des études sur les communautés ECMjgasbé ce jour, rapportent que
cette espece est la plus abondante avec une alwendzlative allant de 11 a 29%
(Abourouh et Najim, 1995 ; Al Sayegh-Petkovsek eaigher 2000; Dahlberg et al.
1997). Ceci peut étre expliqgué par sa forte comtue et sa tolérance a la sécheresse
(Molina et al 1992 ; LoBuglio 1999). Il a de cetfaine meilleure adaptation aux
ecosystemes meéditerranéens. En second lieu, lelephoeaceae Tomentellasp.)
occupe la deuxieme place avec une abondance eelatigignant jusqu'a 45 % en
période d'été dans le cas du site cloturé. En Hspalps espéces dehelephora
représentent 25% des MT ectomycorhiziens obseraés dne forét d€). ilex (De
Roman et De Miguel 2002). Les Thelephoraceae ddemhaégalement la
communauté des ECM dans deux autres écosystemdemsgebens de la Californie
(Gardes & Bruns, 1996). Les scleroderma (MT5) saimindants aussi bien en été
gu'au printemps, mais leur abondance est meilleareonditions de site accessible.
Ceci peut étre expliqué par un effet bénéfique'aldion d’anthropisation qui facilite

la dispersion de spores, ainsi que 'augmentatesah pourcentage de compétitivite.



Les Pezizales, représentés par les MT4, MT9 et MEBDlt au contraire, plus
exigeants vis-a-vis des conditions du milieu. Bsdg&veloppent mieux en conditions
favorables de température et d’humidité et leumdbace est perturbée par I'action
humaine.

En comparaison avec les carpophores trouvés lor¢adgrospection des
champignons ectomycorhiziens, on remarque |'abseheetomycorhizes du genre
Laccariaet Amanitasur les racines de chéne-liege

Conclusion

Les résultats de ce travail soulignent la biodinérspatio-temporelle de la
communauté des champignons ectomycorhiziens assamié chéne-liege, non
seulement en termes de diversité spécifique maisi @n termes de comportement :
saisonnalité et réponse aux facteurs environnementdanalyse phénotypique a
révélé la présence de 11 morphotypes difféerentstati@ycorhizes. L’abondance
relative et la richesse des MTs sont fortement nidpeates de la saison et de I'état du
site. Le MT 2 Cenococcum geophilynet le MT8 sont les plus dominants surtout en
conditions stressantes et dans un état de milieesaible exposé aux contraintes
anthropiques, paturage, etc. Cependant, le MTMTet forment des ectomycorhizes

principalement en printemps, en conditions favaalle température et d’humidité.

L’analyse moléculaire des ectomycorhizes a perrideitifier avec plus de
précision les différents taxons. Les dix MT isolén, période de printemps, ont fait
I'objet d’'une analyse moléculaire par PCR/RFLP.nalyse des profils de restriction

obtenus a confirmé la diversité génétique des Ckéalpblement établie par I'analyse



phénotypique. Le séquencage des ITS des difféfditsa révélé la présence de
seulement 9 taxons et a montré que les MT1 et MfBésentent deux ribotypes
distincts de la méme espece génétiquement procHeudsula aerugingaavec un
pourcentage d’homologie de 78%. Cette méthode iBamassi étre informative et
importante dans la détection des successions myearhes qui évoluent
naturellement avec I'age et les conditions sylvetgales du peuplement (Durrieu,
1993).

Dans cette étud€;enococcum geophilymiomentallasp., etSclerodermasp.
sont les especes qui résistent le mieux aux stxesss recommandons I'utilisation de
ces isolats dans la mycorhization contr6lée destplale chéne liege pour la
révégétalisation des sites difficiles. Par ailleufsutil moléculaire a permis de
confirmer I'éventuel coexistence des deux manted. geophilumet Tomentalla
sp. sur le méme apex racinaire. Ceci expliqgueéagirce de double ITS pour le méme
apex. Les MT 6 et MT7 s’averent plus exigeants etemiel hydrique et
n'apparaissent qu’a des conditions favorables oipéeature et d’humidité. Quant aux
MT 4 et MT 9, ECM du genréPeziza I'abondance relative est perturbée par
I'anthropisation.

Globalement, en vue d’'une gestion durable de nosydtemes forestiers, les
MT identifiés pourraient étre utilisés comme des- bihdicateurs de la qualité des

écosystemes forestiers.
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Glossaire



)/
**

Carpophore : Organe de reproduction sexuée de certains chamugn8yn.
Fructification.

Communauté : Groupe de populations de différentes especes,coniaectées ou
susceptibles de I'étre, a un moment ou a un aetregexistant dans une aire donneée.
Syn. Peuplement, guilde.

Cordon : Agrégation d’hyphes, tous du méme diameétre.

Cortege : Ici, sera utilisé pour désigner Il'ensemble des giignons
ectomycorhiziens d’'une communauté d’arbres.

Ecosystéeme Systeme formé par les relations entre les orgamsivants et le milieu
ou ils vivent.

Génotype : Désigne, ici, 'ensemble des alléles réunis dansolgau (nucléaire) ou
dans les mitochondries (cytoplasmique).

Hétérotrophe : Organisme qui est incapable de produire ses proprelecules
organiques et doit donc les puiser chez les étredgraphes.

Locus : Un locus définit 'emplacement d'un alléle ou dygme sur un chromosome
ou la carte factorielle le représentant. Pluriat;.|

Morphotype :  Groupe d’individus d’especes différentes ou senibib
morphologiquement distincts.

Mycélium : Masse de filaments filiformes (hyphes), ramifiésréticulés, formant la
structure vegétative des champignons et se distimgde la fructification. Pluriel;
mycelia.

Population : Groupe de génets interféconds qui partagent unrdsisade génes (= de
méme espéce biologique).

Subéraie : Peuplement forestier dominé par le chéne-liege.

Symbiose :Association indissoluble et durable entre deux espé&lont chacune tire
bénéfice (Christian Lévéque, 2008).

Taxon : Groupe d'étres vivants ou fossiles qui ont desstcammuns. Pluriel; taxons.

Abréviation

ADN : Acide désoxyribonucléique



ADNr : ADN ribosomal (Nucléaire ou mitochondrial)

AFLP : Amplification of Fragment Length Polymoghi (Polymorphisme de

longueur de fragments amplifiés aprés digestion)
dNTP : Désoxyribonucleide triphosphate
ECM : Ectomycorhizien

ITS : Internal Transcribed Spac€Espaceur intergénique transcrit)
IGS :InterGenic SpacefEspaceur intergénigue non-transcrit)
PCR :Polymerase Chain ReactigRéaction de polymérisation en chaine)

RAPD :Random Amplification of Polymorphic DNAmplification de segments

d’ADN polymorphe de position aléatoire)

RFLP :Restriction Fragment Length Polymorphigholymorphisme de longueur de

fragments de restriction)

SSR :Simple sequence repgatquence simple répétée)

°C : Degré Celsius

% : Pourcentage

g : Gramme

mg : Milligramme

ml : Millilitre

pl : Microlitre

M : Molaire

mM : Millimolaire

Pb : Paire de base (unité de longueur de ’ADN)
UV : Ultra violet

V : Volt

rpm : Rotation par minute

BSA : Bovine Serum Albumin

ETDA : Ethyl Diamine Tétra Acétyl

CTAB : Cethyl Trimethyl Ammonium Bromide
TBE : Tampon Tris-Borate-EDTA

TE : Tris-ED






